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HEINRICH-HEINE-UNIVERSITAT DUSSELDORF

Zusammenfassung

Untersuchung und Charakterisierung der Interaktion des Hepatitis
C viralen Proteins NS5A mit der humanen Tyrosinkinase c-SRC

von Stefan KLINKER

Vorhergehende Studien mit Hepatozyten Zelllinien mit stabil inkorporiertem Hepatitis C Vi-
rus-Replikongenom (Huh 9-13) zeigten, dass die humane Tyrosinkinase ¢-SRC durch die vi-
ralen Proteine NS5A und NS5B in den viralen Replikationskomplex rekrutiert wird. Die
Ausbildung des Komplexes ist essentiell fiir die virale Replikation. Im Komplex mit den vira-
len Proteinen steht c-SRC nicht fiir die physiologischen Funktionen zur Verfiigung, zu denen
unter anderem die Beteiligung an Signalwegen fiir die Zellproliferation, Zelldifferenzierung
und Zelliiberleben gehoren.

Ausgehend von Studien zur Bindung von NS5A an ¢-SRC-SH2 in Hepatozyten und NS5A
an FYN-SH2 in B-Zelllymphozyten, wird ein Phosphotyrosin (pY) -abhidngiger Mechanismus
der Bindung vermutet.

Ziel dieser Arbeit war es, die Bindung zwischen NS5A und ¢-SRC-SH2 zu untersuchen,
die entscheidende Interaktionsstelle zu identifizieren und biochemisch zu charakterisieren.

Uber Pulldown-Assays mit pY-bindedefiziente Varianten von c-SRC-SH2 und FYN-SH2
konnte eine klar pY-abhéingige Bindung von NS5HA gezeigt werden. Um die Hypothese zu
iberprifen, wurde die Bindung von synthetischen NS5A-pY-Peptiden an ¢-SRC-Doménen
qualitativ und quantitativ untersucht. So wurden mehrere putative Bindestellen mit Disso-
ziationskonstanten (Kys) im niedrigen pM-Bereich identifiziert. Drei der Epitope befanden
sich in der D1-Domiine (Y93, Y129, Y161) und eins in der D3-Doméne (Y413). Uber Struk-
turdaten zur D1-Doméne wurde die Oberflichenzugénglichkeit der Tyrosine bestéatigt.

Nachfolgend wurden D1- und D2D3-Doménen von NS5A im mg-Mafistab mit pY-Modifi-
kationen heterolog exprimiert und gereinigt. Die Expression wurde im F. coli-Stamm TKB-1
durchgefiihrt, welcher neben dem ,protein of interest* die Tyrosinkinase ELK co-exprimiert,
die unspezifisch co- und posttranslationell in vivo Tyrosinreste phosphoryliert. Durch diese
unspezifische Phosphorylierung konnte nicht von homogen modifizierten Tyrosinresten ausge-
gangen werden. Dieser Umstand wurde im Design der weiteren Experimente beriicksichtigt.

Uber in vitro-Assays wurde die Bindung von NS5A-D1FLEPY ynd -D2D3ELEPY ap
c-SRC-SH2 qualitativ durch Pulldown-Assays und quantitativ durch Biolayer-Interferenz (BLI)
gemessen. Dabei wurden Kys von ~ 500nM fiir NS5A-D1ELEPY an ¢-SRC-SH2 gemessen.
Kontrollexperimente, mit unphosphorylierten oder pY-bindedefiziente Analyten, zeigten eine
klare pY-Abhingigkeit der Bindung. Fiir NS5A-D2D3FLE PY konnte lediglich eine Bindung-
konstante im mittleren pM-Bereich (Ky =18 pM) fir ¢-SRC-SH2 gemessen werden.

Um das fiir die Bindung entscheidende Tyrosin in NS5A-D1 einzugrenzen, wurden die
drei Kandidaten Y93, Y129 und Y161 durch Phenylalanine ausgetauscht.

Diese Varianten von NS5A-D1FLK PY wurden auf c-SRC-SH2-Bindung untersucht. Vari-
anten mit Y93F-Austausch zeigten den Verlust der pM-Affinitdt zu c-SRC-SH2, wohingegen
Y93FLE PY Varianten Wildtyp-ahnliche Affinititen aufwiesen (K4 ~ 0,5-1,5 pM)

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse der in vitro-Bindungsstudien darauf hin, dass
Y93 nach Phosphorylierung Teil des c-SRC-SH2-Bindeepitops von NS5A ist.

Anschliefend wurden Experimente zur biologischen Relevanz in Zellkultur-Replikonsmo-
dellen durchgefiihrt. Dazu wurden Hepatozyten-Zelllinien (Huh 7) mit HCV-Replikon-Plas-
miden, mit NS5A Y93F-Austausch, transfiziert. Es zeigte sich, dass die Replikationseffizienz
von HCV, verglichen mit dem wt-HCV-Replikon-Plasmid oder stabil transfizierten Huh 9-13-
Hepatozyten, reduziert wurde. Austausche fiir Y129 und Y161, jeweils zu F, zeigten keine

statistisch signifikanten Anderungen der Replikationsraten.
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Abstract

Untersuchung und Charakterisierung der Interaktion des Hepatitis
C viralen Proteins NS5A mit der humanen Tyrosinkinase c-SRC

by Stefan KLINKER

Previous results provided strong evidence that in hepatitis C virus (HCV) infected cells the
cellular tyrosine kinase c-SRC is recruited into the viral replication machinery by the viral
nonstructural proteins NS5A and NS5B. Thereby, ¢-SRC participates in the formation of a
NS5A /NS5B protein complex that is a prerequisite for efficient HCV replication. This likely
interferes with the physiological function of the ubiquitously expressed c-SRC that governs
a variety of important cellular processes e.g. with cellular proliferation, differentiation or cell
survival.

Recently, it has been shown for HCV infected hepatocytes that NS5A binds to c-SRC-SH2
and in HCV infected B-cell lymphocytes NS5A binds FYN-SH2, leading to the assumption
that NS5A interacts with SH2 domains via phosphotyrosine (pY) modification.

The aim of this work to investigate the binding of NS5A and c-SRC-SH2, identify and
characterize biochemically the important interaction site.

Pull-down assays with different SH2 domains and non-pY binding variants of SH2 domains
were performed and showed a pY dependent binding of NS5A for SH2 domains.

Tyrosine phosphorylated peptides covering NS5A sequence and mg-scale of recombinant
purified ¢-SRC-SH2 domains were used for different methods of screening putative binding
motives of NS5A and c-SRC. ELISA, fluorescence polarization measurements and biolayer
interferometry (BLI) were used to measure binding qualitativly and quantitativly. The result
suggested several candidate binding sites for c-SRC-SH2 with low pM binding affinities, three
in D1 (Y93, Y129, Y161) and one in D3 (Y413). Structural information of NS5A-D1 suggested
that all of the three D1 candidates were exposed to the protein surface.

Based on these peptide screenings, different boundaries of NS5A were purified in mil-
ligram scale in various post-translational modified pY states. This modification of protein
was achieved by using E. coli TKB-1 strain which co-expresses ELK-kinase for unspecific
phosphorylation of protein of interested in vivo during biosynthesis. Previous studies sho-
wed some inhomogeneity of pY modification pattern, therefore following experiments were
designed considering this.

In wvitro binding assays with recombinant components were performed and measuring
qualitatively (pull-down assays) and quantitatively (BLI). Dissociation constants (Kys) of ~
500 nM were observed for c-SRC-SH2 and NS5A-D1FLK PY 4t Control experiments without
phosphorylation modification of NS5A as well as experiments with non-pY binding variants
of SH2 showed clear pY-dependence for binding. For NS5A-D2D3PLE PY (with pY413) a K
of 18 ntM for ¢-SRC-SH2 was observed, therefore nearly factor 40 less affine.

Based on NS5A-D1 domain different Y to F mutants (Y93F, Y129F, Y161F) were designed
to inhibit phosphorylation whereas protein structure stayed unharmed.

Single, double and triple Y to F mutants were tested for c-SRC-SH2 binding capabilities.
NS5A-D1ELEPY Y93F variants showed lost of affinity for c-SRC-SH2. The affinity chan-
ged from Ky~ 1M when Y93ELK PY was present to > 30 M in D1 Y93FELK PY variants,
showing that pY93 is a high affinity docking side for ¢c-SRC-SH2.

Knowledge of the interaction side is the first step for clarification of the structural basis
of the ¢-SRC NS5A complex. First in vivo studies were performed using Huh 7 hepatocytes
transfected with HCV replicon plasmids with D1 Y93F exchange. Cells showed reduced re-
plication rate compared with Huh 7 with wt plasmid or Huh 9-13 stable replicon cells. D1
positions Y129F and Y161F leading to no statistical significant change in replication.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Hepatitis C Virus (HCV)

1.1.1 Epidemiologie von Hepatitis C

Das Hepatitis C Virus (HCV) wurde erstmals Mitte der 1970er Jahre in der Li-
teratur erwahnt (1). Mit Aufkommen der ersten Diagnosen fir Hepatitis A und
B wurden weitere Virusinfektionen entdeckt, die jedoch keiner der beiden Infek-
tionen zugeordnet werden konnten. Erst Ende der 1980er Jahre konnte das bis
dahin als ,,non-A, non-B hepatitis“-Partikel bezeichnete Virus genauer charak-
terisiert werden und das virale Genom iiber Klonierungen als 10.000 Basenpaar
langes, positives Ribonukleinséure (RNA) -Molekiil identifiziert werden (2). Das
Hepatitis C Virus 16st eine in bis zu 80 % der Félle chronische verlaufende In-
fektionskrankheit aus. Sie geht einher mit erhohtem Risiko fiir Leberzirrhose
und hepatozellulire Karzinome. Die HCV-Infektion ist nur in wenigen Féllen
die kausale Todesursache des Infizierten, vielmehr sind es haufig Sekundarin-
fektionen, die zum Tod fithren (3).

Chronische Hepatitis C-Infektionen sind der haufigste Grund fiir Lebertrans-
plantationen, wenngleich die transplantierten Organe héaufig neu infiziert wer-
den. Ein Fiinftel aller Patienten sterben zeitnah nach der Transplantation oder
brauchen innerhalb der ersten fiinf Jahre eine weitere Transplantation (4).

Die Infektion erfolgt iiber den Kontakt mit infiziertem Blut, mit infiziertem
Blut verunreinigten medizinischen Geréate oder infizierten Spenderorganen (5).

Durch die Moglichkeit der Diagnose von Hepatitis C sank die Anzahl von
Neuinfektionen von Mitte der 1980er Jahre bis Mitte der 1990er Jahre um den
Faktor sechs. Aufgrund des eher chronischen Verlaufs der HCV-Infektion wurde
2000 noch mit einem Anstieg von Todesopfern bis in die 2010er Jahre gerechnet
(6). Aktuell gibt die Weltgesundheitsorganisation (WHO) die Anzahl weltweit
infizierter Personen mit 130-150 Millionen an (7). Diese befinden sich vornehm-
lich im mittleren Osten, Asien, Stidamerika und Nordafrika (8). Jahrlich sterben
rund 500.000 Menschen an akuter Hepatitis C-Infektion oder deren chronischen
Folgen (9).

Bis Anfang 2010 bestand die Therapie fiir HCV-infizierte Personen primér
aus Kombinationstherapien mit Interferon a und dem Virostatikum Ribavirin.
Je nach Genotyp des Virus war in ungefdhr der Halfte der Félle eine Therapie
erfolgreich, wenngleich damit oft schwere Nebenwirkungen einhergingen (10).
Anfang der 2010er Jahre wurden neue Therapeutika fiir Hepatitis C erstmalig
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publiziert. Diese zielen auf den molekularen Wirkungs- und Replikationsme-
chanismus des Virus, nicht zuletzt aufgrund neuer Erkenntnisse iiber Identitét,
Struktur und Mechanismen einzelner viraler Proteine. Ein wichtiger Angriffs-
punkt der Therapeutika sind die viralen Proteine NS5A und NS5B.

Global weist HCV eine relativ hohe Anzahl infizierter Personen bei gleich-
zeitig relativ moderater jéahrlicher Sterberate auf. Chronische Effekte der In-
fektion treten in der Regel erst 20 oder mehr Jahre nach Infektion auf. Diese
Umstande deuten darauf hin, dass das Virus Mechanismen evolutionar entwi-
ckelt haben muss, um zelluldre Prozesse des Wirts auszunutzen, mit seinem
Immunsystem interagieren kann, aber gleichzeitig die Uberlebensfiahigkeit und
Fitness des Wirts nur méafig einschrankt (3, 11).

1.1.2 HCV-Genotypisierung und Systematik

Das Hepatitis C Virus gehort zur Familie der Flaviviridae und wird zur Gruppe
der Hepaciviren gezdhlt. Wahrend der Replikation unterliegt das 9,6 Kilobasen
groBe RNA-Genom einer Fehlerrate von 107° bis 1074, Bereits bei den ersten
Sequenzierungen des HCV-Genoms wurde eine substanzielle genetische Varia-
bilitat in verschiedenen Patienten-Isolaten festgestellt.

Zur Klassifizierung verschiedener HCV-Isolate wurden formale Regeln auf-
gestellt, die sowohl Kriterien fir die Qualitdt der Sequenzierung als auch Ab-
grenzungskriterien zwischen einzelnen Genotypen berticksichtigten (12). Diese
Regeln fithrten zu sechs verschiedenen Genotyp-Gruppen mit insgesamt 18 Sub-
typen. Weitere dutzende Subtypen konnten aufgrund unzureichender Genom-
sequenzierungs-Ergebnisse nur provisorisch diesen Gruppen zugeordnet werden
(13). Die Ergebnisse dieser validen und vorlaufigen Klassifizierungen wurden
publiziert, u.a. in der Los Alamos HCV Database (14) und der euHCVdb (15).

Keine dieser Datenbanken wurde jedoch seit 2014 bis heute (Stand Febru-
ar 2016) aktiv gepflegt, sodass die Nomenklatur neu gefundener HCV-Isolate
den individuellen Wissenschaftlern iiberlassen wurden. Die vormals eingefithrten
Regeln wurden zunehmend obsolet. Die Zahl identischer Isolate unter verschie-
denen Nomenklaturen stieg (13).

Zusatzlich zur fehlenden Pflege der Nomenklatur durch die wissenschaftli-
che Gemeinschaft, steig die Anzahl und Qualitit an vollstdndigen individuellen
Genom-Sequenzierungen, u.a. auch durch neue Sequenzierungstechniken, von
238 in 2005 auf iiber 1300 in 2012 an, gleichzeitig stiegen die Inkonsistenzen
in Nomenklatur und Zuordnung (13, 16, 17). Im Jahr 2014 waren mehr als
225.000 HCV-Sequenzen in der Gendatenbank GenBank hinterlegt, mit einem
jéhrlichen Zuwachs von ca. 30.000 Sequenzen (13).

Auf Grundlage dieser Information fithrte Smith et al. 2014 die momentan
(Stand 2016) aktuellste Nomenklatur fir HCV ein. Sequenzen mit weniger als
13% Abweichungen wurden als Mitglieder eines Genotyps mit verschiedenen
Subtypen klassifiziert, wohingegen mehr als 15 % Sequenzunterschiede als neuer
Genotyp definiert wurde. Aus dieser Aufteilung resultierten sieben Genotypen
mit insgesamt 67 Subtypen (13).
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ABBILDUNG 1.1: Schematische Darstellung der genetischen Orga-
nisation, des HCV-Polyproteins und dessen Prozessierung des
Hepatitis C Virus. Die 9,6 Kilobasen grofie +ss RNA besitzt sowohl am
5 als auch am 3’ ausgepriagte Sekundéarstrukturen in den nicht-kodieren-
den Regionen. Die konservierten und hoch geordneten Loops I bis VI im
nicht-kodierenden 5-Bereich (5-NCR) sind fiir die Replikation oder die
Ausbildung der IRES wichtig. Am 3’-Ende befinden sich der ,stem loop*
von NS5B (5B-SL), und die 3’ nicht kodierende Region (3’-NCR), welcher
die Replikation beeinflusst. Die RNA wird in ein Polyprotein translatiert.
Dieses wird dann von zelluldren und viralen Proteasen in die einzelnen vi-
ralen Proteine gespalten. Die Veroffentlichung der modifizierten Abbildung
wurde genehmigt von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Micro-
biology, Moradpour et al. copyright 2007 (19).

Die individuelle HCV-Infektion ist ein sehr dynamischer Prozess. Die durch-
schnittliche Halbwertszeit eines Viruspartikels im Wirtsorganismus betragt we-
nige Stunden bei ca. 10'? Virionen pro Tag in einem Wirt (18). Daher kommt
es bereits innerhalb eines infizierten Individuums zu Quasispezies des Virus, die
unter Selektionsdruck des Wirts und der anderen Viruspartikel stehen.

1.1.3 Molekularer Aufbau von HCV

Das Hepatitis C Viruspartikel ist von einer Lipidmembran umhiillt und besitzt
eine GroBe von etwa 60 nm. Die 9,6 Kilobasen grofie, einzelstrangige RNA besitzt
eine positive Polaritdt und wird von einer ikosaedrischen Proteinhiille umgeben.
Zwei virale Glykoproteine (E1 und E2) sind in der Doppel-Schicht-Lipidhiille
des Virus lokalisiert.

Das einzelstrangige RNA-Genom besitzt eine 5’ nicht-kodierende Region mit
einer innenliegenden ribosomale Einstiegsstelle (IRES, ,internal ribosomalen
entry site®), einen einzigen ,open reading frame“ (ORF) welcher fir struktu-
relle und nicht-strukturelle Proteine (NS fiir non-structural) als ein Polyprotein
kodiert und einen nicht-kodierenden 3’- Bereich (19). Dieses Polyprotein wird
nach Translation von Wirtszell- und viralen Proteasen in die einzelnen Proteine
gespalten.
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ABBILDUNG 1.2: Darstellung des HCV Polyproteins mit Struktu-
rinformationen der Einzelproteine (soweit bekannt, Stand 2007
mit Projektrelevanten Erginzungen aus 2015) und Darstellung
der einzelnen Protease-Spaltstellen. Das Scheren-Symbol zeigt pro-
teolytische Spaltungen durch Peptidasen des Endoplasmatischen Retiku-
lums (ER), mit Ausnahme der Spaltung des Core-Proteins, das durch eine
Signal-Peptid-Peptidase vom Polyprotein gespalten wird. Der kreisférmige
Pfeil symbolisiert die Spaltestelle der NS2-3-Protease. Die schwarzen Pfeile
zeigen Spaltstellen der NS3-4-Protease. Soweit Strukturinformationen der
einzelnen Proteine bekannt sind, sind sie in dieser Abbildung dargestellt.
Proteine mit unbekannter Struktur sind als farbige Ellipsen oder Zylin-
der dargestellt. Fiir das NS5A-Protein konnte in jiingster Vergangenheit
gezeigt werden, dass die C-terminalen Domé&nen D2 und D3, trotz ihrer
Einordnung als intrinsisch ungeordnetes Protein (IDP), mehrere a-helikale
und S-Faltblatt-Strukturen enthalten (20). Die ER-Membran ist dargestellt
mit hellgelber polarer Kopfregion und hellgrauen hydrophoben Aliphaten-
Ketten. Die Veroffentlichung der modifizierten Abbildung wurde genehmigt
von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Microbiology, Moradpour
et al. copyright 2007 (19). Genauere Strukturinformationen von NS5A von
Solyom et al. 2015 wurden erginzt.

Ahnlich der Nomenklatur vieler anderer Vieren, werden strukturelle Proteine
von HCV als solche bezeichnet, die dem Viruspartikel als Hiillproteine dienen.
Als nicht-strukturelle Proteine werden Proteine bezeichnet, die wahrend des
Replikationszyklus von HCV funktional agieren.

Zu den Strukturproteinen werden das Core-Protein und die beiden Hiill-Gly-
koproteine E1 und E2 gezahlt. Zur Gruppe der Nichtstrukturproteinen gehéren
das Ionenkanal-Protein P7, die Protease NS2, die Serinprotease und Helika-
se NS3, der Proteasen-Co-Faktor NS4A, das Membran-organisierende Protein
NS4B, das Wirtszell-kontrollierende Protein NS5A und die RNA-abhangige-
RNA-Polymerase NS5B.

Das Core-Protein ist ein basisches, RNA-bindendes, 21 kDa grofles Protein,
welches das virale Kapsid bildet (21). Es sind weitere Varianten des Proteins
in den GroBlen 17-23kDa bekannt, wobei die 21 kDa Form (P21) die dominie-
rende Variante scheint. Das Core-Protein existiert in dimerer und multimerer
Form, heterolog exprimiert neigt es zur Selbstassemblierung in ,nucleocapsid-
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like particels (NLP) (21). Neben der strukturellen Funktion, interagiert das Co-
re-Protein positiv wie negativ mit zellularen Apoptose-Faktoren, stimuliert in
Zellkultur das Wachstum von Hepatozyten, beeinflusst die Translation verschie-
dener zellularer und viraler Gene und spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung
von Lipidvesikeln, die fiir die virale Replikation wichtig sind (22, 23, 24, 25).

Die Hiill-Glykoproteine E1 und E2 sind essenzielle Bestandteile der vira-
len Membranhiille und essentiell fir die virale Infektion, Wirtszellmembran-
Penetration und die Fusion mit dieser (21, 26). Sie haben Molekularmassen
von 33-35 bzw. 70-72kDa, bilden nicht-kovalente Homodimere und zahlen zu
den TypI Transmembran-Glykoproteinen (21). Die fiinf, respektive elf Glyko-
sylierungsstellen sind iiber alle HCV-Genotypen hoch konserviert. Dies legt die
Vermutung nahe, dass diese Glykosylierungen eine wichtige Rolle im viralen
Infektions- und Lebenszyklus spielen (27).

Das 63 Aminosaurereste groe Polypeptide P7 besitzt zwei a-helikale Trans-
membrandoménen und ist fiir die Infektiositdat von HCV entscheidend (21, 28).

NS2 ist ein 21-23kDa grofles, nicht-glykosyliertes Transmembranprotein,
welches tiber zwei Signalsequenzen am ER assoziiert ist. (29). Es ist beteiligt an
Apoptose-Inhibition und beeinflusst die Transkriptionsaktivitiat der Wirtszelle.
Zusammen mit dem N-terminalen Teil von NS3 nimmt der Zink-bindende NS2-
3-Komplex eine Chymotrypsin-dhnliche, doppelte g-Faltblattstruktur ein und
spaltet in cis das NS2-3-Polyprotein in die Einzelproteine NS2 und NS3 (30).
Mit Spaltung von NS3 verliert die NS2-3-Protease ihre proteolytische Aktivitat.
Zelluldres NS2 kann von der Caseinkinase 2 (CK2) phosphoryliert werden und
wird anschlieBend vom Proteasom abgebaut (21, 31).

Neben dem NS2-3-Komplex, besitzt der C-Terminus von NS2 eine Helikase/
Nukleinsdure Triphosphat Hydrolase (NTPase)-Doméne der Helikase-Superfa-
milie 2. Die Helikase/NTPase ist bei der RNA-Bindung und RNA-Sekundar-
struktur Modifikation, u. a. auch durch NTP-Hydrolyse beteiligt. Reguliert wird
diese Aktivitdt durch die Protease-Doméne in cis und der RNA-abhingigen-
RNA-Polymerase NS5B (21, 32, 33). Weiterhin interagiert NS3 im Komplex mit
NS4 mit Wirtszell-Signalwegen und ist essentiell fiir den HCV Replikationszy-
klus und die Pathogenese (21). Weiterhin wirkt der NS3-4-Komplex als Protease
fur die Spaltung der Vorlaufer-Polyproteine NS3/NS4A (in cis), NS4A /NS4B,
NS4B/NS5A und NS5A/NS5B. Damit ist NS3-4 eine der zentralen Proteasen
von HCV und daher ein vielfach erwahntes Ziel fiir mogliche antivirale Thera-
peutika-Ansétze (21, 34).

Das 261 Aminosaurereste grofle Membranprotein NS4B ist in der Membran
des ER lokalisiert und wirkt unter Anderem als Membran-Anker fiir den Repli-
kationskomplex von HCV (35), Adenylat-Kinase- und Nukleotid-Hydrolase-Ak-
tivitdten (36) und wirkt als Inhibitor fir zellulére Biosyntheseprozesse (21, 37).

NS5A ist ein 56 kDa groflies, RNA und Zink-bindendes Protein, welches wéh-
rend des Infektionszyklus von HCV eine grole Dynamik im Phosphorylierungs-
muster aufweist. NS5A ist entscheidend an der viralen Replikation beteiligt
und reguliert und moduliert viele zelluldre Signalwege (38, 39, 40, 41). Am
N-Terminus ist eine 30 Aminoséurereste grofle, amphipatische a-Helix, welche
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NS5A an die Zellmembranen lokalisiert. Die sich anschlieBende Doméne D1 ko-
ordiniert iiber alle Genotypen von HCV konserviert, tiber vier Cysteine ein zen-
trales Zink-Ion (siehe Abbildung 1.6). Diese Metallbindung ist von essenzieller
Bedeutung fiir die RNA-Bindung von NS5A und die Replikations-Funktion von
HCV (42). Von N-terminal verkiirzten Varianten der D1-Doméne sind meh-
rere Kristallstrukturen bekannt, die eine dimere oder multimere Anordnung
zeigen (43, 44). Die zentral und C-terminal liegenden Doménen D2 und D3
sind intrinsisch ungeordnet und werden mit der viralen RNA-Replikation und
Viruspartikel-Assemblierung in Zusammenhang gebracht (45, 46). Obwohl D2
und D3 zu den intrinsisch ungeordneten Proteinen bzw. Protein-Fragmenten
gezdhlt werden, konnten Sekundérstrukturelemente durch Kernspinresonanz-
spektroskopie (NMR, nuclear magnetic resonance spectroscopy) und Zirkular-
dichroismus Spektroskopie (CD, circular dichroism spectroscopy) nachgewiesen
werden (20, 47, 48, 49, 50, 51). Weiterhin wurde durch NMR fiir die prolinreiche
Region zwischen der D2- und D3-Domane eine niedrig nM affine, PXXP-SH3-
Interaktionsstelle identifiziert (20, 49). Die einzelnen Doménen sind durch kurze
s<low-complexity sequences® (LCS) getrennt (42).

NSSHA zeigt ein ausgeprigtes und iiber den Replikationszyklus von HCV sehr
dynamisches Phosphorylierungsmuster fiir Serine und Threonine. (52). Es ist in
einer basal phosphorylierten und einer hyperphosphorylierten Form bekannt,
die bei 56 bzw. 58 kDa in einer SDS-PAGE migrieren. Einen genaueren Einblick
in die Phosphorylierungsstellen und -Muster ist in Kapitel 1.4 beschrieben.

NS5A formt zusammen mit der RNA-abhéngigen-RNA-Polymerase (RdRp)
NS5B und der humanen Tyrosin-Kinase ¢-SRC und moglicherweise weiteren
zelluldren und viralen Partnern den RNA-Replikationskomplex (53).

Die 530 Aminosdurereste grofle RAdRp NS5B ist iiber eine C-terminale a-
helikale Transmembranhelix an der zytosolischen Seite des ERs lokalisiert (21).
Die Funktion von NS5B und der gebildeten Komplexe ist fiir die virale Repli-
kation essentiell (45). Neben NS5A ist auch NS5B ein pradestiniertes Ziel fur
antivirale Ansétze (34).

1.1.4 Infektions- und Replikationsmechanismus von HCV

Als Wirte fiir HCV sind nur Menschen und Schimpansen bekannt, was die
Untersuchung im Tiermodell erschwert. Priméar werden Hepatozyten von HCV
infiziert, jedoch sind auch Félle von infizierten B-Zellen und dendritischen Zellen
bekannt (19). Als virale Rezeptoren sind aus der Literatur CD81, der LDL
Rezeptor, Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 1 und Claudin-1 bekannt (19, 55).

Das HCV-Partikel fusioniert iiber Clathrin vermittelte Endozytose mit der
Wirtszellmembran (56). Dabei bilden sich endosomale Kompartimente, in denen
eine durch niedrigen pH-induzierte Membranfusion eintritt und so das Virus-
Kapsid in das Cytoplasma entlassen wird. Ahnliche Mechanismen sind bereits
fir anderen Mitglieder der Flaviviridae-Familie bekannt (57).

Nachdem die virale RNA aus dem Kapsid entlassen wurde, bindet die im
5"UTR lokalisierte IRES an die ribosomale 40 S-Untereinheit. Zusammen mit
dem Eukaryotischen Initiation Faktor (elF) 2, GTP und der initalen tRNA
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ABBILDUNG 1.3: Schematische Darstellung des Infektions- und Re-
plikationsmechanismus von HCV. HCV-Partikel binden iiber die Hiill-
Glykoproteine an Rezeptoren (CD81, LDL-Rezeptor, Scavenger Rezeptor
Klasse B Typ 1, Claudin-1) an die Wirtszelle. Das Partikel gelangt iiber
Endozytose in die Wirtszelle und setzt iiber eine pH-induzierte Membranfu-
sion das Kapsid ins Cytosol frei. Dieses setzt daraufthin die virale RNA frei,
von welcher die Translation viraler Proteine an den Ribosomen des rauen
ER erfolgt. Die neu synthetisierten viralen Proteine, insbesondere NS4B
reorganisieren die intrazelluldren Membranstrukturen (35). An diesem neu
formierten membrandsen Netz findet die Replikation der viralen RNA iiber
die membranverankerten Replikationskomplexe rund um die RdRp NS5B
statt. Anschlieend werden die viralen Partikel aus der Zellmembran freige-
setzt. Die Abbildung wurde entnommen aus ,,Novel insights into hepatitis
C virus replication and persistence®, Adv. Virus Res. 63:71-180, Barten-
schlager et al. 2004, mit Genehmigung von Elsevier (54).

entsteht so der 48 S-Partikel. Durch GTP-Hydrolyse wird iiber mehrere Zwi-
schenschritte die ribosomale 60 S-Untereinheit an den Komplex gebunden und
so der 80 S-Translationskomplex initiiert. (19, 58, 59, 60).

Das am rauen ER translatierte Polyprotein wird durch humane und virale
Proteasen in die einzelnen funktionalen Proteine gespalten (Kapitel 1.1.3).
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Neben der Veranderung der Proteinkomposition innerhalb der Wirtszelle,
organisiert HCV ebenfalls das intrazellulare Membransystem, im speziellen das
ER, grundlegend neu (54). Diese ist eine entscheidende Voraussetzung fiir die
erfolgreiche Replikation des Virus (21). In Experimenten konnte gezeigt wer-
den, dass NS4B diese Reorganisation entscheidend, moglicherweise im Komplex
mit anderen humanen Faktoren, durchfiithrt (35). Das Membransystem besteht
aus vielen kleinen Vesikeln, welche in Mikroskopie-Aufnahmen als membrandéses
Netz sichtbar sind. In und an den Membranen assoziiert ordnen sich alle Nicht-
strukturproteine von HCV an. Ebenfalls finden sich dort die fiir die Replikation
wichtigen Multiprotein-Komplexe.

Die Replikation von HCV selbst lauft tiber ein Minusstrang-Intermediat,
welches komplementar zur positiv orientierten, einzelstrangigen viralen RNA
ist. Dieses dient im Folgenden als Vorlage fiir die Synthese eines neuen, wieder
positiv orientierten RNA-Strangs. Beide Prozesse werden von der RARp NS5B
durchgefiihrt, wobei der Prozess der positiv-Strang-Synthese im fiinf- bis zehn-
fachen Uberschuss stattfindet (21). Die neu synthetisierte, positiv orientierte
RNA wird in neuen Translations- und Replikationsprozessen verwendet, oder
in virale Kapsid-Proteine verpackt und als Bestandteil der neuen Viruspartikel
aus der Zelle geschleust (54). Der genaue Mechanismus der Viruspartikel-As-
semblierung und Ausschleusen aus der Wirtszelle ist nicht endgiiltig geklart. Die
Tendenz zur Multimerisierung der Struktur- und Nukleokapsid-Proteine scheint
eine wichtige Rolle zu spielen (61).

1.2 Humane Tyrosinkinasen der Src-Familie

Erstmals Ende der 1970er Jahre wurde eine Src-Protein im Zusammenhang mit
dem onkogenen Rous Sarcoma Virus gefunden und wenig spéter als Tyrosin-
kinase identifiziert.

Zur Familie der Src nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen zahlen mindestens acht
Mitglieder: ¢-SRC, FYN, YES, FGR (zur Subfamilie der Src zdhlend), LYN,
HCK, LCK und BLK (zur LYN-Familie zdhlend) sowie die Subfamilie der FRK
mit FRK/RAK und IYK/BSK (62). FYN, ¢-SRC und YES werden in vielen
Zelltypen und Organen exprimiert, wohingegen die anderen Kinasen in vor-
nehmlich hdmatopoetischen Zellen vorkommen (62).

Die zur Src-Subfamilie zahlenden Kinasen haben ein breites Spektrum an
zelluldren und Membran gebundenen Interaktionspartner, z.B. oftmals Rezepto-
ren, die an der Zelloberfliche exponiert sind (z.B. Rezeptor-Kinasen, Integrine,
G-Protein gekoppelte Rezeptoren oder Hormonrezeptoren) (63). Sie interagieren
direkt oder indirekt iiber ein breites Spektrum an Mechanismen. Oftmals wer-
den Src-Kinasen durch die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor aktiviert,
ferner konnen Src-Kinasen ebenfalls die Aktivitdt des Rezeptors beeinflussen
(62). Sie stehen vorgeschaltet von wichtigen zelluldren Prozessen die Zellproli-
feration, Zellwachstum oder Immunantwort kontrollieren oder auslosen.
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ABBILDUNG 1.4: Schematische Darstellung der Doménenstruktur
von c-SRC und des Regulationsmechanismus von Src-Kinasen
am Beispiel der c-SRC. Die Src-Kinasen ist iiber einen N-termina-
len Myristyl-Anker in der Membran lokalisiert. Daran schlief3t sich von
N- nach C-terminal eine SH4-, eine SH3-, eine SH2- und die Kinase-Do-
méne an. Zwischen SH2- und Kinase-Doméne befindet sich ein flexibler
Linker. Uber die Phosphorylierung von Tyrosinrest 527 durch die nicht-
Rezeptortyrosinkinase Csk (c-terminaler Teil von c-SRC-Kinasen) wird die
Kinaseregion an die SH2-Doméne gebunden. Ein intramolekulares PXXP-
Motiv in der Region zwischen SH2- und Kinase-Doméne bindet an die
SH3-Doméne und sichert so die kompakte Struktur der c-SRC. Durch De-
phosphorylierung an Tyrosin 527 geht die ¢-SRC in die gestreckte Kon-
formation und wird durch Phosphorylierung an Tyrosin 416 aktiviert. Die
modifizierte Abbildung ist entnommen und genehmigt von Thomas et al.
1997.

1.2.1 c¢-SRC: Zellulaire Funktion, struktureller Aufbau
und Ligandenbindung

c-SRC ist ein ca. 60 kDa grofles Protein und wird endogen an der N-termina-
len Src Homology (SH) 4-Doméne mit einer Myristyol-Gruppe modifiziert. Der
SH4-Gruppe folgt eine Unique-Doméne, eine SH3-Domane, eine SH2-Doméne,
dem SH2-Kinasen-Linker und einer Kinase-Doméne, welche auch als SH1 be-
zeichnet wird, sowie einem kurzen C-terminalen Regulationselement (62).

Die SH4-Region umfasst bei ¢-SRC 15 Aminosdurereste, wobei an Position
zwei die Myristoylierung stattfindet, wodurch ¢-SRC an die Zellmembran rekru-
tiert werden kann (62). C-terminal schliet sich die Unique-Doméne an, die sich
zwischen den unterschiedlichen Mitgliedern der Src-Familie stark unterscheidet.
Sie ist wichtig fiir die Bindung an jeweils spezifische Interaktionspartner. In der
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Unique-Doméne finden sich mogliche Serin- und Threonin-Phosphorylierungs-
stellen, die moglicherweise Protein-Protein-Interaktionen modulieren oder die
katalytische Aktivitdt der Kinase beeinflussen kénnen (62).

