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1. EINLEITUNG

1.1. Viroide

Viroide sind einzelstriangige, zirkuldare RNA-Molekiile mit einer Linge von 246 bis 399 Nu-
kleotiden, je nach Viroidspezies. Sie sind nicht-kodogene, minimale RNAs, die autonom in der
Wirtspflanze replizieren und die biologische Wirkung eines normalen Pflanzenvirus besitzen.
Anders als RNA-Viren besitzt die Viroid-RNA kein schiitzendes Hiillprotein, benutzt keine
pathogen-kodierten Replikasen und kodiert keine Proteine. Dadurch sind Viroide bei Replikation,
Transport und Prozessierung ausschlieBlich auf die Wechselwirkungen mit den wirtseigenen En-
zymen und Proteinen angewiesen. Die dazugehdrigen Signale sind in thermodynamisch stabilen
oder metastabilen RNA-Strukturelementen beinhaltet. Das bedeutet, Viroide verwenden ihre
Sekundérstruktur, um Strukturmotive auszubilden, die eine Erkennung durch Wirtsproteine und
somit eine Nutzung der wirtseigenen Systeme ermoglicht. Durch vorgetiuschte Ahnlichkeiten zu
wirtseigenen Nukleinsduren wird die Viroid-RNA als Template fiir eine Vielzahl an Reaktionen
von der Pflanze akzeptiert, sichert so ihr Uberleben in fremden Organismen und kann dadurch
als minimaler Parasit des Wirts fungieren. Auf Grund fehlender Proteine ist das Viroid auf
Verletzungen der Pflanzenoberfliche angewiesen, damit es in den Wirtsmechanismus gelangen
kann, da es keinen Mechanismus zum Eindringen in die Wirtspflanze besitzt.

1.1.1 Viroid-Replikation

Die Viroidreplikation (sieche Abb. 1.1) konnte weitestgehend aufgeklédrt werden (Branch &
Robertson, 1984). Bei der Transkription wird die zirkuldre, einzelstringige RNA im ersten
Schritt durch einen ,rolling-circle’*-Mechanismus in einen oligomeren RNA-Strang mit kom-
plementérer Sequenz iibersetzt. Dieser lineare (—)-Strang dient wiederum als Matrize fiir die
Ubersetzung in die Ausgangssequenz. Die Transkriptionen werden durch die DNA-abhingige
RNA-Polymerase II mit Viroid-RNA beider Polarititen als Template durchgefiihrt (Spiesma-
cher et al., 1985); im (+4)-Strang sind thermodynamisch stabile und im (—)-Strang metastabile
RNA-Strukturelemente kritisch fiir die Transkription (Qu et al., 1993). Aullerdem kann die
RNA ihre Prozessierung zum monomeren (+)-Strang selbst ermoglichen, indem sie eine meta-
stabile Struktur ausbildet (Baumstark et al., 1997). Zu keinem Zeitpunkt der Replikation des
PSTVd (Potato Spindle Tuber Viroid) sind doppelstrangige Zwischenprodukte beteiligt. Der
durch die Transkription entstandene oligomere (+)-Strang wird durch eine RNase in exakte
PSTVd-Vollldngen geschnitten und durch eine Ligase zu neuen Viroidzirkeln ligiert. Von diesem
Punkt aus konnen die fertigen Viroide durch Transport in der Pflanze verbreitet werden, in ihrer
thermodynamisch stabilen Sekundirstruktur im Nukleolus bzw. den Nukleoli gespeichert werden
oder auf eine noch nicht erforschte Art und Weise die Pathogenese der Pflanze ausldsen.
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Abbildung 1.1: Replikationsmechanismus der Pospiviroidae. Die Replikation der Pospiviroidae 14uft
iiber einen asymmetrischen ,rolling-circle”“-Mechanismus ab (Branch & Robertson, 1984) und ist ein
Kreislauf funktionaler Strukturen (Riesner et al., 1988). Der zirkuldre (+4)-Strang des Viroids wird zu
einem oligomeren (—)-Strang transkribiert. Diese lineare (—)-Strang-RNA dient als Template fiir die
Synthese oligomerer PSTVd-(+)-Stringe. Diese werden in exakte Viroid-Vollldngen geschnitten und zu
neuen Zirkeln ligiert. Die Transkriptionsschritte werden von der DNA-abhingigen RNA-Polymerase 11
(Pol II) durchgefiihrt.

1.1.2  Viroid-Klassifizierung

Viroide werden in zwei Familien eingeteilt: Die Pospiviroidae und die Avsunviroidae (Flores et al.,
1998). Zu den Pospiviroidae gehoren 24 der bekannten 28 Viroide, deren bekanntester Vertreter
und Namensgeber das PSTVd ist. Diese Viroid-Familie besitzt eine thermodynamisch stabile,
stabchenformige Sekundirstruktur und ist durch eine darin enthaltene Zentrale Konservierte
Region (CCR) gekennzeichnet (Gross et al., 1978; Keese & Symons, 1985). Pospiviroidae sind
primir im Nukleolus lokalisiert. Zu den Avsunviroidae gehoren neben dem Avocado Sun Blotch
Viroid (ASBVd), nach dem diese Familie benannt wurde, nur noch das Peach Latent Mosaic
Viroid (PLMVd), das Eggplant Latent Viroid (ELVd), sowie das Chrysanthemum Chlorotic
Mottle Viroid (CChMVd). Viroide dieser Familie sind im Chloroplasten lokalisiert und besitzen
eine verzweigte Struktur ohne CCR.

Wihrend ihrer Replikation bilden beide Viroid-Familien oligomere Intermediére, unterscheiden
sich jedoch im Replikationsmechanismus und der Prozessierung der Oligomere. Pospiviroidae
werden in einem asymmetrischen ,,rolling-circle’*-Mechanismus (siehe 1.1.1) durch die wirtsei-
gene DNA-abhiingige RNA-Polymerase Il repliziert. Die im Replikationszyklus synthetisierten
oligomeren (+)-Stridnge werden enzymatisch, d. h. nicht autokatalytisch, zu Zirkeln prozes-
siert. Bei den Avsunviroidae dagegen erfolgt die Replikation in einem symmetrischen ,rolling-
circle’-Mechanismus. Jeweils ein Hammerhead-Ribozym im (+)- und (—)-Strang iibernimmt
die Selbstspaltung der oligomeren Replikationsintermediire zu Monomeren.
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Abbildung 1.2: Konsensussequenz und -struktur des PSTVd mit fiinf Domiinen. Die native Se-
kundérstruktur von PSTVd ist stibchenformig und ohne Verzweigungen; die gezeigte Struktur entspricht
der PSTVd-Variante Di-Intermediate (Gross et al., 1978). Das PSTVd-Stibchen wird in fiinf Doménen
unterteilt: T : Linke Terminale Region; VM: Virulenzmodulierende Region; CCR: Zentrale Konservierte
Region, die in Obere (UCCR) und Untere (LCCR) Zentrale Konservierte Region unterteilt wird; VR:
Variable Region und Tr: Rechte Terminale Region (nach Keese & Symons, 1985). Die Starke der Punkte
zwischen den Basen zeigt an, wie wahrscheinlich diese Basenpaarung ist. Die roten Bereiche konnen die
Hairpin-Strukturen I und II in metastabilen Konformationen ausbilden.

