Charakterisierung der viralen Proteinase des Cherry leaf roll virus (CLRV)
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Nepoviren (Familie Secoviridae, Sanfacon et al.,, 2009) besitzen zwei RNAs, die zu zwei
Polyproteinen translatiert werden. Aus diesen Polyproteinen kdnnen intermediare, durch
eine virale Proteinase teilweise prozessierte, sowie final maturierte Proteine hervorgehen,
die verschiedene Aktivitdten haben (Chisholm et al., 2001). Der regulierten Maturation der
Polyproteine kann also im Rahmen der Verbreitungs- und Vermehrungsstrategie des Virus
eine essentielle Funktion zukommen. Die Voraussetzung fir die funktionale
Charakterisierung viraler Genprodukte ist daher die Aufklarung der Prozessierung in ihre
Untereinheiten.

Das bipartite Genom von Cherry leaf roll virus (CLRV, Nepovirus der Subgruppe C) kodiert die
zwei Polyproteine P1 und P2. P1 beinhaltet charakteristische Domanen fiir einen
Proteinase-Cofaktor (PCo), eine Helikase (Hel), ein genome-linked Protein (VPg), eine
Proteinase (Pro) und eine RNA-abhangige Polymerase (Pol). P2 beinhaltet das movement
Protein (MP) und das coat Protein (CP) (von Bargen et al., 2012). Die Polyproteine werden
durch die Proteinase zu funktionellen Einheiten maturiert. Die Analyse der
Volllangensequenz zeigt potentielle Prozessierungsstellen, die analog zu experimentell
bestatigten Schnittstellen verwandter Proteinasen aus Nepoviren liegen (Wang und
Sanfacon, 2000, Wetzel et al., 2008).

Zur funktionalen Charakterisierung der Proteinase von CLRV werden diese, sowie die
Bereiche der beiden Polyproteine, die putative Erkennungsstellen kodieren, in vitro
exprimiert. AnschlieBend werden die proteolytische Aktivitdt der Proteinase, sowie die
putativen Prozessierungsstellen der Polyproteine in vitro experimentell verifiziert.
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