Die SH3-Doméne besteht aus ca. 50 Aminosdureresten und reguliert intra-
molekular die Aktivitdt der Kinasedoméne, deren Lokalisierung und Substrat-
bindung. SH3-Doménen binden kanonisch ein Prolin-X-X-Prolin Motiv, wobei
Positionen mit X von jeder anderen Aminosdure besetzt werden kénnen, pré-
feriert werden an einigen Postionen jedoch hydrophobe Aminosdurereste (64).
Obwohl dieses Motiv fiir die Bindung an SH3-Doménen hinreichend ist, konnen
weitere Aminosauren in direkter Umgebung die Affinitat steigern (65). Diese
PXXP Motive werden nach ihrer Orientierung unterteilt in Klasse 1, mit der
positiven Ladung N-terminal zum Motiv (+XXPXXP), oder Klasse 2, mit der
positiven Ladung C-terminal vom Motiv (PXXPX+). Die Bindetasche der SH3-
Doméne besitzt zwei hydrophobe Bindestellen fiir die beiden Proline sowie eine
weitere Bindestelle mit negativer Ladung fiir die positive Ladung des Binde-
motivs, durch die die Ligandenspezifitat erreicht wird (62). Die Affinitat einer
isolierten SH3-PXXP-Bindung liegt im mikromolaren-Bereich. Durch weitere
Wechselwirkungen der Interaktionspartner oder weitere an der Bindung betei-
ligte Komponenten, werden in vivo deutlich affinere Bindungskonstanten fiir die
Gesamtkomplexe erreicht (62).

Neben der SH3-Domane reguliert die SH2-Doméne ebenfalls die Aktivitat
der Kinase. SH2-Doménen weisen eine hohe Spezifitit fiir die Bindung an phos-
phorylierte Tyrosine auf, welches in einer der beiden Bindetaschen gebunden
wird (66, 67, 68). In der zweiten Bindetasche wird der dritte Aminosaurerest C-
terminal vom Tyrosin gebunden. Src-Kinasen weisen eine Spezifitat fiir Leucine
und Isoleucine an dieser Position auf (66, 69).

SH3- und SH2-Doméne regulieren beide die Aktivitdt der Kinase-Doméne.
Die flexible Linker-Region zwischen SH2- und Kinase-Doméne erlaubt es der
Kinase-Doméne sich der SH3- und SH2-Domiéne anzunihern. Uber Kristall-
strukturen konnte dieser inaktivierte Zustand nachgewiesen werden (70). Bio-
physikalisch wird dieser Zustand tiber einen Prolinrest im Linker und ein Phos-
photyrosin C-terminal der Kinase-Region stabilisiert. Durch diesen einzelnen
Prolinrest entsteht ein Klasse II PXXP-Motiv-Derivat, welches an die SH3-
Doméne bindet. Gleichzeitig bindet die SH2-Doméne am phosphorylierten Ty-
rosinrest pY 527 C-terminal zur Kinase-Region. Dieser kann durch die zytoplas-
matische Tyrosinkinase CSK modifiziert werden (62, 71). Die Dephosphorylie-
rung an Tyrosin 527 fiihrt zum Aufklappen der Kinase aus der kompakten, in
die ausgestreckte Konformation. Durch Autophosphorylierung von Tyrosin 416
wird die Kinase vollstandig aktiviert.

Wird der Tyrosinrest 527 gegen Phenylalanin getauscht, resultiert dies in
einer konstitutiv aktiven Variante von Src. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass ein Phenylalanin-Austausch an Position 416 in stark reduzierter Aktivitat
resultiert. Phosphorylierung an Tyrosin 527 und Dephosphorylierung an Tyrosin
416 sind die entscheidenden Modifikationen fiir die Src-Aktivitat (72). In der
onkogen Variante v-SRC fehlt dieses regulatorische Tyrosin 527, sodass v-SRC
konstitutiv aktiv vorliegt (73).
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ABBILDUNG 1.5: Strukturmodell einer pY-Bindung an eine SH2-
Domaéne. Die Phosphatgruppe (zentral links in Bénderstruktur gezeigt)
wird von zwei Argininen iiber Wasserstoffbriickenbindungen (blaue gestri-
chelte Linie) in der Bindetasche der SH2-Doméne (als Cartoon Modell sti-
lisiert) stabilisiert, wahrend der der hydrophobe Ring iiber Wechselwirkun-
gen (schwarze gestrichelte Linie) mit hydrophoben Resten, hier ein Valin,
stabilisiert wird. Das Modell wurde erstellt auf Grundlage des RCSB PDB
(74) -Eintrags 4F5B mit dem Programm PyMOL 1.6 (75).

1.3 Kanonische SH2-Bindung als moglicher In-
teraktionsmodus der c-SRC-HCV-Interak-
tion

SH2-Doménen finden sich im humanen Proteom in tiber 100 Proteinen (76). Ihr
Mechanismus zur Ligandenbindung beruht auf einem posttranslational modi-
fizierten Phosphotyrosin (pY). Uber eine konservierte pY-Bindetasche konnen
alle pY-Motive geringer Affinitdt gebunden werden. Die Spezifitdt und Affinitét
der Bindung wird iiber die Bindung der Aminosaurereste C-terminal des pYs
(insbesondere die Position +3) in einer weiteren Bindetasche in der SH2-Doma-
ne erhoht (77, 78). Die Bindung eines pY an die SH2-Doméne weist ein AG®
von ca. 33-42kJ/mol auf und wird hauptsichlich durch exotherme Enthalpie
getrieben. Der entropische Teil ist eher gering (79). In der Bindetasche wird
der Phosphatrest durch mehrere Arginine iiber Wasserstoffbriicken koordiniert,
wahrend der hydrophobe Ring des Tyrosins durch Kontakte zu hydrophoben
Resten in der SH2-Bindetasche stabilisiert wird (80) (vgl. Abbildung 1.5).

Die typische SH2-pY-Bindung wird in der Literatur mit Dissoziationskon-
stanten im Bereich zwischen 0,1 und 10 pM angegeben (79, 81). Diese Art von
Bindungen ist damit zwei bis vier Zehnerpotenzen weniger affin als typische
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Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen. Diese eher moderater Affinitét konnte
jedoch entscheidend sein fiir transiente oder stark dynamische Protein-Protein-
Interaktionen in der Zelle. Durch Modifikation der Bindetasche an bis zu drei
Positionen konnte die Dissoziationskonstante einer SH2-Doméne fiir pY um den
Faktor 100 auf einen K; von 1nM gesenkt werden (80).

In den natiirlich vorkommenden SH2-Doménen sind diese Modifikationen
nicht zu finden, sodass scheinbar in vivo die Selektion in Richtung dieser mo-
derat affinen Bindungen geht. Es scheint eine ausgewogene Balance zwischen
Spezifitat und Affinitdt zu sein, die bei der Evolution von SH2-Doménen ei-
ne entscheidende Rolle spielt (80). Dieser Aspekt gilt auch fir die kanonische
SH3-Bindung.

Untersuchungen in Mausen zeigten aulerdem, dass Funktionen einzelner Src-
Kinasen im Falle einer induzierten Deletionsmutante durch andere Src-Kinasen
aus der gleichen Subfamilie iibernommen werden kénnten (82). Dies deutet mog-
licherweise auf einen Mechanismus zur geplanten Redundanz in der Funktion
verschiedener Src-Kinasen hin, bei der eine hohe Affinitdt auf Kosten von ho-
herer Spezifitat kontraproduktiv wére.

1.4 NS5A-Phosphorylierung

NS5A liegt tiber den Replikationszyklus von HCV in verschiedenen Phospho-
rylierungsstadien vor; eine basal phosphorylierte Form mit einem apparenten
Molekulargewicht von 56 kDa und eine hyperphosphorylierte Form mit 58 kDa
Molekulargewicht.

Die Phosphorylierung von NS5A wird als méglicher molekularer Schalter fiir
verschiedene Funktionen vermutet (87, 88). Die Kinasen fiir die NS5A Phospho-
rylierungen sind weitestgehend noch unbekannt (52).

In einem dynamischen Prozess der Virus-Infektion ist die Identifikation mog-
licher Phosphorylierungsstellen ein schwieriger Prozess. Infizierten Wirtszellen
divergieren stark im Stadium des viralen Zyklus, sodass die ganze Komplexitat
der viralen Regulation durch einen Modellorganismus oder ein in vitro-Modell
nicht abgebildet werden kann. Ferner sollte reine in vitro-Studien ohne bioche-
mischen Nachweis mit Vorsicht behandelt werden (52).

1.4.1 Phosphorylierungen an Serin und Threoninen

Uber Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von
Serinrest 146 die Hyperphosphorylierung von NS5A negativ reguliert (52). Ein
Hotspot fur Phosphorylierungen liegt in der Serin-reichen LCS I-Region (52, 89,
90). Serin 222 gilt als eine der Hauptphosphorylierungsstellen (91). Die Abwe-
senheit dieser Phosphorylierung zeigte jedoch weder einen inhibitorischen Effekt
auf die RNA-Replikation noch auf die Replikationseffizienz (52). Die Abwesen-
heit der Phosphorylierung an Serin 225 zeigte einen Riickgang der Replikations-
effizienz auf 10 % verglichen mit dem Wildtyp. In Kombination mit fehlender
Phosphorylierung an Serin 222 verlor das Virus seine Replikationskompetenz
vollstédndig (52). Die vier Serine S229, S230, 5232 und 5235 in der LCS I-Do-
méne zeigten besondere Wichtigkeit bei der Replikationsaktivitat. Austausche
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ABBILDUNG 1.6: Schematische Darstellung der Ser/Thr-Phosho-
rylierungsstellen und einiger bekannter Binde- und Interaktions-
stellen von NS5A. Dargestellt sind die amphipatische Helix (AH), das
Zink-koordinierende Tetracystein-Motiv (43), bekannte Daclatasvir-Resis-
tenz-Mutationen (83), das Lipidvesikel-Bindungsmotiv (40), das PI4KIIIa-
Bindemotiv (84), die Cyclophilin A-Bindestelle (48), NS5B-Bindestellen
(85) und die SH3-Bindestelle (86). Weiterhin sind die durch Massenspek-
trometrie bekannten Phosphorylierungsstellen in rot gekennzeichnet. Stel-
len an denen eine Mutationsanalyse eine Phosphorylierung nahelegt, es
jedoch keine biochemischen Daten zu gibt, sind in blau gekennzeichnet.
Die Sequenz des Genotyps 1b ist in der oberen Zeilen und die Sequenz des
Genotyps 2a in der unteren Zeile dargestellt. Die Abbildung ist modifiziert
von Ross-Thriepland und Harris 2015 und der Nachdruck genehmigt durch
die ,,Microbiology Society*“.

gegen Alanine fiihrten dazu, dass die Replikationskompetenz z. T. vollkommen
verloren wurde (52). Ross et al. 2014 konnte ebenfalls zeigen, dass dieses Defizit
durch wiedereinfithren der negativen Ladung iiber einen Austausch zu Glutamat
ausgeglichen werden konnte und teilweise wieder wildtypisches Verhalten beob-
achtet werden konnte.

Bei in vitro-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine hierarchische
Phosphorylierungs-Kaskade in NSHA wahrscheinlich scheint, an deren Anfang
Serinrest 229 liegen konnte (92).

In der LCS III-Region konnte Serinrest 457 als potenzielle Phosphorylie-
rungsstelle mit Relevanz fiir den Viruspartikel-Zusammenbau identifiziert wer-
den (91, 93, 94).

Vergleichende Studien mit verschiedenen Genotypen zeigten jedoch, dass die
beobachteten Effekte nicht konsistent sind. Ergebnisse welche mit einem 1b-
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Genotypen beobachtet werden konnten, konnten teilweise nicht im 2a-Genotyp
reproduziert werden (95).

Im SH3-Bindemotiv (PT3*¥XP) in der LCS II-Doméne im HCV-Genotyp
2a konnte ein Threonin (T348) identifiziert werden, welches phosphoryliert vor-
liegt. Uber Mutationsanalysen konnte hier jedoch weder Phanotyp noch Funk-
tion identifiziert werden. In den Genotypen 1 ist diese Position vornehmlich ein
Valin- oder Isoleucinrest. Die Phosphorylierung findet in Genotyp la an einem
Serin N-terminal zum PXXP Motiv statt (52).

Threonin T356, ebenfalls in der LCS II und am Beginn der Doméne D3
konnte ebenfalls in phosphorylierter Form nachgewiesen werden. Zellkultur-Un-
tersuchungen zeigten, dass Substitution gegen Alanin mit einer Reduktion des
viralen RNA-Niveaus um den Faktor 10 (in Genotyp 1b) oder unterhalb der
Nachweisgrenze der viralen RNA (in Genotyp 2a) einhergingen. Ein Austausch
von Alanin gegen Glutamat als Phosphomimikry zeigten virale Replikations-
raten auf Wildtyp-Niveau. NMR-spektroskopische Untersuchungen zeigten eine
verédnderte Struktur des Polyprolin-Motives (96).

Die Phosphorylierungen in HCV sind ein Beispiel fiir Einfiihrung von Varia-
bilitat im Proteom vor dem Hintergrund eines kompakten Genoms. Eine mog-
liche Verdanderung der SH3-Doménen-Bindung durch Phosphorylierung konnte
nicht abschliefend geklért werden (95, 96).

Im C-Terminus von NSHA werden weitere Serin- und Threonin-Phospho-
rylierungsstellen vermutet. Die Identifikation erweist sich mit der momentan
gebrauchlichen Kombination aus proteolytischer Spaltung und anschlieBender
massenspektrometrischer Untersuchung als ungeeignet, aufgrund fehlender basi-
scher Aminoséurereste im C-Terminus, an denen proteolytisch gespalten werden
konnte (95).

Fiir die Serin-Modifikationen konnten bislang noch keine Kinasen mit grofier
Sicherheit identifiziert werden. Als moglicher Kandidat gilt die Caseinkinase I
(CKI), die in in vitro-Untersuchungen phosphorylierte NS5A-Peptide mit wei-
teren Phosphomodifikation versehen konnte (97). Als weitere mogliche Kandi-
daten gelten die Polo-like Kinase I (Plk I) und die ,testis specific serine kinase
2¢ (TSSK2) (92, 98).

1.4.2 Phosphorylierungen an Tyrosinen

Die neuere Literatur gibt ebenfalls erste Hinweise auf Phosphotyrosine. Die
Position Y334 konnte von Yamachi et al. 2015 in der p58-Form mit Phospho-
modifikation nachgewiesen werden. Ferner wurde die c-ABL als mogliche Kinase
identifiziert (99). Die Gruppe von Ralf Bartenschlager zeigte, dass die LCS 11
zwischen den Doménen D2 und D3, wo dieses Tyrosin lokalisiert ist, offenbar
kaum Einfluss auf die Replikationskompetenz besitzt (46) und damit pY334 als
mogliche ¢-SRC-SH2-Interaktionsstelle unwahrscheinlich erscheinen lasst. Die
Hypothese einer kanonischen SH2-Bindung fiir die Interaktion von NS5A mit
der SH2-Doméne von c-SRC hat jedoch weiterhin bestand. Womoglich liegt die
entscheidende Phosphorylierungsstelle nicht in der D3-Doméne. Die Untersu-
chungen von Romereo-Brey et al. 2015 zeigen, dass Deletion der D1 und der
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TABELLE 1.1: Zusammenstellung ausgewéhlter NS3/4A-Protease-
Inhibitoren der ersten Generation.

Name klinische Hersteller Struktur
Phase
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N-terminalen D2-Doméne mit Replikationsdefiziten einher gehen. Daher ist das
entscheidende Phosphotyrosin womoglich dort zu suchen.

Trotz umfangreicher Experimente und Untersuchungen zur Phosphorylie-
rung in NSHA, zeigen die erlangten Erkenntnisse lediglich ein Bruchteil der
Komplexitdt der posttranslationalen Modifikationen in NS5A. Um den voll-
standigen Mechanismus zu verstehen sind weitere Experimente notwendig (95).

1.5 HCV-Therapie

In der HCV-Medikamentenentwicklung wurden verschiedene Angriffspunkte im
viralen Infektionszyklus verfolgt. Jedoch, im Gegensatz zu Therapien anderer
viraler Infektionen, existieren keine Substanzen, die die Penetration von HCV in
die Wirtszelle erfolgreich inhibieren. Vielmehr wurden die enzymatisch aktiven
Proteine und die Nichtstrukturproteine von HCV als Ziele fiir die Medikamen-
tenwicklung gewahlt.

HCYV nutzt molekulare Mechanismen, z.B. bei der proteolytischen Spaltung
des Polyproteins, die im Wirtsorganismus auf diese Weise nicht vorkommen.

Gegen die NS3/4-Protease sind bereits Medikamente (Telaprevir, Bocepre-
vir, beides lineare Verbindungen) durch die FDA zugelassen und zeigen alleine
und in Kombination mit Interferon/Ribavin gegen HCV-Genotyp 1 eine gute
Wirksamkeit (100). Nach vier bis 12-wéchiger Applikation konnte in den Pati-
enten keine HCV-RNA mehr nachgewiesen werden (101). Trotz umfangreicher
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TABELLE 1.2: Zusammenstellung ausgewidhlter NS5B-Polymerase-
Inhibitoren und NS5A-Inhibitoren.

Name klinische Hersteller Struktur
Phase

Nucleosid NS5B Polymerase Inhibitoren

:\< :
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Strukturdaten der HCV-Proteine, gibt es bislang noch keine potenziellen Inhi-
bitoren in der klinischen Phase fiir die NS2/3-Protease (Stand 2013) (102).
Ein Nachteil von Protease-Inhibitoren liegt in sich ausbildenden Resistenzen.
Mit Behandlungsbeginn ist meist ein starker, initialer Abfall des Virustiters zu
beobachten, jedoch auch das langsame Aufkommen von resistenten Spezies. So-
wohl fiir die linearen als auch die zyklischen Protease-Inhibitoren sind resistente
Virusvarianten bekannt (103). Fir NS3/4A ist ein Arginin zu Lysin Austausch
an Position 155 bekannt, der zu Telavir- und Boceprevir-Resistenz fithrt und
nur mit geringen Fitness-Einbuflen gegeniiber dem Wildtyp - im Hintergrund
ohne Medikamenten-Selektionsdruck - einhergeht (104). Eine Vielzahl weiterer
Protease-Inhibitoren sind bereits zugelassen und werden zu den Inhibitoren der
zweiten Generation gezéhlt. Diese weisen effizientere pharmakokinetische Profi-
le auf und adressieren ebenfalls Resistenzmutationen der ersten Generation der
Protease-Inhibitoren. Das Anwendungsprofil schlieft alle HCV-Genotypen ein
(102). In ihrem Review spekulieren Manns und von Hahn 2013 bereits dariiber,
dass moglicherweise mehr Protease-Inhibitoren auf den Markt drangen werden,
als tatsachlich gebraucht wiirden. In den Jahren 2013 bis 2015 wurden in der
Tat eine Vielzahl erste und zweite Generation-Inhibitoren zugelassen, die sich in
der Anwendung als sehr erfolgreich erwiesen. In der Folge traten erste Verdran-
gungseffekte auf, sodass Entwicklungen von Protease-Inhibitoren, die bereits
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in den klinischen Phasen weit fortgeschritten waren, abgebrochen wurden. Ein
Beispiel hier fiir ist Faldaprevir (BI 201335) von Boehringer Ingelheim, welches
in der Phase III aus wirtschaftlichen Griinden eingestellt wurde.

Ein weiterer, in Sdugerzellen nicht origindrer Mechanismus ist die RNA-ab-
héngige-RNA-Replikation, wie sie in HCV von NS5B durchgefiithrt wird. Hier
sind zwei verschiedene Klassen von Medikamente in klinischen Studien oder
bereits zugelassen. Zum Einen Nukleosid-Analoge, die in der enzymatisch ak-
tiven Stelle der Polymerase binden, zum Anderen allosterische bindende nicht-
Nukleosid-Verbindungen (100). Die RNA-abhéangige-RNA-Replikation ist tiber
alle HCV-Genotypen stark konserviert, daher schrieben Manns und von Hahn
2013 beiden Arten von Medikamenten eine hohes Potential gegen ein breites
Genotypenspektrum und gleichzeitig eine hohe Barriere fiir Resistenzen zu. Die-
se Vermutungen sollte sich nach Abschluss der klinischen Studien zu Sofosbu-
vir und Dasabuvir bestatigen, beide Medikamente reduzieren den viralen Titer
(105). Ahnlich wie bei den NS3/4A-Protease-Inhibitoren, wurden nach Erschei-
nen dieser Wirkstoffe die klinischen Erprobungen weiterer vielversprechender
Wirkstoffe aus wirtschaftlichen Griinden abgebrochen.

Ein weiterer Ansatzpunkt liegt in der Bindung und Interaktion mit NSHA,
auch wenn die Funktion von NS5A in der Zelle und ein méglicher Mechanismus
der Inhibierung noch nicht aufgeklart ist (102). Der Wirkstoff Daclatasvir zeigte
einen Riickgang der im Blut nachweisbaren viralen RNA gegeniiber eine Kon-
trollgruppe zwischen 80-100% (102). Besonders effektiv war die Therapie bei
den Patienten, die mit Genotypen 1b, 2 und 3 infiziert waren. Beim Genotyp la
zeigte sich eine geringe Barriere fiir die Ausbildung von Resistenzen (102, 106).
Biochemische Untersuchungen konnten zeigen, dass Daclatasvir mit niedrig na-
nomolarer Dissoziationskonstante (K;) an NS5A bindet. Eine Mutation des
Tyrosin 93 zu Histidin fithrte zum Verlust der Affinitdt des Therapeutikums fiir
NS5HA.

Auf Grundlage des von Love et al. 2009 publizierten NS5A-D1-Dimers wurde
in silico die Bindestelle von Daclatasvir auf dem NS5A-Dimer-Interface bei Y93
modelliert (107).

Ahnlich wie Daclatasvir bindet Ledipasvir ebenfalls an NS5A. In vitro-Stu-
dien weisen darauf hin, dass Ledipasvir dhnlich wie Daclatasvir mit niedrig-
nanomolarer Affinitdt an die NS5A-D1-Dimer-Oberflache bindet (108). Neben
der Interaktion mit NS5A wird Ledipasvir im Korper zu einem aktiven Uridin-
Triphosphat-Analog umgesetzt, welches als Terminator der RNA-Replikation
von HCV wirkt. Ahnlich wie bei Daclatasvir weist Ledipasvir eine stark redu-
zierte Affinitat zum Tyrosin 93 zu Histidin Austausch auf.

Ein weiteres Ziel der HCV-Medikamentation ist die RARp NS5B. Als erster
Vertreter dieser Medikamente wirkt Sofosbuvir als Nukleotid-Analog fiir NS5B.
Im Gegensatz zu fritheren Nukleosid-Analogon-Entwicklungen besitzt Sofosbu-
vir bereits eine Phosphatgruppe, sodass die erste, langsame Phosphorylierungs-
Reaktion vom Nukleosid zum Nukleotid nicht in vivo ablaufen muss (109), wie
es noch bei bei den vorher eingefithrten Nukleotid-Analogons wie Ribavirin
(Guanosin-Analogon) notwendig war. Ende 2014 wurde es als Einzelpraparat
von der FDA zugelassen.
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ABBILDUNG 1.7: Modell des NS5A-NS5B-c-SRC-Replikationskom-
plex stand Januar 2016. c¢-SRC, durch den N-terminalen Myristyl-
Anker in der Zellmembran verankert, bildet mit NS5A und NS5B, bei-
den ebenfalls N-, bzw. C-terminal in der Membran verankert, den ternéiren
Replikationskomplex aus. Die Publikationen von Pfannkuche et al. 2011
wiesen auf die NS5A-SH2-Interaktion hin. Als Bindemotiv wird eine kano-
nische SH2-Bindung iiber ein Phosphotyrosin vermutet. Die Publikationen
von Schwarten et al. 2013 und Solyom et al. 2015 zeigten die Interaktion
von NS5A und ¢-SRC-SH3 iiber PXXP-Motive im C-terminalen Bereich
von NS5A. Die Interaktion von NS5A und NS5B wurde von Shirota et al.
2002 untersucht.

Aufgrund des Fortschritts im Verstdndnis des Mechanismus der Infektion
von Hepatitis C, vornehmlich durch den Einsatz von Replikon-Zellkultur-Mo-
dellen, in Kombination mit hoch aufgelosten Strukturdaten vieler wichtiger vira-
ler und zellulérer Proteine und Proteinkomplexe konnten in den letzten Jahren
sehr effektive Medikamente gegen HCV entwickelt werden.

1.6 Kenntnisse zur ¢c-SRC - NS5A und c-SRC
- NS5B-Interaktion

Die Interaktion der Hepatitis C viralen Proteinen NS5A und NS5B mit ver-
schiedenen humanen Wirtsfaktoren wurde bereits in Vorarbeiten verschiedener
Arbeitsgruppen untersucht. Besondere Bedeutung liegt hier auf den humanen
Proteinen Cyclophilin A, Hitzeschock-Protein 90 (HSP 90), VAP A und B (ve-
sicle associated membrane protein a bzw. b) und der Proteinkinase AKT. Ge-
gentiber der wildtypischen Situation verdnderte Genexpression dieser Wirtsfak-
toren fithrte zur Reduktion der HCV-Replikationsrate in Zellkultur-Modellen
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(11). Dariiber hinaus ist bekannt, dass HCV ebenfalls mit den humanen nicht-
Rezeptorkinasen der Src-Familie interagieren kann und dass diese Interaktion
eine wichtige Voraussetzung fiir die Ausbildung viraler Replikationskomplexe
ist (38).

Durch Pulldown-Assays mit rekombinanten Proteinen und durch Coprézipi-
tation in Zellkultur konnte eine direkte Interaktion von NS5A mit NS5B nach-
gewiesen werden (110).

In umfangreichen Pulldown-Assays wurde die Interaktion zwischen NS5HA
und verschiedenen Src-Kinasen untersucht. NS5A ist zwischen den Doménen II
und IIT (aa 343-361) prolinreich mit mehreren putativen PXXP-Motiven (Ab-
bildung 1.6), daher wurden hier kanonische SH3-Bindungstellen vermutet.

In Zellkulturstudien von Pfannkuche et al. 2011 zeigte sich, dass die Src-
Kinase ¢-SRC fiir die virale Replikation in Hepatozyten-Zellkulturen entschei-
dend ist. Die Kinasen FYN und YES, obwohl sie auch zu den Src-Kinasen ge-
horen, konnen ein Fehlen der ¢-SRC nicht kompensieren (53). Pulldown-Assays
deuteten darauf hin, dass der molekulare Mechanismus der Interaktion zwischen
¢-SRC und NS5B durch die Strukturdoménen SH3 vermittelt wird.

Durch gezielt konstruierte Deletionsvarianten von NS5B konnte eine puta-
tive Bindestelle fiir c-SRC auf das prolinreiche Motiv von 382-402 eingegrenzt
werden (53). Weiter konnte durch Pulldown-Assays mit Deletionsvarianten von
c-SRC gezeigt werden, dass NS5A an die SH2-Doméne von ¢-SRC bindet.

Bei spateren in vitro-Untersuchungen zur Bindung von heterolog exprimier-
ten und gereinigten NSHB und c¢-SRC-SH3-Proteinen bzw. Proteindoménen
konnten jedoch keine Ausbildung eines binédren c-SRC-SH3-NS5B-Komplex durch
Pulldown-Assays und isothermale Kalorimetrie (ITC) nachweisen (111).
Untersuchungen mit sensitiveren Methoden, wie NMR, konnten zeigen, dass die
prolinreichen Regionen von NS5A mit der SH3-Doméne von ¢-SRC wechselwirkt
(20, 112), wenngleich die Interaktionen mit einem K; im hohen pM-Bereich
deutlich weniger affin waren, als die Wechselwirkungen mit von NS5A mit der
SH3-Doméne von BIN1 (Bridging integrator Protein 1), deren Ky mit 0,1 pM
bestimmt wurde (49, 113). Die Struktur der ¢-SRC-SH3-NS5A-Bindung konnte
durch Kristallographie von Bacarizo et al. 2015 aufgeklart werden (114).

Untersuchungen von NS5A alleine zeigten keine intramolekularen Wechsel-
wirkungen zwischen den globalen und IDP-Regionen (20).

Die Interaktion zwischen der SH2-Doméne der ¢-SRC mit NS5A ist bis-
lang noch nicht genauer charakterisiert. Die NS5A-NS5B-Interaktion, wie von
Shirota et al. 2002 gezeigt, reichte nicht aus, um das Fehlen der SH2-Domé-
ne auszugleichen, sodass in Pulldown-Assays keine Komplexbildung von NS5A;
NS5B und ¢-SRC-ASH2 nachgewiesen werden konnte (53).

Untersuchungen in B-Lymphozyten zwischen NS5A und FYN-SH2 konnten
eine Phosphotyrosin-abhéngige Bindung nachweisen (115). Im Hauptinfektions-
system fiir HCV, den Hepatozyten, ist die molekulare Basis der Interaktion von
NS5A und ¢-SRC noch nicht geklart.

Zu Beginn der Arbeit konnte auf Grundlage der vorliegenden Daten ein
Modell fiir den Replikationskomplex aus ¢-SRC-NS5A-NS5B erstellt werden
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(Abbildung 1.7). Die neueren Erkenntnisse zur Interaktion zeigen, dass die In-
teraktionen von NS5A mit der SH2- und der SH3-Doméne von ¢-SRC fiir die
Ausbildung des Replikationskomplex entscheidend sind.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die durchgefiihrten Arbeiten sollen einen Einblick in die molekularen Mecha-
nismen, welche der Interaktion von NS5A und ¢-SRC zu Grunde liegen, liefern.
Uber die Vorarbeiten und das Literaturwissen hinausgehend, lag der Fokus auf
der strukturellen Aufklarung der Interaktion und nétigen Vorarbeiten um diesen
Komplex in vitro zu konstituieren.

Zu Beginn der Arbeiten (2013) stand die Zulassung der mittlerweile (Stand
2016) erhéltlichen und sehr effizienten wirkenden Hepatitis-C-Medikamente noch
aus. Im Nebeneffekt hatten hier neue Ziele fiir die Medikamenten-Entwicklung
aufgedeckt werden konnen.

Zunéchst galt es zu kléaren, ob NS5A tiber den von Nakashima et al. 2012 in
B-Zelllymphozyten postulierten Mechanismus auch in Hepatozyten an c-SRC
bindet. Dazu war es notig die beteiligten Proteine und Proteindoménen in aus-
reichender Menge, Reinheit und moglicherweise posttranslationaler Modifikati-
on zur Verfiigung zu haben. Die entsprechenden Protokolle zur Herstellung und
Reinigung mussten dazu etabliert werden.

Anhand von in der Grofle reduzierten Minimalkomplexen sollte die Interak-
tion von ¢-SRC mit NS5A untersucht werden. Beginnend mit Peptid-Protein-
Komplexen zur Bestimmung moglicher Interaktionsstellen des Komplexes tiber
groffere Proteinfragmente und -Doménen soll die Interaktion beider Proteine
biochemisch und biophysikalisch in vitro charakterisiert werden. Wahrend der
Untersuchungen wurde die Suche nach dem fiir die Interaktion von NS5A mit
c-SRC entscheidenden Aminosaurerest in NS5A in den Mittelpunkt gestellt und
in dieser Arbeit beschrieben.
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2.1 Chemikalien
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Alle verwendeten Chemikalien entsprachen mindestens der Reinheit p.a. und
wurden von den Firmen Carl Roth, Sigma-Aldrich oder Applichem bezogen.

2.2 Verwendete Gerate

TABELLE 2.1: Verwendete Gerédte und Apparaturen

Methode/Gerit Modell Hersteller
Biolayer Interferometrie OctetRed96 Forté-Bio (Pall)
Circulardichroismus (CD) J-815 Jasco
Fluorometer LS-55 Perkin-Elmer

FPLC
Gel-Dokumentations-Anlage
PCR Cycler

Plattenlese Gerét fiir ELISA
Protein Konzentratoren
SDS-PAGE Gel-System
Spektralphotometer
Spektralphotometer

Surface Plasmon Resonance
Ultraschall

Waagen

Western-Blot

Zellkultur Aufschluss
Zellkultur Inkubatoren
Zentrifugen

Zentrifugen

Akta Prime/Pure
ChemiDoc MP

M1000 Pro/ M200Pro
Vivaspin

Mini-Gel

NanoDrop 1000

V650

Biacore T200

Transblot Turbo Semi Dry

Benchtop

J-20, J-26XP
5415R, 5702R

General Electric (GE)
Bio-Rad
Eppendorf

Tecan

Sartorius
Bio-Rad

Peqlab

Jasco

GE

Bandelin
Sartorius
Bio-Rad
Constant Systems
Infors

Beckman Coulter
Eppendorf
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2.3 Antikorper

TABELLE 2.2: Verwendete Antikorper (AK)

Name Hersteller No. Organismus
primire AK

Anti-His Cell signalling 27E8 Maus
Anti-NS5A Abcam ab13833 Maus
Anti-GST Cell signalling 26H1 Maus
Anti-Phosphotyrosin = Millipore 4G10 Maus
sekundédre AK

Anti-Maus HRP Jackson ImmunoResearch  115-035-003 Ziege

2.4 Enzyme fiir die Molekularbiologie

TABELLE 2.3: Verwendete Enzyme fiir molekularbiologische Methoden

Name Hersteller Bezeichnung
PCR-Polymerase Clontech High Fidelity 2x Premix
Rekombinase Clontech In-Fusion HD 5x Premix

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs Dpnl

2.5 Verwendete E. coli-Stamme

TABELLE 2.4: Verwendete E. coli-Stamme

Stamm Genotyp

XL1 Blue recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supFE/4 relAl lac
[F"proAB lacl ¢ ZAM15 Tnl0 (Tet™ )].