1.1.3 Viroid-Struktur

Pospiviroidae besitzen eine hohe Sequenzhomologie und zeigen einheitliche Strukturmerkmale.
Durch den hohen Grad an Selbstkomplementaritdt nimmt die Viroid-RNA im nativen, zirkuldren
Zustand eine Stidbchenstruktur (Gross et al., 1978; Riesner et al., 1979; Steger et al., 1984)
an. Diese charakteristische Sekundirstruktur (siche Abb. 1.2) entsteht durch intramolekulare
Basenpaarungen. Die Stidbchenstruktur besteht aus kurzen Helices und ungepaarten Bereichen,
sogenannten Loops. Sowohl die Zirkularitit, als auch die hohe Selbstkomplementaritit verleihen
den Viroiden hohe thermodynamische Stabilitit, sowie Resistenz gegen Nukleasen (Domdey
et al., 1978; Henco et al., 1979; Singer et al., 1976; Wild et al., 1980). Untersuchungen haben
gezeigt, dass die Sekundirstruktur weder verzweigt, noch eine iibergeordnete Tertidrstruktur
ausbildet (zur Ubersicht siehe Flores, 2001; Riesner & Gross, 1985).

Wie in Abbildung 1.2 gezeigt ist, ermoglicht ein Sequenzvergleich innerhalb der Pospiviroi-
dae eine Einteilung der Stdbchenstruktur in fiinf Doménen (Keese & Symons, 1985). Diesen
Doménen konnen auf Grund von Mutationsanalysen unterschiedliche funktionale Bedeutungen
zugeordnet werden. Der mittlere Bereich des Stibchens besitzt die hochste Sequenzkonser-
vierung und wird als Zentrale Konservierte Region (CCR) bezeichnet. Sie wird in die Obere
(UCCR) und die Untere Zentrale Konservierte Region (LCCR) unterteilt. In der UCCR liegt die
Schnittstelle zur Prozessierung multimerer (4-)-Replikations-Zwischenprodukte zu monomeren
PSTVd-Molekiilen, die dort auch wieder zu Zirkeln ligiert werden (Baumstark et al., 1997).
Im rechten Bereich des Stibchens liegt die Variable Region (VR). Da Mutationen, die die Va-
riable Region stabilisieren, die Replikation verhindern, konnte diesem Bereich eine Funktion
in der Viroidreplikation zugeordnet werden (Hu et al., 1996). Auf der linken Seite liegt die
Virulenzmodulierende Region (VM-Region), die auch als pathogene Region bezeichnet wird.
Die Mehrheit der natiirlich auftretenden Mutationen liegt beim PSTVd in dieser Region. Sie
zeigt eine direkte Korrelation zwischen hier auftretenden Punktmutationen und der Pathogenitit
unterschiedlicher PSTVd-Stamme (siehe auch 1.1.5). In der Linken Terminalen Region (Ty) liegt
die Startstelle fiir die Synthese von (—)-Stringen (Kolonko et al., 2006). Mutationen der Rechten
Terminalen Region (Tg) dagegen verhindern nicht die Replikation der mutierten Viroide, sondern
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die systemische Infektion der Pflanze, also den systemischen Transport. Dem rechten terminalen
Loop wird deshalb eine Rolle beim interzelluldren Transport des Viroids zugesprochen (Ding
et al., 1997; Hammond, 1992, 1994; Owens & Hammond, 1990).

1.1.4 PSTVd

Das Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVA) ist der Erreger der Kartoffelspindelknollensucht,
die schon 1922 von Martin beschrieben wurde. In den 70er Jahren wurde PSTVd erstmals als
neue Klasse subviraler Pflanzenpathogene entdeckt (Diener, 1971; Sidnger, 1972; Semancik
& Weathers, 1972; Singh & Clark, 1971). Jedes Viroid hat ein begrenztes Wirtsspektrum. Bei
PSTVd sind es vor allem Nachtschattengewichse, in denen es effektiv vermehrt wird. Nach
wenigen Wochen erreicht PSTVd einen endgiiltigen Titer von ca. 1 ng pro mg Blattmaterial, was
etwa 1 %o der gesamten Nukleinsédure in einer Pflanze entspricht.

Der durchsequenzierte Organismus Arabidopsis thaliana stellt keinen Wirt fiir PSTVd oder
andere Viroide dar, da die enzymatische Maschinerie zwar die Replikation der Pospiviroidae
unterstiitzt, die Viroide aber nicht in der Lage sind, sich durch die Pflanze zu verteilen (Daros &
Flores, 2004; Matousek et al., 2004). Deshalb muss auf einen schlecht sequenzierten Organismus
wie die Tomate zuriickgegriffen werden, da sich die Viroide innerhalb dieser Pflanze nicht nur
vermehren, sondern auch ausbreiten konnen (Schmitz & Steger, 2007).

Ist eine Wirtspflanze einmal mit PSTVd infiziert, wird das infektiose Viroid aktiv vom Zytoplas-
ma in die Kerne transportiert, wobei angenommen wird, dass (+)-PSTVd eine Sequenz oder
ein Strukturmotiv beinhalten muss, das es dazu befdhigt. Innerhalb weniger Minuten nach der
Infektion verbreitet sich das Viroid in die Nachbarzellen iiber die Plasmodesmata und akkumu-
liert in den Kernen. Um sich in der ganzen Pflanze zu verbreiten, nutzt das PSTVd den Weg des
Photoassimilat-Transports {iber das Phloem der Pflanze. Hierbei verteilt es sich in der ganzen
Pflanze, aber nicht in den Blittern unterhalb der Infektionsstelle (Schmitz & Steger, 2007).

1.1.5 Pathogenese

Viroide infizieren hohere Kulturpflanzen. Mit Ausnahme des Coconut Cadang Cadang Viroids
(CCCVd), das die monokotyle Kokospalme als Wirt hat, werden ausschlieBlich dikotyle Pflanzen
wie Tomate, Gurke, Kartoffel, Hopfen, Avocado, Zitrusfriichte und Chrysanthemen vom Viroid
befallen. Das Wirtsspektrum mancher Viroide ist variabel. So ist PSTVd neben der Kartoffel
auch in anderen Solanaceen wie der Tomate und dem schwarzen Nachtschatten kultivierbar. Die
durch das Viroid verursachten Krankheitssymptome reichen von Zwergwuchs, ausgelost durch
Internodienstauchung der Sprossachse, liber Blattmissbildungen, Epinastien und Chlorosen bis
hin zur Nekrose und zum Absterben der gesamten Pflanze. Die Inkubationszeit nach der Infektion
betrigt wenige Wochen bis zu mehreren Jahren (Diener, 1979, 1987; Riesner & Gross, 1985).

Der molekulare pathogene Mechanismus der Viroide ist bis heute unverstanden. Bis vor einigen
Jahren war die Hypothese verbreitet, dass mit zunehmender Biegung der VM-Region auch die
Pathogenitit zunimmt (Owens et al., 1996a; Schmitz & Riesner, 1998). Als Grundlage dazu
diente unter anderem der Viroid-Stamm RG1, der in der VM-Region besonders stark gebogen
war und, wie zu diesem Zeitpunkt angenommen wurde, auch eine schwere Symptomatik zeigte.
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Abbildung 1.3: Pathogenitiatsmodell. Diese Abbildung zeigt zwei mogliche Wege des PSTVd nach
dem Eindringen in eine Tomatenpflanze. Zum einen ist die Verbreitung durch die Zelle mit Hilfe des
sogenannten ,cell-to-cell movement™ und dem ,,long-distance’ Transportgezeigt, zum anderen zeigt es
eine mogliche Erkldrung der Pathogenitit mit Hilfe des RNA-silencing. Im Hintergrund ist eine AS1-
infizierte Tomatenpflanze 21 Tage nach Infektion zu sehen. Das Sechseck stellt ein Pflanzenzelle dar. Zur
Erklarung siche Abschnitt 1.1.5.

