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Heterologous expression of the viral proteinase of Cherry leaf roll virus (CLRV)

Cherry leaf roli virus (CLRV), ein Nepovirus der Subgruppe C, gehort zur 2009 eingeflihrten Familie der Secoviridae
(Sanfacon et al., 2009). Das bipartite Genom besteht aus einzelstradngiger RNA, die zwei Polyproteine (P1 und P2)
kodiert. P1 beinhaltet charakteristische Domanen flir einen Proteinase-Cofaktor (PCo), eine Helikase (Hel), ein
genome-linked Protein (VPg), eine Proteinase (Pro) und eine RNA-abhdngige Polymerase (Pol). P2 beinhaltet
neben einer Region am 5°-Ende, der noch keine Funktion zugeordnet werden konnte, das movement Protein
(MP), sowie das coat Protein (CP) (von Bargen et al., 2012). Die Polyproteine werden posttranslational durch die
virale Proteinase zu funktionellen Einheiten prozessiert. Die Analyse der Volllangensequenz zeigt diverse
putative Prozessierungsstellen, die analog zu experimentell bestatigten Schnittstellen verwandter Proteinasen
aus den Nepoviren Tomato ringspot virus (ToRSV, Wang et al., 1999, Wang und Sanfacon, 2000) und Arabis mosaic
virus (ArMV, Wetzel et al., 2008) liegen. Zur funktionalen Charakterisierung der Proteinase von CLRV wird diese,
sowie Bereiche des P2-Polyproteins, die putative Erkennungsstellen kodieren, heterolog in E. coli exprimiert.
Anschlielend erfolgt die native Aufreinigung der Proteine unter Verwendung eines N-terminalen His-Tags Uber
NTA-Agarose. Die proteolytische Aktivitdt der Proteinase, sowie die putativen Prozessierungsstellen des P2
werden in vitro experimentell verifiziert.
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