BL21 DE3  fhuA2 [lon] ompT gal (XA DE3) [dem] AhsdS
A DE3 = X sBamHIlo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anind

Stellar F~, endA1, supFE44, thil, recAl, relAl, gyrA96, phoA,
$80d lacZA M15, A(lacZYA - argF) U169, A(mrr -
hsdRMS - merBC), AmcrA, \-

TKB-1 B F~ dem ompT hsdS (rg~ mp™) gal A (DE3)
[PTK Tet"|



2.5. Verwendete E. coli-Stamme

2.5.1 Medien zur Anzucht von E. coli-Kulturen

TABELLE 2.5: Verwendete Medien zur Anzucht von E. coli-Kulturen

Lysogeny broth (LB)  10g/l Trypton,
Medium nach Miller 5 g/1 Hefeextrakt,

10g/1 NaCl,
pH7,4.
Terrific broth (TB) 24 g /1 Hefeextrakt,
Medium 12 g/1 Trypton,

4ml/1 Glyercin,
0,17M KH3POy,
0,72M KoHPOy,
pH7.4.
M9 Medium 46,6 mM NasHPOy,
22 mM KHQPO4,
8,6 mM NaCl,
2¢/1 NH,Cl,
3 g/1 Glukose,
0,3mM CaCly, 1 mM MgSQOy,
10 ml/1 Spurenelementlsung,
50 mg/1 Ammoniumeisen(IIT)Citrat,
1mg/1 Biotin,
1 mg/1 Thiamin,
pH7.4.
Spurenelementlosung  0,1g/1 ZnSO4 x 7 HO,
0,03g/1 MnCl, x 4 H,0,
0,3 g/l I’IgBOg7
0,2g/1 CoCly x 6 HyO,
0,01 g/l CUCIQ X 2 HQO,
0,02g/1 NiCl, x 6 Hy0,
0,03 g/l NagMoO4 x 2 HQO
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2.6 Nukleinsauren

Die verwendeten Gene stammten entweder aus Bibliotheken des Instituts fiir
Physikalische Biologie (IPB), Institut of Complex Systems 6 bzw. dem Institut
fiir experimentelle Hepatologie oder wurden aus ihnen generiert. Einige Gene
wurden synthetisch bei der Firma Gene Art (Regensburg, Deutschland) als
lange Oligonukleotide hergestellt (vgl. Kapitel 3.1)

2.6.1 Verwendete Gene und Plasmide

TABELLE 2.6: Verwendete Gene und Plasmide

Nr. Plasmid / Gen Organismus
1 pGEX 6P ¢-SRC-ASH1 1-247 human
2 pGEX 6P FYN-SH2 Isoform 2 140-257 human
3 pET28a NS5A-D2D3 191-447 HCV
4  pGEXGP c-SRC-SH3-SH2 80-249 human
5  pGEXG6P ¢-SRC-SH2 143-249 human
6 pGEX 6P FYN-SH2 Isoform 2 140-257 R176K human
7  pGEX 6P ¢-SRC-ASHI 1-247 R173K human
8  pET302 NS5A-D1 33-202 HCV
9  pET302 NS5A-D1 33-202 Y93F HCV
10 pET302 NS5A-D1 33-202 Y129F HCV
11 pET302 NS5A-D1 33-202Y161F HCV
12 pET302 NS5A-D1 33-202 Y93F Y129F HCV
13 pET302 NS5A-D1 33-202 Y93F Y161F HCV
14 pET302 NS5A-D1 33-202 Y129F Y161F HCV
15 pET302 NS5A-D133-202Y93F Y129F Y161F  HCV
16 pGEX 6P

17  pET 302 N-Hisg

Die DNA- und Proteinsequenzen der verwendeten Gene bzw. Proteine sind
im Anhang A bzw. B aufgefiihrt.
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2.6.2 Sequenzen von Oligonukleotiden

TABELLE 2.7: Verwendete Oligonukleotide

Nr. Bezeichnung Sequenz 5’ -> 3’

1 pET302 Primerl GTGATGATGATGATGATGCATATG

2 pET302 Primer 2 AATCGGATCCGGCTGCTAACAAAG

3 pGEX Primer 1 AGAATTCGGGGATCCCAGGGG

4 pGEX Primer 2 GGCTCGAGCGGCCGC

5 FYN Primerl AAAGAAAGCGAAACCACCAAAGGTGC

6 FYN Primer 2 TCGCTTTCTTTAATCAGAAAGGTGCCACG
7 SRC Primer 1 AAAGAAAGTGAGACCACGAAAGGTGCC
8 SRC Primer 2 TGGTCTCACTTTCTTTCACGAGG

11 NS5A Primer 3 (93 TAATGCATTTACCACAGGTCCGTGTACCC

12 NS5A Primer 4

(93)

(93)  ACCTGTGGTAAATGCATTAATCGGAAAGG
13 NS5A Primer 5 (129

(

(

8 (

12 TTTTCATTTTGTGACCGGTATGACCACCG
14 NS5A Primer 6 (129) GGTCACAAAATGAAAATCACCAACACGGG
15 NS5A Primer 7 (161
161

16 NS5A Primer 8

GCATCGTTTTGCACCGGCATGTAAACCGC
GCCGGTGCAAAACGATGCAGACGAACACC

\_/\_/V\_/

2.7 Material zur Reinigung von Nukleinsauren

TABELLE 2.8: Verwendete Materialien zur Reinigung von Nukleinsduren

Verwendung Bezeichnung Hersteller
Reinigung von Plasmid DNA NucleoBond PC 20 Macherey-Nagel
Reinigung von PCR NucleoSpin Gel and Macherey-Nagel

amplifizierten DNA Fragmenten = PCR Clean-up

2.8 Materialien zur Reinigung von Proteindo-
manen

TABELLE 2.9: Stationdre Chromatographie-Phasen fiir die Reinigung von
Proteinen und Proteindoménen

Chromatographie-Medium Hersteller Bezeichnung
Ni?*-Affinitéits-Medium Macherey-Nagel Protino NiNTA
GSH-Affinitats-Medium Macherey-Nagel Protino GSH

Gelfiltrationsmedien GE Superdex 75 + 200, pg & gl
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2.9 Puffer zur Lyse von Zellen, Reinigung von
Proteindoméinen, Durchfiihrung von Pull-
down-Assays

TABELLE 2.10:

Laufpuffer@S71:

Laufpuffer@S72:

Lysepuffer@S71:

Lysepuffer@S72.

Elutionspuffer@>71:

Elutionspuffer@572:

SEC-Laufpuffer@s72:

Puffer zur Reinigung von GST-Fusionsproteinen

50 mM Hepes-NaOH,
100 mM NaQSO4,

300 mM NaCl,

2mM DTT,

pH8,0.

50mM NaP;,

100 mM NaoSQOy,
pH7,0

Laufpuffer@sT1

+ Protease-Inhibitor ,,Complete“ (Roche),

+ 0,5% Triton X-100,
+ DNAse.

Laufpuffer@s72

+ Protease-Inhibitor ,,Complete“ (Roche),

+ 0,5% Triton X-100,
+ DNAse.
Laufpuffer
+ 20mM Glutathion(red.),
pH 8,0.
Laufpuffer
+ 20mM Glutathion(red.),
pH7.0.

50 mM NaP;,

100 mM NazSO4,

2mM DTT,

pH7.0.

GST1

GST2
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Durchfiihrung von Pulldown-Assays

TABELLE 2.11:

Laufpufferfissl.

Laufpufferfs62;

Lysepufferfisel

Lysepuffer#562;

Elutionspufferfisel.

Elutionspuffer#s62.

SEC-Laufpufferfise!.

SEC-Laufpufferfs62:

Puffer zur Reinigung von Hisg-Fusionsproteinen

100 mM Tris-HCI,

300 mM NaCl,

5mM Imidazol,

pH 8,0.

100 mM NaP;,

10 mM Tris-HCI,

6 M Guanidin-HCI,

10 mM Imidazol,

pH 8,0.

Laufpuffer*¢1 jedoch mit nur 100 mM NaCl, zusétzlich
mit Protease-Inhibitor ,,Complete“, ohne EDTA (Roche),
1mM Natrium Orthovanadat (OV) (bei pY-Proben),

1% Triton X-100 und DNAse.

Laufpufferfss2

+ Protease-Inhibitor ,Complete“, ohne EDTA (Roche)
+ 1mM Orthovanadat (bei pY-Proben).
Laufpufferise1

+ 495 mM Imidazol,
+ 2mM DTT,

pH 8.0.
Laufpuffer
+ 490 mM Imidazol.

25 mM Tris-HCI,

250 mM NaCl,

10 % Glycerol,

2mM DTT,

pH 8,0.

50mM KP;,

200 mM NaCl,

10 mM B-Mercaptoethanol,
pH8,0.

Hisg2

TABELLE 2.12: Puffer zur Lyse von humanen Hepatozyten-Zelllinien und

Waschpufferf #/:

Durchfithrung von Pulldown-Assays

PBS mit Ca?"/Mg?™,

0,1 mM Orthovanadat.

Lysepuffer#:

20mM Tris/HCI,

150 mM NaCl,

1% Triton X-100,

2mM EDTA,

50mM S-Glyerophosphat,

1mM Orthovanadat (OV),

1 Tablette Protease Inhibitor ,Complete“ (Roche) pro 50 ml,
0,2% SDS,

10 % Glycerol,

20mM Natriumpyrophosphat

pH 7 4.
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2.10 Puffer zur Durchfiihrung biochemischer und

biophysikalischer Messungen

Puffer zur Durchfithrung von
Fluoreszenz Polarisations
Messungen

Puffer zur Durchfiithrung von
enzymatischen
Immunadsorptionsverfahren
(ELISA)

Puffer zur Messung von
Zirkulardichroismus (CD)

Puffer zur Durchfithrung von
Biolayer Interferometrie (BLI)
Messungen

HBSHP

HBsELISA

PBSCP

HBSPH

10 mM Hepes-NaOH,
150 mM NaCl,

pH 8,0.

10 mM Hepes-NaOH,
150 mM NaCl,

pH 8,0.

10 mM NaP;,

200 mM NaF,

pH7A4.

10 mM Hepes-NaOH,
150 mM Na(Cl,

0,05 % Tween 20,

pH 8,0.

Bei unspezifischer Interaktion zusétzlich

0,5% BSA.
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2.11 Puffer und Losungen fiir SDS-PAGE und
Western-Blot-Analysen

SDS-PAGE Sammelgel 15 %
(pro Gel)

SDS-PAGE Trenngel 15 %
(pro Gel)

SDS-PAGE Laufpuffer

SDS-PAGE Coomassie
Brilliant Blau (CBB)
Farbelosung

Western-Blot
Membransystem
Western-Blot Puffersystem

Western-Blot:
Chemilumineszenz-Substrat
1x Lammli Puffer

Proteingréfenstandards

1,2 ml HQO

2,5ml 30% Arcylamid/Bis-Arcylamid (37,5:1)
1,25ml 0,5M Tris-HCI, pH 6,8,

0,05ml 10 % SDS

251l 10% APS,

2,5 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED).
1,2ml H,O

2,5ml 30% Arcylamid/Bis-Arcylamid (37,5:1)
1,25ml 1,5M Tris-HCI, pH 8,8,

0,05ml 10 % SDS

251l 10% APS,

5ul TEMED.

2,5 mM Tris-HCI,

19,2 mM Glycin,

0,1% SDS,

pH 8.3.

0,02 % CBB-G250

5% Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat

10 % Ethanol (96 %)

2% ortho-Phosphorséaure (100 %).
Amersham - Hybond P 0.2 PVDF.

2,5mM Tris-HCI,

19,2mM Glycin,

20 % Methanol,

pH 8,3.

Thermo Fisher - SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate.
62,5 mM Tris-HCI

2% SDS,

10 % Glycerol,

5% [B-Mercaptoethanol,

0,004 % Bromphenolblau,
pH6.8.

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder,
10-250 kDa, Thermofisher Scientific #26619
PageRuler Unstained Protein Ladder,
Thermofisher Scientific #26619.
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2.12 Sequenzen von synthetischen Peptiden aus
NS5A

Nr. Name Genotyp Position in NS5A Sequenz

(Polyportein)
1 Y43refib ref 1b FISCQRGYKGVWRGD
2 pY43refib 36-50 (2013-2027 FISCQRGYKGVWRGD
3 Y43¢0n1b con 1b -50 (2013-2027) FFSCQRGYKGVWRGD
4 pY43contb FFSCQRGyKGVWRGD
2 ;[3‘33 ref 1b 4 con 1b  86-100 (2063-2077) gggggﬁgﬁgg ggf
; :;1[(1)?]6 ref 1b + con 1b  99-113 (2076-2090) gggiﬁg;{sgﬁf\x‘/@/
?0 ;1(1?8 ref 1b 4+ con 1b  111-125 (2088-2102) ggﬁﬁigg;}g}%@’g
oo ref b+ con 1b 122130 (009-2113)  1RVGDEAVVTCMTTD
o ref b+ con 1b 13108 (2131:2145)  DOURLHRVAPACKDT
15 Y1817ef1P ref 1b FQVGLNQYLVGSQLP
16 pY181refld 174-188 (9151-2165 FQVGLNQyLVGSQLP
17 Y18jconld con 1b -188 (2151-2165) FLVGLNQYLVGSQLP
18 pY181conld FLVGLNQyLVGSQLP
;g ;(33;1 ref 1b 4 con 1b  314-328 (2291-2305) g%iggggﬁflfﬁﬁgs
g; ;’gﬁé 4 ref 1b 4+ con 1b  327-341 (2304-2318) ggwgggg;\\gﬁ\\/]\\/]gg
23 Y4137ef1b ref 1b KGSDVESYSSMPPLE
24 pY413refib KGSDVESySSMPPLE
25  Y413conlb 406-420 (2383-2397) AGSDVESYSSMPPLE
2  pyaigeonts  con1b AGSDVESySSMPPLE
27 Y93Y106 GTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRV

28 pY93Y106 GTFPINAyTTGPCTPSPAPNYSRALWRV
29 Y93pY106 ref 1b + con 1b  86-113 (2063-2090) GTFPINAYTTGPCTPSPAPNySRALWRV
30 pY93pY106 GTFPINAyTTGPCTPSPAPNySRALWRY

Die Peptide 1-26 wurden mit N-terminaler Biotinylierung von JPT (Berlin,
Deutschland) mit einer Reinheit von > 70 % (Herstellerangabe) synthetisiert.
Der Tyrosinrest wurde mit und ohne Phosphorylierungsmodifikation geordert,
sodass insgesamt 26 Peptide geordert wurden.

Nach einer ersten Selektionsrunde wurden die Peptide 6, 8, 12, 14, 26 und
27-30 mit pY Modifikation von der Firma Caslo (Kongens Lyngby, Danemark)
bestellt. Die Peptide wurden mit drei verschiedenen Modifikationen bestellt: N-
terminaler Biotinylierung oder N-terminaler FITC-Kopplung iiber einen Ami-
nohexan-Linker. Alle Peptide hatten eine N-terminale Acetylierung und wiesen
eine Reinheit von > 95 % (Herstellerangabe, Hersteller-Dokumentation) auf.

Die Peptide von JPT wurden in ELISA-Assays und BLI verwendet. Die
Peptide von Caslo fanden Anwendung in der Fluoreszenz Polarisation und im
BLIL
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Methoden

3.1 DNA-Klonierungen

Die Insertion von DNA-Fragmenten in die entsprechenden Klonierungsvekto-
ren sowie der Austausch einzelner Nukleotide zur Generierung verschiedener
Proteinvarianten wurden mit Enzymen der Firma Clontech Takara (Kusatsu,
Japan) vom Typ In-Fusion HD Cloning entsprechend der Versuchsvorschrift
durchgefiihrt. Die PCR-Reaktionen wurden mit dem 2x PCR High Fidelity
Premix durchgefithrt. Um Ausgangs-DNA aus den Reaktionsansétzen zu ent-
fernen, wurden die Proben nach der PCR mit 11l pro 15 ul Probenansatz Dpnl
fir 30 min inkubiert und anschliefend tiber ein Nukleinsaure-Affinitdtsmaterial
fir PCR-Produkte gereinigt (vgl. Kapitel 2.7). Im Anschluss folgte ein Rekom-
binationsereignis mit der In-Fusion HD cloning premix Reaktionsmischung.

Auf diese Weise wurden die Konstrukte 2 und 6-15 aus Kapitel 2.6.1 mit
den Oligonukleotiden aus Kapitel 2.6.2 wie in Tabelle 3.1 zusammen gefasst
hergestellt.
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TABELLE 3.1: Molekularbiologisch hergestellte DNA-Vektoren

Konstrukt Nr. generiert aus mit Oligonu- Template fiir
(vgl. Kapitel 2.6.1) Konstrukt Nr. kleotiden das Produkt /
(vgl. Kapitel 2.6.1)  (vgl. Kapitel 2.6.2)  Insert

2 16 (Vektor) 3+4 + synthetisch
Insert (,,Fyn®)

6 2 5+6 -

7 7+8 -

8 17 (Vektor) 142 + synthetisches
Insert (,NS5A%)

9 8 11412 -

10 8 13+14 -

11 8 15+16 -

12 9 13+14 -

13 9 15+16 -

14 10 15416 -

15 12 15416 -

3.2 FE. coli-Zellkulturen

Zur Vermehrung von DNA-Klonierungsvektoren (vgl. Tabelle 2.6) wurden die
E. coli-Stamme XL1 Blue und sowie Stellar verwendet (vgl. Kapitel 2.5). Die
Proteinexpressionen wurden in den Stdmmen F. coli-BL21 DE3 und TKB-1
durchgefiihrt.

Zur Transfektion der DNA in die Zelle wurden die entsprechenden F. coli-
Stamme als chemisch kompetent gemachte Zellen verwendet. Diese wurden ent-
weder kommerziell erworben oder aus den Bestdnden des IPB verwendet.

Die Zellen wurden 30 min mit dem jeweiligen DNA-Vektor auf Eis inkubiert,
anschliefend fiir 45 s auf 42 °C erwarmt und dann 1-2 min auf Eis inkubiert. An-
schlieBend wurde 500 pl Komplexmedium (LB oder TB) zugegeben und 1h bei
37°C inkubiert. Anschliefend wurde die Zellsuspension auf eine entsprechende
Selektionsmedium-Agarplatte ausgestrichen und bei 37 °C 12-16 h inkubiert. Die
Kolonien wurden vereinzelt, die Vektor-DNA durch DNA-Sequenzierung iiber-
priift und richtige Klone zur Vermehrung in Komplexmedium mit entsprechen-
den Antibiotika 12h schiittelnd inkubiert. Die Kulturen wurden mit Glycerol-
Losung (finale Konzentration 25 %) versetzt und bei -80 °C bis zur Verwendung
gelagert.

Die jeweilige Expressionskultur wurden in TB- oder M9-Medium (siehe Ka-
pitel 2.5.1) angesetzt. Dazu wurde das frische Medium mit einem Volumenanteil
zwischen 1 : 50 und 1 : 100 aus einer tiber Nacht (ii.N.) in TB- oder LB-Medium
gewachsenen Vorkultur inokuliert. Nach 3-5h wurde in der Regel eine ODggg
zwischen 0,6 und 0,8 erreicht und die Kultur mit IPTG-Konzentrationen zwi-
schen 0,2 und 1 mM induziert. Die Proteinexpression erfolgte bei 37 °C fiir 4h
(i.d.R. mit 0,5-1mM IPTG) oder bei 16°C @.N. (i.d.R. mit 0,2mM IPTG).
Die Zellen wurden im Anschluss bei 3500x ¢ fiir 10 min zentrifugiert und das
Pellet bis zu Verwendung bei -20 °C gefroren gelagert.
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Zur Proteinextraktion wurden die E. coli-Zellkulturen mit einem kontinu-
ierlichen Aufschlussgerét ,,Cell Disruptor” (vgl. Tabelle 2.2) bei 2 kbar bei 4 °C,
im entsprechenden Puffer gelost, aufgeschlossen.

3.3 Chromatographietechniken zur Reinigung
von Proteindomanen als Fusionsproteine

3.3.1 Reinigung von GST-Fusionsproteinen

Proteine und Proteindoménen mit N-terminalen Proteinanhang bestehend der
der ca. 27kDa groBen Glutathion-S-Transferase (GST) wurden iiber Affinitéts-
material mit immobiliertem, reduzierten Glutathion (GSH) gereinigt (vgl. Ka-
pitel 2.9). Die entsprechend vorbehandelten Zelllysate (Kapitel 3.2) wurden im
Lysepuffer auf die in Laufpuffer dquilibrierte Sédule aufgetragen. Die Flussrate
betrug dabei 1 ml/min bei einer 26/20 Séule. Das anschlieBende Waschen und
die Elution wurden bei 4 ml/min durchgefiihrt. Das Protein wurde mit Eluti-
onspuffer isokratisch eluiert.

Die mobile Phase eines jeden Chromatographieschritts wurden in Fraktionen
getrennt voneinander gesammelt.

3.3.2 Reinigung von Hisg-Fusionsproteinen

Proteine und Proteindoménen mit N-terminalen Proteinanhang bestehend aus
sechs Histidin-Aminoséureresten wurden tiber Nickel-Affinitdtsmaterial (vgl.
Kapitel 2.9) gereinigt. Die entsprechend vorbehandelten Zelllysate (Kapitel 3.2)
wurden im Lysepuffer auf die im Laufpuffer aquilibrierte Séule aufgetragen. Die
Flussrate betrug dabei 180 cm/h. Das anschliefende Waschen und die Eluti-
on wurden bei 300 cm/h durchgefithrt. Die Elution wurde durch ansteigende
Beimischung von Elutionspuffer zum Laufpuffer durchgefiihrt. Solche Gradien-
ten wurden mit einem vielfachen des Volumens des Chromatographiemediums
(i.d. R. zehn- bis 15-fach mehr) durchgefiihrt.

Die mobile Phase eines jeden Chromatographieschritts wurden in Fraktionen
getrennt voneinander gesammelt.

3.3.3 Durchfithrung von Groflenausschlusschromatogra-
phie (SEC)

Die Groflenausschlusschromatographie wurde durchgefiithrt mit Medien beschrie-
ben in Tabelle 2.9 auf GE Akta Pure FPLC-Geréten (vgl. Kapitel 2.2). Die
verwendeten Formate der stationdren Phase waren 10-300 mm, 16-600 mm und
26-600 mm Saulen (Durchmesser - Lange), befillt mir Superdex 75, 200, pg
oder gl-Material. Die Materialien wurden entsprechend der Hersteller spezifi-
schen Vorschriften gewaschen und in den entsprechenden Chromatographiepuf-
fern betrieben (vgl. Kapitel 2.8).

Wiéhrend der Chromatographie wurde das Flussmittel zu festen Zeiten in
getrennten Fraktionen gesammelt.
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3.4 Nachweis der Reinheit und Identitat von
Proteinen und Proteindomanen

Die Reinheit und Identitdt der gereinigten Proteine wurde durch SDS-PAGE
und Western-Blot-Analyse durchgefiihrt. Die verwendeten Materialien und Puf-
fer sind in Kapitel 2.11 zusammengestellt. Fiir die einzelnen Systeme wurden
jeweils die Protokolle und Versuchsdurchfithrungen der Hersteller der Appara-
turen, d.h. BioRad und Amershell verwendet. Die SDS-PAGE wurde bei 35 mA
betrieben, bis die Markierung des Bromphenolblaus das Gel verlassen hatte.

Die Farbung der SDS-PAGE wurde mit Coomassie Brilliant Blau G250-
Losung durchgefiihrt. Das anschlieende Entfirben erfolgte mit Wasser. Die
SDS-PAGE wurde zur Dokumentation fotografiert.

Western-Blot-Analysen wurden im Sandwich-Semi-Dry Verfahren durchge-
fithrt. Dazu wurde das ungeféarbte Gel kurz in dHyO gewaschen und in Wester-
Blot-Puffer 5 min inkubiert. Die PVDF-Membran wurde mit Ethanol aktiviert
und ebenfalls 5min in Western-Blot-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurden je-
weils drei in Western-Blot-Puffer getrénkte Whatman Papiere auf Anoden- und
Kathodenseite tiber bzw. unter das Gel mit der aktivierten Membran gelegt und
eine Spannung von 25V bei maximal 1 A fiir 29 min angelegt.

Nach Auftrag der Proteine auf die PVDF-Membran wurde diese mit 5%
Milchpulver (in TBS-T-Puffer) 1h blockiert. Die anschlieBenden Préaparations-
schritte wurden nach Vorgabe der Hersteller der Primér- und Sekundérantikor-
per durchgefithrt (aufgelistet in Kapitel 2.3).

3.5 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Nach Bestimmung der Reinheit und Identitat der gereinigten Proteine und Pro-
teindoménen wurde die Konzentration iiber Absorption bei 280 nm im Spek-
tralphotometer bestimmt. Der molare Extinktionskoeffizient wurde tiber das
ExPASy ProtParam (116) Online-Tool bestimmt und die molare Konzentration
iiber das Lambert-Beer’sche Gesetz bestimmt.
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3.6 Zellbiologische Methoden

3.6.1 Kultivierung von transfizierten Hepatozyten Zell-
linien und Praparation fiir Pulldown-Assays

Fiir zellbiologische Assays wurden kultivierte Huh 7 und Huh 9-13 Zellen ver-
wendet (117). Die Kultivierung wurde im Institut fiir experimentelle Hepatolo-
gie durchgefithrt und von Sabine Stindt betreut.

Nachdem die Zellen auf der Oberfliche der 10 cm Kultivierungsschale eine
Konfluenz von 80 % erreichten, wurden die Zellen lysiert.

Dazu wurde das Kulturmedium abgenommen und mit ca. 20 ml gekiihltem
Waschpuffer gewaschen. Anschlieffend wurden die Zellen in 500 jl Lysepuffer pro
10 cm Schale aufgenommen und von der Oberfliche geschabt (Puffer und Losun-
gen in Kapitel 2.12). Die Zellen wurden bei 16.000x ¢ fiir 20 min bei 4 °C zentri-
fugiert und die Proteinkonzentration im Uberstand mit einem Bradford-Assay
(RotiQuant, Roth) mit Kalziumsulfat-Félling nach Roth-Protokoll bestimmt.
Die Proteinkonzentration betrug typischerweise 1-2mg/ml. Zur weiteren Ver-
wendung wurden die Ubersténde aliquotiert, in fliissigem Stickstoff gefroren und
bei -80 °C bis zur Verwendung gelagert.

3.6.2 Pulldown-Assays

Die Pulldown-Assays wurden mit GSH-Agarose-Beads (GE) oder N-Hydroxy-
succinimid / 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (NHS/EDC)-akti-
vierten Agarose-Beads als stationidre Phase durchgefiihrt. Die Beads wurden
entsprechend der Anleitung vorbehandelt und anschlieBend mit einer definier-
ten Menge c¢-SRC-Protein fiir 4-5h bei 8 °C inkubiert. Die GSH-Beads waren
daraufhin fiir die weitere Verwendung einsatzbereit. Als Kontrolle wurden hier
mit Tris-HCI, pH 8,0 inaktivierte Beads als auch mit GST-Protein-beladene Be-
ads verwendet.

Zur Inaktivierung freier Bindeplatze wurden die mit Protein kovalent gekop-
pelten NHS-EDC-Beads mit 200 mM Tris-HCI, pH 8,0 fir 30 min bei Raumtem-
peratur (RT) inkubiert. AnschlieSend wurde der Ansatz bei 500 x g zentrifugiert,
der Uberstand entfernt und mehrfach mit gekiihltem Lysepuffer (vgl. Kapitel
3.6.1) gewaschen.

Zu Beginn des Assays wurde bei beiden Bead-Typen der Uberstand ab-
genommen und eine definierte Menge Zelllysat (i.d.R. zwischen 0,2 und 1mg
Gesamtprotein) hinzugefiigt und .N. unter Drehbewegung (ca. 50 rpm) inku-
biert.

Nach ca. 12-16h wurde der Ansatz bei 100x g zentrifugiert und mehrfach
mit Lysepuffer gewaschen. Die Uberstinde wurden jeweils verworfen.

Das Pellet wurde, nach entsprechender Anzahl von Waschvorgéngen, in 30 pl
1x Lammli Puffer bei 95°C fir 5min gekocht und anschlieBend 20 pl auf eine
SDS-PAGE (Tris/Glycin, vgl. Kapitel 2.11) aufgetragen.
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3.7 Biochemische und -physikalische Methoden

3.7.1 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Der ELISA wurde als qualitative Methode zur Untersuchung der Bindung kurzer
Peptide an gereinigte c-SRC-Doménen verwendet.

Dazu wurden kurze biotinylierte Peptide aus NS5A, die alle zehn Tyrosin-
reste in NSHA sowie deren direkte Umgebung von jeweils sieben Aminosduren
vor und nach der Position abdecken, verwendet (vgl. Kapitel 2.12).

Die Peptide wiesen eine N-terminale Biotinylierung auf. Die Peptide wurden
in dH20 gel6st und auf Streptavidin beschichtete 96-well Platten (Streptawell,
Roche) gegeben. Die vom Hersteller angegebene maximale Beladungsmenge von
30 pmol wurde um den Faktor drei tiberschritten um ungleichméflige Beladung
durch ungenaue Konzentrationsbestimmungen zwischen den unterschiedlichen
Reaktionsgefiflen zu minimieren.

Die Wells wurden dreimal mit ddH2O gewaschen und anschlieSend mit
GST-c-SRC-Proteinen in Laufpuffer@7! versetzt. Diese wurden bei RT fiir 3h
inkubiert und anschlieBend erneut dreimal mit HBSELISA_Puffer gewaschen.

Die Wells wurden im Anschluss mit 1:5.000 in HBSFL/94 verdimnntem Anti-
GST-Antikorper i.N. bei 8 °C inkubiert.

Nach weiteren drei Waschschritten mit HBSFL/94 wurde 1:10.000 (ebenfalls
in HBSFLISA) verdiinnter mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelter Anti-
Maus-Antikorper zugegeben (vgl. Tabelle 2.2 aufgelistet).

Nach weiteren drei Waschschritten wurde das Substrat ABTS zugegeben
und entsprechend der Versuchsvorschrift inkubiert. Der Substratumsatz wurde
anschlieend in einem Plattenlesegerat (Tecan M1000pro, M200pro) tiber die
Absorptionsmessung bei 405 nm verfolgt. Vor Ende der linearen Zunahme des
Absorptionssignals wurden die Werte aufgezeichnet und auf das héchste Signal
normiert.

3.7.2 Fluoreszenz-Polarisationsmessungen

Fir die FP (Fluoreszenz-Polarisation) -Messungen wurden die gleichen Pep-
tidsequenzen wie im ELISA verwendet. Entgegen der Biotinylierung am N-
Terminus wurde ein Aminohexan-Linker angebracht an den der Fluorophor
Fluoresceinisothiocyanate (FITC) gekoppelt wurde. Die Peptide wurden in ei-
ner Reinheit von mindestens 95 % bei der Firma Caslo (Kongens Lyngby, Déa-
nemark) bestellt.

Die FP-Messungen wurden auf einem Perkin-Elmer LS 55 durchgefiihrt. Der
Excitations (Ex)- Monochromator wurde auf 490 nm mit Bandweiten zwischen
3 und 5nm, und der Emissions (Em)-Monochromator wurde auf 520 nm mit
einer Bandweite von 5 oder 10 nm eingestellt. Die Spannung des Photomultiplier
(PMT) wurde auf Werte zwischen 600 und 800V eingestellt.

Die Parameter von Bandweite und Spannung wurden jeweils so optimiert,
dass Emissionssignale zwischen 800 und 900 mV erreicht wurden.

Die Temperatur wihrend der Messung betrug RT (22- 23°C), kontrolliert
iiber ein Raumluftthermometer. Die FP-Messungen wurden jeweils in HBS?*-
Puffer durchfiihrt.
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Die Fluoreszenzpolarisation (FP) wurde mit Formel 3.1 ausgewertet. I|jund
I L sind jeweils die Fluoreszenz-Intensitaten parallel bzw. rechtwinklig zur Po-
larisierung der einstrahlenden Lichtquelle.

|-Gl
I+ GxIL

Der Gewichtungsfaktor G korrigiert das Messgeréit auf abweichende Emp-
findlichkeiten des PMT fiir Licht verschiedener Polarisationen.

Die Fluoreszenz markierten Peptide wurden jeweils in einer Konzentrati-
on um 50 nM eingesetzt und die unmarkierten c-SRC-Proteindomanen wurden
wahrend der Messung in die Kiivette titriert. Nach Mischung- und Ruhezeit von
1 min wurde fiir jede Mischung 2 min gemessen.

Die Auswertung erfolgte nach der Langmuirschen Adsorptionsisotherme mit
Annahme einer Reaktion pseudo-erster-Ordnung, d.h. die Anfangs- und Gleich-
gewichtskonzentration des titrierten c-SRC-Proteins wurden gleichgesetzt.

Das FP-Signal wurde gegen die entsprechende c-SRC-Konzentration aufge-
tragen und die Halbséttigung der Kurve bestimmt, welcher als Dissoziations-
konstante K; angegeben wird.

FP (3.1)

3.7.3 Zirkulardichroismus (CD)-Messungen

Fiir die CD Messungen wurden die Proteine tiber eine Gelfiltration (meist mit
Superdex 75 gl Material in einer 10-300 mm Séule) in den CD-Puffer tiberfiihrt
(vgl. Kapitel 2.10).

Die Probe wurde mit Zentrifugalkonzentratoren konzentriert und in eine
1 mm CD-Kiivette eingefiillt.

Das CD-Spektrometer Jasco J-815 wurde entsprechend der Betriebsanlei-
tung in Betrieb genommen und wéihrend der Messung mit 201/min Stickstoff in
der optischen Bank gespiilt. Es wurden Spektren im Bereich von 260 bis 185 nm
aufgenommen mit Datenpunkten alle 0,5nm und einer Integrationszeit von 1s.
Die Messzelle wurde wahrend der Messung auf 20 °C temperiert. Es wurden fiinf
bis zehn Messungen fiir das finale Spektrum akkumuliert.

Nach der Messung wurde von der Probe ein Referenzspektrum des reinen
Puffers abgezogen.
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3.7.4 Biolayer-Interferometrie (BLI) -Messungen

Die BLI-Messungen wurden an einem Octet Red96-Gerat durchgefiihrt.

Die Messungen wurden in HBSPH -Puffer durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.10).
Bei starker unspezifischer Interaktion wurden 0,005 % Tween 20 und 0,5 % BSA
zugegeben.

Fir die Immobilisierung von Proteindoménen wurden Sensoren-Spitzen mit
Anti-GST-Antikorpern verwendet. Als Referenz dazu wurden jeweils die proteo-
lytisch gespaltenen Affinitats-Tags an die Spitzen immobilisiert und die Bindung
an den Analyten untersucht.

Fir die Immobilisierung von biotinylierten Peptiden wurden Streptavidin
Sensoren-Spitzen verwendet und gegen nicht beladene Spitzen referenziert.

Bei Proteinen ohne Affinitatstag wurde iiber einen N-Hydroxysuccinimid/
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (NHS/EDC)-Ester an entspre-
chende Sensoren-Spitzen immobilisiert und gegen mit 1 M Ethanolamin passi-
vierte Spitzen referenziert.

Die Beladung der Spitzen mit Liganden wurde so durchgefiihrt, dass eine
geringe Schichtdicke auf die Sensoren aufgetragen wurde. Das Augenmerk lag
hier in der Minimierung von Bindeereignis wahrend der Dissoziationsphase des
Analyten (,rebinding-Effekte®). Die typische Schichtdicke, die beim Beladen
aufgetragen wurde, betrug zwischen 0,2 nm bei Peptiden bis zu ca. 1 nm Signal
bei Proteindoméanen.

Nach Beladung der Sensoren wurden die Assoziations- und Dissoziationszei-
ten entsprechend der untersuchten Bindung angepasst. Sie betrug typischerweise
zwischen 300-400s bei Untersuchungen zu Bindung von Peptiden an Protein-
doménen bis zu 1400s bei Bindung zwischen zwei Proteindoméanen. Die Tem-
peratur wihrend der Messung wurde auf 26 °C eingestellt.

Die Messdaten wurden entsprechend des experimentellen Designs referen-
ziert und anschliefend mit ein bis zwei Exponentialfunktionen (Formel 3.2)
gefittet.

y=Alxel") 4 A2 5 e~ 5) + Yinf (3.2)

Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante K, wurde in den BLI- und den
Polarationsmessungen der Parameter y;,; (als Wert des thermodynamischen
Gleichgewichts) gegen die Konzentration des Analyten aufgetragen und mit
einer Séttigungsfunktion gefittet (Formel 3.3). Der Halbséttigungspunkt der
erhaltenen Kurve wurde ermittelt, die der Dissoziationskonstante K, entspricht.

xn
inf — Yen 3.3
Ying = Yend * Tpm 3y (3:3)
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3.8 Massenspektrometrische Untersuchungen von
NS5A aus Huh 9-13-Zellen

Fiir die Massenspektrometrische Untersuchung von Pulldown-Proben aus Huh
9-13 Zellen zur Auffindung méglicher posttranslationaler Modifikationen wurde
der Messservice des Biomedizinischen Forschungszentrums Diisseldorf, Arbeits-
gruppe ,,molecular proteomics“ in Anspruch genommen.

Die iiber eine SDS-PAGE aufgetrennten Proteine des Pulldown-Assays mit
immobilierter c-SRC-ASH1 und Huh 9-13 Zellen wurden in der erwarteten Gro-
Be von NS5A ausgeschnitten und dem Service iibergeben. Dieser extrahierte
die Proteine aus den SDS-PAGE Stiicken, fiihrte einen proteolytischen Abbau
mit Trypsin durch und fiihrte anschliefend eine HPLC-MS/MS Messung durch.
Die so erhaltenen Proteinmassenfragmente wurden gegen die Datenbank HCV-
Proteom mit der Option auf posttranslationale Modifikationen geplottet.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Bindung von NS5A an Src-Kinasen unter-
sucht durch Pulldown-Assays

Die Bindung von NS5A an ¢-SRC wurde in der Arbeit von Pfannkuche et al. 2011
gezeigt und die SH2-Doméne von c¢-SRC als wichtige Binderegion fiir NS5A
identifiziert.

Um Folgeexperimente durchzufiihren zu kénnen, wurden zunéchst Reini-
gungsprotokolle fiir verschiedene ¢-SRC-Proteindoménen etabliert. In Hinblick
auf weitergehende Experimente zur Untersuchung einer SH2-Abhéngigkeit der
Bindung und eines méglichen kanonischen SH2-Bindemotivs (vgl. Kapitel 1.3),
wurde ebenfalls eine Phosphotyrosin-bindedefiziente Variante der SH2-Domaé-
nen von ¢-SRC mit Arginin-zu-Lysin-Austausch in der pY-Bindetasche herge-
stellt und gereinigt.