AuBlerdem war zum Vergleich noch ein milder Stamm von Bedeutung, der eine gestreckte
Konformation besal3. Wie spiter gezeigt wurde, lag eine andere Sequenz in den Pflanzen vor,
die spiter als AS1 bezeichnet wurde, als die fiir die Kriimmungsstudien verwendete Sequenz.
RG1 dagegen zeigt trotz der starken Biegung in der VM-Region nur eine milde Symptomatik.
Somit wurde iiber ein neues Pathogenitidtsmodell nachgedacht, das die Ursache der pathogenen
Wirkung von Viroid-RNA erklédren konnte. Es resultierte ein neues Pathogenititsmodell mit
der Hypothese, dass Viroide ,,silencing“-RNAs produzieren und iiber ,,post-transcriptional gene
silencing® (PTGS) beziehungsweise ,,RNA-silencing™ in die Genregulation des Wirts eingreifen.

Um eine Ubersicht iiber eine mogliche Verbreitung des PSTVd in der Pflanze zu bekommen
und somit eine Vorstellung, wie eine solche Infektion vonstatten gehen konnte, ist in Abbildung
1.3 eine kurze Ubersicht gezeigt. Zur systematischen Infektion der Pflanze bewegt sich das
PSTVd nach dem Eindringen iiber die Oberflache via Plasmodesmata von Zelle zu Zelle. In
der Pflanzenzelle wird das PSTVd aktiv vom Zytoplasma in den Zellkern transportiert, wo es
tiberwiegend im Kernplasma lokalisiert ist, in dem auch die PSTVd-Replikation vermutet wird.
Ungefihr gleiche Mengen an (+)-PSTVd sind im Kernplasma und den Nukleoli vorhanden, (—)-
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PSTVd ist dagegen nur im Nukleoplasma nachweisbar (Qi & Ding, 2003). Nach der Replikation
(siehe 1.1.1) konnen die transkribierten und zirkularisierten (+)-stringigen PSTVd-RNAs zwei
Wege gehen. Zur systemischen Infektion muss sich das PSTVd durch die gesamte Pflanze
ausbreiten. Das Phidnomen des sogenannten ,,cell-to-cell movement* (Bewegung von Zelle zu
Zelle), so wie das ,,long-distance movement* (Bewegung iiber lange Strecken, durch die gesamte
Pflanze) sind gut erforscht. In beiden Fiéllen muss das PSTVd den Zellkern verlassen. Die
Fortbewegung in die benachbarte Zelle erfolgt tiber Plasmodesmata (Ding et al., 1997). Fiir
die Bewegung iiber lange Strecken scheint das PSTVd das Phloem zu benutzen (Zhu et al.,
2001), das in der Regel fiir den Transport von pflanzlichen Photoassimilaten benutzt wird. Dabei
verbreitet es sich iliber die Sieb- und Geleitzellen in der Pflanze. Nach dem Eindringen in die
nichste Zelle wird das PSTVd aktiv vom Zytoplasma in den Nukleus transportiert (Woo et al.,
1999; Zhao et al., 2001).

Als zweites wire ein ,,RNA-silencing“-Weg moglich (siehe Abschnitt 1.2). Zur Produkti-
on von PSTVd-spezifischen siRNAs, muss das reife PSTVd-Stibchen oder eines seiner
Replikations-Zwischenprodukte beider Polaritdten gespalten werden. Da in PSTVd-infizierten
Zellen keine doppelstringigen RNA-Zwischenprodukte nachweisbar sind, konnte die siRNA-
produzierende Maschinerie der Zelle eines der PSTVd-Molekiile als miRNA-Vorldufer (pri-
oder pre-microRNA) benutzen und dieses mit Hilfe des Dicer in kleine RNAs spalten. Die
stibchendhnliche Struktur, die das PSTVd annimmt, konnte dafiir die Basis sein. Nachdem diese
in das Zytoplasma exportiert wurden, konnten die kurzen RNAs an einen RNA-induzierenden
silencing-Komplex (RISC) gebunden und zu einer mRNA gefiihrt werden. Abhiingig davon, ob
die kurze RNA nahezu perfekt oder nur in einigen Bereichen komplementédr zur mRNA ist, wird
die mRNA gespalten oder ihre Translation gehemmt.

1.2. RNA-silencing (im Allgemeinen und Speziellen)

»RINA interference” (RNAi) bei Tieren, ,,quelling” bei Pilzen und ,,post-transcriptional gene
silencing” (PTGS) bei Pflanzen sind Beispiele fiir eine breite Familie von Phinomenen, die alle
zusammen als ,,RNA-silencing® bezeichnet werden (Hannon, 2002; Klahre et al., 2002; Li &
Ding, 2001; Matzke et al., 2001; Plasterk, 2002; Vaucheret et al., 2001; Waterhouse et al., 2001).
Die gemeinsamen Merkmale des ,,RNA-silencing“-Phédnomens sind kleine RNAs von 21 bis
26 Nukleotiden Linge, die als spezifische Determinante zur Abschwichung der Genexpression
wirken (Djikeng et al., 2001; Hamilton & Baulcombe, 1999; Hammond et al., 2000; Parrish &
Fire, 2001; Parrish et al., 2000; Tijsterman et al., 2002; Zamore et al., 2000) und der Bedarf an
einem oder mehreren Proteinen der Argonauten-Familie (Fagard er al., 2000; Hammond et al.,
2001; Hutvagner & Zamore, 2002; Kennerdell et al., 2002; Martinez et al., 2002; Pal-Bhadra
et al., 2002; Tabara et al., 1999; Williams & Rubin, 2002).

,-RINA-silencing*“-Phédnomene wurden das erste Mal in Pflanzen entdeckt, aber dennoch nur das
RNA-interfering in Tieren zum Gegenstand von biochemischen Analysen gemacht. Tang et al.
(2003) erweiterten die biochemische Analyse von pflanzlichem ,,RNA-silencing®. Sie zeigten,
dass Weizenkeimextrakt Dicer-dhnliche Enzyme enthilt, die doppelstringige RNA (dsRNA) in
zwei Klassen von ,,small interfering“-RNAs (siRNAs) umwandeln (Tang et al., 2003).
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Kleine RNAs werden in zwei Kategorien eingeteilt, wobei sie nicht nach ihrem Weg, sondern
nach ihrer Biogenese unterschieden werden. miRNAs stammen von langen, einzelstringigen
RNAs ab, die die Fahigkeit haben, unvollkommene, doppelstringige RNAs zu bilden, die darauf
folgend durch RNase III-Proteine der Drosha/Dicer-Familie prozessiert werden. siRNAs dagegen
werden durch Mitglieder der Dicer-Familie aus langen perfekten doppelstringigen RNAs prozes-
siert, die aus der Transkription von inverted-repeat-Sequenzen, konvergenten Transkriptionen
von sense-antisense Genpaaren oder Synthesen von RNA-abhédngigen RNA-Polymerasen (RdRP)
stammen (Ambros, 2004; Bartel, 2004; Du & Zamore, 2005; Kim, 2005; Mallory & Vaucheret,
2006). In Pflanzen ist die Anzahl an bekannten miRNAs und ihren Ziel-RNAs geringer als in
Tieren (Jones-Rhoades et al., 2006; Mallory & Vaucheret, 2006).

1.2.1 ,Silencing*“-Mechanismen

Es sind drei verschiedene ,,silencing“-Mechanismen bekannt, die in Abbildung 1.4 gezeigt
werden. Diese haben gemeinsam, dass aus einer dsRNA mit Hilfe eines sogenannten Dicer-
Proteins eine kurze RNA geschnitten wird. Diese kurze RNA wird auf unterschiedliche Arten an
eine Ziel-RNA oder -DNA angelagert und fiihrt dadurch zum , silencing*. Zwei Mechanismen
haben als Ziel eine RNA (Abb. 1.4 A und B), einer ist DNA-spezifisch (Abb. 1.4 C).

Bei dem siRNA-Mechanismus (1.4 A), der auch als zytoplasmatisches siRNA-, silencing (Ha-
milton & Baulcombe, 1999) beschrieben wurde, wird eine lange doppelstringige RNA durch
einen Dicer in siRNAs gespalten. Diese Reaktion ist ATP-abhingig. AnschlieBend werden
die siRNAs in den ,,RNA-induced silencing complex* (RISC) eingebaut und entwunden. Die
Aufnahme der siRNA durch den RISC benoétigt zwar kein ATP, dafiir aber die Entwindung des
siRNA-Duplex. Einmal entwunden fiihrt der Einzelstrang den RISC zu einer mRNA mit komple-
mentdrer Sequenz. Der siRNA-Einzelstrang lagert sich zusammen mit dem RISC an die mRNA,
woraus eine endonucleolytische Spaltung der Ziel-mRNA resultiert (Dykxhoorn et al., 2003).
Dieser Weg kann in Virus-infizierten Pflanzen wichtig sein, wo die dsRNA ein Replikations-
Intermediat oder ein Sekundarstruktur-Merkmal einzelstringiger Virus-RNA darstellen konnte
(Baulcombe, 2004).

Der zweite RNA-abhingige Mechanismus ist in Abbildung 1.4 B abgebildet und zeigt ,,silencing’
von endogener messenger RNA (mRNA) durch miRNAs. Obwohl der Dicer aufgrund seiner
Fahigkeit gefunden wurde, lange RNAs in kurze RNAs zu prozessieren, zeigte sich, dass er auch
in der Lage ist, Hairpin-Precursor, also miRNA-Vorldufer zu spalten, woraus miRNAs resultieren.
Im Gegensatz zu siRNAs sind miRNAs einzelstringig und werden mit einem miRNA-Protein-
Komplex (miRNP) gebunden (McManus & Sharp, 2002; Zamore, 2002). Anschlie3end erfolgt
eine miRNA-vermittelte Zielerkennung und die miRNA lagert sich nur teilweise komplementéir
an die mRNA an. Dadurch wird die Translation gehemmt (Dykxhoorn et al., 2003).

‘

Doppelstringige RNA induziert und lenkt nicht nur sequenzspezifische RNA-Degradation, son-
dern ebenfalls sequenzspezifische DNA-Methylierung (Dykxhoorn et al., 2003; Jones et al.,
1998; Mette et al., 2000; Wang et al., 2001). Der einzige DNA-abhéngige Mechanismus ist das
in Abbildung 1.4 C gezeigte ,,RNA-silencing in Pflanzen, das mit DNA-Methylierung und Un-
terdriickung der Transkription verbunden ist. Der Dicer schneidet aus einem Hairpin oder einer
dsRNA einen Teil des Doppelstrangs heraus, wodurch eine siRNA resultiert. Die siRNA wird ent-
wunden und wahrscheinlich zusammen mit Methylase in den Kern transportiert. Diese Komplexe



1. Einleitung

A B C

Harpin construct
® Dicer
ADP + P;

SIRNA duplex /jf hpRNA
P Hairpin precursor

| =8
siRNA-protein complex (siRNP) l ® Dicer dsRNA cleavage
S g |
ATP
RISC activation miRNA /‘ m
ADP +P, 1
SRNA

> |
miRNA-protein @
l SIRNA-mediated target recognition complex (MiRNF) \J )
mRNA miRNA-mediated target ;: s ' e l\

m7G/\W\/\(A)U recognitior
mRNA
lmRNA cleavage 000000
-

Abbildung 1.4: Drei ,silencing*“-Mechanismen. Alle drei RNA ,silencing“-Mechanismen fiir ,,silen-
cing“-spezifische Gene beinhalten die Spaltung von doppelstringiger RNA (dsRNA) in kurze, 21-26
Nukleotid lange RNAs. Dies geschieht durch ein Dicer-Enzym, das RNaselll-Doménen besitzt. (A)
siRNA-Mechanismus: Dabei wird aus einer langen doppelstrangigen RNA mit Hilfe des Dicer eine
siRNA ausgeschnitten und diese vom RISC aufgenommen. Die nun einzelstringige siRNA lagert sich
nahezu komplementér an eine mRNA und spaltet diese. (B) miRNA-Mechanismus: Hierbei wird die
einzelstrangige miRNA mit Hilfe des Dicer aus einem Hairpin-Precursor geschnitten und mit dem miRNP
verbunden. Sie ist in der Lage teil-komplementir an die Ziel-mRNA zu binden und hemmt dadurch
die Translation. (C) DNA-Methylierungs-Mechanismus: Der Dicer schneidet aus der Hairpin-RNA eine
dsRNA. Diese siRNA wird entwunden und es entstehen Einzelstringe, die wahrscheinlich zusammen mit
Methylase in den Kern transportiert werden. Diese Komplexe lagern sich an die Ziel-DNA, wodurch das
Gen nicht mehr abgelesen werden kann und die Transkription gechemmt wird. Abbildung A und B wurden
von Dykxhoorn et al. (2003) iibernommen, Abbildung C stammt aus Waterhouse & Helliwell (2003).

lagern sich an die Ziel-DNA an, was eine gesteigerte Methylierung der Cytosin-Reste (in der
Abbildung als rote Kreise dargestellt) zur Folge hat. Durch die Methylierung des Promotors wird
eine Anderung der lokalen Chromatin-Konformation, eine Chromatin-Kompression bewirkt, was
durch Verlust der Transkription in ,,gene silencing™ endet (Waterhouse & Helliwell, 2003). Der
erste Beweis fiir diese Art von ,,silencing” war die Entdeckung in Pflanzen, dass Transgene und
Virus-RNA DNA-Methylierung (Jones et al., 2001; Mette et al., 2000; Wassenegger et al., 1994)
von spezifischen Nukleotidsequenzen steuern. Diese Erkenntnisse wurden durch Beobachtungen
ausgedehnt, dass siRNA-gesteuerte DNA-Methylierung in Pflanzen mit Histon-Modifikation
(Zilberman et al., 2003) verbunden ist und dass in Spalthefe Hetero-Chromatin-Bildungen an
Zentromer-Begrenzungen mit siRNAs assoziiert sind (Volpe et al., 2002). Eine wichtige Rolle des
RNA-, silencing” auf der Chromatin-Ebene ist vermutlich das Genom gegen, durch Transposons
verursachte, Beschiddigungen zu beschiitzen (Baulcombe, 2004).