In Nakashima et al. 2012 wurde die Bindung von NS5A aus Phosphatasen-in-
hibierten B-Zelllymphozyten-Zelllysaten an die FYN-SH2-Doméne gezeigt. Um
die Bindung von NS5A aus Heptazyten an FYN-SH2 untersuchen zu koénnen,
wurde diese Proteindomane ebenfalls gereinigt.

4.1.1 Reinigung von c-SRC-Doméanen

¢-SRC wurde in den Varianten c¢-SRC-ASH1 (1-247), ¢-SRC-ASH1 (1-247)
R173K, ¢-SRC-SH3-SH2, und ¢-SRC-SH2 heterolog als GST-Fusionsprotein im
E. coli-Stamm BL21 DE3 exprimiert und gereinigt (entsprechende Vektoren in
Tabelle 2.6: 1, 4, 5 und 7).

Die Reinigungen wurden mit den in Tabelle 2.9 aufgefiihrten Chromato-
graphiemedien durchgefiihrt. Die Proteinexpression erfolgte wie in Kapitel 3.2
beschrieben mit Vektor 1 aus Tabelle 2.6. Die Expressionskultur der E. coli-
Zellen wurde nach erreichen einer ODggg von 0,6-0,8 mit 0,25 mM IPTG ver-
setzt und fiir weitere 20h bei 16 °C schiittelnd inkubiert. Die Zellen wurden
durch Zentrifugation geerntet, in Lysepuffer®7! aufgenommen (vgl. Tabelle
2.10) und anschlieBend aufgeschlossen (vgl. Kapitel 3.2). Die GST-Affinitéts-
chromatographie wurde mit Laufpuffer®71 und Elutionspuffer@S71 (vgl. Ta-
belle 2.10) wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben durchgefiihrt. AnschlieBend wurde
eine SEC mit Superdex 75pg Material durchgefithrt wie in Kapitel 3.3.3 be-
schrieben mit Laufpuffer®7!. Nach SEC wies das Protein die in Abbildung 4.1
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A (sps-pace+cee] B [sps-pace+ceB]  C [sps-PaGE+cBEB]
kDa 1 2 kDa 3 4 kbDa 5 6
100 70 & 70 w
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50 . 35 . 35
40 25 25 b
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D sps-pace+cee;  E [sps-pace+ceB]  F [sps-pacE+cEE]
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ABBILDUNG 4.1: Reinigung verschiedener c-SRC-Proteindoménen.
1, 3, 5, 7, 9, 11] zeigen jeweils Proteingrofienstandards. [2] zeigt
GST-c-SRC-ASH1-Fusionsprotein nach SEC (ca. 54kDa). [4] zeigt
c-SRC-ASH1(ca. 27,6kDa), hergestellt aus GST-c-SRC-ASH1 (aus [A])
nach Rhinovirus 3C Protease (,PreScission“) Behandlung und anschlie-
Bender Reinigung. [6] zeigt das abgespaltenen GST-Protein (ca. 26 kDa).
In [D]: [8] zeigt gereinigtes GST-c-SRC-SH3-SH2 (ca. 46kDa), [E]
[10] gereinigtes GST-c-SRC-SH2 (ca. 40kDa) und [F] [12] gereinigtes
GST-c-SRC-ASH1 R173K (ca. 54kDa).

A gezeigte Reinheit auf. Die Ausbeute von GST-c-SRC-ASH1 lag bei ca. 400 mg
pro Liter E. coli-Zellkultur.

Der GST-Fusionsprotein-Affinitatstag konnte proteolytisch durch die Rhi-
novirus 3C Protease (,,PreScission) abgespalten werden. Nach Spaltung wurde
das Src-Protein noch durch zwei Chromatographieschritte (GST-Affinitéatschro-
matographie und SEC mit Superdex 75 pg Material jeweils mit LaufpufferGSTl)
zur finalen Reinheit (>95% bestimmt per SDS-PAGE mit CBB-Féarbung und
Intensitats-Integral) gebracht (Abbildung 4.1 [A] und [B]).

Das gereinigte GST-Protein ([C]) in Laufpuffer®7! wurde fiir weitere Ex-
perimente als Referenzprobe fiir verschiedene Untersuchungen verwendet.

GST-c-SRC-ASH1 R173K, GST-c-SRC-SH3-SH2 und GST-c-SRC-SH2 wur-
den auf die gleiche Weise als GST-Fusionsproteine gereinigt. Die Ausbeuten
betrugen ca. 50mg/1 E. coli-Kultur fir GST-c-SRC-ASH1 R173K, und jeweils
ca. 100mg/1 E. coli-Kultur fiir GST-c-SRC-SH3-SH2 und GST-c-SRC-SH2. Die
Reinheit dieser Proteine betrug jeweils mindestens 90 %, bestimmt iiber das
Intensitétsintegral der CBB-Féarbung aus Abbildung 4.1.
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ABBILDUNG 4.2: Gereinigte FYN-SH2 als GST-Fusionsprotein. [A]

zeigt eine CBB-gefirbte SDS-PAGE von der final aufbereiteten Protein-

probe von GST-FYN-SH2-Fusionsprotein [2] und GST-FYN-SH2 R176K

[4] (beide 39kDa). [1, 3] zeigen den ProteingréBenstandard. Die R176K-

Variante von FYN-SH2 zeigte leichte Verunreinigungen durch GST-Protein
(ca. 26kDa).

4.1.2 Reinigung von Doméanen aus FYN-SH2 und FYN-SH2
R176K

Die Tyrosinkinase FYN gehort zur Familie der Src-Kinasen. In dieser Arbeit
wurden die SH2-Doméne in der Isoform 2 und in wildtypischer und in einer
Phosphotyrosin-bindungsdefiziten Form mit Arginin-zu-Lysin-Austausch R176K
gereinigt.

Beide Proteine wurden als GST-Fusionsproteine heterolog im FE. coli-Stamm
BL21 DE3 (Kapitel 2.5) exprimiert.

Die E. coli-BL21 DE3 Zellen (Kapitel 2.5) mit den Vektoren 2 bzw. 6 (Ta-
belle 2.6) wurden wie in Kapitel 3.2 beschrieben kultiviert. Bei einer ODggg
zwischen 0,6 und 0,8 wurden die Zellen mit 0,5mM IPTG induziert und 4h
bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Nach Zellernte durch Zentrifugation, wurden die
Zellen in Lysepuffer®7?2 (Tabelle 2.10) resuspendiert und wie in Kapitel 3.2 be-
schrieben aufgeschlossen. Die GST-Affinitédtsreinigung erfolgte wie im Kapitel
3.3.1 beschrieben iiber GSH-Affinitétsmedium (Kapitel 2.8) mit Laufpuffer®57?2
und Elutionspuffer®7? (Tabelle 2.10). Anschliefend folgte eine SEC (Kapitel
3.3.3) mit Superdex 75pg Material (Kapitel 2.8) in SEC-Puffer®7?2 (Tabelle
2.10).

Die finale Reinheit der Proteine ist in Abbildung 4.2 dargestellt. Die Aus-
beute der Proteine betrug jeweils ca. 20 mg/1 E. coli-Zellkultur.
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ABBILDUNG 4.3: Schema zur Behandlung des der stationidren Pha-
se und des Zelllysats der Huh 9-13-Zellen vor dem Pulldown-
Assay. 50 ug Zelllysat wurden fiir Western-Blot-Analysen vorbereitet [A]

und weitere 150 g in den Assay

eingesetzt [B]. Das Zelllysat wurde mit

frischen GSH-Beads gewaschen [C, E]. Der Uberstand wird als ,,geklér-

tes Zelllysat® bezeichnet [G]. Die Beads der Inkubation [D, F] wurden auf

NS5A-Bindung untersucht. Das geklarte Zelllysat wurde anschliefend mit

GST-c-SRC-ASH1 gekoppelten GSH-Beads [J] fiir 12-16h bei 8 °C inku-

biert. Der Uberstand [K] der Beads [L] wurde abgenommen und untersucht
(vgl. Abbildung 4.4 und 4.5).

4.1.3 Etablierung des Pulldown-Assays mit c-SRC-ASH1

Zunéchst wurden Experimente mit rekombinantem c-SRC-Protein durchgefiihrt,
um die Stabilitdt des Komplexes zu untersuchen.

Das Experiment wurde entsprechend der Abbildung 4.3 vorbereitet. Im ers-
ten Schritt wurde GST-c-SRC-ASH1 an GSH-Agarose-Beads gekoppelt [H].
Als Kontrollen wurden frische GSH-Beads sowie Beads mit gebundenem GST-
Protein verwendet. Als Ausgangsmaterial wurden 200 pg Gesamtprotein des
Huh 9-13 Zelllysats verwendet. Davon wurden 50ng als Input-Kontrolle fiir
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ABBILDUNG 4.4: Schematische Darstellung der verwendeten Pull-
down-Protokolle des c-SRC-ASH1- NS5A-Pulldown-Assays. Die
gekoppelten und mit Huh 9-13 inkubierten Beads (vgl. Abbildung 4.3)
wurden gewaschen und in zwei Gruppen geteilt. Die Erste (linke Seite) se-
dimentierte zwischen den Waschschritten nur durch Schwerkraft, die Zweite
(rechte Seite) wurde 4 min bei 100x g zentrifugiert. Die Uberstinde wur-
den jeweils verworfen. Die Beads des Pellets wurden beprobt und durch
Western-Blot untersucht (vgl. Abbildung 4.5). Der Waschprozess wurde
bis zu n=3 wiederholt.

cinen Western-Blot (WB) aufbereitet [A] (Abbildung 4.5 [2]). Die restlichen
150 pg Gesamtprotein des Zelllysats [B] wurden mit frischen GSH-Beads inku-
biert [C], der Uberstand abgenommen und erneut mit neuen frischen GSH-Beads
inkubiert [E]. Der Uberstand wurde abgenommen und, angelehnt an Pfannku-
che et al. 2011, als , geklartes Zelllysat® [G] bezeichnet. Die Beads aus diesem
Prozess, wurden mit Lammli-Puffer versetzt und mit einen Western-Blot unter-
sucht (Abbildung 4.5 [3, 4]). Es konnte keine Bindung von NS5A an GSH-Beads
nachgewiesen werden.
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ABBILDUNG 4.5: Bindung von NS5A 4913 ap ¢-SRC-ASH1 - Aus-
wertung verschiedener Pulldown-Assay-Bedingungen. Gezeigt ist
ein Western-Blot mit Anti-NS5A-Antikorper. [1, 6, 11] zeigen den Pro-
teingroBenstandard. [2] zeigt 2,5ng Gesamtprotein der Huh 9-13-Zellen.
[3, 4] zeigen mit Huh 9-13-Zelllysat inkubierte GSH-Agarose-Beads (vgl.
Abbildung 4.3 [D, F]). NS5A zeigte keine nachweisbare Interaktion mit
GSH-Beads. [5] zeigt den léslichen Uberstand der Inkubation von immo-
bilisiertem GST-c-SRC-ASH1 mit dem Huh 9-13-Zelllysat nach 16 h Inku-
bation, korrespondierend zu Abbildung 4.3 [K]. [7-10] zeigen die Beads,
die nach dem Waschen jeweils 4 min bei 100 x g zentrifugiert wurden (vgl.
Abbildung 4.4, rechte Seite). Die Zahl der Waschschritten nimmt von [7]
(einer) nach [10] (vier) zu. Die NS5A-Bindung ist auch nach viermaligem
Waschen nachweisbar [10]. [12-15] zeigen die Beads, die nur durch Schwer-
kraft sedimentierten (vgl. Abbildung 4.4 linke Seite), mit einmal [12] bis
viermal [15] Waschen. Die NS5A-Bindung konnte bis zum dritten Waschen
nachgewiesen werden [14].

Das , geklérte Zelllysat® wurde anschliefend mit den GST-c-SRC-ASH1 GST-
Beads [J] fiir 16 h bei 8 °C inkubiert [I]. AnschlieBend wurde der Uberstand [K]
von den Beads [L] abgenommen und durch Western-Blot untersucht. Es konn-
te NS5A-Protein im Uberstand nachgewiesen werden (Abbildung 4.5 [5]). Die
Beads mit dem Komplex aus c-SRC-ASH1 und NS5A wurden weiter untersucht.

Der so vorbehandelte Komplex wurde anschliefend in zwei Gruppen geteilt
und unter unterschiedlichen Waschbedingungen die Komplexstabilitat unter-
sucht (vgl. Abbildung 4.4).

Die erste Gruppe wurde nach dem Waschen durch Schwerkraft sedimentiert
(Abbildung 4.4 linke Seite), die andere Gruppe nach dem Waschen fir 4 min bei
100x g zentrifugiert (Abbildung 4.4 rechter Zweig). Die Zahl der Waschschrit-
ten wurde bei beiden Gruppen zwischen einem und vier variiert. Der Uberstand
wurde jeweils abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde in einem kleinen
Volumen Huh-Lysepuffer resuspendiert, ein Aquivalentvolumen der Suspension
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entnommen, in Lammli-Puffer gekocht und auf eine SDS-PAGE aufgetragen.
Anschlieflend wurde ein Western-Blot mit einem Anti-NS5A-Antikorper (Ta-
belle 2.2) durchgefiithrt (Abbildung 4.5).

Unter der Annahme, nach jedem Waschschritt wére ca. 10 pul des Wasch-
puffers in der Probe verblieben, wiirde der Hintergrund von ungebundenem
Protein zwischen 1:100 (bei einem Waschschritt) bis 1:100.000.000 (nach vier
Waschschritten) liegen.

Es zeigte sich, dass die 2,5 ng Zelllysat eine nachweisbare Mengen an NSHA
Protein enthielt (Abbildung 4.5 [2]). Es konnte keine Bindung von NS5A an
ungekoppelte GSH-Beads festgestellt werden (Abbildung 4.5 [3] und [4]), so-
dass diese Vorinkubationsschritte (vgl. Abbildung 4.3 [C, EJ) in den weiteren
Experimente nicht mehr durchgefithrt wurden.

Nach Inkubation von c-SRC-ASH1 mit dem Zelllysat konnte NS5A im Uber-
stand nachgewiesen werden(Abbildung 4.5 [5]). In der Gruppe der zentrifugier-
ten Proben, war NS5A nach allen vier Waschrunden nachweisbar (Abbildung
4.5 [7-10]). Die schwankende Signalstiarke im Western-Blot lasst aufgrund des
experimentellen Designs keine Aussage zur Quantitét der Bindung zu.

Die Gruppe der nur sedimentierten Proben zeigt weniger Signal als die zen-
trifugierten Proben (Abbildung 4.5 [12-15]). Bis zu drei Waschschritte konn-
ten hier durchgefithrt werden mit nachweisbar gebundenem NS5A. Im vierten
Waschschritt war nur noch ein sehr schwaches Signal detektierbar (Abbildung
4.5 [15]). Durch den Sedimentationsprozess konnte keine so dichte Packung an
Agarose-Beads erreicht werden, sodass, im Vergleich zur Zentrifugation, wah-
rend der Waschschritte eine grofiere Menge Beads mit dem Uberstand aus der
Probe entfernt wurden.

Die Abnahme von exakten Aquivalenzvolumen stellte sich durch die Hand-
habung des Prozesses als schwierig dar. Daher sind die hier gezeigten Ergebnisse
als Tendenz zu bewerten.

Fiir die darauffolgenden Assays wurden, auf Grundlage dieser Untersuchung,
mit drei Waschschritten mit anschlieender Zentrifugation durchgefiihrt (korre-
spondierend zu Abbildung 4.5 [9]).
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ABBILDUNG 4.6: Western-Blot-Analyse der Pulldown-Assays von
verschiedenen SH2-Doméinen mit Huh 9-13-Zelllysaten. [1] zeigt
einen ProteingroBenstandard. [2, 3] sind 1 bzw. 2,5 ng Gesamtprotein aus
Huh 9-13-Zelllysat. [4-6] sind jeweils Negativkontrollen fir die Bindung
von NS5A an inaktivierte NHS/EDC-Beads [4] oder 5nmol gekoppel-
tes GST [5, 6]. [7] zeigt die NS5A-Bindung an 5nmol GST-FYN-SH2
und [8] an 5nmol GST-FYN-SH2 R176K. Es zeigt sich eine Selektivi-
tdt von NS5A flir den GST-FYN-SH2. Das Signal fiir die GST-FYN-SH2
R176K-Variante lag auf Hintergrund-Niveau. [9] zeigt die NS5A-Bindung
an 5 nmol GST-c-SRC-ASH1 und [10] an 5 nmol GST-c-SRC-ASH1 R173K.
Die ¢-SRC-ASH1 R173K-Bindung war leicht {iber dem Hintergrundsignal
der GST-Bindung ([5, 6]). Es ldsst sich klar zwischen bindekompetenter
c-SRC-ASH1 und nicht-bindekompetenter c-SRC-ASH1 (173K) unterschei-
den. [11] zeigt die NS5A-Bindung an 5nmol ¢-SRC-ASH1. Der Vergleich
von wildtypischer- und Phosphotyrosin-bindeinkompetener SH2-Doménen
zeigt eine klare Selektivitdt von NS5A fiir das intakte Phosphotyrosin-Bin-
demotiven in der SH2-Doménen.

4.1.4 Untersuchung der Bindung von NS5A an verschie-
dene SH2-Doméanen von Src-Kinasen

Nachdem Bedingungen fiir die Bindung und Préparation der Bindung von
c-SRC-ASH1 an zelluldres NS5A gefunden wurden waren, sollte die Spezifi-
tdat der Bindung an die c-SRC-Kinase untersucht werden. Weiter sollte unter-
sucht werden, ob die Bindung dem kanonischen Bindemotiv einer SH2-Doméne
entspricht und tiber pY vermittelt wird (vgl. Abbildung 1.3).
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Um die Bindung an Proteine mit und ohne Affinitat-Tags gleichermafien
untersuchen zu kénnen, wurden im Folgenden statt GSH-Agarose-Beads, wie in
Kapitel 4.1.3 beschrieben, NHS/EDC-Agarose-Beads verwendet.

Der Pulldown-Assay wurde durchgefithrt wie in Abschnitt 4.1.3 beschrieben,
jedoch ohne die Schritte zum geklarten Zelllysat. Um dennoch eine mogliche
unspezifische Bindung von NS5A an die Agarose-Beads auszuschlielen wurden
entsprechende Kontrollen mitgefiihrt.

Die einzelnen Ansétze wurden jeweils dreimal gewaschen und dazwischen
zentrifugiert. Von jedem der Src-Proteine wurden jeweils 5 nmol gekoppelt und
in den Assay eingesetzt.

In den Input Kontrollen [2, 3] mit 1 und 2,5 pg Gesamtprotein konnte NS5A
tiber den Anti-NS5A-Western-Blot nachgewiesen werden (Abbildung 4.6). Die
inaktivierten NHS/EDC-Agarose-Beads ([4]) sowie die Beads mit GST gekop-
pelt [5, 6] zeigten kein nachweisbares oder nur sehr wenig gebundenes NS5A. Die
jeweils 5 nmol gekoppelten FYN-SH2-Varianten wt [7] und R176K-Variante [8]
zeigten im Pulldown-Assay ein deutliches NS5A-Signal fiir den Wildtypen und
Signal auf Niveau des Hintergrunds fiir die R176K-Variante. Die Variation von
Arginin zu Lysin in der Phosphotyrosin-Bindetasche fithrt fiir die FYN-SH2-
Domaéne zu einem deutlichen Abfall der Bindekompetenz fiir NS5A.

Der Pulldown-Assay mit 5 nmol GST-c-SRC-ASH1 zeigt ein starkes NS5A-
Signal ([9]), hingegen die Arginin-zu-Lysin-Variante ein Signal welches nur wenig
tiber dem des reinen GST-Hintergrunds liegt ([10]). Zwischen der bindekompe-
tenten ¢-SRC und der in der Bindetasche verdanderten Variante kann klar im
NS5A-Signal unterschieden werden.

In [11] ist das NS5A-Signal eines c-SRC-Pulldowns gezeigt. Im Gegensatz zu
[9] wurde hier die gereinigte Proteindoméne ohne GST-Fusion verwendet. Hier
zeigt sich ein dhnlich intensives Bindesignal von NS5A wie in [9].

4.1.5  Massenspektrometrischer Ansatz zum Nachweis
von NS5A aus Huh 9-13-Replikonlysat nach c-SRC-
Pulldown

In den vorangehenden Untersuchungen in Abschnitt 4.1.3 und 4.1.4 wurde die
Etablierung der Pulldown-Assays gezeigt. Der Nachweis der Interaktion mit
dem viralen NS5A-Protein wurde dabei jeweils durch Western-Blot-Analysen
mit Anti-NS5A-Antikorper erbracht. Der Nachweis von NS5B oder pY durch
Western-Blot gelang nicht (Daten nicht gezeigt).

Als alternative Methode wurde die massenspektrometrische Untersuchung
des Eluats aus dem c-SRC-ASH1-Pulldown-Assay durchgefiihrt. Deswegen wur-
de ein Pulldown-Assay nach etabliertem Protokoll um den Faktor finf hoch ska-
liert durchgefithrt. Neben der SDS-PAGE-Analyse (Abbildung 4.7 [A]) wurde
ebenfall ein Western-Blot-Nachweis durchgefiihrt.

Auf Grundlage der erwarteten Proteingrofle und der Banden aus Western-
Blot-Analysen (Abbildung 4.6) wurden vier Banden zwischen 55 und 70kDa
einzeln ausgeschnitten (Banden I bis IV), durch das Enzym Trypsin gespalten
und anschliefend mit HPLC-MS/MS analysiert (Abbildung 4.7, Kapitel 3.8).
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ABBILDUNG 4.7: Massenspektrometrische Untersuchung des
c-SRC-ASH1-Pulldowns. [A]: SDS-PAGE des NS5A-c-SRC-ASH1-Pull-
downs. [1] zeigt den Proteingréfenstandard, [2] die Elution des Pulldowns.
Die markierten Banden I, II, III und IV wurden aus der SDS-PAGE ausge-
schnitten und massenspektrometrisch untersucht. Die gefundenen Protein-
fragmente der entsprechenden Banden wurden farbkodiert gegen das HCV-
Polyprotein geplottet [B]. Die horizontale Ausdehnung zeigt die Aminoséu-
reposition des Polyproteins. Die vertikal Dimension zeigt die Uberlappung
der mehrfach gefundenen Fragmente der Proteine. In den Banden III und
IV wurden viele Fragmente aus NS5B und NS5A nachgewiesen. Weiterhin
konnte in beiden Banden die Serinprotease NS3 nachgewiesen werden. In
der Bande II konnte kein HCV-Proteinfragment nachgewiesen werden.

Die Analyse wurde von Dr. Anja Stefanski im Molecular Proteomics Laboratory,
BMFZ Diisseldorf, durchgefiihrt.

Die detektierten Proteinfragmente wurden gegen die Proteinsequenz des
HCV-Polyprotein geplottet (Abbildung 4.7 [B]).

Es zeigte sich, dass in Bande III viele Fragmente aus NS5B nachgewiesen
werden konnten. In Bande IV wurden viele Fragmente aus NS5A gefunden. In
beiden Banden wurden jeweils Fragmente der Serin-Protease NS3 gefunden, die
im Komplex mit den beiden viralen und dem humanen Protein eluiert wurden.

Die Banden I und IT wiesen kaum messbare Fragmente aus dem HCV-Po-
lyprotein auf. In keiner Bande konnte Tyrosinphosphorylierung nachgewiesen
werden.

Eine vollstandige Liste der gefundenen HCV-Peptidfragmente ist in Anhang
C aufgefiihrt.
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ABBILDUNG 4.8: Ubersicht der verwendeten NS5A-Peptide. Die
Peptide sind jeweils 15 Aminosduren lang mit dem Tyrosinrest in der Mit-
te. Die Peptide der Genotypen ref 1b und con 1b wiesen in der Sequenz um
das Tyrosin Unterschiede auf (vgl. Kapitel 2.12), sodass fur diese Peptide
beide Isoformen bestellt wurden. Die Positionen mit verschiedenen Isofor-
* markiert. Die vollstandige Aminosiduresequenz der
Peptide sowie die Genotypenbezeichnung ist in Kapitel 2.12 aufgefiihrt.

men sind mit einem

4.2 Peptidmapping zum in vitro-Nachweis mog-
licher c-SRC-SH2-bindender pY in NS5A

Parallel zu den Pulldown-Ansétzen mit Huh 9-13-Zelllysaten sollte die Binde-
stelle von NSHA fiir ¢-SRC durch den Einsatz kurzer Peptide untersucht werden.

Die von der NS5A-Sequenz abgeleiteten Peptide sind jeweils 15 Aminoséu-
rereste grof§ und tragen jeweils an Position 8 das zu untersuchende Tyrosin. In
den Proteinsequenzen der HCV-Genotypen ref 1b und con 1b zeigen sich in den
direkten Umgebungen einiger Tyrosine Sequenzunterschiede. Um die Bindung
fiir beide Genotypen zu untersuchen, wurden Peptide fiir beide Genotypen be-
stellt. Eine Ubersicht der Position der verwendeten Peptide bezogen auf das
Volllangen NS5A-Protein findet sich in Abbildung 4.8, die Sequenz der Peptide
ist in Kapitel 2.12 aufgefiihrt.

4.2.1 Qualitative Analyse der c-SRC-SH2 Bindung der
Peptide mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA)

Zu ersten qualitativen Untersuchung der Bindung der verschiedenen Tyrosin-
Peptide an c-SRC-SH2 wurde ein ELISA durchgefiihrt.

Die Phospho- und nicht-Phosphopeptide wurden tiber die N-terminale Bioti-
nylierung an Streptavidin-Oberflachen gebunden und mit GST-c-SRC-SH3-SH2
bzw. GST-c-SRC-SH2 Proteindoménen inkubiert (die Reinigungsmethode fiir
c-SRC-Proteine ist exemplarisch in Kapitel 4.1.1 dargestellt mit Abbildung 4.1).
Diese Varianten der c-SRC wurden gewéhlt, um Bindungen im Bereich der SH4-
oder der Kinase-Region auszuschlieflen.

Die Detektion wurde mit Anti-GST-Antikérpern durchgefiihrt, an den ein
zweiter, HRP-gekoppelter Antikorper gebunden wurden. Der durch HRP ver-
mittelte katalytische Umsatz des Substrats ABTS wurde quantifiziert (Kapitel
3.7.1). Die Signale der einzelnen Peptide wurden auf das starkste Bindesignal
der entsprechenden c-SRC-Proteindoméne normiert (Abbildung 4.9).



52 Kapitel 4. Ergebnisse

1 00_' I [ ]pY Peptid + c-SRC-SH2
111 [ ]pY Peptid + c-SRC-SH3-SH2
I Il Y Peptid + c-SRC-SH2

80 -
2 i i
S 60 ‘}
2 | T
(01]
o 40-
t -
2
o
g ]
= L - M - ﬂ‘| .
c

1 -
oL o la Iyl Lol L e
7 7
%0, %00, P G o R Gy B 0 %0 N 75,77,
6 6, 0,33 o,), % ,)’6

Peptid Position

ABBILDUNG 4.9: ELISA von NS5A-Peptiden mit GST-c-SRC-SH2-
und GST-c-SRC-SH3-SH2-Domainen. Die Bindung der einzelnen Pep-
tide wurde normiert. Alle nicht-phosphorylierten Peptide zeigten ein gerin-
ge Bindeaffinitat fiir c-SRC-SH2. Bei den Phosphopeptide wurden deutli-
che Unterschiede festgestellt. Die affinste Bindung wurde bei Peptid pY93
fiir beide c-SRC-Proteine gemessen, gefolgt von pY106, pY413 (beide Iso-
formen), pY129 und pY161, mit Signalen von 70 % bis 20 %. Die Peptide
pY43, pY118, pY182 (beiden Isoformen), pY334 und pY321 zeigten weni-
ger als 10 % Bindesignal zu beiden ¢-SRC-Proteinen. Gemessen wurde im
Triplikat, gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichung.

Sowohl fiir GST-c-SRC-SH2 als auch GST-c¢-SRC-SH3-SH2 zeigte sich, dass
die Phosphopeptide deutlich hohere Bindeaffinitit als die nicht-Phosphopepti-
de aufwiesen. Die Bindung der nicht-Phosphopeptide lag, mit Ausnahme von
Y106, im Bereich von weniger als 0,1 % Bindesignal normalisiert auf pY93. Im
Vergleich der einzelnen Phosphopeptide zeigten sich unterschiedlich starke Af-
finitdten zu GST-c-SRC. Das Peptid pY93 zeigte die hochste Bindeaffinitét,
sowohl fiir das SH2- als auch fiir das SH3-SH2-Protein. Bindesignale in abstei-
gender Hierarchie wiesen die Peptide pY106, pY413 (beide Isoformen), pY161,
pY129, pY321 auf. Auch hier zeigte sich die gleiche Tendenz fiir die SH2- und die
SH3-SH2-Proteindoméne. Die restlichen Peptide zeigten ein Bindesignal min-
destens 90 % unter dem stiarksten Binder pY93 (Abbildung 4.9).

Die Peptidsequenzen der affinsten Binder wurden miteinander verglichen.
Es konnte keine Konsensus-Sequenz aus den Peptidsequenzen gebildet werden
(Daten nicht gezeigt).
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ABBILDUNG 4.10: Fluoreszenzpolarisations-Messungen von Phos-
photyrosin-Peptiden mit c-SRC-ASH1-Proteindoméanen. Fluores-
zenzmarkierte Peptide aus NS5A wurden mit c-SRC-ASH1 titriert. Die
gemessene Polarisation ist gegen die Konzentration von ¢c-SRC-ASH1 auf-
getragen und mit Formel 3.3 gefittet. [A]: Peptid pY93 Ky = 0,7uM, [B]:
pY106, [C]: pY129 K4 = 8uM, [D]: pY161 K; = 2uM, [E]: pY413°ntb
Ky = 2uM. Der K, ist als gestrichelte Linie im Plot dargestellt. Fiir das
pY106 konnte durch die Titration keine Séttigung erreicht werden.
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4.2.2 Quantitative Analyse der c-SRC-SH2-Bindung der
Peptide durch Fluoreszenzpolarisation

Zur ersten Quantifizierung der Bindung der NS5A-Peptide an ¢-SRC-Protein-
doménen wurden Fluoreszenzpolarisations-Messungen (Kapitel 3.7.2) mit den
affinsten Peptiden des ELISAs (Kapitel 4.2.1) durchgefiihrt.

Die fluoreszenzmarkierten Peptiden wurde jeweils in die Messkiivette mit
einer Konzentration von ca. 50 nM, und damit deutlich unterhalb eines erwarte-
ten K 4s, vorgelegt und mit c-SRC-ASH1 titriert. Das Polarisationssignal wurde
iiber die Formel 3.1 errechnet und gegen die Konzentration von c-SRC geplot-
tet. Die Sattigungsfunktion (Formel 3.3) lieferte den Halbsattigungspunkt als
K, (Abbildung 4.10).

Im Gegensatz zu den ELISA-Messungen (Kapitel 4.2.1) wurde hier c-SRC-ASH1
verwendet um alle Kandidaten-Peptide zu untersuchen. Vorangehende verglei-
chende Untersuchungen mit Peptid pY93 und ¢-SRC-SH2 zeigten, dass die Bin-
dekonstanten ebenfalls im niedrigen pM-Bereich lagen (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund der besseren Ausbeute in der Reinigung von GST-¢-SRC-ASH1 gegen-
iiber den kiirzeren Varianten und des hohen Bedarfs an gereinigten Proteinen,
wurde c-SRC-ASH1 verwendet.

Gegeniiber der ELISA-Messungen wurden in den quantitativen Untersu-
chungen Peptide der Firma Caslo verwendet, welche eine hohere Reinheit ver-
glichen mit den JPT-Peptiden aus dem ELISA aufweisen (Kapitel 2.12).

Das Phosphopeptid pY93 zeigte mit Ky = 0,7pM die hochste Affinitét,
pY161 und pY413 lagen bei Kj ~ 2pM, pY129 bei K; = 8 pM. Fiir das Peptid
pY106, welches im ELISA das zweithochste Signal zeigte, konnte bis 100 pM
c-SRC-ASH1 in der Titration keine Sattigung erreicht werden. Die angelegte
Fit-Funktion lieferte einen Halbsattigungspunkt im Bereich von 150 uM.

Zusatzlich wurden langere Peptide, die Y93 und Y106 in einem Molekiil ent-
hielten (Sequenz wie Peptid 14 in Kapitel 2.12), in der Fluoreszenzpolarisation
gemessen (Abbildung nicht gezeigt). Hintergrund war hier eine prolinreiche Se-
quenz zwischen den Tyrosinen 93 und 106, die moglicherweise eine Bindeaffinitét
zur ¢-SRC-SH3-Doméne aufweist (vgl. Peptidsequenzen in Kapitel 2.12).

Das Ergebnis der langeren Peptide (Kapitel 2.12 Nr. 14) mit phosphory-
lierter Y106 Position entsprach dem Ergebnis des kiirzeren Peptids. Ein Peptid
ohne Phosphorylierung zeigte ebenfalls keine Séattigung bis 100 pM (Experiment
nicht gezeigt). Die langeren Peptide mit phosphorylierter Y93 Position zeigten
einen K; von ca. 4 pM.

Eine Ubersicht der K s der Peptide ist in Abbildung 4.11 zusammengefasst.

In Ubereinstimmung zu den ELISA-Daten (Kapitel 4.2.1) konnten die Kan-
didaten, mit Ausnahme von pY106, mit einer Bindungsaffinitit im niedrigen
pM-Bereich bestétigt werden. pY 106 zeigte im ELISA moglicherweise einen an-
deren Bindungseffekt, der mit dem experimentellen Verfahren oder dem ver-
wendeten Peptid zusammenhéangt.
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ABBILDUNG 4.11: Ubersicht der K s verschiedener Phosphopepti-
de fiir c-SRC-ASH1, gemessen mit Fluoreszenzpolarisation. pY93:
Kg=0,7uM , pY129: K; = 8uM, pY161 K4 = 2puM, pY413: K5 = 2nM
wurden bestimmt. Fiir die ldngeren Peptide pY93Y106 bzw. pY93pY106
wurde ein Kg ~ 5 M bestimmt. Der errechnete K4 des Peptids pY106 lag
mit 150 pM, oberhalb der eingesetzen Konzentration von c-SRC. Die Pep-
tide Y93 pY106 und Y93 Y106 verhielten sich d&hnlich zu pY106 mit einem
errechneten Ky ~ 200 nM.

4.2.3 Biolayer Interferometrie (BLI) von NS5A-Peptiden
mit c-SRC-ASH1

Als komplementiare Methode zur Quantifizierung der Bindung der Phospho-
peptide an ¢c-SRC-ASH1 und zur Etablierung des Systems fiir Messungen mit
grofieren Proteindoménen wurde Biolayer-Interferometrie (BLI) verwendet.

Die biotinylierten Peptide (2.12) wurden an Streptavidin-Sensoren gebunden
und anschlieBend mit einer Konzentrationsreihe c-SRC-ASH1 gemessen. Die so
erhaltenen Sensogramme wurden mit Formel 3.2 gefittet und der y;, -Wert
gegen die Konzentration von c-SRC-ASH1 geplottet und mit Formel 3.3 gefittet
(Abbildung 4.12).

Die Kys fur die einzelnen Peptide betrugen 1,5 puM fur pY93 [A, BJ, 3,2uM
fir das Peptid pY129 [C, D] und 0,6 uM fur das Peptid pY161 [E, F| ausge-
wertet in Abbildung 4.12 und in der Ubersicht dargestellt in Abbildung 4.13.
Fiir die Peptide pY 106, pY413, pY321 und pY334 wurden ebenfalls Messungen
durchgefiihrt, diese konnten jedoch nicht ausgewertet werden. Es zeigten sich
z.T. starke unspezifische Bindungen oder Aggregation an der funktionalisierten
Sensoroberfliche (ohne Abbildung).