Es ist wahrscheinlich, dass diese drei ,,RNA-silencing-Wege einen gemeinsamen evolutioniren
Ursprung besitzen, da es Beispiele fiir jeden Typ in Tieren, Pilzen und Pflanzen gibt. Griine
Pflanzen sind allerdings aulergewohnlich dabei. Sie haben die Kapazitit fiir alle drei ,,silencing*-
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Abbildung 1.5: Modell fiir die Biogenese und Wirkung von miRNAs in Pflanzen. Obwohl pflanzliche
miRNAs allem Anschein nach iiber den klassischen miRNA-Weg erzeugt werden (Reinhart et al., 2002),
wird vermutet, dass viele als klassische siRNAs handeln und mit nahezu perfekter Komplementaritit
an ihre Ziel-mRNAs binden, um die mRNA-Spaltung zu spezifizieren. (Abbildung {ibernommen von
Rhoades et al., 2002)

Typen bewahrt, wohingegen andere Organismen einen oder mehrere dieser Wege verloren haben
(Baulcombe, 2004).

1.2.2 miRNAs in Pflanzen

Der iibliche Wirkmechanismus fiir miRNAs ist die Protein-unterstiitzte Hybridisierung iiber
partielle Komplementaritit im 3’-UTR-Bereich von mRNAs, der zu verminderter Translation
fiihrt (Abb. 1.5 - linker Teil). Die Wirkung von siRNAs basiert auf einer nahezu perfekten
Komplementaritét zu einer RNA, was zu Spaltung und Abbau der RNA fiihrt (Abb. 1.5 - rechter
Teil). Obwohl pflanzliche miRNAs auf dem {iblichen, genetisch kodierten Weg generiert werden,
haben viele von ihnen siRNA-Wirkung (Rhoades et al., 2002).

Durch Dicer-Spaltung werden miRNAs von stem-loop-Vorldufer-RNA-Transkripten (pre-
miRNAs) produziert. Die miRNA kann sowohl auf der 5’-, als auch auf der 3’-Seite des
doppelstringigen Stammes angesiedelt sein (Lagos-Quintana et al., 2002; Lau et al., 2001;
Lee & Ambros, 2001; Lee et al., 1993; Pasquinelli et al., 2000). Tierische miRNAs sind nur
teilweise komplementir zu ihren Ziel-mRNAs (Hutvagner & Zamore, 2002; Ruvkun, 2001).
Pflanzliche miRNAs besitzen eine weitaus hohere Komplementaritit zur zelluliren mRNA und
vermitteln die Spaltung der Ziel-RNA {iiber einen RNAi-dhnlichen Mechanismus (Llave et al.,
2002b; Rhoades et al., 2002; Tang et al., 2003).

Ein wichtiger Unterschied ist, dass pflanzliche miRNAs perfekter an die Ziel-RNA gepaart sind
und die RNA-Spaltung im priméren ,,silencing“-Mechanismus mehr als Translations-Hemmung
nutzen (Jones-Rhoades & Bartel, 2004; Llave et al., 2002a; Rhoades er al., 2002). Die tierische
miRNA zielt normalerweise auf die 3’-UTR (untranslatierte Region) der mRNA ab, wihrend
die pflanzlichen miRNAs auf die kodierende Sequenz oder sogar auf die 5’-UTR abzielen
(Baulcombe, 2004; Sunkar & Zhu, 2004).
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1.2.3 ,,small RNA*“-Klassen und ihre Funktion

Die folgende Zusammenstellung wurde aus den Veroffentlichungen von Chapman & Carrington
(2007)!, Tolia & Joshua-Tor (2007)?, Mattick & Makunin (2006)? und Hutvdgner & Simard
(2008)* zusammengestellt.

miRNAs = micro RNAs

miRNAs sind ,,non-coding RNAs* mit einer Linge von 21-26 Nukleotiden. Sie werden
aus einem endogenen Hairpin-RNA Vorldufer, bestehend aus ~70-Nukleotiden bei Tieren
und durchschnittlich 170 Nukleotiden bei Pflanzen, prozessiert. Dies geschieht durch ein
Dicer-Enzym der RNase III-Familie. miRNAs sind evolutionir konservierte Molekiile,
denen wichtige Funktionen in verschiedenen biologischen Mechanismen zugeschrieben
werden *,

siRNAs = small interfering RNAs

siRNAs sind kleine RNAs von ~22 Nukleotiden Linge und werden aus langen, dop-
pelstringigen RNAs wihrend des RNAi prozessiert*. Diese kleinen RNAs neigen dazu,
perfekt komplementir zu ihrer Ziel-mRNA zu sein und resultieren in mRNA-Abbau?.

Sie werden in primére siRNAs und sekundire siRNAs (sec siRNAs) unterschieden. Primére
siRNAs werden aus dsRNA oder riickgefalteter RNA durch Mitglieder der Dicer-Familie
hergestellt. Thre primére Funktion liegt in der komplementiren Bindung zur Ziel-RNA.
Sekundir fiihren sie zur Aktivierung der RARP-abhéngigen sekundiren siRNA-Synthese.
Sekundire siRNAs besitzen in C. elegans eine RARP-Aktivitit bei stillgelegten Lo-
ci. In A. thaliana werden von RdRP-stammende, lange, doppelstringige RNAs oder
zuriickgefaltete RNAs durch Mitglieder der Dicer-Familie prozessiert. Ihre Funktion ist die
post-transkriptionelle Regulation von Transkripten, sowie der Ausbildung und Erhaltung
des Heterochromatin®.

natsiRNAs = natural antisense transcript-derived siRNAs

natsi RNAs sind Dicer-prozessierte doppelstringige RNAs, die sich aus Paaren von sense-
und antisense-Transkripten ergeben. Sie fungieren in der post-transkriptionellen Regulation
von Genen und sind an der Erreger-Abwehr und den Stressantworten in Pflanzen beteiligt.

rasiRNAs = repeat-associated small interfering RNAs

rasiRNAs stammen von hoch repetitiven genomischen Loci. Sie sind am Heterochromatin-
silencing in Hefe und Pflanzen beteiligt, sowie sternformigem ,,silencing in D. mela-
nogaster. Metazoen-rasiRNAs haben Ahnlichkeiten zu piRNAs, weil die Prozessierung
beider Klassen von kleinen RNAs unabhingig von Dicer und Drosha ist*.

tasiRNAs = Trans-acting siRNAs

tasi RNAs sind pflanzenspezifische kleine RNAs, deren Reifung miRNAs einschlief3t.
Ein Argonauten-miRNA-Komplex spaltet das einzelstringige primire Transkript, das
zusitzlich durch RNA-abhingige RNA-Polymerase amplifiziert wird, gefolgt von einer
Dicer-vermittelten Prozessierung der de-novo-dsRNA-Molekiile. Die erzeugten siRNAs
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werden dann in Argonauten-Komplexe eingebunden und regulieren durch die Spaltung
der Ziel-RNA die Genexpression®. Somit sind sie fiir die post-transkriptionelle Regulation
von Transkripten zustindig?.

PiRNAs = PIWl-interacting RNAs

Kleine, ~31-Nukleotid-lange RNAs, die in einer Dicer- und Drosha-unabhingigen Weise
prozessiert werden. Sie schlieBen sich mit Piwi-Proteinen zusammen und spielen eine
Rolle beim Transposon-silencing in Fliegen. In Sdugetieren beschrinken sie sich meist auf
minnliche Keimzellen?.

snRNAs = small nuclear RNAs
snRNAs sind nicht-kodierende RNAs, die am Splicing beteiligt sind?.

snoRNAs = small nucleolar RNAs
snoRNAs sind nicht-kodierende RNAs, die an der Modifikation von rRNAs beteiligt sind?.

,Short interfering*“- bzw. ,silencing“-RNAs (siRNAs) werden durch den Dicer aus langen dop-
pelstringigen RNAs hergestellt, sind selber doppelstringig und haben ein Linge von ~ 21
Nukleotiden. Sie werden in den RISC eingebaut und dort durch die Aktivierung des RISC
entwunden. Die nun einzelstringige siRNA vermittelt die Zielerkennung und fiihrt den RISC zu
einer komplementiren mRNA, an die sich die siRNA nahezu komplementér anlagert. Dadurch
kommt es zur Spaltung der mRNA.

Die microRNAs (miRNAs) haben als Vorldufer eine Hairpin-Struktur (pre-miRNA), die geno-
misch kodiert ist. Aus dieser schneiden die Dicer miRNAs, die im Gegensatz zu den siRNAs
einzelstringig vorliegen. Die miRNA wird an einen RISC-dhnlichen Komplex gebunden, dem
miRNA-Protein-Komplex (miRNP), und vermittelt ihm die Zielerkennung. Die miRNAs lagern
sich nur teilkomplementir an die mRNA an, wodurch es zu einer translationalen Hemmung
und nicht zu einer Spaltung der mRNA kommt (Baulcombe, 2004; Dykxhoorn et al., 2003).
Pflanzliche miRNAs haben allerdings oft signifikante Komplementaritiaten zu mRNAs (Rhoades
et al., 2002), sodass sowohl Hemmung als auch Spaltung auftreten konnen.

Die Genexpression wird von si- und miRNAs auf der posttranskriptionalen Ebene beeinflusst.
In Pflanzen sind verschiedene Dicer-dhnliche (Dicer-like = DCL) Enzyme fiir die Abspaltung
dieser kleinen regulatorischen RNAs von unterschiedlichen Vorldufermolekiilen verantwortlich
(Denti et al., 2004).

1.2.4 P-bodies

,Cytoplasmic processing bodies” (P-bodies) wurden erst durch Immunfarbung mit GW128-
Antikorpern (GW 128 = charakteristisches Protein fiir P-bodies) entdeckt. P-bodies stellen
wahrscheinlich Protein-RNA-Aggregate dar, die RNAs durch Deadenylierung und ,,decapping™
abbauen. Sie bringen auBBerdem Argonauten-gebundene miRNAs und von miRNA adressierte
RNAs unter. Zytoplasmatische Bodies entstehen nicht ohne miRNAs, dennoch hat eine Stérung
der P-bodies keinen Einfluss auf die miRNA-vermittelte Genregulation (Hutvagner & Simard,
2008).
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1.2.5 RLC und RISC

Der ,RNA-induced silencing-complex® (RISC) ist ein RNA-Protein-Komplex, der auf eine
mRNA abzielt, die perfekt- oder teil-komplementir ist, um diese zu spalten oder ihre Translation
zu hemmen. Bei siRNAs kommt es zu einem siRISC, bei miRNAs zu einem miRISC. Beide
konnen in zwei Typen, spaltend und nicht-spaltend, unterteilt werden. Wissenschaftliche Arbeiten
zeigen, dass der Typ des AGO-Proteins, das ein wichtiger RISC-Bestandteil ist, bestimmt, ob ein
RISC spaltend oder nicht-spaltend ist. Die auf einem spaltenden RISC lokalisierte Endonuklease
wird auch Slicer genannt (Tang, 2005).

Die Bildung des RISC muss zuerst durch den sogenannten ,,RISC loading complex* (RLC)
ausgelost werden. Der RLC fixiert einen kleinen RNA-Duplex in exakter Orientierung fiir den
folgenden RISC-Aufbau. Bisher wurden nur siRISC-loading-Komplexe (siRLCs) bei Drosophila
erforscht und noch keine miRISC-loading-Komplexe (miRLCs), da die Biogenese von miRNAs
komplexer ist und noch kein in-vitro-System etabliert wurde (Tang, 2005).

Der RISC wird durch kleine RNAs, die mit einem Argonauten-Protein verbunden sind, aktiviert.
Er ist eine Effektor-Nuklease und benutzt entwundene siRNA als Wegweiser zur Substratselekti-
on. Der RISC reguliert die Genexpression, die durch die Sequenz-Komplementaritit zwischen
der kurzen RNA und der Ziel-mRNA vermittelt wird (Hutvagner & Simard, 2008). Er wurde
urspriinglich aus Drosophila-Extrakt isoliert (Hannon, 2002). In Drosophila und Sidugetieren
bilden siRNAs zusammen mit einem oder mehreren Argonauten-Proteinen den sogenannten
RISC, der die Spaltung der Ziel-RNAs bei Sequenzen mit betrichtlicher Komplementaritiit zur
siRNA vermittelt (Elbashir et al., 2001a,b,c; Hammond et al., 2000, 2001; Hutvagner & Zamore,
2002; Martinez et al., 2002; Nykénen et al., 2001a; Zamore et al., 2000).

Es wurden zwei Klassen von kleinen RNA-Molekiilen, siRNAs und miRNAs, als sequenzspezifi-
sche posttranskriptionelle Regulatoren der Genexpression identifiziert. Sie werden in verwandte
RISCs, siRISC und miRISC, eingebaut. Sie scheinen funktionell austauschbar zu sein und,
abhingig vom Bereich der Sequenz-Komplementaritit zwischen der kleinen RNA und ihrer
Ziel-RNA, spezifische mRNAs zu spalten oder deren Translation zu hemmen. Beide RISCs sind
selbststandige Komplexe, die die mRNA-Stabilitit und -Translation regulieren. Dieser Zusam-
menbau der RISCs kann von der Biogenese der kleinen RNA-Molekiile und die Verstirkung
dieser RNAs durch den RLC, zum Ubergang vom RLC in den aktiven RISC verfolgt werden.
Die Ziel-Erkennung durch den RISC kann auf sich gegenseitig beeinflussende Weisen stattfinden
(Tang, 2005).

1.2.6 Dicer, Drosha und Pasha

Der Dicer ist eine Ribonuklease der RNase III-Familie. Dieses Enzym spaltet ,,precursor miRNAs*
(pre-miRNA) und doppelstringige RNA-Molekiile in 21-26 Nukleotid-lange, doppelstriangige
RNAs mit einem 2-Nukleotid-3’-Uberhang (Dykxhoorn et al., 2003; Hutvagner & Simard,
2008).

Neben dem Dicer gibt es einen weiteren Vertreter, der RNAs mit markanten Doppelstrang-
Merkmalen prozessiert: Drosha ist ein RNase III-Enzym, das an der Reifung (Processing) von
neu transkribierten primdr-miRNAs (pri-miRNAs) im Nukleolus beteiligt ist (Hutvagner &
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Simard, 2008). Von Zeng & Cullen (2005) wurde gezeigt, dass keine freien RNA-Enden fiir die
Spaltung durch Drosha erforderlich sind. Drosha spaltet zirkuldre RNA effizient und erzeugt
pre-miRNAs, sowie einfache, erwartete Nebenprodukte. Folglich sind fiir Drosha keine freien
Enden zur Herstellung von pri-miRNA-Hairpins in-vitro erforderlich. Auerdem bestimmt die
Drosha-Spaltung die 5’- und 3’-Enden des Dicer-Substrats (pre-miRNA) (Hutvdgner & Simard,
2008).

Drosha wiederum bildet mit einem Partner-Protein einen Komplex, der die Spaltung von lan-
gen pri-miRNA-Transkripten katalysiert. Der Partner von Drosha heil3t Pasha und besitzt eine
Bindedomine fiir doppelstringige RNAs. Drosha und Pasha sind die Schliisselbestandteile vom
Microprozessor und sind in C. elegans, Drosophila und Menschen, aber nicht in Pflanzen ent-
halten, was nahe legt, dass die miRNA-Biogenese in verschiedenen Typen von Organismen
abweicht.