Eine Ubersicht der gemessenen Dissoziationskonstanten ist in Abbildung
4.13 gezeigt.
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ABBILDUNG 4.12: Sensogramme und Gleichgewichtsauswertungen
verschiedener NS5A Phosphotyrosin-Peptide mit c-SRC-ASHI1.
[A, C, E] zeigen die Sensogramme der Peptide pY93, pY129 und pY161
mit Konzentrationsreihen von c-SRC-ASH1. Die Sensogramme wurden mit
Formel 3.2 gefittet und der Gleichgewichtswert y;, s in [B, D, F| gegen die
Konzentration des Analyten c-SRC-ASH1 aufgetragen. Die Daten wurden
Formel 3.3 gefittet und der Halbsdttigungspunkt als Ky bestimmt. Dieser
Betrug 1,5uM fiir das Peptid pY93 [A, B], 3,2uM fiir das Peptid pY129
[C, D] und 0,6 pM fiir das Peptid pY161 [E, F], jeweils als gestrichelte Linie
im Diagrammen dargestellt.

In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Metho-
den zusammengestellt. Es zeigte sich, dass, abgesehen von Peptid pY106, die
Tendenzen aus der ELISA-Untersuchung in den quantitativen Untersuchungen
mit Kgs im niedrigen pM-Bereich bestétigt werden konnten. Die Bindung der



4.2. Peptidmapping zum in vitro-Nachweis moglicher c-SRC-SH2-bindender

pY in NS5A o7

10*

10-5 ___________________________
= " = &
< 1 & & & LS
PN K SHIPE S ONE g
2 & 2 N P o
" P LL Y LL
L E L EE
oS .\é‘ .\c‘,(‘ .\é‘ .\é‘ .\c‘,(‘
PSRN SR R R
10.7'I L L L L L L 1 1 1 1
Pe) Po) O O O O Pe) L L K P
p Bp O By B By B 0 0) o 7o
D R e %, %, 0 R, Ny 2 ey Uk
0.5, 2. %
s %o %5

ABBILDUNG 4.13: Ubersicht der K s der mit BLI gemessenen Bin-
dung von Peptiden an c-SRC-ASHI1. Fiir die Peptide pY93, pY129,
pY161 konnten Dissoziationskonstanten von ca. 1,5 pM, 3,5 1M und 0,5 pM
bestimmt werden. Fiir die langeren Peptide mit pY93 und Y106 bzw. pY 106
konnte ein Ky von jeweils ca. 3pM bestimmt werden. Fiir die Peptide
pY106, pY321, pY334, Y93pY106 und Y93Y106 konnte durch die ver-
wendeten Konzentrationen von ¢-SRC-ASH1 (maximal ca. 30 pM) kein
K ermittelt werden. Das Peptide pY413 zeigte starke unspezifische Bin-
dungen und Aggregationseffekte an die Sensoren, sodass auch hier kein Ky
durch BLI bestimmt werden konnte.

Peptide ist nur durch die SH2-Doméne vermittelt und wird durch zusatzliche
Doménen der ¢c-SRC nicht negativ beeinflusst.
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TABELLE 4.1: Vergleich der durchgefiihrten qualitativen und

quantitativen Methoden zur Messung der Affinitdt von

NS5A-Peptiden an c¢c-SRC-ASH1, GST-c-SRC-SH3-SH2 und

GST-c-SRC-SH2. Die ELISA-Daten wurden wie folgt dargestellt (Sym-

bol / normierte Signalstirke): + = 100-60, + = 59-20, - = 19-0, normiert
auf das hochste Signal (vgl. Abbildung 4.9). o = nicht gemessen

Peptid ELISA mit ELISA mit FP mit ¢-SRC-ASH1, | BLI mit c-SRC-ASH1,
GgT—C SHA.SIL GSE—C - gemessener K, [pM] gemessener K, [pM]
c-SRC-SH3-SH2 | c- -SH2

pY431? - - 0 nicht gemessen

pY43cont - 0 0 0

pY93 + + 0,7 1.5

pY106 + + > 100 > 50

pY118 - - 0 0

pY129 + + 8 3,5

pY161 + + 2 0,5

pY181t® |- - 0 0

pY181contd | _ - 0 0

pY321 - - 0 > 50

pY334 - - 0 > 50

pY41310 + + 0 0

pY413conid| 4 + 2 nicht

auswertbar

4.3 Bindungsuntersuchungen mit Proteindoma-
nen von NS5A und c-SRC

Aus den vorangehenden Bindungsuntersuchungen mit Peptidfragmenten aus
NS5A ergaben sich drei mogliche Bindestellen fiir ¢-SRC-SH2 in der gefalte-
ten Doméne D1 und mindestens eine weitere putative Bindestelle im ungefal-
teten Teil der Doméanen D2 und D3. Um die so identifizierten putativen SH2-
Bindungsepitope im Kontext der zugehorigen NS5A-Doméne untersuchen zu
konnen, wurden diese Doméanen in E. coli-TKB-1 heterolog und Phosphotyrosin-
angereichert exprimiert und gereinigt.

4.3.1 Reinigung von Doménen aus NS5A

Reinigung von NS5A-D1 und Y-Substitutionsvarianten unter Koex-
pression von ELK-Tyrosinkinase

Fir die Untersuchungen der Bindung von NS5A-D1 an ¢-SRC-SH2 wurden
die Aminosaureste 33-202 von NS5A Genotyp conlb, angelehnt an Love et al.
2009, gewédhlt. Dort wurde ein Expressions- und Reinigungsprozess mit Aus-
beuten im Bereich von mg/1 BL21-E. coli-Zellkultur fiir dieses Proteinfragment
beschrieben. Um die Bindung von NS5A an die SH2-Doméne zu untersuchen,
musste dartiber hinaus eine Tyrosinphosphorylierung eingefithrt werden. Dies
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ABBILDUNG 4.14: Reingung von NS5A-D1. [1, 9] zeigen Proteingro-
Benstandards, [2] zeigt 0,1 ODgoo induzierte E. coli-TKB-1 Zellen als Aus-
gangsprodukt der Reinigung. [3] zeigt das 16sliche und [4] das prézipitier-
te Eluat der Nickel-Affinitdtschromatographie. [5-8] zeigen SEC-Elutionen
entsprechender Retentionszeiten. [A] zeigt eine CBB geférbte SDS-PAGE.
[B] zeigt ein SEC-Protein-Elutionsprofil, injiziert wurde die Probe aus [3].
[C] zeigt einen Western-Blot mit Anti-Hisg-Tag-Antikorper. [D] zeigt eine
Pro-Q Diamond-Farbung des Blots aus [C], zum Nachweis von Phospho-
rylierung in den Eluaten.

wurde etabliert durch eine Co-Expression mit der ELK-Tyrosinkinase im TKB-
1-F. coli-Stamm.

Die Zellen wurden transformiert und kultiviert in Komplexmedium wie in
Kapitel 3.2 beschrieben mit den Plasmiden 8-15 (Tabelle 2.6) in BL21 DE3-
und TKB-1-F. coli-Stamme (Kapitel 2.5). Nach Induktion mit 0,25 mM IPTG
bei ODggg 0,6-0,8 wurden die Zellen fiir 12 h bei 16 °C kultiviert.

Anschliefend wurde die Temperatur auf 30°C erhéht und die Kultur mit
10 mg/1 Indolacrylséure, 1 g/1 Casein-Hydrolysat und 2 g/1 Glukose versetzt, 2 h
inkubiert und anschlieend durch Zentrifugation geerntet. Die Zellen wurden bei
-20°C bis zur Verwendung gelagert.
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ABBILDUNG 4.15: Darstellung der Proteinelutionen der verwende-
ten NS5A-D1-Varianten mit einem Phenylalanin-Austausch. [1]
zeigt einen ProteingroBenstandard. [2] zeigt NS5A-D1Y93F, [3] Y129F, [4]
Y161F. [A] zeigt eine CBB-gefiarbte SDS-PAGE, [B] einen Anti-Hisg-Tag-
Western-Blot und [C] einen Anti-Phosphotyrosin-Western-Blot.

Die Zellen wurden in Lysepuffer¥6! resuspendiert und aufgeschlossen, wie

in Kapitel 3.2 beschrieben. AnschlieBend wurde die Reinigung als Hisg-Fusi-
onsprotein durchgefiithrt, wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben, mit Laufpufferf#ssl
und Elutionspuffer/#s! (Tabelle 2.11). AnschlieBend wurde eine SEC (Kapi-
tel 3.3.3) mit Superdex 75pg-Material (Tabelle 2.9) mit SEC-Laufpufferf/#s!
durchgefiihrt.

In Abbildung 4.14 sind Ausziige des Reinigungsprozesses von NS5A-D
gezeigt. [A] zeigt den Prozess vom Ausgangsprodukt, einer heterologen Expres-
sion im TKB-1 E. coli-Stamm ([2]) tiber den ersten Reinigungsschritt, einer
Nickel-Affinitdtschromatographie ([3]) bis hin zu einzelnen SEC-Fraktionen ([5-
8]).

Es zeigte sich, dass sich die Proteine [6-8] in der denaturierenden SDS-PAGE
ein ahnliches Laufverhalten zeigten und einem &hnlichen Molekulargewicht zu-
geordnet werden konnten.

In der nativen SEC ([B]) wiesen diese Proteine jedoch unterschiedliche Re-
tentionszeiten auf ([6-8]). In den weiteren Untersuchungen wurde tiber den
Anti-Hisg-Tag-Western-Blot [C] nachgewiesen, dass das NS5A-D1-Protein in
den SEC-Elutionen [6-8] vorhanden war.

In der Untersuchung der Phosphorylierung durch den Farbstoff Pro-Q Dia-
mond [D] konnte gezeigt werden, dass besonders [7] eine starkeres Phosphory-
lierungssignal aufwies, als die anderen Elutionen.

Um den fiir die Bindung von NS5A an die c-SRC-SH2-Doméne entscheiden-
den Tyrosinrest zu identifizieren, wurden Varianten von NS5A-D1 hergestellt,
die einzelne oder mehrere Tyrosine gegen Phenylalanine-Austausche aufwiesen.
Die Expression und Reinigung wurden durchgefiihrt wie fiir die wildtypische
Variante von NS5A-D1 beschrieben, als Hisg-Fusionsprotein mit den gleichen
Puffer- und Mediensystemen.

1ELK pY
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ABBILDUNG 4.16: Darstellung der Proteinelutionen der NS5A-D1-
Mutanten mit zwei oder drei Phenylalanin-Austauschen. [1, 4] zei-
gen einen ProteingroBenstandard. [2] zeigt die Variante Y93/129/161F,
[3] die Variante Y129/161F, [5] die Variante Y93/161F und [6] die
Variante Y93/129F. [A, D] zeigen CBB-gefiarbte SDS-PAGEs, die die Rein-
heit der Proteinelutionen zeigen. [B] zeigt einen Western-Blot mit Anti-
Hisg-Tag-Antikorper, der die Identitdt der Hisg-getaggten Fusionsprotei-
ne zeigt. [C, E] zeigen Western-Blots mit Anti-Phosphotyrosin-Antikérper
zum Nachweis der Phosphorylierung der Proteineultionen.

In Abbildung 4.15 sind die finalen Produkte der Reinigung von NS5A-D1-
Doménen mit einem Phenylalanin-Austausch gezeigt (Y93F, Y129F und Y161F).
Die Abbildung zeigt die Reinheit durch SDS-PAGE ([A]), die Identitit des Pro-
teins wird in [B] durch den Western-Blot gegen den N-terminalen Hisg-Tag
nachgewiesen. In [C] wird gezeigt, dass alle drei D1-Varianten ein Signal im
Anti-Phosphotyrosin-Antikorper-Western-Blot zeigten.

Analog zu Abbildung [4.15] zeigt Abbildung [4.16] die Reinheit und Identi-
tat der NSHA-D1-Varianten mit zwei oder drei Phenylalanin-Austauschen. [A,
D] zeigen in einer SDS-PAGE die Reinheit des Proteins. [B, C, D] zeigen je-
weils die Identitat des Proteins durch Anti-Hisg-Tag-Western-Blot sowie die Ty-
rosin-Phosphorylierung des Proteins durch Anti-Phosphotyrosin-Western-Blot.
Die Reinigungsprozess waren die Gleichen wie fiir NS5A-D1FLE pY (Abbildung
4.14).

Reinigung von NS5A-D2D3-Doménen

Zur Untersuchung einer Bindung von Motiven in der D2D3 Region von NS5A
wurden diese Doméanen gereinigt.

Fir die Expression wurden Zellen vom Typ FE.coli BL21 DE3- und fiir
die phosphorylierte Variante NS5A-D2D35LK PY TKB-1-E. coli-Zellen (Kapitel
2.5). Die Transformation und Kultivierung wurde durchgefithrt wie in Kapitel
3.2 beschrieben mit Vektor 3 (Tabelle 2.6) als Hisg-Fusionsprotein (Tabelle 2.6).
Die Zellen wurden jeweils bis zu einer ODggg von 0,6-0,8 bei 37 °C kultiviert,
mit 1mM IPTG (BL21 DE3) bzw. 0,25 mM IPTG (TKB-1) induziert und fiir
4h (BL21 DE3) bei 25°C bzw. 12-16h (TKB-1) bei 16 °C schiittelnd inkubiert
(wie in Kapitel 3.2) beschrieben. Die TKB-1-Varianten wurden danach auf 30 °C
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ABBILDUNG 4.17: Reinigung vom NS5A-D2D3. [1, 8] zeigen einen

Proteingréfienstandard, [2] 0,15 ODggg induzierte E. coli-TKB-1-Zellen als

Start der Proteinreinigung. [3] zeigt das Eluat der Nickel-Affinitdtschroma-

tographie. [4-7] zeigen SEC-Elutionen. [A] zeigt eine CBB-gefirbte SDS-

PAGE. [B] zeigt ein SEC-Profil mit Retentionszeiten, injiziert wurde die

Probe aus [3]. [C] zeigt einen Western-Blot mit Anti-Hisg-Tag-Antikorper.
[D] zeigt einen Western-Blot mit Anti-Phosphotyrosin-Antikorper.

erwarmt, mit 10 mg/1 Indolacrylsaure, 1g/1 Casein-Hydrolysat und 2 g/l Glu-
kose versetzt und 2h inkubiert (dhnlich wie bei NS5A-D133-20285K PY 4.3 1),
Beide Zelltypen wurden nach der Kultivierung wie in 3.2 beschrieben geerntet
und bei -20 °C gelagert.

Der Zellaufschluss erfolgte in Lysepuffer wie in Kapitel 3.2 beschrie-
ben. Die anschlieiende Nickel-Affinitatschromatographie (beschrieben in Kapi-
tel 3.3.2) wurde durchgefithrt mit Laufpuffer#*6? und Elutionspuffer?¢62 (Ta-
belle 2.11). AnschlieBend erfolgte eine Dialyse in SEC-Laufpuffer/?62 gefolgt
von einer SEC (beschrieben in Kapitel 3.3.3) mit SEC-Laufpuffer/?*62 (Tabel-
le 2.11) mit Superdex 75 pg Material (Tabelle 2.9). Die Reinheit und Identitét

Hisg2
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ABBILDUNG 4.18: BLI Sensogramme und Auswertung der Bin-
dung von NS5A-D2D3"LK 7Y an ¢c-SRC-ASH1. Die Liganden (in [A]
c-SRC-ASH1, in C NS5A-D2D35EK PY) wurden mit einer Konzentrations-
reihe NS5A-D2D3ELE PY [A] bzw. ¢-SRC-ASH1 [C] inkubiert. In der Ori-
entierung mit NS5A-D2D3EK PY als Analyt [A, B] konnte bis zu einer
Konzentration von 50 pM kein Ky bestimmt werden. In umgekehrter Orien-
tierung [C, D], mit immobilisiertem NS5A-D2D35LK PY ynd c-SRC-ASH1
als Analyt, wurde ein K4 von 18 4+ 4 uM bestimmt.

des Proteins wurden tiber SDS-PAGE und Anti-Hisg-Western-Blot iiberpriift
(durchgefiihrt wie in Kapitel 2.11 und 3.4) und ist in Abbildung 4.17 gezeigt. [A,
2] zeigt 0,15 ODggp induzierte E. coli-Zellen als Ausgangsprodukt, [5] das End-
produkt in der finalen Reinheit. In [C, D] wird gezeigt, dass auf entsprechender
Lauffront im Zwischenprodukt nach der Affinitdtschromatographie sowohl ein
Hisg-Tag-Signal als auch eine Phosphorylierung nachgewiesen werden konnte.

4.3.2 Bindung von NS5A-D2D3-Doméanen an c-SRC-ASH1

Trotz des Nachweises der Phosphorylierung im Western-Blot (Abbildung 4.17
[D]) konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Probe heterogen phospho-
ryliert ist. Eine mogliche bindekompetente pY-Spezies konnte nur sehr gering
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popularisiert vorliegen. Aus diesem Grund wurde der Assay doppelt durchge-
fithrt - mit beiden Bindepartner alternierend als immobilisiertem Ligand und
mobilem Analyt.

Die BLI-Untersuchungen wurden durchgefiihrt wie in Kapitel 3.7.4 beschrie-
ben. Die Liganden wurden mit einer Konzentrationsreihe Analyt bis 50 bzw.
100 pM Analyt inkubiert und gemessen (Abbildung 4.18.

Uber Formel 3.2 wurde das Signal im thermodynamischen Gleichgewicht
(Yins) bestimmt ([A]) und gegen die Konzentration des Analyten aufgetragen
([B]). Die angelegte Sattigungsfunktion (Formel 3.3) erreichte fur
NS5A-D2D3FLEPY 3]s Analyt im eingesetzen Konzentrationsbereich jedoch
nicht den Halbsattigungspunkt. Daher konnte der K; dieser Interaktion nicht
bestimmt werden und muss hoher als 50 pM liegen (Abbildung 4.18 [B]).

Das Experiment mit immobilisiertem NS5A-D2D37LK PY ynd ¢-SRC-ASH1-
Analyt (Abbildung 4.18 [C], [D]) ergab eine Dissoziationskonstante von 18 +
4 M. Dies deutet darauf hin, dass die unspezifische Phosphorylierungsreaktion
der in E. coli co-translationell exprimierten Kinase fiir NS5A-D2D3 unvollstén-
dig ablaufen kénnte. Durch die Orientierung von NS5A-D2D3 als Analyt fithrte
dies zur einer systembedingten Fehlinterpretation der Daten.

Die gemessene Affinitét von 18 pM liegt im Bereich von biologisch relevanten
SH2-Wechselwirkungen (81).

4.3.3 Bindung von NS5A-D1-Doméanen an c-SRC-ASH1

Nachdem fiir die unstrukturierten Bereiche von NS5A, die D2- und D3-Doméne,
eine Bindung im mittleren pM-Bereich an ¢-SRC-ASH1 nachgewiesen werden
konnte, wurde die strukturierte D1-Domaéane auf Bindung zu ¢-SRC-ASH1 un-
tersucht.

Bindung von NS5A-D1 an c-SRC-ASH1: Pulldown-Experimente

Die Vorexperimente mit kurzen Peptiden (Kapitel 4.2.1, 4.2.2) 4.2.3) deuteten
auf drei mogliche Bindemotive in D1 fiir die SH2-Doméne hin.

In einem ersten Experiment sollte eine mogliche Komplexbildung durch
einen Pulldown-Assay qualitativ untersucht werden. Dazu wurde c-SRC-ASH1
und das GST-Protein als Negativkontrolle jeweils an NHS/EDC-Agarose-Beads
immobilisiert und mit gereinigtem NS5A-D1FLEPY {3 N inkubiert. Analog zu
den Experimenten mit den Huh 9-13-Zelllysaten (Kapitel 4.1.4), wurden die
Beads gewaschen und eluiert (Kapitel 4.1.3). Der Nachweis der Interaktion ist
in Abbildung 4.19 gezeigt und wurde durch eine SDS-PAGE [A], einen Anti-
Hisg-Tag Western-Blot [B] und einen Anti-GST-Western-Blot [C] gezeigt.

Sowohl der Pulldown-Assay der immobilisierten c-SRC-ASH1, als auch die
GST-Kontrolle zeigten in der SDS-PAGE Banden im Bereich der erwarteten
ProteingroBe von NS5A-D1 von 20 kDa. Der Anti-Hisg-Western-Blot [B] zeigte
fiir beide Spuren Signale, wobei das Signal bei c-SRC-ASH1 ([2]) intensiver war.
Das Integral der Signalintensitit der SDS-PAGE und des Western-Blots zeigen,
dass die Bindung von NS5A-D1 an ¢-SRC-ASH1 [2] deutlich affiner ist, als die
Bindung an die Negativkontrolle [3].
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ABBILDUNG 4.19: Pulldown-Assay mit gereinigten Proteindo-
minen von c-SRC-ASH1 und NS5A-D1PLKPY . Immobilisiertes
c-SRC-ASH1 wurde mit rekombinantem NS5A-D15LKPY (ca. 20kDa) in-
kubiert und analog zu den Pulldown-Assays mit Huh 9-13-Zellen behandelt.
Die Elution wurde auf mit SDS-PAGE [A] und Western-Blot [B: Anti-Hisg,
C: Anti-GST] untersucht. [1] zeigt einen Proteingréfienstandard, [2] die
Elution des Pulldown-Assays, [3] die Elution des Pulldown-Assays mit re-
kombinantem GST als Negativkontrolle. [A] zeigt eine CBB-geférbte SDS-
PAGE der Eluate. Die Bande bei ca. 20kDa wird in [B] als NS5A identi-
fiziert. Das Signal in [2] ist deutlich intensiver als in der Kontrolle [3]. [C]
identifiziert die Bande bei ca. 22kDa als GST-Protein.

In [A] ist in [3] eine sehr intensive Bande unterhalb des 25 kDa Proteinstan-
dards zu erkennen. Im Anti-GST-Western-Blot [C] wird diese Bande als GST-
Protein identifiziert, welches wahrend der Elution von den Beads gelost wird.
Dies ist moglicherweise auf die GST-Dimerisierung (118) zuriickzufithren, die
wahrend der Elution aufgelost wird.

Durch dieses Experiment wurde erstmalig eine in vitro-Interaktion von re-
kombinant hergestellten Proteinen c-SRC-ASH1 und NS5A-D1FLEPY gegeigt,
wenngleich NS5A-D1ELE PY ehenfalls eine geringe Bindung an die Negativkon-
trolle zeigte.

Bindung von NS5A-D17LEPY an ¢-SRC-ASH1: CD-Spektroskopie

In einem weiteren Experiment sollte eine mogliche Anderung der Sekundar-
struktur der beiden Proteine c-SRC-ASH1 und NS5A-D1FEEPY bei der Bin-
dung durch Circulardichroismus (CD) untersucht werden. Dazu wurden zu-
nachst die Einzelspektren von 4,6 1M Proteinlésungen von c-SRC-ASH1 und
NS5A-D1FEEPY qufgenommen (Abbildung 4.20 A). NS5A-D1 zeigte hier den
klar erwarteten groflen a-helikalen Anteil am Spektrum, wie es von Love et
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ABBILDUNG 4.20: Circulardichroismus (CD)-Untersuchung der
NS5A-D1PLEPY - c.SRC-ASHI1-Interaktion. [A] zeigt die gemesse-
ne Elliptizitat von 4,6 pM ¢-SRC-ASH1 und 4,6 M NS5A-D1FLEPY iy
einer 1 mm Kiivette. [B] zeigt die kalkulierte und gemessene Summe beider
Proteine in der 1 mm Kiivette. Die Differenz aus kalkuliertem und gemes-
senem Spektrum ist sehr gering. Bei der Interaktion von ¢-SRC-ASH1 und
NS5A-D1FLEPY findet somit wenig Verdnderung in der Sekundirstruktur
der Proteine statt.

al. 2009 in der Kristallstruktur beschrieben wurde (44). Das Spektrum von
c-SRC-ASH1 weist grofle Anteile von Random-coil-Strukturen und S-Strukturen
auf. Zuriickzufiithren auf die teilweise unstrukturierte Unique-Region und die un-
strukturierten Bereiche zwischen den SH-Domanen, sowie S-Strukturen in den
SH-Doménen, wie in der Kristallstruktur von Witucki et al. 2002 gezeigt (119).

Anschlieflend wurde die Summe beider Signale kalkuliert sowie experimentell
die 1:1 Proteinmischung untersucht ([B]). Dabei zeigte sich eine geringe Abwei-
chung zwischen kalkulierter Summe und tatséchlichem Spektrum. Dies deutet
darauf hin, dass trotz Komplexbildung keine grofien strukturellen Anderungen
stattfinden, so wie es bei einer pY-Abhéngigen-Bindung zu erwarten ist. Gleich-
zeitig wurde gezeigt, dass es neben der pY-abhéngigen Bindung im gewahlten
Konzentrationsbereich keine weiteren Bindeeffekte zwischen den Proteinen gibt.

CD-Spektroskopie ist damit keine geeignete Methode zur weiteren Charak-
terisierung und Quantifizierung des Komplexes.

Bindung von NS5A-D1 an ¢c-SRC-ASH1: BLI-Untersuchungen

Fiir die Untersuchungen der Interaktion von ¢-SRC-ASH1 mit NS5A-D15LK pY
wurden Biolayer-Interferometrie (BLI)-Messungen durchgefiihrt.

Im ersten Ansatz wurde NS5A-D1ELE PY i einer Konzentrationsreihe als
Analyt mit immobilisierem ¢-SRC-ASH1 (als Ligand) untersucht. Der Konzen-
trationsbereich von NS5A-D1FLE PY wurde zundchst von 38 pM bis 0,6 pM ge-
wahlt. Die Konzentration wurde von Sensor zu Sensor jeweils halbiert. Es zeigte
sich eine niedrige pM-Dissoziationskonstante. Um die Messpunktdichte im Be-
reich des Kys zu erhéhen, wurde die hochste Konzentration auf 15 pM Analyt
reduziert und die Faktor zwei Verdinnung beibehalten (Abbildung 4.21). Die
Sensogramme wurden jeweils in der Assoziationsphase mit Formel 3.2 gefittet.
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ABBILDUNG 4.21: BLI-Sensogramme und Auswertung von
NS5A-D17LKPY_ ynd NS5A-D1-Bindung an c-SCR-ASH1 und
c-SCR-ASH1 R173K. In [A]: Die Sensogramme der NS5A-D1FLE Y.
c-SCR-ASH1-Bindung wurden mit Formel 3.2 gefittet und in [B] der Wert
des thermodynamischen Gleichgewichts (yins) gegen die Konzentration des
Analyts aufgetragen. Diese wurden anschlieend mit Formel 3.3 gefittet
und der Ky mit 470 nM bestimmt. In [C]: Sensogramme von NS5A-D1-Bin-
dung (Analyt) an c-SCR-ASH1 (Ligand), Konzentrationsreihe bis 40 pM
Anaylt. In [D]: NS5A-D1PEEPY (Analyt) - c-SCR-ASH1 R173K (Ligand)-
Sensogramme, Konzentrationsreihe bis 12,5 pM Analyt. In [C] und [D]: Es
konnte keine Bindungskonstante fiir die eingesetzten Konzentrationen er-
mittelt werden.

Das extrapolierte Signal des thermodynamischen Gleichgewichts y;, s wurde in
[B] gegen die Analyt-Konzentration aufgetragen. Der Halbséttigungspunkt der
Sattigungskurve (Formel 3.3) wurde als K4 bestimmt und betrug fiir die von In-
teraktion NS5A-D1ELEPY it ¢-SCR-ASHI1 ca. 470 nM und war damit Faktor
40 affiner als die Interaktion von NS5A-D2D3ELE PY it ¢-SCR-ASH1 (Kapitel
4.3.2, Abbildung 4.18).

Es wurden weitere Messungen durchgefiihrt, um das Modell einer Phospho-
tyrosin-Bindung zu iiberpriifen: c-SCR-ASH1 als Ligand mit NS5A-D1 ohne Ty-
rosin-Modifikation (hergestellt und gereinigt wie in Kapitel 4.3.1 beschrieben,
jedoch aus einem BL21 DE3-E. coli-Stamm) mit einer Konzentrationsreihe bis
40 pM inkubiert (Abbildung 4.21 [C]). Nach Abzug der Referenzmessungen zeig-
te das verbliebene Signal nicht den fiir Bindungsreaktionen typischen Verlauf.
Ein K; muss deutlich oberhalb von 40 pM liegen.
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TABELLE 4.2: Dissoziationskonsten der Bindung von c¢-SRC-ASHI-
Varianten an NS5A-D1-Varianten

¢-SRC-ASH1 | ¢-SRC-ASH1 R173K
NS5A-DIFLEPY | [, —=047pM | K; > 12,5 pM

NS5A-D1 Kz > 40pM | nicht gemessen
A Ligand: c-SRC-ASH1 B Lligand: c-SRC-ASH1
1,5. NS5A-D1""y93/129/161F
2,04
40 uyM
1,0 - [
= 13 uM 1,5
= £
g 4,4puM g
_:’_;; 0,5 M 1,0
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= 8’?6“MM
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ABBILDUNG 4.22: BLI-Sensogramme und Auswertung von
NS5A-D155PY Y93 /129/161F-Bindung an c-SCR-ASH1. [A]:
Sensogramme von c¢-SRC-ASH1 als Ligand mit NS5A-D1FLEPY
Y93/129/161F als Analyt, inkubiert bis zu einer Konzentration von 40 pM.
Das Bindesignal wurde mit Formel 3.2 gefittet und y;,s gegen die Kon-
zentration des Analyten aufgetragen [B]. Durch die Datenpunkte wurde
Formel 3.3 gefittet und der Ky deutlich oberhalb der hochsten Analyten-
Konzentration (40 pM) berechnet.

Beim Experiment mit immobilisiertem ¢c-SCR-ASH1 R173K als Ligand zeig-
te sich ein ahnliches Bild (Abbildung 4.21 [D]). Hier wurden die Phosphotyrosin-
bindungsdefiziten Variante der SH2-Doméne mit NS5A-D1FLEPY inkubiert.
Es wurden ebenfalls keine typischen Bindungskurven erreicht. Dies lasst dar-
auf schlieflen, dass die Dissoziationskonstante fiir diese beiden Proteine deutlich
hoher als 12 pM liegen muss.

4.3.4 Bindung von NS5A-D1-Varianten an c-SRC-ASH1:
Identifikation des entscheidenden Tyrosinrests in
NS5A

Nachdem die Bindung von NS5A-D1FLEPY an ¢-SRC-ASH1 quantifiziert war,
lag der Fokus auf der Identifikation des fiir die Bindung verantwortlichen Tyro-
sinrests. Dazu wurden nacheinander die moglichen Binde-Tyrosine gegen Phe-
nylalanine ausgetauscht. Jeder Austausch wurde in einem separat gentechno-
logisch hergestellten E. coli-TKB-1 Organismus unabhéngig von einander her-
gestellt (mit Vektoren 9-15 in Tabelle 2.6) und die Proteine gereinigt (wie in
Kapitel 4.3.1 beschrieben).
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ABBILDUNG 4.23: BLI-Sensogramme und Auswertung der Bin-
dung von verschiedenen NS5A-D1-Varianten mit einem Phenyl-
alanin-Austausch an c-SCR-ASH1. ¢-SCR-ASH1 (als Ligand) wur-
de mit NS5A-D1FLEPY Y9o3F [A], NS5A-D1FLEPY Y129F [C] und
NS5A-D1FEEPY Y161F [E] jeweils als Analyt inkubiert. Die Bindekur-
ven wurden Formel 3.2 gefittet und y;,s gegen die Konzentration des
Analyten aufgetragen [B, D, F]. Die Datenpunkte wurden Formel 3.3 ge-
fittet. Die Dissoziationskonstante, K4, der Interaktion ¢-SRC-ASH1 mit
NS5A-D1ELE PY YO3F lag deutlich iiber der groBten eingesetzten Konzen-
tration von 25uM [B], fiir c-SRC-ASH1 mit NS5A-D1FLKPY Y129F bei
1,5uM [D] und fiir c-SRC-ASH1 mit NS5A-D1PEE PY Y161F bei 2 pM [F).

Um auszuschliefien, dass ein weiteres Tyrosin (aufler 93, 129, 161) maBgeb-
lich fiir die beobachtete Bindung an c-SRC-ASH1 verantwortlich ist, wurde dies
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ABBILDUNG 4.24:

Zeit [s]

¢-SRC-ASH1 [uM]

BLI-Sensogramme und Auswertung der Bin-

dung von verschiedenen NS5A-D1-Varianten mit zwei Phenyl-
alanin-Substitutionen an c-SRC-ASH1. Die NS5A-Varianten wur-
den als Ligand immobilisiert: in [A] NS5A-D1FEEPY Y129/161F, in
[C] NS5A-D1ELEPY Y93/161F, in [D] NS5A-D1FLKPY Y93/161F und
mit einer Konzentrationsreihe c-SCR-ASH1 (als Analyt) inkubiert. Fiir
die NS5A-D1ELEPY Y129/161F-Variante mit Tyrosin 93515 konnte
K4 = 0,7pM bestimmt werden [B]. Fiir die beiden anderen NS5A-D1-Va-
rianten konnte kein K bestimmt werden.
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durch eine Variante von NS5A-D1 untersucht, in der alle drei Positionen gegen
Phenylalanine getauscht wurden.

c-SRC-ASH1 wurde als Ligand immobilisiert und mit
NS5A-D1FEEPY ¥93/129/161F als Analyt bis zu einer Konzentration von
40 pM inkubiert (Abbildung 4.22 [A]). Die Sensogramme wurden mit Formel
3.2 ausgewertet und die Konzentration des Analyts gegen den ermittelten
Yins -Wert aufgetragen ([B]). Formel 3.3 ergab einen Halbséttigungspunkt
deutlich grofler als die hochste Konzentration des Analyten, d.h. die
Dissoziationskonstante fiir diese Wechselwirkung liegt deutlich iiber 40 pM.

Dieses Experiment bestétigte, dass es keine weiteren pY-Bindekandidaten
fiir c-SRC-ASH1in NS5A-D1 gibt und sich das entscheidende Tyrosin unter den
drei vorher selektierten Kandidaten (Y93, Y129, Y161) befinden muss.

Im Weiteren wurden einzelne Tyrosine gegen Phenylalanine getauscht. Die
Variante NS5A-D15EK PY YO3F (Abbildung 4.23) zeigte den Verlust der Affini-
téat fiir c-SRC-ASHI. Bis zu einer Konzentration von 25 pM der NS5A-Variante
als Analyt konnte im BLI-Experiment keine Sattigung fiir das Signal des ther-
modynamischen Gleichgewichts erreicht werden. Damit liegt die Dissoziations-
konstante fiir diese Variante zu ¢-SRC-ASH1 deutlich iiber 25 pM und damit
mindestens Faktor 50 iiber dem des wt-NS5A-D1FLE PY

Fiir die Varianten D175 PY Y129F und D1#4K PY Y161F wurden ebenfalls
BLI-Experimente durchgefiihrt. Beide wurden jeweils als Analyt in den BLI-
Experimenten verwendet und zu immobilisiertem c-SRC-ASH1 titriert.

Fiir D1PFE PY Y129F konnte eine Dissoziationskonstante von 1,5 pM (Abbil-
dung 4.23 [C, D]) und fiir D1#2K PY Y161F eine Dissoziationskonstante von ca.
2pM (Abbildung 4.23 [E, F]) bestimmt werden. Beide Varianten zeigen damit
eine dhnliche Affinitit wie das unveranderte NS5A-D1ELE PY mit allen sieben
Tyrosinen (Abbildung 4.21).

Diese Experimente legen nah, dass Y93 phosphoryliert vorliegen muss, um
eine Bindung von NS5A an ¢-SRC zu initiieren.

Um diese Annahme zu iiberpriiffen wurde das experimentelle Design ge-
andert. Anstelle von einer einzelnen Mutationen, die dann die Affinitdt zu
c-SRC-ASH1 verringern, wurde im folgenden Ansatz zwei Kandidaten gegen
Phenylalanine getauscht, sodass jeweils ein Kandidat direkt auf Bindung iiber-
priift werden konnte. Des Weiteren wurde die Orientierung im BLI-Assay ge-
tauscht. Die NS5A-D1PLEPY _Doméne wurde als Ligand an die Sensorspitze
gekoppelt und mit ¢-SRC-ASH1 titriert. Dies sollte dafiir sorgen, dass mogli-
che UngleichmafBigkeiten in der Phosphorylierung von NS5A iiber die geringe
und nicht in die Daten-Fit einflieBende Konzentration des Liganden eliminiert
werden.