Pri-miRNAs sind genomisch kodiert und werden von der Polymerase II transkribiert. Sie konnen
mehrfach hintereinander auftreten und mehrere 100 bis mehrere 1000 Nukleotide lang sein.
Durch die Spaltung werden ~70 Nukleotid lange Hairpin-RNAs bei Tieren produziert, die als
pre-miRNAs bezeichnet werden (Denli ef al., 2004; Gregory et al., 2004; Han et al., 2004;
Lee et al., 2003). In pflanzlichen Zellen variiert ihre Lange zwischen 70 und 690 Nukleotiden,
wobei die durchschnittliche Léinge bei 170 Nukleotiden liegt. Durch den Dicer werden die pre-
miRNAs weiter in ~21-Nt lange miRNAs gespalten, die die post-transkriptionelle Genexpression
regulieren (Bartel, 2004; Zeng & Cullen, 2005).

In der Pflanze (gezeigt an Arabidopsis) scheinen drei Faktoren eine Rolle in der Biogenese von
miRNAs zu spielen (Park et al., 2002; Tang, 2005; Vazquez et al., 2004).

DCL1 =, Dicer-like protein 1“; dieses Enzym produziert miRNAs, die auf Regulation endogener
mRNAs abzielen. Es ist moglich, dass es mit HYL1 und HENI interagiert, um den
pflanzlichen miRNA-Weg auszulGsen.

HENI1 = ein neues, nicht charakterisiertes Protein, das im Zusammenhang mit der Biogenese
der pflanzlichen miRNAs steht.

HYL1 =, hyponastic leaves 1°“; Kern-dsRNA-Bindungsprotein, das im Zusammenhang mit der
Biogenese der pflanzlichen miRNAs steht.

In diversen Veroffentlichungen wurde schon friither vermutet, dass diese drei Faktoren interagie-
ren, um den pflanzlichen miRNA-Weg auszuldsen. Ein Knock-out der Gene, die diese Proteine
kodieren, fiihrte z. B. zu einer Reduzierung der reifen miRNAs in Arabidopsis und einer An-
sammlung ihrer korrespondierenden Ziel-mRNAs (Park et al., 2002; Reinhart et al., 2002; Tang,
2005; Vazquez et al., 2004).

Die Prozessierung von miRNAs ist noch nicht in allen Einzelheiten verstanden, aber die Spaltung
der pri-mRNAs zu den reifen miRNAs scheint im Zellkern durch DCL1 und HYL1 ausgefiihrt
zu werden. 2007 zeigten Song et al. in Arabidopsis, dass die primdren miRNA-Transkripte von
DCLI1 und HYL1 prozessiert werden. DCL1 besitzt eine RNase I1I-Doméne, kann die doppel-
strangigen RNAs erkennen und schneidet die pre-miRNA aus dem pri-miRNA-Transkript heraus.
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Die dabei entstehende pre-miRNA besitzt eine ,,stem-loop*-Struktur und einen 2-Nukleotid-
3’-Uberhang. HYL1, das zwei RNA-Bindedominen besitzt, ist ebenfalls an diesem Vorgang
beteiligt. Es erkennt ebenfalls spezifisch doppelstringige RNAs und bindet sie. Bei der darauf
folgenden Prozessierung der pre-miRNA zur reifen miRNA sind wiederum DCL1 und HYL1
beteiligt. Dabei wird ein miRNA-Duplex ausgeschnitten, der aus der reifen miRNA und ihrem
komplementdrem Strang (miRNA/miRNA*) besteht. Durch die Methylase HEN1 wird in Pflan-
zen eine Methyl-Gruppe an der Ribose des 3’-terminalen Nukleotids der miRNAs synthetisiert.
Diese 2’-O-Methylierung des 3’-Endes schiitzt vor Degradation durch Exonukleasen (Song et al.,
2007; Yang et al., 2006; Yu et al., 2005).

1.2.7 Argonauten

Um ihre biologische Funktion zu erfiillen, brauchen kleine RNAs eine eigene Klasse von
Proteinen: die Argonauten. Dies ist eine, erst in den letzten Jahren entdeckte, Proteinfamilie,
die in das ,,RNA-silencing” verwickelt ist (Hutvagner & Simard, 2008). Argonauten sind ein
wichtiger Bestandteil aller RNAi-Effektor-Komplexe (Tolia & Joshua-Tor, 2007) und sind
aus vier einzelnen Doménen zusammengesetzt: der N-terminalen-, PAZ-, Mid- und PIWI-
Domine (Hutvigner & Simard, 2008). Mit ihrer funktionellen Doméne kénnen Argonauten-
Proteine kleine nicht-codierende RNAs binden und die Proteinsynthese kontrollieren, Wirkung
auf die mRNA-Stabilitit haben und sogar an der Herstellung einer neuen Klasse von kleinen
RNAs, den ,,Piwi-interacting RNAs*, mitwirken. Urspriinglich wurden Argonauten-Proteine
als wichtig fiir die Pflanzen-Entwicklung (Bohmert et al., 1998; Moussian et al., 1998), sowie
die Stammzell-Teilung der Keimbahn in Drosophila melanogaster (Lin & Spradling, 1997)
beschrieben (Hutvigner & Simard, 2008).

Argonauten-Proteine werden in drei Klassen unterteilt (Hutvagner & Simard, 2008):
* Argonaute-like proteins*, die AGOI1 in Arabidopsis thaliana entsprechen

 Piwi-like proteins*; sind nahe verwandt mit PIWI (P-element induced wimpy testis) aus
Drosophila melanogaster

e group 3 Argonaute; kiirzlich gefundene Caenorhabditis elegans-spezifische Gruppe
(Yigit et al., 2006)

Argonaute-like und PIWI-like Proteine sind in Bakterien, Archaeen und Eukaryoten vorhanden,
was bedeutet, dass beide Proteingruppen einen alten Ursprung haben (Cerutti & Casas-Mollano,
2006). Die Anzahl der Argonautengene, die in unterschiedlichen Spezien vorkommen, variiert.
Es gibt 8 Argonauten-Gene im Menschen (4x Argonaute-like, 4x Piwi-like), 5 im Drosophila
melanogaster-Genom (2x Argonaute-like, 3x Piwi-like), 10 Argonaute-like in Arabidopsis tha-
liana, nur 1 Argonaute-like in Schizosaccharomyces pombe und mindestens 26 Argonauten-Gene
in C. elegans (5x Argonaute-like, 3x Piwi-like und 18x group 3 Argonautes). Pflanzen kodie-
ren z. B. nur die Argonauten-dhnlichen, paralogen Gene, andere dafiir nur die Piwi-dhnlichen
Argonauten (Hutvdgner & Simard, 2008).