Die Variante NS5A-D15EK PY Y129/161F sollte den Einfluss von Y93 auf
die Bindung untersuchen. Bei der Messung mit c-SRC-ASH1 als Analyt zeig-
ten sich Bindekurven (Abbildung 4.24 [A]) dhnlich des unverédnderten Prote-
ins (Abbildung 4.21). Die Auswertung des Bindesignals im thermodynamischen
Gleichgewichts zeigte eine Dissoziationskonstante K; von 0,7pM (Abbildung
4.24 [B]) und damit ist DIFLEPY Y129/Y161F in der GréBenordnung des wt-
Proteins mit allen Tyrosinen.
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TABELLE 4.3: Zusammenfassung der Dissoziationskonstanten der Bindung

von NS5A-D1-Varianten an c-SRC-ASH1

NS5A-D1

93 | 129 [ 161 | K4 fiir -SRC-ASHI | Verweis |
pY | pY | pY 0,5 pM Abbildung 4.21 A/B
Y|Y |Y > 40 pM Abbildung 4.21 C

F| F | F > 40 pM Abbildung 4.22 A/B
F | pY | pY > 25 uM Abbildung 4.23 A/B
pY | F | pY 1,5uM Abbildung 4.23 C/D
pY | pY | F 2nM Abbildung 4.23 E/F
pY | F F 0,6 pM Abbildung 4.24 A/B
F |pY | F > 40 M Abbildung 4.24 C

F | F | pY > 40 M Abbildung 4.24 D/E

Die Varianten NS5A-D1FLK PY Y93 /161F (mit Y1295 PY) yund -D1FLE PY
Y93/129F (mit Y1617E5 PY) zeigten im BLI, inkubiert mit c-SRC-ASH1-Ana-
lyt, keine Dissoziationskonstante im Bereich der grofite eingesetzen Analyt-Kon-
zentration (Abbildung 4.24 [C, D, E]).

Einzig fiir die NS5A-D1ELEPY Variante mit Y93ELEPY konnte die Dis-
soziationskonstante fiir c-SRC-ASH1 gemessen werden. War Position 93 gegen
ein Phenylalanin ausgetauscht, lag die Dissoziationskonstante in beiden Fallen
deutlich tiber dem fiir die unverédnderten Varianten gemessenen nM bis nM-
Bereich.

4.4 Untersuchung von NS5A Y93 im Hepato-
zyten-Zellkulturmodell

4.4.1 NS5A Y93 ist fiir die effiziente virale Replikation
entscheidend

Die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen zeigten den Einfluss von Y93 fur die
Bindung von NSHA an ¢-SRC. Da NS5A zusammen mit ¢-SRC entscheidend fiir
die Replikation von HCV verantwortlich ist (53), sollte die Replikationseffizienz
vom HCV-Replikonsystemen mit an Position Y93 verdndertem NS5A unter-
sucht werden. Dazu wurden Hepatozyten-Zelllinien Huh 7 mit HCV-Replikon-
Plasmiden (Originalsequenz in Anhang A) transient transfiziert. Um die Be-
deutung von Y93 zu untersuchen, wurde diese Position gegen ein Phenylalanin
ausgetauscht, analog zu den in vitro-Experimenten. Der hydrophobe Charakter
der Aminosaureposition wurde beibehalten, die Moglichkeit der Phosphorylie-
rung bestand durch die Anderung nicht mehr.

Die Replikationseffizienz des HCV-Replikon-Genoms wurde durch RT-qPCR
untersucht und die HCV-RNA-Menge normiert auf die mRNA des ubiquitéar
exprimierten SDHA-Gens (Succinate Dehydrogenase Komplex, Untereinheit A)
(120). Es zeigte sich eine statisch signifikante Verringerung (p = 0,037) der Re-
plikationsrate im Fall des NS5A Y93F Plasmids (Abbildung 4.25). Anderungen
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ABBILDUNG 4.25: Quantitative realtime PCR (RT-qPCR) von
transient transfizierten Hepatozyten mit HCV-Replikon-Plasmi-
den. Huh 7-Heptozyten wurden mit HCV-Replikon-Plasmiden transfiziert
und die Replikationsrate durch RT-qPCR gemessen. Die Ergebnisse wur-
den auf die Replikationsrate des unmodifzierten HCV-Replikon-Plasmids
in Huh 7-Zellen (Rep) normiert. Es zeigte sich, dass der Phenyalanin-Aus-
tausch an NS5A-Position 93 (Y93F) zu einer statistisch signifikanten Re-
duktion der Replikationsrate von HCV um 90 % fiihrte. Eine Verdnderung
an anderen NS5A-Positionen wie Y129 oder Y161 fiihrten zu keinen sta-
tistisch signifikanten Anderungen der Replikationsrate (ohne Abbildung).
Dargestellt sind die Mittelwerte der einzelnen Messungen (n = 3) und die
Standardabweichung. Die Experimente wurden durchgefithrt von Dr. Sa-
bine Stindt in der Abteilung fiir Experimentelle Hepatologie, Universitéts-
klinik Disseldorf.

an den Positionen 129 und 161 von NS5A zeigten keine statistisch Signifikaten
Anderungen der viralen Replikationsraten.

Die molekularbiologischen Arbeiten zur Anderung der Gensequenz, Trans-
fektion und die Messungen der viralen Replikationsrate wurden von Dr. Sabine
Stindt in der Abteilung Experimentelle Hepatologie, Universitéitsklinik Diissel-
dorf, durchgefithrt und ausgewertet .

4.4.2 Untersuchung der in vivio-Bedeutung von NS5A
Y93 fiir die Bindung an c-SRC-SH2

Nachdem in Abschnitt 4.4 eine entscheidende Bedeutung von NS5A Y93 fiir die
Replikation des HCV-Genoms festgestellt werden konnte, sollte anschliefend die
Bedeutung von NS5A Y93 fiir die c-SRC-SH2-Bindung untersucht werden. Dazu
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Input 1 ug Input 2,5 ug Pulldown c-SRC-ASH1
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ABBILDUNG 4.26: Pulldown-Experimente mit transient mit HCV-
Replikon transfizierten Huh 7-Hepatozyten. [A] zeigt das Fluores-
zenzsignal einer BioRad Stainfree SDS-PAGE. Diese wurde anschliefflend
auf eine PVDF-Membran transferiert und in einem Anti-NS5A-Western-
Blot ([B]) untersucht. [1] zeigt einen Proteingrofienstandard, [2, 5]: 1 bzw.
2,5 pg Gesamtzelllysat Huh 7 mit wt-HCV-Replikon-Plasmid. [3, 6] zeigen
1 bzw. 2,5 g Gesamtzelllysat Huh 7 mit Y93F modifiziertem HCV-Re-
plikon-Plasmid. [4, 7] zeigen 1 bzw. 2,5 ng Gesamtzelllysat Huh 9-13 mit
stabil transfiziertem wt HCV-Replikon, analog zu Experimenten in Kapi-
teln 4.1.3 und 4.1.4. [8-10] zeigen drei unabhéngige Pulldown-Experimente
mit Zelllysaten von Huh 7 mit HCV-Replikon-Plasmid. [11-13] zeigen drei
unabhéngige Pulldown-Experimente mit dem NS5A Y93F modifizierten
HCV-Replikon-Plasmid in Huh 7-Zellen. [14] zeigt ein Pulldown-Experi-
ment mit Huh 9-13-Zellen, &hnlich der Experimente in Kapiteln 4.1.3 und
4.1.4. Es zeigte sich, dass sowohl in den Input-Proben, als auch in den
Pulldown-Proben der Huh 7-Zellen keine Bande auf der erwarteten NS5A-
Hohe (ca. 58kDa, wie in [4, 7, 14] der Huh 9-13-Zellen, Expositionszeit
16,5min) nachgewiesen werden konnte. Auf ca. 30 und 70kDa konnten
in [8-14] schwache Banden detektiert werden, die wahrscheinlich einer un-
spezifischen Antikorperreaktion zuzuschreiben sind und so zuvor in den
anderen Pulldown-Experimenten mit Hepatozyten noch nicht beobachtet
werden konnten.
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wurde das Pulldown-Setup verwendet, welches fiir die Huh 9-13-Hepatozyten
etabliert wurde (vgl. Kapitel 4.1.3).

Die in Kapiteln 4.3.3 und 4.3.4 identifizierte und quantifizierte in vitro-
Bindung von NS5A-D1FLEPY g ¢-SRC-ASH1 sollte im Folgenden mit dem in
Hepatozyten-Zellen vorliegenden Phosphorylierungsmuster von NS5A bestétigt
werden. Wenn Y93 von NS5A auch in vivo phosphoryliert vorliegt und die
fir die ¢-SRC-SH2-Bindung entscheidende Position ist, sollten in Pulldown-
Experimente ohne Y93 reduzierte NShbA-Mengen im Eluat gefunden werden.

Im Vorhinein war davon auszugehen, dass das vorher verwendete Setup fiir
die stabilen Zelllinien Huh 9-13 nicht ohne Anpassungen auf eine transient mit
HCV-Replikon-Plasmid transfizierte Zellkultur iibertragbar sein wiirde. Zum
Einen war mit einem Einfluss der Transfektionseffizienz auf die Proteinmenge
zu rechnen, zum Anderen zeigten die RT-qPCR-Experimente bereits, dass durch
Anderung der Y93-Position in NS5A die virale RNA-Menge abnahm (Kapitel
4.4) und damit auch mit weniger viralen Proteinen zu rechnen sein wiirde.

Es zeigte sich, dass sich bereits bei den Input-Kontrollen die NS5A-Men-
ge zwischen den einzelnen Untersuchungsgruppen unterschied. Wéahrend in den
Huh 9-13-Zellen fiir beide Gesamtprotein-Auftragsmengen ein NS5A-Signal nach-
gewiesen werden konnte, konnte in den beiden Huh 7-Gruppen (1 und 2,5 pg
Gesamtprotein) kein NS5A-Signal detektiert werden (Abbildung 4.26). Die La-
dekontrolle, durchgefithrt durch eine BioRad Stainfree-Farbung, zeigte nur ge-
ringe Varianz zwischen den Beladungsmengen an Gesamtprotein der einzelnen
Spuren. Es zeigte sich, dass in den transfizierten Huh 7-Zellen deutlich weniger
NS5A nachweisbar war, als in der Huh 9-13-Zelllinie.

Bei dem Pulldown-Experiment mit immobilisiertem c-SRC-ASH1 konnte in
keiner der beiden mit HCV-Replikon-Plasmid transfizierten Huh 7-Gruppen
eine Bindung im Anti-NS5A-Western-Blot nachgewiesen werden. Die parallel
dazu untersuchten Huh 9-13-Zellen zeigten jedoch das aus den Vorexperimenten
(Kapitel 4.1.4) bekannte Bindesignal zu ¢-SRC-ASHI, also die Bande bei ca.
58 kDa (Abbildung 4.26).

In der Analyse des Pulldown-Experiments wurden weitere Banden bei ca.
30 und 70kDa detektiert. Diese traten bei der Untersuchung erstmalig auf und
wurden in den anderen Pulldown-Experimenten mit Huh 9-13-Zellen nicht be-
obachtet (vgl. Kapitel 4.1.3 und 4.1.4). Hierbei handelt es sich vermutlich um
eine unspezifische Reaktion des Antikorpers mit c-Src-ASH1 (bei ca. 30 kDa, vgl.
BioRad Stainfree-Féarbung in [A]) und einem weiteren, unbekannten Protein bei
ca. 70 kDa.

Das Experiment zeigt, dass die gefundenen Bedingungen fiir Huh 9-13-Zellen
fir einen NS5A-c-SRC-ASH1-Pulldown-Experiment fiir transient transfizierte
Zelllinien angepasst werden miissen. Die NSHA-Menge in transient transfizier-
ten Zelllinien reicht nicht aus um ein Signal im Anti-NS5A-Western-Blot zu
erzeugen.

Die initiale Fragestellung konnte durch dieses Experiment nicht beantwortet
werden.
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Diskussion

5.1 Reinigung von Proteindoméanen

In dieser Arbeit wurden diverse Proteine und Proteindoménen aus F. coli-Zell-
kulturen gereinigt. Die Ausbeute variierte von einigen pg (bei der Reinigung
von NS5A-Doménen) hin zu hohen zwei- bis dreistelligen mg Mengen (bei der
Reinigung von GST-fusionierten Proteinen) pro Liter Zellkultur.

Die mit Glutathion-S-Tranferase fusionierten Src-Kinasen FYN (SH2-Va-
rianten) und ¢-SRC (durchweg alle verwendeten Varianten) zeigten eine gute
Loslichkeit im Zelllysat und konnten unter nativen Bedingungen in grofler Men-
ge isoliert werden. Die Ausbeuten lagen bei ca. 20 mg/1 fiir GST-FYN-SH2 (alle
Varianten, Kapitel 4.1.2), ca. 50mg/1 fiir ¢-SRC-ASH1 R173K, ca. 100 mg/1
fiir GST-c-SRC-SH2 und GST-c-SRC-SH3-SH2 und fiir GST-c-SRC-ASH1 ca.
400 mg/1 (Kapitel 4.1.1) . Die finale Reinheit aller dieser Proteine lag im Bereich
von mindestens 90 %, bestimmt durch SDS-PAGE (vgl. Kapitel 4.1.1, 4.1.2).

Da NS5A sowohl gefaltete Doménen als auch grofie ungefaltete Proteinbe-
reiche besitzt, wurden diese beiden Bereiche getrennt hergestellt. Die Herstel-
lung als Volldngenprotein erwies sich in der Vergangenheit im Institut als grofe
Herausforderung mit nur geringen Ausbeuten und sehr geringer thermodynami-
scher Stablitdt des Proteins. Diese Beobachtungen wurden durch die Literatur
bestéatigt (51).

Fiir die NS5A-D1-Doméne sind Kristallstrukturen mit unterschiedlichen Ami-
noséurereste-Grenzen in der Protein Data Bank (pdb.org) (74) hinterlegt. So-
wohl die Tellinghuisen et al. 2005 als auch die Love et al. 2009 -Varianten zeigen,
auf Grundlage der SEC-Retentionszeiten, eine dimere Struktur der NS5A-D1-
Doméne.

Im Vergleich der Expression und Reinigung der beiden Varianten in F. coli-
TKB-1 zeigte sich, dass die Tellinghuisen-Variante, Aminoséurereste 26-202, bei
Expression und Reinigung eine geringere Ausbeute erzielte als die Love-Varian-
te, aa 33-202 (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse wurden von Ascher et al.
2014 fur den E. coli-Stamm BL21 DE3 bestatigt (107). In den Untersuchungen
von Ascher et al. 2014 konnten dariiber hinaus keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der RNA-Bindung der Love- und Tellinghuisen-Varianten nach-
gewiesen werden. Die Bindung von bekannten NS5A-bindenden Komponenten
wie Dacaltasvir zeigte fiir beide NS5A-D1-Konstrukte Bindekonstanten in der
gleichen Gréfenordnung (107).

Vor dem Hintergrund eines hohen Bedarfs an gereinigten Proteinen fir die
Untersuchungen, wurde daher die ,Love-Variante’ aa 33-202 verwendet.



78 Kapitel 5. Diskussion

Die verschiedenen NS5A-Varianten wurden alle als Hisg-fusionierte Proteine
heterolog exprimiert aus F. coli-TKB-1 oder BL21 DE3-Zellkulturen gereinigt
(Kapitel 4.3.1).

Die NS5A-D1-Varianten (NS5A-D1 33-202, -D1 93F, -D1 129F, -D1 161F,
-D1 Y93/129F, -D1 Y129/161F, -D1 Y93/161F, -D1 Y93/129/161F) wurden
alle unter nativen Bedingungen, angelehnt an (44), gereinigt (Kapitel 4.3.1),
wobei die erzielte Ausbeute mit dreistelligen ng-Mengen pro Liter E. coli-TKB-
1-Kultur bzw. einstellige mg-Mengen pro Liter in FE. coli-BL21 DE3-Kulture
nicht an die publizierten Werte von iiber 10mg/l in E. coli-BL21 DE3 (44)
reichten.

NS5A-D2D3 wurde heterolog in E. coli-TKB-1 exprimiert und unter denatu-
rierenden Bedingungen gereinigt. Die Ausbeute lag im dreistelligen ng-Bereich
pro Liter Zellkultur.

Neben der Expression ohne posttranslational modifizierende Bedingungen
(in E. coli-BL21 DE3) wurden fiir alle NS5A Konstrukte ebenfalls Expressions-
und Reinigungsbedingungen fiir den Phosphotyrosin-modifizierenden E. coli-
Stamm TKB-1 etabliert. Dabei wurden die Expressionsbedingungen zuvor eta-
blierter Reinigungsbedingungen im E. coli-BL21 DE3-Stamm gegen die Reini-
gungsprotokolle des Herstellers (Agilent) des E. coli-TKB-1-Stamms getestet.

Wiéhrend fiir NS5A-D1 eine Expression i.N. bei 16°C fiir die NS5A-D1-
Domaéne die besten Ergebnisse erzielte, wurden im Agilent-Protokoll Expres-
sionsbedingungen von 37 °C und 2h nach Induktion bis zur Ernte der Zellen
durch Zentrifugation vorgeschrieben. Nach der Bakterien-Ernte war im Agi-
lent-Protokoll eine neu-Inokulation in frisches Kulturmedium mit anschlieSen-
der Induktion der FLK-Kinase vorgesehen. Nach weiteren 2h bei 37 °C sollte
die E. coli-Kultur geerntet werden.

Aufgrund der technischen Ausstattung im Institut fiir Physikalische Bio-
logie konnte dies jedoch nicht so durchgefiihrt werden, sodass die Expression
der tyrosinmodifizierenden Kinase in einem Fed-Batch-ahnlichen Verfahren im
Schiittelkolben durchgefiihrt wurde.

Die Expressionsbedingungen (vgl. Kapitel 4.3.1) wurden hinsichtlich Aus-
beute und Proteinqualitdt miteinander verglichen. Es zeigte sich in den Rei-
nigungen immer verschiedene Proteindispersitiaten, die durch Western-Blot als
NS5A-D1 identifiziert werden konnten (Kapitel 4.3.1, Abbildung 4.14). In den
Western-Blot-Untersuchungen und Bindungsstudien an ¢-SRC-ASH1 zeigte sich,
dass die mit [7] markierte Fraktion den hochsten Phosphorylierungsgrad und die
héchste Bindeaktivitéit zu ¢-SRC-ASH1 aufwies. Unter den von Agilent beschrie-
benen Expressionsbedingungen, verschob sich die Verteilung der Proteinspezies
von NS5A in Richtung Elution [6] in grofere Proteineinheiten, womdglich die
in der Literatur erwdhnten Tetra- und Multirmere (121). Dies galt fiir E. coli-
TKB-1 als auch E. coli-BL21 DE3 gereinigtes NS5HA-D1.

Daher wurde NS5A-D1, entgegen des Protokolls von Agilent, angelehnt an
Love et al. 2009, exprimiert und nur fiir die Induktion der ELK-Kinase vor
Zellernte die Temperatur fur 2h auf 30°C erhoht (vollstdndiges Protokoll in
Kapitel 4.3.1). In Western-Blot-Untersuchungen wurde festgestellt, dass bereits



5.2. Massenspektrometrische Untersuchungen: NS5A und NS5A als

c-SRC-ASH1-Interaktionspartner identifiziert &

vor Induktion der FLK-Kinase eine Phoshorylierung im Zelllysat nachweisbar
war, moglicherweise durch eine basale Expression des Gens (Daten nicht ge-
zeigt). Dies fithrte dazu, dass bakterielle Proteine phosphoryliert und somit das
Wachstumsverhalten der TKB-1-Zellen stark negativ beeinflusst wurde. In Fol-
ge wurde, verglichen mit einem F. coli-BL21 DE3-Stamm, weniger Zellmasse
gebildet und die Proteinausbeute pro Liter Kultur war stark reduziert (Daten
nicht gezeigt). Um genug Protein fiir die weiteren Untersuchungen zu bekom-
men, wurde das Volumen der Zellkultur auf bis zu 161 pro Reinigungsansatz
erhoht. Dies galt sowohl fiir die wt-Sequenz als auch fiir die verschiedenen ein-
gesetzten NS5A-D1-Austauschvarianten.

Weiter féllt auf, dass sich durch Gelfiltrationschromatographie Proteinfrak-
tionen mit unterschiedlicher starkem Phosphorylierunggrad getrennt werden
konnten (vgl. Abbildung 4.14 [7, 8]). In BLI-Experimenten konnte die hochs-
te Affinitdt fir wt [7] gemessen werden (K; 0,5uM, vgl. Abbildung 4.21).
NS5A-D1FLEPY (8] wies im BLI-Experiment als Analyt mit ca. 311M eine leicht
geringere Affinitdt zu c-SRC-ASH1 auf (Abbildung nicht gezeigt).

Fiir die Expression von NS5A-D2D3 in E. coli-TKB-1 wurden die Expressi-
onsbedingungen von NS5A-D1 gewéahlt (siehe Kapitel 4.3.2). Im Gegensatz zur
D1-Doméne wurde D2D3 unter denaturierenden Bedingungen gereinigt. Eine
Hitzedenaturierung nach der Reinigung, wie sie in (112) beschrieben wurde,
zeigte in der SDS-PAGE-Analyse keinen Unterschied in der Reinheit des Pro-
teins (ohne Abbildung).

Fir beide Varianten der Proteinpraparation wurde jeweils als Analyt die
Affinitat fiir c-SRC-ASH1 durch BLI bestimmt. Eine Affinitat zu ¢-SRC-ASH1
konnte bis in den pM-Bereich nicht nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 4.3.2,
Abbildung fiir bei 95 °C erhitzte Probe nicht gezeigt).

Durch Tausch von Ligand/Analyt-Anordnung, konnte eine Affinitdt von
18 1M fiir die Bindung von NS5A-D2D3FLEPY an ¢-SRC-ASH1 nachgewiesen
werden, Faktor 40 weniger affin, als die D1-c-SRC-Bindung. Des Weiteren deu-
tete dies auf eine nicht vollstindig ablaufende Phosphorylierungsreaktion im
TKB-1-Stamm hin.

5.2 Massenspektrometrische Untersuchun-
gen identifizieren NS5A und NS5B als
c-SRC-ASH1-Interaktionspartner

Ausgehend von Methoden und Ergebnisse von Pfannkuche et al. 2011 wurde
der Pulldown-Assay mit Heptatozyten Huh 9-13-Zelllysaten entwickelt.

Die Huh 9-13-Zelllysate wurden wie in Pfannkuche et al. 2011 beschrieben
prapariert. Die gewonnen Zelllysate wurden in fliissigem Stickstoff schockge-
froren und bei -80°C iiber einen Zeitraum von maximal einem halben Jahr
gelagert. Bei dieser Art der Lagerung war die Qualitdt der Pulldown-Assays
iiber den Zeitraum eines halben Jahres gleichbleibend hoch.

Vor Start des Assays wurde das Zelllysat iiber einen mehrstufigen Prozess
gereinigt, wie in Pfannkuche et al. 2011 beschrieben, um Bindungsinteraktionen
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mit der inaktiven stationdren Phase auszuschlieflen (vgl. Kapitel 4.1.3, Abbil-
dung 4.3). Diese Interaktion war jedoch nicht nachweisbar (vgl. Abbildung 4.5).
Uber verschiedene Sedimentationsverfahren und steigende Anzahl von Wasch-
schritten wurde der Nachweis der Interaktion mit ¢c-SRC untersucht und festge-
stellt, dass der Komplex stabil und langlebig genug war, um den Assay repro-
duzierbar und verlésslich durchfithren zu kénnen (Kapitel 4.1.3).

Durch die nicht kovalenten Interaktion des GST mit der GSH-Agarose wur-
de GST-c-SRC-ASH1 bei der Elution des Pulldown-Assays ebenfalls eluiert. Da
GST-c-SRC-ASH1 ein dhnliches Molekulargewicht wie NS5A aufweist (rund
50kDa), zeigen beide Proteine in einer SDS-PAGE ein ahnliches Laufverhalten.
Durch die groe Proteinmengen von GST-c-SRC-ASH1 kam es so zu Uberla-
gerungen von NSHA durch GST-c-SRC-ASH1, was in Hinblick auf einen mas-
senspektrometrischen Analyse ungiinstig war.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde der Pulldown-Assay von GST-Aga-
rose- auf kovalent koppelnde NHS/EDC-Agarose-Beads umgestellt. Anstelle von
GST-c-SRC-ASH1 wurde nun ¢-SRC-ASH1 verwendet. Die Wasch- und Elu-
tions-Bedingungen nach Inkubation mit den Zelllysaten konnten iibernommen
werden. Mit dieser Anderung war es fortan moglich Eluate iiber SDS-PAGE auf-
zutrennen ohne eine Uberlagerung der NS5A-Bande durch GST-c-SRC-ASH1
zu erhalten. Die Qualitat des Pulldown-Assays und der Eluate konnte durch die
Umstellung gesteigert werden (Kapitel 4.1.4), sodass putative NS5A-Banden fiir
die Massenspektrometie aufgearbeitet werden konnten.

Der Nachweis der Komplexbildung von ¢-SRC mit NS5A und NS5B wur-
de durch Massenspektrometrie nachgewiesen (Kapitel 4.1.5). Weiterhin weisen
die massenspektrometrischen Daten drauf hin, dass NS3 an diesen Komplex
assoziiert ist.

In einem weitergehenden Experiment konnte gezeigt werden, dass neben
c-SRC-SH2 ebenfalls FYN-SH2 mit NS5A aus HCV-Replikon-Hepatozyten in-
teragiert (Kapitel 4.1.4). Diese Interaktion war bereits von Nakashima et al.
2012 fiir Zelllysate aus B-Lymphozyten bekannt. In dieser Arbeit konnte diese
Interaktion erstmals mit NS5A aus HCV-Replikon-Hepatozyten gezeigt werden.

Weiterhin konnte iiber Phosphotyrosin-bindedefizite Varianten von FYN-SH2
und c-SRC-SH2 nachgewiesen werden, dass die Interaktion von NS5A und Src-
Kinasen in HCV-Replikon-Hepatozyten iiber eine kanonische SH2-Bindung ab-
lauft (Kapitel 4.1.4). Fir FYN-SH2 konnte dies ebenfalls in B-Lymphozyten
gezeigt werden (115).

5.3 Peptidsequenzen aus NS5A liefern vier mog-
liche Bindestellen fiir c-SRC-SH2

Als erster in vitro-Ansatz zur Identifikation von moglichen NS5A-Bindemotiven
fiir c-SRC wurden ein Peptid-Mapping durchgefiihrt. Die verwendeten Peptide
von 15 Aminoséureresten Linge mit dem Tyrosinrest an Position acht boten
ein lineares Bindeepitop fiir die SH2-Domane und damit die besten Moglichkeit
alle zehn Tyrosinreste in NS5A auf SH2-Bindung zu untersuchen.
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ABBILDUNG 5.1: Darstellung der dimeren Kristallstruktur 3FQM
von NS5A-D1 aus der pdb aus verschiedenen Perspektiven mit
Markierung oberflichen exponierter Tyrosinreste (rot). Die Tyro-
sinereste 93, 129, 161 und 182 befinden sich an der Oberfliche des Prote-
inkristalls. Die Tyrosinreste 43, 106 und 118 zeigen nach Innen und haben
keine Kontaktflache nach Auflen. Fiir die Evaluierung der Ergebnisse aus
dem Peptid-ELISAs wurde diese Kristallstruktur beriicksichtig. Unter der
Annahme einer kanonischen SH2-Bindung muss ein pY an der Oberfliche
zugénglich sein, ohne Anderung der Struktur der Doméne vor der Bindung.

Uber einen ELISA-Assay sollte qualitativ putative Bindemotive gegen nicht-
Bindemotive unterschieden werden, um die Anzahl der Kandidaten zu redu-
zieren. (Kapitel 4.2.1). Die Ergebnisse des ELISA-Assays fiihrte zu einer kla-
ren Unterscheidung zwischen Kandidaten- und nicht-Kandidatensequenzen. Es
zeigten sich fiinf Peptide mit hoher Bindeaffinitat zu c-SRC-SH2. Davon waren
vier Peptide (Y93, Y106, Y129, Y161) in der strukturierten D1-Doméne von
NS5A und ein Peptid (Y413) in der nicht-strukturierten D3-Doméne von NS5A
lokalisiert.
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Durch die Struktur der D1-Doméne musste davon ausgegangen werden, dass
nicht alle Aminosaurereste stindig auf der Oberfliche des Proteins exponiert
sind. Daher wurden die Ergebnisse des ELISA mit Strukturinformationen der
NS5A-D1-Doméne von Love et al. 2009 tberpriift (Abbildung 5.1). Die drei Ty-
rosin-Kandidaten Y93, Y129 und Y161 waren oberflichenexponiert, eine ent-
scheidende Voraussetzung fiir eine Bindung an ¢-SRC. Y106 zeigte keine Ober-
flachenposition, daher miisste vor oder mit einer Bindung an SH2 eine Konfor-
mationséinderung der D1-Domaéne eintreten. Diese konnte zu diesem Zeitpunkt
nicht ausgeschlossen werden, daher verblieb Y106 fiir die weiteren Untersuchun-
gen als Kandidat.

Fiir die Tyrosinreste in den Doménen D2 und D3 muss aufgrund der Eigen-
schaft als intrinsisch ungeordnetes Protein (IDP) davon ausgegangen werden,
dass alle Aminoséurereste eine, zumindest temporare, Oberflichenexposition
aufweisen konnen. Daher muss davon ausgegangen werden, dass auch Y413,
zumindest zeitweise, auf der Oberflache des Proteins exponiert sein kann.

Weiterhin konnte mit dem ELISA festgestellt werden, dass alle Peptide oh-
ne Tyrosinmodifikation, verglichen mit den modifizierten Peptiden, ein sehr
schwaches Bindesignal zu ¢-SRC zeigten. Dies bestétigte die hohe Phosphoty-
rosinspezifitdt der SH2-Bindung und ein geringes Hintergrund-Bindesignal in
der Messung.

Um die Kandidaten der ersten Bindestudie (Y93, Y129, Y161, Y413 und
Y106) genauer zu untersuchen, wurde die Bindung zu ¢-SRC iiber Fluoreszenz-
polarisation und BLI-Messungen quantifiziert (Kapitel 4.2.2 und 4.2.3). Mit
Ausnahme von pY106 konnte fiir alle Kandidaten eine Dissoziationskonstante
im niedrigen pM-Bereich gemessen werden. Diese Bindekonstanten liegen im
physiologisch Bereich einer typischen SH2-Bindung (79). In Hinblick auf multi-
Proteinkomplexe mit vielen Interaktionsstellen konnte die tatsidchliche Stabili-
tat des Gesamtkomplexes von ¢-SRC, NS5A und NS5B (wie in Abbildung 1.7
dargestellt) um Potenzen hoher sein.

Durch die Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich drei Kandidaten
in der NS5A-D1-Doméne (Y93, Y129, Y161) und ein weiterer Kandidat in der
D3-Doméne (Y413) befinden.

Ein weiterer Kandidat aus der Literatur, Tyrosinrest Y334 (115), zwischen
den Doménen D2 und D3 lokalisiert, konnte in den durchgefithrten Untersu-
chungen nicht in den Kreis der Kandidaten aufgenommen werden. Im ELISA
(Kapitel 4.2.1) wurde ein Signal < 20 (normiert auf den besten Binder) erzielt
und in BLI-Untersuchungen konnte kein K; < 50 pM gemessen werden (Tabelle
4.1).

Neuere Untersuchungen mit Deletionsmutanten in NS5A zeigten, dass die
C-terminalen Bereiche keinen direkten Einfluss auf die Replikationseffizienz von
HCV haben und daher woméglich nicht in der Komplexbildung ¢-SRC-NS5A /B
beteiligt sind (46). Diese Studien waren zum damaligen Zeitpunkt noch nicht
publiziert.
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5.4 In NS5A-D1 liegt die entscheidende Bin-
destelle fiir c-SRC-SH2

Aus den durchgefiihrten Peptid-Bindungsstudien erwiesen sich Tyrosinreste aus
dem strukturierten Teil D1, als auch aus dem unstrukturierten Teil D3 von
NS5A als mogliche Bindepartner zu ¢-SRC. Um die Bindung der Kandidaten
im Kontext einer gefalteten Proteindoméane bzw. der Epitop umgebenen Regio-
nen zu untersuchen, wurden lingere Proteinsequenzen von NS5A heterolog in
tyrosinphosphorylierenden F. coli-Stamm TKB-1 exprimiert, gereinigt und in
Bindungsuntersuchungen eingesetzt.

Diese Bindungsuntersuchungen deckten qualitative als auch quantitative
Methoden ab. Zunéchst wurden, angelehnt an die Assays mit Hepatozyten-
Zelllysaten, Pulldown-Assays mit rekombinant hergestellten Proteinen durch-
gefithrt. Weitere Untersuchungen wurden mit CD, BLI und SPR durchgefiihrt.

Fiir die Bindung von ¢-SRC-ASH1 an intrinsisch ungeordnete Region D2D3,
welche die Tyrosin-Positionen Y321, Y334 und Y413 beinhalteten, konnte ledig-
lich eine Dissoziationskonstante im mittleren pM-Bereich (Ky = 18 +4 pM) fiir
die als E. coli-TKB-1-Zellen gereinigten Proteine bestimmt werden (Abbildung
4.17 [C, DJ).

Nur durch Immobilierung von NS5A-D2D35LK PY ynd Inkubation mit einer
c-SRC-ASH1-Konzentrationreihe konnte diese Dissoziationskonstante bestimmt
werden. Dies deutet darauf hin, dass die in vivo Phosphorylierung nicht voll-
stindig abgelaufen ist und damit nicht alle NS5A-D2D3-Molekiile bindeféhig
waren. Auf Grundlage der ELISA und FP-Daten, wurde Y413 als mogliche
Bindestelle in Betracht gezogen. Die gemessene Affinitéat fiir c-SRC-SH2 war je-
doch Faktor zehn geringer als die der kurzen Peptide (Kapitel 4.3.2) und Faktor
40 weniger affin als NS5A-D1, daher lag im Weiteren das Hauptaugenmerk auf
der D1-Domaéne.

Fiir Position Y334 findet sich in der Literatur hinweise auf eine Phospho-
rylierung (115, 99), sowie einen Zusammenhang der Phosphorylierung mit der
Assemblierung funktionaler, infektioser Partikel (99). Bei Substitution dieser
Position gegen ein Phenylalanin nahm die Anzahl funktionaler Viruspartikel
ab. Die Replikation wurde dadurch nicht beeinflusst. Als phosphorylierende
Kinase wurde c-ABL genannt jedoch kein Bezug zur ¢-SRC hergestellt. Die
SH2-Domane von c-ABL zeigte in Funktionsuntersuchungen jedoch nur wenig
gemeinsame Bindungspartner mit den ubiquitér in allen Geweben vorkommen-
den ¢-SRC und FYN (122, 82). In Kombination der hier generierten in wvitro-
Daten mit den publizierten Daten ist hier von einem nicht-c-SRC-abhéngigen
Signalweg auszugehen.

Nachdem die Hypothese der entscheidenden SH2-Interaktion mit c-SRC-ASH1
in NS5A-D2D3 verworfen wurde, lag das Augenmerk auf der D1-Doméne. Dazu
wurden die Proteinbereiche verwendet, die Love et al. 2009 als Kristallstruktur
verOffentlicht hatte.

Die Herstellung erfolgte in F. coli-TKB-1-Zellen und das gereinigte Protein
wurde auf ¢c-SRC-ASH1-Bindung getestet.
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Angelehnt an das mit Huh 9-13-Zelllysat etablierte Pulldown-Protokoll, konn-
te eine Interaktion von rekombinantem c-SRC-ASH1 mit rekombinant-herge-
stelltem NS5A-D1PEK PY pachgewiesen werden (Kapitel 4.3.3).

In einer CD-Messung von c-SRC-ASH1 mit NS5S-D17EE PY konnte gezeigt
werden, dass wahrend der Komplexbildung (Konzentration ca. zehnfach iiber
K,) keine strukturellen Anderungen der Bindungspartner im Komplex statt-
fanden. Diese Beobachtung decken sich mit dem Modell einer kanonischen SH2-
Bindung, bei dem sich die Konformation beider Bindungspartner wéahrend der
Komplexbindung nur wenig dndert (Abbildung 4.20).

Die CD-Messung zeigte dennoch, dass die verwendeten Proteine eine Se-
kundérstrukturfaltung aufwiesen. Fiir NS5A-D1 wurde ein hoher Anteil an «
-helikalen Strukturen gemessen, wie von Love et al. 2009 gezeigt, wahrend c-
SRC-ASH1 hohe Anteile von Random-coil und S-Faltblattstrukturen aufweist,
so wie auch die Kristallstruktur von Witucki et al. 2002 zeigt.

Weitere Untersuchungen zur Bindung von NS5A an ¢-SRC wurden mit
SPR und BLI durchgefiithrt (Kapitel 4.3.3). Fiir die Assoziationsphase von
NS5A-D1FLE PY_Analyten an immobilisiertes c-SRC-ASH1 an der Sensorspit-
ze wurde im BLI eine Assoziationsphase von mehrere Minuten gewéhlt, bis das
thermodynamischen Gleichgewichts erreicht wurde. Die Messung zeigte sich sehr
anféllig fir unspezifische Interaktionen von NS5A-D1 mit den Oberflichen der
Messsensoren. Der Zusatz von 0,005 % Tween 20 und 0,05 % BSA reduzierten
diese deutlich.

Final konnte die Dissoziationskonstante (Kz) von NS5A-D1 fiir c-SRC-ASH1
durch BLI mit ca. 500 nM bestimmt werden und war damit Faktor zwei bis drei
affiner als fir die affinsten Peptide bestimmt (Abbildung 4.21, Tabelle 4.1).

Kontrollexperimente zur Bindung von ¢-SRC-ASH1 an nicht phosphorylier-
tes NS5A-D1 zeigten Assoziationskurven. Damit muss der K, deutlich héher
als 40nM liegen. Die Kontrolle mit nicht Phosphotyrosin-bindekompetenter
c-SRC-ASH1 R173K titriert mit NS5A-D1ELE PY zeigte einen K, deutlich gro-
Ber als 121uM (Abbildungen 4.21, Tabelle 4.2).

Beide Ergebnisse zeigten die Phosphotyrosinabhéngigkeit der Interaktion
von NSHA und ¢-SRC-ASH1, wie sie von Nakashima et al. 2012 fiir NS5A und
FYN-SH2 beschrieben wurde.Die langsame Assoziationsphase bis zum thermo-
dynamischen Gleichgewicht der Bindung von NSHA an ¢-SRC-ASHI lie8 sich
durch BLI messen, da die Analyt-Losung im Batch zur Verfiigung stand. In
SPR-Experimenten konnten keine geeigneten Assoziationsbedingungen gefun-
den werden, da die Analyt-Losung fiir eine so lange Assoziationsphase nicht in
ausreichender Menge bereitgestellt werden konnte. Daher konnte kein Steady-
State-Gleichgewicht erreicht werden (ohne Abbildung).

In der verwendeten NS5A-D1-Variante waren sieben Tyrosine vorhanden,
welche, aufgrund der heterologen Expression in E. coli-TKB-1-Zellen, phospho-
ryliert vorliegen sollten. Vorhergehende massenspektrometrische Untersuchun-
gen an in F. coli-TKB-1 hergestelltem Volllingen-NS5A konnte die Tyrosin-
phoshorylierung an mindestens acht von zehn Tyrosinen bestétigen (111).
Aufgrund einer moglichen Bindungsaktivitiat mehrerer Tyrosine wurde die Aus-
wertung des thermodynamischen Gleichgewichts- bzw. Steady-State-Signals ver-
wendet. Fiir diese Art der Auswertung waren die SPR-Daten jedoch ungeeignet,
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da die gemessen Daten noch zu weit vom Steady-State-Zustand entfernt waren.

Kombiniert mit den Peptid- und D2D3-Daten liefl sich die entscheidende
Region fiir die ¢-SRC-SH2-Bindung auf die Tyrosine Y93, Y129 und Y161 in
der D1-Domaéne eingrenzen.

In der Literatur finden sich auch Hinweise fiir eine entscheidende Rolle der
D1-Doméne wahrend der Replikation von HCV. Die Deletion der NS5A-D1-
Doméne (NS5A-AD1) fithrt zu einem Einbruch der RNA-Replikationseffizienz
bis unter die Nachweisgrenze von HCV-RNA. Das Entfernen von Teilen der
D2- oder der kompletten D3- Region hatte jedoch keinen Einfluss auf die RNA-
Replikation (46). Eine weitere Studie zu einzelnen Positionen in der D1-Doméne
wurden in der Arbeit von Romero-Brey et al. 2015 nicht gemacht. Weiter finden
sich in der Literatur Hinweise auf eine Rolle von NS5A-D3 fiir die Assemblierung
von infektiosen Viruspartikeln (123) als im Prozess der Replikation.

5.5 NS5A pY93ist fiir die Bindung an c-SRC-SH2
entscheidend

Um die Position der Interaktionstelle in NS5A-D1 fiir c-SRC-ASH1 zu bestim-
men, wurden die drei putativen Bindemotive Y93, Y129, Y161 von NS5A-D1
gegen Phenylalanine getauscht. Um auszuschlielen, dass keine weitere Tyro-
sin-Position in D1 entscheidend fiir die Bindung an ¢-SRC-ASHI1 ist, wurden
zunachst alle drei Tyrosine getauscht.

Die Messungen im BLI zeigte eine deutliche Abnahme der Affinitat der Va-
riante NS5A-D1FLK PY Y93 /129/161F gegeniiber dem NS5A-D1FLE PY 4yt mit
allen sieben Tyrosinen. Der aus diesen Experimenten bestimmte K, lag deutlich
tiber der groBiten eingesetzten Analytkonzentration von 40 pM (Tabelle 4.3).

Damit wurde gezeigt, dass die entscheidende Bindestelle fiir die c-SRC-SH2-
Domaéne unter den Kandidaten Y93, Y129, Y161 liegen muss (Abbildung 4.22).

Eine genauere Untersuchung mit Einzel- und Doppelmutanten aller drei Po-
sitionen wurde durchgefithrt. Dabei wurde NS5A-D1 jeweils in E. coli-TKB-1
hergestellt, sodass alle iibrigen fiinf bzw. sechs Tyrosin-Positionen im Protein
phosphoryliert werden konnten.

Es zeigte sich, dass in Abwesenheit von Tyrosin 93 keine Dissoziationskon-
stante mehr im niedrigen pM-Bereich beobachtet werden konnte. Dies konnte fiir
die drei NS5A-Varianten Y93F, Y93/129F und Y93/161F (jeweils aus TKB-1-
E. coli-Stammen) beobachtet werden (Kapitel 4.3.4).

Wenn beide anderen putativen Bindestellen 129 und 161 gegen Phenylalani-
ne getauscht wurden, aber 93 als Tyrosin weiterhin vorhanden war, konnte eine
Bindekonstante nahe der urspriinglich mit dem Wildtyp bestimmten Variante
festgestellt werden (K4 ~0,7 uM). Dies zeigte eindeutig, dass die Phosphorylie-
rung von Tyrosin 93 fiir die Bindung an ¢-SRC-SH2 entscheidend ist.
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100 iiber die Genotypen 1-7 definiert von Nakano et al. 2012 ent-

nommen aus der HCV sequence database (14). Bei den Genotypen

1-4 zeigt sich eine hohe Konserviertheit des Tyrosins 93. Die Genotypen
5-7 zeigen hier hiufig ein Threonin.

5.6 NS5A Y93 ist iiber viele HCV-Genotypen
konserviert

Vor dem Hintergrund der hohen Mutationsrate von 10™° bis 104 im HCV-
Genom, sollten die fiir die Replikation des Virus essentiellen Proteine in ihren
Interaktionsregionen eine hohe Konserviertheit aufweisen. Studien zeigten, dass
die Interaktion von ¢-SRC mit NS5A und NS5B fiir die Replikation entscheidend
ist (53), daher sollten die Interaktionsstellen von NS5A mit c-SRC-SH2 eine
solche Konserviertheit aufweisen.

Der Vergleich der Position 93 in NS5A zeigt fiir die Genotypen 1-4 von HCV
eine hohe Konserviertheit des Tyrosins. In den weniger héufigen und weniger
verbreiteten Genotypen 5 bis 7 zeigt die Position einen haufig auftretenden
Austausch zu Threonin (Abbildung 5.2).

Die hohe Konserviertheit von Position 93 zeigt, dass die in dieser Studie ge-
fundene Position einem hohen evolutiondren Schutz unterliegt. Dies unterstiitzt
die Annahme der Relevanz dieser Position fiir die Replikation von HCV.

Die Bindung von NS5A pY93 an ¢-SRC-SH2 kénnte um die intramolekulare
Bindestelle fiir die Kinaseregion mit pY527 konkurrieren und die autoinhibi-
torische Funktion von ¢-SRC negativ beeinflussen. ¢c-SRC wére damit in einer
Infektionssituation konstitutiv aktiv, dahnlich wie beim onkogen v-SRC. Dies
konnte zu einer gesteigerten Aktivitét von ¢-SRC fithren und weitere Phospho-
rylierungsreaktionen in der Zelle auslosen.
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Ahnliche Mechanismen von konstitutiv aktiven Kinasen sind von anderen
viralen Infektionen bekannt. So 16st zum Beispiel das HIV-1-Nef-Protein, wel-
ches mit hoher Affinitat an die humane hematopoietic cell kinase (HCK) bindet
und diese konstitutiv aktiviert, eine Aktivierung des intrazelluldren Cytokin-
Signalwege aus (125).

5.7 NS5A YI93F reduziert die HCV-Replikati-
onseffizienz im Replikon-in vivo-System

Um zu Uberpriifen, ob die in dieser Arbeit gefundene Interaktionsstelle von
¢-SRC und NS5A physiologisch relevant ist, wurden von Dr. Sabine Stindt wei-
tere Experimente an Hepatozyten-Zelllinien Huh 7 durchgefiihrt. Dabei wurden
diese Huh 7-Zellen mit einem Plasmid transfiziert, welches das Replikon-System
von HCV enthélt (126). Durch Austausch der Position Y93 von NS5A gegen ein
Phenylalanin (Y93F in NS5A; Y2065F im HCV-Polyprotein) sollten Erkennt-
nisse iiber die physiologische Rolle dieser Position gewonnen werden.

Die ersten Ergebnisse zeigten, dass durch Austausch des Tyrosins die Repli-
kationseffizienz des HCV-Plasmids deutlich reduziert wird. In der quantitativen
realtime PCR (RT-qPCR) war die HCV-RNA Menge in der Y93F-Variante ge-
geniiber dem wt HCV-Plasmid deutlich reduziert. Der Austausch anderer Po-
sitionen (NS5A 129 und 161 je Y zu F) zeigte in der gleichen Methode keine
statistisch signifikanten Verdnderungen der HCV-RNA-Menge (Kapitel 4.4.1).

Die gewonnenen Daten in Kombination mit der Literatur (insbesondere von
Pfannkuche et al. 2011) legen die Vermutung nahe, dass die Y93-Position fiir
den Replikationskomplex aus ¢c-SRC, NS5A und NS5B in vivo entscheidend ist.

In einem Pulldown-Experiment mit HCV-Replikon-Plasmid transfizierten
Huh 7-Heptozyten sollte untersucht werden, ob die Modifikation NS5A Y93F
dazu fiihrt, dass die Bindung an rekombinantes, immobilisiertes c-SRC-ASH1
reduziert wird.

Es zeigte sich jedoch, dass das Expressionsniveau von NS5A-Protein in tran-
sienten Replikon Huh 7-Zellen gegeniiber stabilen Huh 9-13-Zellen deutlich ge-
ringer ist. Die Pulldown-Bedingungen, wie sie fiir Huh 9-13-Zellen optimiert
waren, funktionierten nicht fiir die transienten Replikonzellen (Kapitel 4.4.2).
NS5A konnte in 2,5 ng Gesamtzellprotein HCV-Replikon-Huh 7 nicht nachge-
wiesen werden, wohingegen 2,5 ng Gesamtzelllysat von Huh 9-13 ein deutliches
NS5A-Signal gaben.

Ein Pulldown-Experiment mit diesen Huh 7-Zellen bedarf einer Optimierung
der in einem Pulldown-Assay einzusetzenden Zellzahl und des Gesamtproteins.
Die etablierten Mengen mit Huh 9-13 sind kein verlassliches Ma£.

Experimente zu einem Phosphomimikri durch Glutamat-Substitution an
der Y93-Position (NS5A Y93E) um die Replikationsdefizienz wieder zu retten,
wurden noch nicht durchgefithrt. Durch Einfiihrung der negativen Ladung des
Glutamats konnte es moglich sein die Phosphorylierung zu imitieren. Ahnliche
Ansétze wurden bereits zur Auffindung von Serinphosphorylierungen erfolgreich
durchgefithrt (127), wobei die kiirzere Seitenkette des Serins gegeniiber dem
Tyrosin die Erfolgsaussichten schmaélert. In der Literatur finden sich jedoch
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auch Beispiele fiir eine erfolgreiche Tyrosin-Phosphomimikri durch Glutama-
taustausch (128).

Die RT-qPCR-Untersuchungen zeigen die Wichtigkeit der Position Y93 fiir
die Replikation. Im Kontext von Declatasvir-Behandlungen sind Resistenzaus-
bildungen an NS5A Position Y93H dokumentiert. Es ist nicht bekannt, in wie
weit die Replikationseffizienz durch diesen Austausch reduziert wird.

Die Replikationseffizienz fiir die Y93F-Variante ist zwar deutlich reduziert,
die Replikation kommt jedoch nicht zum vollstandigen erliegen. Wie im Modell
des Replikatonskompex dargestellt (Abbildung 1.7), weist der Replikationskom-
plex von HCV mehrere Interaktionsstellen auf und die massenspektrometrischen
Untersuchungen (Kapitel 3.8) legen nahe, dass moglicherweise weitere Interak-
tionspartner an den Komplex assoziieren und diesen stabilisieren konnten. Der
Verlust einer Interaktionsstelle konnte zur Reduktion der Affinitdt der Kom-
plexbildung fithren oder die Komplexstabilitiat negativ beeinflussen.

Vor dem Hintergrund eines Selektionsdrucks durch Declatasvir oder Ledi-
pasvir ist es vorstellbar, dass die Reduktion der Affinitdt von NS5A zum Me-
dikament mit einer Reduktion der Affinitdt des Proteins zum Gesamtkomplex
einhergeht, jedoch den Gesamtkomplex vor Bindung der chemischen Verbin-
dung schiitzt sowie die Proteindynamik und -Funktionen von NS5A und die
Interaktion mit anderen Proteinen teilweise erhalt.

Aus Studien mit NS3/4-Protease-Inhibitoren ist bereits bekannt, dass einzel-
ne Aminosaureaustausche, die ohne Selektionsdruck einen Fitnessnachteil auf-
weisen, sich unter Selektionsstress gegen den wildtypischen Genotypen durch-
setzen (104).

5.8 Daclatasvir zeigt keinen Einfluss auf die
NS5A-D1#5 7Y _Bindung an c-SRC-ASH1

Im Kontext mit bereits zugelassenen Medikamenten gegen HCV (vgl. Kapitel
1.5) zeigt sich, dass Position 93 auch hier besonders interessant ist.

Die Medikamente Daclatasvir und Ledipasvir (beide hauptsichlich gegen
die Genotypen 1-3 eingesetzt) binden an NS5A-Position 93 sowie an strukturell
benachbarten Aminosaureresten mit pM-Affinitét (107). Studien tiber einen Zu-
sammenhang mit einer moglichen NS5A-Phosphorylierung oder Inhibition der
Phosphorylierung sind bislang noch keine publiziert.

Erste Experimente zur Bindung von NS5A-D1ELEPY an - SRC-ASHI in
Gegenwart von fM bis hohen pM Konzentrationen von Daclatasvir zeigten kei-
nen Effekt auf die Bindung (Daten nicht gezeigt).

Dies legt nahe, dass die Medikamente moglicherweise eine Phosphorylie-
rungsreaktion an Tyrosin 93 in der Wirtszelle inhibieren. Eine mogliche Kinase
fiir die Phosphorylierung von Tyrosin 93 ist bislang (Stand 2016) nicht bekannt.
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Anhang A

DNA-Sequenzen

Gen DNA-Sequenz

.

ATGTCCCCTA TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT TTGGAATATC
71 TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA
141 ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC
211 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA AGAGCGTGCA GAGATTTCAA
281 TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC
351 TCTCAAAGTT GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT ATGTCATAAA
421 ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT
491 ACATGGACCC AATGTGCCTG GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC
561 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC AGGGCTGGCA AGCCACGTTT
631 GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT CTGGAAGTTC TGTTCCAGGG GCCCCTGGGA TCCCCGAATT
GST‘C—SRC‘ASHl 701 CTATGGGTAG CAACAAGAGC AAGCCCAAGG ATGCCAGCCA GCGGCGCCGC AGCCTGGAGC CCGCCGAGAA
771 CGTGCACGGC GCTGGCGGGG GCGCTTTCCC CGCCTCGCAG ACCCCCAGCA AGCCAGCCTC GGCCGACGGC
1—247 841 CACCGCGGCC CCAGCGCGGC CTTCGCCCCC GCGGCCGCCG AGCCCAAGCT GTTCGGAGGC TTCAACTCCT
911 CGGACACCGT CACCTCCCCG CAGAGGGCGG GCCCGCTGGC CGGTGGAGTG ACCACCTTTG TGGCCCTCTA
981 TGACTATGAG TCTAGGACGG AGACAGACCT GTCCTTCAAG AAAGGCGAGC GGCTCCAGAT TGTCAACAAC
1051 ACAGAGGGAG ACTGGTGGCT GGCCCACTCG CTCAGCACAG GACAGACAGG CTACATCCCC AGCAACTACG
1121 TGGCGCCCTC CGACTCCATC CAGGCTGAGG AGTGGTATTT TGGCAAGATC ACCAGACGGG AGTCAGAGCG
1191 GTTACTGCTC AATGCAGAGA ACCCGAGAGG GACCTTCCTC GTGCGAGAAA GTGAGACCAC GAAAGGTGCC
1261 TACTGCCTCT CAGTGTCTGA CTTCGACAAC GCCAAGGGCC TCAACGTGAA GCACTACAAG ATCCGCAAGC
1331 TGGACAGCGG CGGCTTCTAC ATCACCTCCC GCACCCAGTT CAACAGCCTG CAGCAGCTGG TGGCCTACTA
1401 CTCCAAACAC GCCGATGGCC TGTGCCACCG CCTCACCACC GTGTAA

1 ATGTCCCCTA TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT TTGGAATATC
71 TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA
141 ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC
211 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA AGAGCGTGCA GAGATTTCAA
281 TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC
351 TCTCAAAGTT GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT ATGTCATAAA
421 ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT
491 ACATGGACCC AATGTGCCTG GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC
561 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC AGGGCTGGCA AGCCACGTTT
631 GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT CTGGAAGTTC TGTTCCAGGG GCCCCTGGGA TCCCCGAATT
GST‘C—SRC‘ASHl 701 CTATGGGTAG CAACAAGAGC AAGCCCAAGG ATGCCAGCCA GCGGCGCCGC AGCCTGGAGC CCGCCGAGAA
771 CGTGCACGGC GCTGGCGGGG GCGCTTTCCC CGCCTCGCAG ACCCCCAGCA AGCCAGCCTC GGCCGACGGC
1—247 R173K 841 CACCGCGGCC CCAGCGCGGC CTTCGCCCCC GCGGCCGCCG AGCCCAAGCT GTTCGGAGGC TTCAACTCCT
911 CGGACACCGT CACCTCCCCG CAGAGGGCGG GCCCGCTGGC CGGTGGAGTG ACCACCTTTG TGGCCCTCTA
981 TGACTATGAG TCTAGGACGG AGACAGACCT GTCCTTCAAG AAAGGCGAGC GGCTCCAGAT TGTCAACAAC
1051 ACAGAGGGAG ACTGGTGGCT GGCCCACTCG CTCAGCACAG GACAGACAGG CTACATCCCC AGCAACTACG
1121 TGGCGCCCTC CGACTCCATC CAGGCTGAGG AGTGGTATTT TGGCAAGATC ACCAGACGGG AGTCAGAGCG
1191 GTTACTGCTC AATGCAGAGA ACCCGAGAGG GACCTTCCTC GTGAAAGAAA GTGAGACCAC GAAAGGTGCC
1261 TACTGCCTCT CAGTGTCTGA CTTCGACAAC GCCAAGGGCC TCAACGTGAA GCACTACAAG ATCCGCAAGC
1331 TGGACAGCGG CGGCTTCTAC ATCACCTCCC GCACCCAGTT CAACAGCCTG CAGCAGCTGG TGGCCTACTA
1401 CTCCAAACAC GCCGATGGCC TGTGCCACCG CCTCACCACC GTGTAA

1 ATGTCCCCTA TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT TTGGAATATC
71 TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA
141 ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC
211 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA AGAGCGTGCA GAGATTTCAA
281 TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC
351 TCTCAAAGTT GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT ATGTCATAAA
(:}E3r11 FYN E;}{ZZ 421 ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT
- - 491 ACATGGACCC AATGTGCCTG GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC
561 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC AGGGCTGGCA AGCCACGTTT
Isoform 2 140—257 631 GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT CTGGAAGTTC TGTTCCAGGG GCCCCTGGGA TCCCCGAATT
701 CTTGGTATTT TGGTAAACTG GGTCGTAAAG ATGCAGAACG TCAGCTGCTG AGCTTTGGTA ATCCGCGTGG
CACCTTTCTG ATTCGTGAAA GCGAAACCAC CAAAGGTGCA TATAGCCTGA GCATTCGTGA TTGGGATGAT
ATGAAAGGTG ATCACGTGAA ACACTATAAA ATCCGCAAAC TGGATAACGG TGGCTATTAT ATCACCACCC
911 GTGCACAGTT TGAAACCCTG CAGCAGCTGG TTCAGCATTA TAGCGAAAAA GCAGATGGTC TGTGTTTTAA
981 CCTGACCGTT ATTGCAAGCA GCTGTACACC GCAGACCAGC GGTCTGGCAT AA

@ ~
B
i

-

ATGTCCCCTA TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT TTGGAATATC
71 TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA

141 ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC
211 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA AGAGCGTGCA GAGATTTCAA
281 TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC
351 TCTCAAAGTT GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT ATGTCATAAA
GST FYN SH2 421 ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT
- - 491 ACATGGACCC AATGTGCCTG GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC

561 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC AGGGCTGGCA AGCCACGTTT

IS()fk)IIIl 2 111(]—235377 631 GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT CTGGAAGTTC TGTTCCAGGG GCCCCTGGGA TCCCCGAATT
701 CTTGGTATTT TGGTAAACTG GGTCGTAAAG ATGCAGAACG TCAGCTGCTG AGCTTTGGTA ATCCGCGTGG
R173K 771 CACCTTTCTG ATTAAAGAAA GCGAAACCAC CAAAGGTGCA TATAGCCTGA GCATTCGTGA TTGGGATGAT

841 ATGAAAGGTG ATCACGTGAA ACACTATAAA ATCCGCAAAC TGGATAACGG TGGCTATTAT ATCACCACCC
911 GTGCACAGTT TGAAACCCTG CAGCAGCTGG TTCAGCATTA TAGCGAAAAA GCAGATGGTC TGTGTTTTAA
981 CCTGACCGTT ATTGCAAGCA GCTGTACACC GCAGACCAGC GGTCTGGCAT AA

e
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ATGGGCAGCA GCCATCATCA TCATCATCAC AGCAGCGGCG AAAACCTGTA TTTTCAGGGC CATATGGCTA
71 GCGGATCCCT CCGCGGCGGT GAACCTGAAC CGGATGTTAC CGTTCTGACC AGCATGCTGA CCGATCCGAG
141 CCATATTACC GCAGAAACCG CAAAACGTCG TCTGGCACGT GGTAGCCCTC CGAGCCTGGC AAGCAGCAGC
211 GCAAGCCAGC TGAGCGCACC GAGCCTGAAA GCAACCTGTA CCACCCATCA TGATAGTCCG GATGCAGATC
281 TGATTGAAGC AAATCTGCTG TGGCGTCAAG AAATGGGTGG CAATATTACC CGTGTTGAAA GCGAAAACAA

. 351 AGTGGTTATC CTGGATAGCT TTGAACCGCT GCATGCAGAT GGTGATGAAC GTGAAATTAG CGTTGCAGCA
HISG—NS5A—D2D3 421 GAAATTCTGC GTAAAAGCCG TAAATTTCCG AGCGCACTGC CGATTTGGGC ACGTCCGGAT TATAACCCTC
491 CGCTGCTGGA AAGCTGGAAA GATCCGGATT ATGTTCCGCC TGTTGTTCAT GGTTGTCCGC TGCCTCCGAC
15)]_—Z11117 561 CAAAGCACCG CCTATTCCGC CTCCGCGTCG TAAACGTACC GTTGTTCTGA CCGAAAGCAA TGTTAGCAGC
631 GCACTGGCAG AACTGGCAAC CAAAACCTTT GGTAGCAGCG GTAGCAGTGC AGTTGATAGC GGCACCGCAA
701 CCGCTCTGCC GGATCAGGCA AGTGATGATG GTGATAAAGG TAGTGATGTG GAAAGCTATA GCAGCATGCC
771 ACCGCTGGAA GGTGAACCGG GTGATCCGGA TCTGAGTGAT GGTAGCTGGT CAACCGTTAG CGAAGAGGCA
841 AGCGAAGATG TTGTTTGTTG CTAA

-

ATGTCCCCTA TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT TTGGAATATC
71 TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA
141 ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC
211 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA AGAGCGTGCA GAGATTTCAA
281 TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC
351 TCTCAAAGTT GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT ATGTCATAAA
421 ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT
491 ACATGGACCC AATGTGCCTG GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC

GST-c-SRC-SH3-SH2 561 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC AGGGCTGGCA AGCCACGTTT
631 GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT CTGGAAGTTC TGTTCCAGGG GCCCCTGGGA TCCGAAAACC
80-249 701 TGTATTTTCA GGGCCCGCTG GCCGGTGGAG TGACCACCTT TGTGGCCCTC TATGACTATG AGTCTAGGAC

771 GGAGACAGAC CTGTCCTTCA AGAAAGGCGA GCGGCTCCAG ATTGTCAACA ACACAGAGGG AGACTGGTGG
841 CTGGCCCACT CGCTCAGCAC AGGACAGACA GGCTACATCC CCAGCAACTA CGTGGCGCCC TCCGACTCCA
911 TCCAGGCTGA GGAGTGGTAT TTTGGCAAGA TCACCAGACG GGAGTCAGAG CGGTTACTGC TCAATGCAGA
981 GAACCCGAGA GGGACCTTCC TCGTGCGAGA AAGTGAGACC ACGAAAGGTG CCTACTGCCT CTCAGTGTCT
1051 GACTTCGACA ACGCCAAGGG CCTCAACGTG AAGCACTACA AGATCCGCAA GCTGGACAGC GGCGGCTTCT
1121 ACATCACCTC CCGCACCCAG TTCAACAGCC TGCAGCAGCT GGTGGCCTAC TACTCCAAAC ACGCCGATGG
1191 CCTGTGCCAC CGCCTCACCA CCGTGTGCCC CTAA

-

ATGTCCCCTA TACTAGGTTA TTGGAAAATT AAGGGCCTTG TGCAACCCAC TCGACTTCTT TTGGAATATC
71 TTGAAGAAAA ATATGAAGAG CATTTGTATG AGCGCGATGA AGGTGATAAA TGGCGAAACA AAAAGTTTGA
141 ATTGGGTTTG GAGTTTCCCA ATCTTCCTTA TTATATTGAT GGTGATGTTA AATTAACACA GTCTATGGCC
211 ATCATACGTT ATATAGCTGA CAAGCACAAC ATGTTGGGTG GTTGTCCAAA AGAGCGTGCA GAGATTTCAA
281 TGCTTGAAGG AGCGGTTTTG GATATTAGAT ACGGTGTTTC GAGAATTGCA TATAGTAAAG ACTTTGAAAC
351 TCTCAAAGTT GATTTTCTTA GCAAGCTACC TGAAATGCTG AAAATGTTCG AAGATCGTTT ATGTCATAAA

421 ACATATTTAA ATGGTGATCA TGTAACCCAT CCTGACTTCA TGTTGTATGA CGCTCTTGAT GTTGTTTTAT
GST_C_SRC_SH2 491 ACATGGACCC AATGTGCCTG GATGCGTTCC CAAAATTAGT TTGTTTTAAA AAACGTATTG AAGCTATCCC
561 ACAAATTGAT AAGTACTTGA AATCCAGCAA GTATATAGCA TGGCCTTTGC AGGGCTGGCA AGCCACGTTT
149—249 631 GGTGGTGGCG ACCATCCTCC AAAATCGGAT CTGGAAGTTC TGTTCCAGGG GCCCCTGGGA TCCGAAAACC
701 TGTATTTTCA GTCCGACTCC ATCCAGGCTG AGGAGTGGTA TTTTGGCAAG ATCACCAGAC GGGAGTCAGA
771 GCGGTTACTG CTCAATGCAG AGAACCCGAG AGGGACCTTC CTCGTGCGAG AAAGTGAGAC CACGAAAGGT
841 GCCTACTGCC TCTCAGTGTC TGACTTCGAC AACGCCAAGG GCCTCAACGT GAAGCACTAC AAGATCCGCA
911 AGCTGGACAG CGGCGGCTTC TACATCACCT CCCGCACCCA GTTCAACAGC CTGCAGCAGC TGGTGGCCTA
981 CTACTCCAAA CACGCCGATG GCCTGTGCCA CCGCCTCACC ACCGTGTGCC CCTAA

R

ATGCATCATC ATCATCATCA CGAGAACCTG TATTTTCAGG GTGTTCCGTT TTTTAGCTGT CAGCGTGGTT
71 ATAAAGGTGT TTGGCGTGGT GATGGTATTA TGCAGACCAC CTGTCCGTGT GGTGCACAGA TTACCGGTCA
141 TGTTAAAAAT GGTAGCATGC GTATTGTTGG TCCGAAAACC TGTAGCAATA CCTGGCATGG CACCTTTCCG
HiS6 NS5 A_D1 33_202 211 ATTAATGCAT ATACCACAGG TCCGTGTACC CCGAGTCCGG CACCGAATTA TAGCCGTGCA CTGTGGCGTG
281 TTGCAGCCGA AGAATATGTT GAAGTTACCC GTGTTGGTGA TTTTCATTAT GTGACCGGTA TGACCACCGA
351 TAATGTTAAA TGTCCGTGTC AGGTTCCTGC ACCGGAATTT TTCACCGAAG TTGATGGTGT TCGTCTGCAT
421 CGTTATGCAC CGGCATGTAA ACCGCTGCTG CGTGAAGAAG TTACCTTTCA GGTTGGTCTG AATCAGTATC
491 TGGTTGGTAG CCAGCTGCCG TGTGAACCGG AACCGGATGT TGCAGTTCTG ACCAGCATGT AATAATGA

R

ATGCATCATC ATCATCATCA CGAGAACCTG TATTTTCAGG GTGTTCCGTT TTTTAGCTGT CAGCGTGGTT
71 ATAAAGGTGT TTGGCGTGGT GATGGTATTA TGCAGACCAC CTGTCCGTGT GGTGCACAGA TTACCGGTCA
141 TGTTAAAAAT GGTAGCATGC GTATTGTTGG TCCGAAAACC TGTAGCAATA CCTGGCATGG CACCTTTCCG

HiS(j NS5 A_D1 33-202 211 ATTAATGCAT TTACCACAGG TCCGTGTACC CCGAGTCCGG CACCGAATTA TAGCCGTGCA CTGTGGCGTG
281 TTGCAGCCGA AGAATATGTT GAAGTTACCC GTGTTGGTGA TTTTCATTAT GTGACCGGTA TGACCACCGA
Y93F 351 TAATGTTAAA TGTCCGTGTC AGGTTCCTGC ACCGGAATTT TTCACCGAAG TTGATGGTGT TCGTCTGCAT

421 CGTTATGCAC CGGCATGTAA ACCGCTGCTG CGTGAAGAAG TTACCTTTCA GGTTGGTCTG AATCAGTATC
491 TGGTTGGTAG CCAGCTGCCG TGTGAACCGG AACCGGATGT TGCAGTTCTG ACCAGCATGT AATAATGA

-

ATGCATCATC ATCATCATCA CGAGAACCTG TATTTTCAGG GTGTTCCGTT TTTTAGCTGT CAGCGTGGTT
71 ATAAAGGTGT TTGGCGTGGT GATGGTATTA TGCAGACCAC CTGTCCGTGT GGTGCACAGA TTACCGGTCA
141 TGTTAAAAAT GGTAGCATGC GTATTGTTGG TCCGAAAACC TGTAGCAATA CCTGGCATGG CACCTTTCCG

His 6 NS5 A_Dl 33-202 211 ATTAATGCAT ATACCACAGG TCCGTGTACC CCGAGTCCGG CACCGAATTA TAGCCGTGCA CTGTGGCGTG
281 TTGCAGCCGA AGAATATGTT GAAGTTACCC GTGTTGGTGA TTTTCATTTT GTGACCGGTA TGACCACCGA
Y129F 351 TAATGTTAAA TGTCCGTGTC AGGTTCCTGC ACCGGAATTT TTCACCGAAG TTGATGGTGT TCGTCTGCAT

421 CGTTATGCAC CGGCATGTAA ACCGCTGCTG CGTGAAGAAG TTACCTTTCA GGTTGGTCTG AATCAGTATC
491 TGGTTGGTAG CCAGCTGCCG TGTGAACCGG AACCGGATGT TGCAGTTCTG ACCAGCATGT AATAATGA

-

ATGCATCATC ATCATCATCA CGAGAACCTG TATTTTCAGG GTGTTCCGTT TTTTAGCTGT CAGCGTGGTT
71 ATAAAGGTGT TTGGCGTGGT GATGGTATTA TGCAGACCAC CTGTCCGTGT GGTGCACAGA TTACCGGTCA
141 TGTTAAAAAT GGTAGCATGC GTATTGTTGG TCCGAAAACC TGTAGCAATA CCTGGCATGG CACCTTTCCG

HiSG NS5 A_Dl 33-202 211 ATTAATGCAT ATACCACAGG TCCGTGTACC CCGAGTCCGG CACCGAATTA TAGCCGTGCA CTGTGGCGTG
281 TTGCAGCCGA AGAATATGTT GAAGTTACCC GTGTTGGTGA TTTTCATTAT GTGACCGGTA TGACCACCGA
Y161F 351 TAATGTTAAA TGTCCGTGTC AGGTTCCTGC ACCGGAATTT TTCACCGAAG TTGATGGTGT TCGTCTGCAT

421 CGTTTTGCAC CGGCATGTAA ACCGCTGCTG CGTGAAGAAG TTACCTTTCA GGTTGGTCTG AATCAGTATC
491 TGGTTGGTAG CCAGCTGCCG TGTGAACCGG AACCGGATGT TGCAGTTCTG ACCAGCATGT AATAATGA

R

ATGCATCATC ATCATCATCA CGAGAACCTG TATTTTCAGG GTGTTCCGTT TTTTAGCTGT CAGCGTGGTT
71 ATAAAGGTGT TTGGCGTGGT GATGGTATTA TGCAGACCAC CTGTCCGTGT GGTGCACAGA TTACCGGTCA
141 TGTTAAAAAT GGTAGCATGC GTATTGTTGG TCCGAAAACC TGTAGCAATA CCTGGCATGG CACCTTTCCG

HiSG NS5 A_D1 33_202 211 ATTAATGCAT TTACCACAGG TCCGTGTACC CCGAGTCCGG CACCGAATTA TAGCCGTGCA CTGTGGCGTG
281 TTGCAGCCGA AGAATATGTT GAAGTTACCC GTGTTGGTGA TTTTCATTTT GTGACCGGTA TGACCACCGA

Y93 / 129F 351 TAATGTTAAA TGTCCGTGTC AGGTTCCTGC ACCGGAATTT TTCACCGAAG TTGATGGTGT TCGTCTGCAT
421 CGTTATGCAC CGGCATGTAA ACCGCTGCTG CGTGAAGAAG TTACCTTTCA GGTTGGTCTG AATCAGTATC

491 TGGTTGGTAG CCAGCTGCCG TGTGAACCGG AACCGGATGT TGCAGTTCTG ACCAGCATGT AATAATGA

.

ATGCATCATC ATCATCATCA CGAGAACCTG TATTTTCAGG GTGTTCCGTT TTTTAGCTGT CAGCGTGGTT
71 ATAAAGGTGT TTGGCGTGGT GATGGTATTA TGCAGACCAC CTGTCCGTGT GGTGCACAGA TTACCGGTCA
141 TGTTAAAAAT GGTAGCATGC GTATTGTTGG TCCGAAAACC TGTAGCAATA CCTGGCATGG CACCTTTCCG

HiS(j NS5 A_Dl 33_202 211 ATTAATGCAT TTACCACAGG TCCGTGTACC CCGAGTCCGG CACCGAATTA TAGCCGTGCA CTGTGGCGTG
281 TTGCAGCCGA AGAATATGTT GAAGTTACCC GTGTTGGTGA TTTTCATTAT GTGACCGGTA TGACCACCGA

Y93 / 161F 351 TAATGTTAAA TGTCCGTGTC AGGTTCCTGC ACCGGAATTT TTCACCGAAG TTGATGGTGT TCGTCTGCAT
421 CGTTTTGCAC CGGCATGTAA ACCGCTGCTG CGTGAAGAAG TTACCTTTCA GGTTGGTCTG AATCAGTATC

491 TGGTTGGTAG CCAGCTGCCG TGTGAACCGG AACCGGATGT TGCAGTTCTG ACCAGCATGT AATAATGA
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Hisg NS5A-D1 33-202
Y93/129/161F

-

71
141
211
281
351
421
491

ATGCATCATC
ATAAAGGTGT
TGTTAAAAAT
ATTAATGCAT
TTGCAGCCGA
TAATGTTAAA
CGTTTTGCAC
TGGTTGGTAG

ATCATCATCA
TTGGCGTGGT
GGTAGCATGC
TTACCACAGG
AGAATATGTT
TGTCCGTGTC
CGGCATGTAA
CCAGCTGCCG

CGAGAACCTG
GATGGTATTA
GTATTGTTGG
TCCGTGTACC
GAAGTTACCC
AGGTTCCTGC
ACCGCTGCTG
TGTGAACCGG

TATTTTCAGG
TGCAGACCAC
TCCGAAAACC
CCGAGTCCGG
GTGTTGGTGA
ACCGGAATTT
CGTGAAGAAG
AACCGGATGT

GTGTTCCGTT
CTGTCCGTGT
TGTAGCAATA
CACCGAATTA
TTTTCATTTT
TTCACCGAAG
TTACCTTTCA
TGCAGTTCTG

TTTTAGCTGT
GGTGCACAGA
CCTGGCATGG
TAGCCGTGCA
GTGACCGGTA
TTGATGGTGT
GGTTGGTCTG
ACCAGCATGT

CAGCGTGGTT
TTACCGGTCA
CACCTTTCCG
CTGTGGCGTG
TGACCACCGA
TCGTCTGCAT
AATCAGTATC
AATAATGA
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GCCAGCCCCC
TGTCGTGCAG
GATCAACCCG
GTGCTTGCGA
GGACGTCAAG
GAGCGGTCGC
GCAATGAGGG
TAAGGTCATC
GGCGTCCGGG
TCCCAGCTTC
CATGCATACC
CCCACTACGA
TCGCCCAGCT
GGATATGATG
GGAGTCCTAG
TGACAGGGGG
GCACATCAAC
GAGCGCATGG
GGCACTACGC
CCGGTTCGGC
TGGATGAATA
GGAAGCACCC
CACTGTCAAC
CTGGAGGACA
CTGGTTTGAT
GTTGCTCTTC
CTCAACGCGG
CATATGCCCT
CGCGGTTTTC
GAGGCACACT
CCATCACCAA
TGCATGCATG
ACCCCACTGC
GGGCAGACAC
GCAGGGGTGG
CAGGTCGAGG
CAAAGACCCT
GACACCATGC
TCCCCCAGGC
GAGGGGTTGC
GCAGACATTC
CTGAACCCGT
CGGGTGCCCC
AACTGACTCG
TCGGTCACCG
GGGGGAGGCA
CCTTGATGTA
TGCAATACAT
GGCGAGGCAG
CTATGACGCG
CATCTGGAGT
TAGCATACCA
GCCAACGCCC
GAGGTCGTCA
TCTTGTCCGG
GGGAATGCAG
TGGCGGACCC
TAGCATCACT
TGCTCCTCCC
GGTTATGGAG
TCTCCCCTGG
AGCGTTCGCT
ACTCAGCTGC
TGTTGACTGA
GGGCGACGGC
AACACGTGGC
CTGAGGAGTA
ATTCTTCACA
TACCTGGTTG
AGCGTAGGCT
CTCCCCGGAC
GACTCTTTCG
TATGGGCACG
GGCCCCTCCG
AGCTCCGAAT
CCATGCCCCC
GATGTCCTAC
AACTTGGTCT
TCAAGGAGAT
TGGCTATGGG
GACACCACCA
GTGTGTGCGA
CGAGTTCCTG
GTTGAGGAGT
ATTCTAAAGG
GGCCTGTCGA
AGCCTACGGG
CCAATGTGTC
ACACACTCCA
GCTCAGGAAC
GCCTTAGCGC
ACATCGGGCC
AAACTCACTC
GACCCCGCTG
TAGGCCATCC
TTCCTTTGGT
CAAGT

GATTGGGGGC
CCTCCAGGAC
CTCAATGCCT
GTGCCCCGGG
TTCCCGGGCG
AACCTCGTGG
CTTGGGGTGG
GATACCCTCA
TTCTGGAGGA
CGCTTATGAA
CCCGGGTGCG
CGATACGACG
GTTCACCTTC
ATGAACTGGT
CGGGCCTTGC
GACGATGGCC
AGGACTGCCC
CCAGCTGCAG
ACCCCGGCCG
GTCCCTACGT
GCACTGGGTT
CGAGGCCACT
TTTACCATCT
GGGACAGATC
CCATCTCCAT
CTTCTTCTGG
CATCCGTGGC
CTACGGCGTA
GTAGGTCTGA
TGCAAGTGTG
AATCTTGCTC
CTGGTGCGGA
GGGACTGGGC
CGCGGCGTGT
CGACTCCTCG
GGGAGGTCCA
TGCCGGCCCA
ACCTGCGGCA
CCGTCTCCTA
GAAGGCGGTG
CAGGTGGCCC
CCGTCGCCGC
CATCACGTAC
ACCACTATCC
TGCCACATCC
CCTCATTTTC
TCCGTCATAC
GTGTCACCCA
GACTGGTAGG
GGCTGTGCTT
TCTGGGAGAG
GGCTACGGTG
CTGCTGTATA
CGAGCACCTG
AAAGCCGGCC
CTCGCCGAAC
TCGAAGCCTT
GATGGCATTC
AGCGCTGCTT
CAGGGGTGGC
CGCCCTAGTC
TCGCGGGGTA
TGAAGAGGCT
TTTCAAGACC
ATCATGCAAA
ATGGAACATT
CGTGGAGGTT
GAAGTGGATG
GGTCACAGCT
GGCCAGGGGA
GCTGACCTCA
AGCCGCTCCA
CCCGGATTAC
ATACCACCTC
CGTCGGCCGT
CCTTGAGGGG
ACATGGACAG
ATGCTACAAC
GAAGGCGAAG
GCAAAGGACG
TCATGGCAAA
GAAAATGGCC
GTGAATGCCT
CAATCTACCA
GCAGAACTGC
GCTGCGAAGC
CCTTCACGGA
AGTCGCGCAC
GTCAATTCCT
AACTTGAAAA
ATTTTCACTC
AGAAGTGTCC
CAATCCCGGC
GTTCATGTGG

GACACTCCAC
ccececeTecee
GGAGATTTGG
AGGTCTCGTA
GTGGTCAGAT
AAGGCGACAA
GCAGGATGGC
CGTGCGGCTT
CGGCGTGAAC
GTGCGCAACG
TGCCCTGCGT
CCATGTCGAT
TCGCCTCGCC
CACCTACAGC
CTACTATTCC
AAAAACACCC
TGAACTGCAA
CCCCATCGAC
TGCGGTATCG
ACAGTTGGGG
CACCAAGACG
TACACCAAGT
TCAAGGTTAG
AGAGCTTAGC
CAGAACGTCG
CGGACGCGCG
CGGGGCGCAT
TGGCCGCTAC
TACTCTTGAC
GATCCCCCCC
GCCATACTCG
AGGTTGCTGG
CCACGCGGGC
GGGGACATCA
CGCCTATTAC
AGTGGTCTCC
AAGGGCCCAA
GCTCGGACCT
CTTGAAGGGC
GACTTTGTAC
ATCTACACGC
CACCCTAGGT
TCCACCTATG
TGGGCATCGG
AAACATCGAG
TGCCATTCCA
CAACTAGCGG
GACAGTCGAC
GGCAGGATGG
GGTACGAGCT
CGTCTTTACA
TGCGCCAGGG
GGCTGGGAGC
GGTGCTGGTA
ATCATTCCCG
AATTCAAACA
CTGGGCGAAG
ACAGCCTCTA
CTGCTTTCGT
AGGCGCGCTC
GTCGGGGTCG
ACCACGTCTC
TCACCAGTGG
TGGCTCCAGT
CCACCTGCCC
CCCCATTAAC
ACGCGGGTGG
GGGTGCGGTT
CCCATGCGAG
TCTCCCCCCT
TCGAGGCCAA
AGCGGAGGAG
AACCCTCCAC
CACGGAGGAA
CGACAGCGGC
GAGCCGGGGG
GCGCCCTGAT
ATCTCGCAGC
GCGTCCACAG
TCCGGAACCT
AAATGAGGTT
CTTTACGATG
GGAAAGCGAA
ATGTTGTGAC
GGCTATCGCC
TCCAGGACTG
GGCTATGACT
GATGCATCTG
GGCTAGGCAA
AGCCCTAGAT
CATAGTTACT
GCGCTAGGCT
TGCGTCCCAG
TGCCTACTCC

CATAGATCAC
GGGAGAGCCA
GCGTGCCCCC
GACCGTGCAC
CGTCGGTGGA
CCTATCCCCA
TCCTGTCACC
CGCCGATCTC
TATGCAACAG
TATCCGGAGT
TCGGGAGAAC
TTGCTCGTTG
GGCACGAGAC
AGCCCTAGTG
ATGGTGGGGA
TCGGGATTAC
TGACTCCCTC
GCGTTCGCTC
TACCCGCGGC
GGAGAATGAG
TGCGGGGGCC
GTGGTTCGGG
GATGTACGTG
CCGCTGCTGC
TGGACGTACA
CGTCTGTGCC
GGCATTCTCT
TCCTGCTCCT
CTTGTCACCG
CTCAACGTTC
GTCCACTCAT
GGGTCATTAT
CTACGAGACC
TCTTGGGCCT
GGCCTACTCC
ACCGCAACAC
TCACCCAAAT
TTACTTGGTC
TCTTCGGGCG
CCGTCGAGTC
CCCTACTGGT
TTCGGGGCGT
GCAAGTTTCT
CACAGTCCTG
GAGGTGGCTC
AGAAGAAATG
AGACGTCATT
TTCAGCCTGG
GCATTTACAG
CACGCCCGCC
GGCCTCACCC
CTCAGGCTCC
CGTTCAAAAC
GGCGGAGTCC
ACAGGGAAGT
GAAGGCAATC
CATATGTGGA
TCACCAGCCC
AGGCGCCGGC
GTGGCCTTTA
TGTGCGCAGC
CCCCACGCAC
ATCAACGAGG
CCAAGCTCCT
ATGTGGAGCA
GCGTACACCA
GGGATTTCCA
GCACAGGTAC
CCCGAACCGG
CCTTGGCCAG
CCTCCTGTGG
GATGAGAGGG
TGTTAGAGTC
GAGGACGGTT
ACGGCAACGG
ATCCCGATCT
CACGCCATGC
GCAAGCCTGC
TTAAGGCTAA
ATCCAGCAAG
TTCTGCGTCC
TGGTCTCCAC
GAAATGCCCT
TTGGCCCCCG
GGTGCCGCGC
CACGATGCTC
AGATACTCTG
GCAAAAGGGT
CATCATCATG
TGTCAGATCT
CTCCAGGTGA
ACTGTCCCAG
TTGGATTTAT
TACTTTCTGT

TCCCCTGTGA
TAGTGGTCTG
GCGAGACTGC
CATGAGCACG
GTTTACCTGT
AGGCTCGCCA
CCGTGGCTCT
ATGGGGTACA
GGAATCTGCC
GTACCATGTC
AACTCCTCCC
GGGCGGCTGC
AGTACAGGAC
GTATCGCAGT
ACTGGGCTAA
GTCCCTCTTT
AACACTGGGT
AGGGGTGGGG
GCAGGTGTGT
ACGGACGTGC
CCCCGTGTAA
GCCTTGGTTG
GGGGGAGTGG
TGTCTACAAC
ATACCTGTAC
TGCTTGTGGA
CCTTCCTCGT
GCTGGCGTTA
CACTATAAGC
GGGGGGGCCG
GGTGCTCCAG
GTCCAAATGG
TTGCGGTGGC
GCCCGTCTCC
CAACAGACGC
AATCTTTCCT
GTACACCAAT
ACGAGGCATG
GTCCACTGCT
TATGGAAACC
AGCGGCAAGA
ATATGTCTAA
TGCCGACGGT
GACCAAGCGG
TGTCCAGCAC
TGATGAGCTC
GTCGTAGCAA
ACCCGACCTT
GTTTGTGACT
GAGACCTCAG
ACATAGACGC
ACCTCCATCG
GAGGTTACTA
TAGCAGCTCT
CCTTTACCGG
GGGTTGCTGC
ATTTCATCAG
GCTCACCACC
ATCGCTGGAG
AGGTCATGAG
GATACTGCGT
TATGTGCCTG
ACTGCTCCAC
GCCGCGATTG
CAGATCACCG
CGGGCCCCTG
CTACGTGACG
GCTCCAGCGT
ACGTAGCAGT
CTCATCAGCT
CGGCAGGAGA
AAGTATCCGT
CTGGAAGGAC
GTCCTGTCAG
CCTCTCCTGA
CAGCGACGGG
GCTGCGGAGG
GGCAGAAGAA
ACTTCTATCC
GCCGTTAACC
AACCAGAGAA
CCTCCCTCAG
ATGGGCTTCG
AAGCCAGACA
GAGCGGTGTA
GTATGCGGAG
CCCCCCCTGG
GTACTATCTC
TATGCGCCCA
ACGGGGCCTG
GATCAATAGG
GGGGGGAGGG
CCAGCTGGTT
AGGGGTAGGC

GGAACTACTG
CGGAACCGGT
TAGCCGAGTA
AATCCTAAAC
TGCCGCGCAG
GCCCGAGGGT
CGGCCTAGTT
TTCCGCTCGT
CGGTTGCTCC
ACGAACGACT
GCTGCTGGGT
TCTCTGCTCC
TGCAATTGCT
TACTCCGGAT
GGTTCTGATT
TCACCCGGGT
TCCTTGCTGC
GCCCATCACT
GGTCCAGTGT
TGCTTCTTAA
CATCGGGGGG
ACACCCAGAT
AGCACAGGCT
GGAGTGGCAG
GGTATAGGGT
TGATGCTGCT
GTTCTTCTGT
CCACCACGAG
TGTTCCTCGC
CGATGCCGTC
GCTGGTATAA
CTCTCATGAA
AGTTGAGCCC
GCCCGCAGGG
GAGGCCTACT
GGCGACCTGC
GTGGACCAGG
CCGATGTCAT
CTGCCCCTCG
ACTATGCGGT
GCACTAAGGT
GGCACATGGT
GGTTGCTCTG
AGACGGCTGG
TGGAGAAATC
GCCGCGAAGC
CGGACGCTCT
CACCATTGAG
CCAGGAGAAC
TTAGGTTGCG
CCATTTCTTG
TGGGACCAAA
CCACACACCC
GGCCGCGTAT
GAGTTCGATG
AAACAGCCAC
CGGGATACAA
CAACATACCC
CGGCTGTTGG
CGGCGAGATG
CGGCACGTGG
AGAGCGACGC
GCCATGCTCC
CCGGGAGTCC
GACATGTGAA
CACGCCCTCC
GGCATGACCA
GCAAACCCCT
GCTCACTTCC
AGCCAGCTGT
TGGGCGGGAA
TCCGGCGGAG
CCGGACTACG
AATCTACCGT
CCAGCCCTCC
TCTTGGTCTA
AAACCAAGCT
GGTCACCTTT
GTGGAGGAAG
ACATCCGCTC
GGGGGGCCGC
GCCGTGATGG
CATATGACAC
GGCCATAAGG
CTGACGACCA
ACGACCTTGT
GGACCCGCCC
ACCCGTGACC
CCTTGTGGGC
TTACTCCATT
GTGGCTTCAT
CTGCCACTTG
CGTTGCTGGT
ATCTATCTAC

TCTTCACGCA
GAGTACACCG
GTGTTGGGTC
CTCAAAGAAA
GGGCCCCAGG
AGGGCCTGGG
GGGGCCCCAC
CGGeaeecee
TTTTCTATCT
GCTCCAACGC
AGCGCTCACT
GCTATGTACG
CAATATATCC
CCCACAAGCT
GTGATGCTAC
CATCCCAGAA
GCTGTTCTAC
TACAATGAGT
ACTGCTTCAC
CAACACGCGG
ATCGGCAATA
GCTTGGTCCA
CGAAGCCGCA
GTATTGCCCT
CGGCGGTTGT
GATAGCTCAA
GCTGCCTGGT
CATACGCCAT
TAGGCTCATA
ATCCTCCTCA
CCAAAGTGCC
GTTGGCCGCA
GTCGTCTTCT
GGAGGGAGAT
TGGCTGCATC
GTCAATGGCG
ACCTCGTCGG
TCCGGTGCGC
GGGCACGCTG
CCCCGGTCTT
GCCGGCTGCG
ATCGACCCTA
GGGGCGCCTA
AGCGCGACTC
CCCTTTTATG
TGTCCGGCCT
AATGACGGGC
ACGACGACCG
GGCCCTCGGG
GGCTTACCTA
TCCCAGACTA
TGTGGAAGTG
CATAACCAAA
TGCCTGACAA
AGATGGAAGA
CAAGCAAGCG
TATTTAGCAG
TCCTGTTTAA
CAGCATAGGC
CCCTCCACCG
GCCCAGGGGA
TGCAGCACGT
GGCTCGTGGC
CCTTCTTCTC
AAACGGTTCC
CCGGCGCCAA
CTGACAACGT
CCTACGGGAG
ATGCTCACCG
CTGCGCCTTC
CATCACCCGC
ATCCTGCGGA
TCCCTCCAGT
GTCTTCTGCC
GACGACGGCG
CCGTAAGCGA
GCCCATCAAT
GACAGACTGC
CCTGTAAGCT
CGTGTGGAAG
AAGCCAGCTC
GCTCTTCATA
CCGCTGTTTT
TCGCTCACAG
GCTGCGGTAA
CGTTATCTGT
AAACCAGAAT
CCACCACCCC
AAGGATGATC
GAGCCACTTG
GCCTCAGGAA
TGGCAAGTAC
TACAGCGGGG
TCCCCAACCG

GAAAGCGTCT
GAATTGCCAG
GCGAAAGGCC
AACCAAACGT
TTGGGTGTGC
CTCAGCCCGG
GGACCCCCGG
CTAGGGGGCG
TCCTTTTGGC
AAGCATTGTG
CCCACGCTCG
TGGGAGATCT
CGGCCACGTG
GTCGTGGATA
TCTTTGCCGG
AATCCAGCTT
GTGCACAAGT
CACACAGCTC
CCCAAGCCCT
CCGCCGCAAG
AAACCTTGAC
CTACCCATAC
TGCAATTGGA
GTTCCTTCAC
CTCCTTTGCA
GCTGAGGCCG
ACATCAAGGG
GGACCGGGAG
TGGTGGTTAC
CGTGCGCGAT
GTACTTCGTG
CTGACAGGTA
CTGATATGGA
ACATCTGGGA
ATCACTAGCC
TGTGTTGGAC
CTGGCAAGCG
CGGCGGGGCG
TGGGCATCTT
CACGGACAAC
TATGCAGCCC
ACATCAGAAC
TGACATCATA
GTCGTGCTCG
GCAAAGCCAT
CGGACTCAAT
TTTACCGGCG
TGCCACAAGA
CATGTTCGAT
AACACACCAG
AGCAGGCAGG
TCTCATACGG
TACATCATGG
CAGGCAGCGT
GTGCGCCTCA
GAGGCTGCTG
GCTTGTCCAC
CATCCTGGGG
CTTGGGAAGG
AGGACCTGGT
GGGGGCTGTG
GTCACTCAGA
TAAGAGATGT
ATGTCAACGT
ATGAGGATCG
ATTATTCTAG
AAAGTGCCCG
GAGGTCACAT
ACCCCTCCCA
CTTGAAGGCA
GTGGAGTCAG
GGTCCAGGAA
GGTACACGGG
TTGGCGGAGC
ACGCGGGATC
GGAGGCTAGT
GCACTGAGCA
AGGTCCTGGA
GACGCCCCCA
GACTTGCTGG
GCCTTATCGT
CGGATTCCAA
GACTCAACGG
AGCGGCTTTA
TACCCTCACA
GAAAGCGCGG
ACGACTTGGA
CCTTGCGCGG
CTGATGACTC
ACCTACCTCA
ACTTGGGGTA
CTCTTCAACT
GAGACATATA
ATGAACGGGG

AGCCATGGCG
GACGACCGGG
TTGTGGTACT
AACACCAACC
GCGCGACTAG
GTACCCCTGG
CGTAGGTCGC
CTGCCAGGGC
TTTGCTGTCC
TATGAGGCAG
CGGCCAGGAA
CTGCGGATCT
ACAGGTCACC
TGGTGGCGGG
CGTTGACGGG
GTAAACACCA
TCAACTCATC
GGACCAGAGG
GTCGTGGTGG
GCAACTGGTT
CTGCCCCACG
AGGCTTTGGC
CTCGAGGAGA
CACCCTACCG
ATCAAATGGG
CCCTAGAGAA
CAGGCTGGTC
ATGGCAGCAT
AATATTTTAT
CCACCCAGAG
CGCGCACACG
CGTACGTTTA
GACCAAGGTT
CCGGCAGACA
TCACAGGCCG
TGTCTATCAT
CCCCCCGGGG
ACAGCAGGGG
TCGGGCTGCC
TCGTCCCCTC
AAGGGTATAA
CGGGGTAAGG
ATATGTGATG
CCACCGCTAC
CCCCATCGAG
GCTGTAGCAT
ATTTCGACTC
CGCGGTGTCA
TCCTCGGTTC
GGTTGCCCGT
AGACAACTTC
CTAAAGCCTA
CATGCATGTC
GGTCATTGTG
CACCTCCCTT
CTCCCGTGGT
TCTGCCTGGC
GGATGGGTGG
TGCTTGTGGA
TAACCTACTC
CAGTGGATGA
TCCTCTCTAG
TTGGGATTGG
GGGTACAAGG
TGGGGCCTAG
GGCGCTGTGG
TGTCAGGTTC
TCCTGGTCGG
CATTACGGCG
ACATGCACTA
AAAATAAGGT
ATTCCCTCGA
TGTCCATTGC
TCGCCACAAA
CGACGTTGAG
GAGGACGTCG
ACTCTTTGCT
CGACCACTAC
CATTCGGCCA
AAGACACTGA
ATTCCCAGAT
TACTCTCCTG
TCACTGAGAA
CATCGGGGGC
TGTTACTTGA
GGACCCAAGA
GTTGATAACA
GCTGCGTGGG
ATTTCTTCTC
GATCATTCAA
CCGCCCTTGC
GGGCAGTAAG
TCACAGCCTG
AGCTAAACAC

TTAGTATGAG
TCCTTTCTTG
GCCTGATAGG
GCCGCCCACA
GAAGACTTCC
CCCCTCTATG
GCAATTTGGG
CCTGGCGCAT
TGTTTGACCA
CGGACATGAT
CGCTAGCGTC
GTTTTCCTCG
GTATGGCTTG
GGCCCATTGG
GGAACCTATG
ACGGCAGCTG
TGGATGCCCA
CCTTATTGTT
GGACGACCGA
TGGCTGTACA
GACTGCTTCC
ACTACCCCTG
GCGTTGTAAC
GCTCTGTCCA
AGTATGTCCT
CCTGGTGGTC
CCTGGGGCGG
CGTGCGGAGG
CACCAGGGCC
CTAATCTTTA
GGCTCATTCG
TGACCATCTC
ATCACCTGGG
GCCTTGAAGG
GGACAGGAAC
GGTGCCGGCT
CGCGTTCCTT
GAGCCTACTC
GTGTGCACCC
CGGCCGTACC
GGTGCTTGTC
ACCATCACCA
AGTGCCACTC
GCCTCCGGGA
ACCATCAAGG
ATTACCGGGG
AGTGATCGAC
CGCTCGCAGC
TGTGCGAGTG
CTGCCAGGAC
CCCTACCTGG
CGCTGCACGG
GGCTGACCTG
GGCAGGATCA
ACATCGAACA
GGAATCCAAG
AACCCCGCGA
CCGCCCAACT
TATTTTGGCA
CCTGCTATCC
ACCGGCTGAT
TCTTACCATC
ATATGCACGG
GAGTCTGGCG
GACCTGTAGT
CGGGTGGCTG
CGGCCCCCGA
GCTCAATCAA
GAGACGGCTA
CCCGTCATGA
AGTAATTTTG
GCGATGCCCA
CGCCTGCCAA
GACCTTCGGC
TCGTACTCCT
TCTGCTGCTC
CCGTCACCAC
CGGGACGTGC
GATCTAAATT
GACACCAATT
TTGGGGGTTC
GACAGCGGGT
TGACATCCGT
CCCCTGACTA
AGGCCGCTGC
GGACGAGGCG
TCATGCTCCT
AGACAGCTAG
CATCCTTCTA
CGACTCCATG
GAGTCTGGAG
GACCAAGCTC
TCTCGTGCCC
TCCAGGCCAA

TGTTTTTTTC
GGCTCCATCT

CCTTTTTTTT
TAGCCCTAGT

TTTCTTTTTT
CACGGCTAGC

TTTTTTTTTT
TGTGAAAGGT

TTTTTTTTTT
CCGTGAGCCG

TTTTTTTTCT
CTTGACTGCA

CCTTTTTTTT
GAGAGTGCTG

TCCTCTTTTT
ATACTGGCCT

TTCCTTTTCT
CTCTGCAGAT
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GST— C- SRC—ASHl MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELG
LEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL

1—247 DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH

PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSPNSMGSNKSKPKDASQR
RRSLEPAENVHGAGGGAFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEPKLF
GGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIV
NNTEGDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYFGKITRRESERL
LLNAENPRGTFLVRESETTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGG
FYITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTTV

GST— C- SRC—ASH 1 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELG
LEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
1—247 R,l 73K DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH

PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSPNSMGSNKSKPKDASQR
RRSLEPAENVHGAGGGAFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEPKLF
GGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVALYDYESRTETDLSFKKGERLQIV
NNTEGDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYFGKITRRESERL
LLNAENPRGTFLVKESETTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGG
FYITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTTV

GST— FYN—SH2 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELG
LEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
ISOfOI‘Hl 2 140—257 DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH

PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSPNSWYFGKLGRKDAERQ
LLSFGNPRGTFLIRESETTKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGG
YYITTRAQFETLQQLVQHYSEKADGLCFNLTVIASSCTPQTSGLA

GST—Fyn—SH2 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELG
LEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
Isoform 2 140-257 DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
R173K WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSPNSWYFGKLGRKDAERQ

LLSFGNPRGTFLIKESETTKGAYSLSIRDWDDMKGDHVKHYKIRKLDNGG
YYITTRAQFETLQQLVQHYSEKADGLCFNLTVIASSCTPQTSGLA

HlSG NS5A—D2D3 MGSSHHHHHHSSGENLYFQGHMASGSLRGGEPEPDVTVLTSMLTDPSHIT
AETAKRRLARGSPPSLASSSASQLSAPSLKATCTTHHDSPDADLIEANLLW
1 9 1—447 RQEMGGNITRVESENKVVILDSFEPLHADGDEREISVAAEILRKSRKFPSAL

PIWARPDYNPPLLESWKDPDYVPPVVHGCPLPPTKAPPIPPPRRKRTVVL
TESNVSSALAELATKTFGSSGSSAVDSGTATALPDQASDDGDKGSDVESYS
SMPPLEGEPGDPDLSDGSWSTVSEEASEDVVCC

GST— C- SRC— SH3—SH2 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELG
LEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
80-249 DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH
PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA
WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSENLYFQGPLAGGVTTFV
ALYDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWWLAHSLSTGQTGYIPSNYV
APSDSIQAEEWYFGKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKGAYCLSV
SDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGFYITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLC

HRLTTVCP
GST— C- SRC‘ SH2 MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELG
LEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNMLGGCPKERAEISMLEGAVL
149—249 DIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTH

PDFMLYDALDVVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIA

WPLQGWQATFGGGDHPPKSDLEVLFQGPLGSENLYFQSDSIQAEEWYFG
KITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKGAYCLSVSDFDNAKGLNVKH
YKIRKLDSGGFYITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTTVCP

HlSﬁ NS5A—D1 33—202 MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM
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Hisg NS5A-D1 33-202
YI3F

MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAFTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM

Hisg NS5A-D1 33-202
Y129F

MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHFVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM

Hisg NS5A-D1 33-202
Y161F

MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAYTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRFAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM

Hisg NS5A-D1 33-202
Y93F Y129F

MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAFTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHFVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRYAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM

Hisg NS5A-D1 33-202
Y93F Y161F

MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAFTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHYVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRFAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM

Hisg NS5A-D1 33-202
Y93F Y129F Y161F

MHHHHHHENLYFQGVPFFSCQRGYKGVWRGDGIMQTTCPCGAQITGHV
KNGSMRIVGPKTCSNTWHGTFPINAFTTGPCTPSPAPNYSRALWRVAAE
EYVEVTRVGDFHFVTGMTTDNVKCPCQVPAPEFFTEVDGVRLHRFAPA
CKPLLREEVTFQVGLNQYLVGSQLPCEPEPDVAVLTSM
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Massenspektrometrische
Ergebnisse

Bande

HCV-Peptidsequenzen

VDFLLK
LTPLADADR

ALGLLQTATK

ASGVLTTScGNTLTcYLK
GLLGCcIITSLTGR
VLVLNPSVAATLGFGAYmSK
cFDSTVTENDIR
LSGLGLNAVAYYR
LYIGGPLTNSK
NEVFcVQPEK
LGAVQNEVTTTHPITK
VLVLNPSVAATLGFGAYMSK
DLLEDTETPIDTTIMAK
HHNLVYATTSR
LPINALSNSLLR
VEESIYQccDLAPEAR
LGVPPLR

HADVIPVR
TVVLSESTVSSALAELATK
AFTEAMTR

LIVFPDLGVR
TITTGAPITYSTYGK
KLGVPPLR
AVDFVPVESmETTmR
mILmTHFFSILLAQEQLEK
LQVLDDHYR
QAGDNFPYLVAYQATVCcAR
LLSVEEAcK
VPAAYAAQGYK
AHGIDPNIR

YLFNWAVR

DPTTPLAR

VYYLTR

AAWETAR

EVSVPAEILR

LTPPHSAR
SLTPcTcGSSDLYLVTR LVVLATATPPGSVTVPHPNIEEVALSSTGEIPFYGK

TVVLSESTVSSALAELATK
GSPPSLASSSASQLSAPSLK
VAAEEYVEVTR
VVILDSFEPLQAEEDEREVSVPAEILR
LSGLGLNAVAYYR
VLVLNPSVAATLGFGAYmSK
GDGImQTTcPcGAQITGHVK
NEVFcVQPEK LPGVPFFScQR
cPcQVPAPEFFTEVDGVR
GLLGCcIITSLTGR EVSVPAEILR
HADVIPVR LYIGGPLTNSK
LGVPPLR

VPAAYAAQGYK
YAPAcKPLLR
VGDFHYVTGmTTDNVK
GDGIMQTTcPcGAQITGHVK
QEMGGNITR
TITTGAPITYSTYGK
LLSVEEAcK

LIVFPDLGVR
VGDFHYVTGMTTDNVK
APPIPPPR

LQVLDDHYR
DVRNLSSKAVNHIR
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Publikationen

Themenbezogene Publikationen

2017

Status:
eigene Leistung:

Tyrosine 93 of NS5A is essential for interaction
with c-Src and for efficient hepatitis C virus replica-
tion. Klinker S, Stindt S, Gremer L, Bode JG, Hoffmann
S, Willbold D, Journal of Biological Chemistry.
eingereicht

Expression & Reinigung von Proteindoméanen, Assay-Ent-
wicklung, Protein-Protein-Interaktionsmessungen und Da-
tenauswertung. Manuskript konzipiert, geschrieben und
editiert.
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Weitere Publikationen in wissenschaftlichen Fach-
zeitschriften ohne direkten Themenbezug zur ein-
gereichten Arbeit

2017

Status:

eigene Leistung:

A New Essential Role of the Autophagy related
Kinase ULK1 in human snRNP Biogenesis. Schmitz
K, Cox J, Voss M, Sander K, Loffler A, Hillebrand F, Er-
kelenz S, Schaal H, Kahne T, Klinker S, Willbold D, Stork
B, Grimmler M, Wesselborg S, Peter C, Nature Structural
& Molecular Biology (NSMB).

eingereicht

Konzeptionelle Assay-Entwicklung und Durchfithrung von
Protein-Protein-Interaktionsstudien mit verschiedenen Me-
thoden. Proteinreinigung. Datenauswertung, anteiliges
Verfassen und editieren des Manuskripts.

2017 Ammonia-weighted imaging by chemical exchange
saturation transfer - MRI at 3 T. Zollner HJ, Butz M,
Kircheis G, Klinker S, Haussinger D, Schmitt B, Schnitzler
A, Wittsack HJ, NMR in Biomedicine.

Status: in Revision

eigene Leistung:

Konzeptionelle Assay-Entwicklung und Durchfithrung von
Messungen zur Proteinfaltung mit verschiedenen Metho-
den. Datenauswertung. Anteiliges Verfassen und editieren
des Manuskripts.

2016

Status:

eigene Leistung:

Platelets contribute to amyloid-5 aggregation in
cerebral vessels through integrin alIbf3-induced
outside-in signaling and clusterin release. Donner L,
Falker K, Gremer L, Klinker S, Pagani G, Ljungberg LU,
Lothmann K, Rizzi F, Schaller M, Gohlke H, Willbold D,
Grenegard M, Elvers M, Science Signalling.

veroffentlicht: 9(429):ra52. DOI: 10.1126/scisignal.aaf6240
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /27221710
Proteinpraparation und Protein-Protein-Interaktionsmes-
sungen, Datenauswertung und Mitarbeit am Manuskript.

2013

Status:

eigene Leistung:

The off-rate of monomers dissociating from
amyloid-3 protofibrils. Grining CS*, Klinker S*, Wolff
M, Schneider M, Toks6z K, Klein AN, Nagel-Steger L, Will-
bold D, Hoyer W, Journal of Biological Chemistry *gleich-
berechtigte Erstautorenschaft.

veroffentlicht: 288(52):37104-11 DOI: 10.1074/jbc.M113.513432

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed /24247242
Proteinexpressions und -reingungsprotokolle etabliert und
durchgefithrt, Messapparaturen entworfen und herstellen
lassen, Etablierung des Messprinzips, Herstellung und Iso-
lation von Protofibrillen und Durchfithrung kinetischer
Assays, Datenauswertung, an Manuskript mitgewirkt.
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Veroffentlichungen im Rahmen von Fachtagun-

gen

2014

Status:

Analysis of the Binl SH3 interaction with peptides
derived from the hepatitis C virus protein NS5A
and c-Myc reveals that NS5A can competitively
displace c-Myc in vitro. Aladag A, Bosing C, Gremer
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