Nicht alle bekannten Genregulationen, die durch kurze RNAs vermittelt werden, brauchen die
katalytische Aktivitdt von Argonauten-Proteinen. Im Unterschied zu pflanzlichen miRNAs bein-
halten die meisten miRNA-vermittelten Gen-Repressionen in Tieren keine sequenzspezifische
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Spaltung (genannt ,slicing“-Aktivitit), selbst wenn die miRNAs in Argonauten eingebunden
sind, die eine katalytische Aktivitit enthalten (slicing-kompetente Argonauten). miRNAs sind
nur begrenzt komplementir zu ihren Ziel-RNAs, was ungeniigend fiir eine sequenzspezifische
Spaltung ist. Argonauten-Proteine sind in verschiedene Schritte der Reifung von kleinen RNAs,
sowie der durch kleine RNAs vermittelten Gen-Repression, die wahrscheinlich Interaktionen mit
diversen Protein-Komplexen erfordern, beteiligt. Es ist bekannt, dass Argonauten direkt an andere
Proteine binden konnen. Sowohl die Dicer-, als auch die Argonauten-Proteine nehmen an der
Auswahl des aktiven Strangs der si- und miRNAs teil. Die Prozessierung und das Beladen von re-
gulatorischen kleinen RNAs auf verschiedene Argonauten-Proteine unterscheidet sich zwischen
den Spezies. Bei der Pflanze A. thaliana sind z. B. verschiedene Dicer und Argonauten-Proteine
fiir die Prozessierung und Bindung einzelner kleiner RNA-Spezies wie miRNAs, tasiRNAs und
rasiRNAs, verantwortlich (Hutvagner & Simard, 2008).

1.2.7.1 Die PAZ-Domine

Die PAZ-Domine ist eine konservierte Nukleinsdure-Bindestruktur, die in den Gruppen der Dicer-
und Argonauten-Protein-Familien gefunden wurde. Beide Familien spielen eine Schliisselrolle
im RNAi-Mechanismus. Die PAZ-Domiine besteht aus zwei Untereinheiten, eine davon zeigt
eine OB-idhnliche Faltung (Oligonukleotid/Oligosaccharid-Bindung), was zeigt, dass das PAZ-
Motiv einzelstringige Nukleinsduren binden konnte (Lingel et al., 2003; Song et al., 2003;
Yan et al., 2003). Kristallographische Studien kombiniert mit biochemischen Betrachtungen
zeigten, dass die PAZ-Domine, mit geringer Affinitit in einer Sequenz-unabhingigen Weise,
an einzelstrangige RNA bindet. Bemerkenswert ist, dass die PAZ-Doméne das 3’-Ende von
ssRNAs erkennen kann. Sowohl miRNAs als auch verschiedene siRNAs werden durch die
folgende Wirkung von RNase III-Enzymen (Drosha und Dicer bei Tieren, nur Dicer in Hefe und
Pflanzen) in den richtigen Zustand gebracht, die in charakteristischer Weise einen 2-Nukleotid-
3’-Uberhang an den fertigen Produkten hinterlisst. Durch Bindung an diesen charakteristischen
2-Nukleotid-3’-Uberhang kann die PAZ-Domine am Anfang diese kleinen regulatorischen RNAs
von degradierten RNAs unterscheiden, die nicht von verwandten Wegen stammen (Hutvagner &
Simard, 2008).

1.2.7.2 Die PIWI-Domiine

Die PIWI-Domane ist eine konservierte Struktur, die bei Mitgliedern der Argonauten-Protein-
Familie gefunden wurde. Sie ist strukturell Zhnlich zu Ribonuklease H-Dominen und hat zumin-
dest in einigen Féllen eine Endoribonuklease-Aktivitit. IThre Spaltungsprodukte enthalten ein
3’-OH und ein 5’-Phosphat, was charakteristische Merkmale fiir RNase H-dhnliche Prozessie-
rungen sind (Hutvagner & Simard, 2008).

Strukturstudien, in denen Argonauten-Proteine in der Gegenwart von einzelstringiger RNA,
sowie siRNA-dhnlichen Molekiilen kristallisiert wurden (Ma et al., 2005; Parker et al., 2005;
Yuan et al., 2005), bestitigen frithere Arbeiten, die zeigen, dass das 5’-Phosphat der siRNA
oder einer miRNA ein Schliisselelement ihrer Funktionalitit ist (Nykénen et al., 2001b). Das
5’-Phosphat ist durch ein zweiwertiges Kation an der Schnittstelle zwischen PIWI und der
sogenannten Mid-Doméne verankert (Ma et al., 2005; Parker et al., 2005). Die Strukturstudien
zeigen, dass das erste Nukleotid des leitenden Strangs der kurzen RNA von der Ziel-RNA
getrennt ist. Dies stimmt mit Berichten iiberein, die besagen, dass das duBerste 5’-Nukleotid
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der si- und miRNAs nicht notwendigerweise an der Erkennung der Substrate beteiligt sein
muss (Doench & Sharp, 2004; Haley & Zamore, 2004; Lewis et al., 2003). AuBlerdem erkldren
diese Strukturanalysen zusammen mit vorangegangenen biochemischen Studien, warum die
durch kleine RNAs vermittelte Spaltung von Ziel-RNA sich immer an einem bestimmten Ort
ereignet. Das katalytische Motiv der Ribonuklease ist vor dem leicht spaltbaren Phosphat auf
der Ziel-RNA positioniert, zwischen dem elften und zwolften Nukleotid des ,,guiding*-Strangs;
gezidhlt von dem verankerten 5’-Ende (Elbashir ef al., 2001b; Haley & Zamore, 2004). Studien
mit rekombinanten Proteinen zeigen, dass auch ein minimaler RISC eine spaltfiahige Argonauten-
oder PIWI-Domine mit gebundener kleiner RNA besitzt (Miyoshi et al., 2005; Rivas et al.,
2005).

Die Endonuklease-Aktivitit von Argonauten-dhnlichen und Piwi-dhnlichen Proteinen in Hefen,
Pilzen, Pflanzen, Fliegen und Sédugetieren sind wesentlich fiir die Funktion des RISC (Irvine
et al., 2006). Argonauten-dhnliche Proteine wirken bei der siRNA-Reifung, durch die Entfernung
des nicht-aktiven siRNA-Stranges (Leuschner ef al., 2006; Matranga et al., 2005; Miyoshi et al.,
2005), und Initiierung der sequenzspezifischen Spaltung der Ziel-RNAs (Hutvagner & Zamore,
2002) mit. Die Gegenwart eines intakten katalytischen Zentrums der PIWI-Doméne erklért nur
teilweise die Spaltungsaktivitiit von Argonauten-Proteinen (Liu ef al., 2004; Meister et al., 2004).

1.3. RNA-silencing und Viroide

,Post-transcriptional gene silencing™ (PTGS) ist eine konservierte biologische Antwort auf dop-
pelstringige RNA, die auch die Expression von Protein-kodierenden Genen reguliert (Hannon,
2002). Es resultiert in der Sequenz-spezifischen Verminderung von einzelstringigen RNAs
(Papaefthimiou et al., 2001). In Viroid-infizierten Pflanzen fanden Tsagris und Tabler (Papaefthi-
miou et al., 2001) kurze, akkumulierende RNAs mit Viroid-Sequenz beider Polarititen (Itaya
et al., 2001; Markarian et al., 2004).

Papaefthimiou et al. untersuchten Fraktionen von PSTVd-infizierten Tomatenpflanzen mit einem
niedrigen Molekulargewicht. Diese enthielten einen Bestand von kleinen PSTVd-spezifischen
RNAs beider Polaritdten. Der Hauptbestandteil waren RNAs von 22 und 23 Nukleotiden Lénge,
die verschiedene Bereiche des Viroidgenoms darstellten. Das Vorhandensein solch verschiedener
RNA-Spezies weist darauf hin, dass die RNAs, die im Kern repliziert werden, das PTGS bewirken.
Die kurzen RNAs waren 30 Tage nach der Infektion in der hochsten Konzentration vorhanden.
Zu spiteren Zeitpunkten nahm der Viroidtiter wieder ab. Die kurzen RNAs waren in Pflanzen mit
milden, schweren und letalen PSTVd-Stammen vorhanden. Es war keine sichtbare Abhiingigkeit
zwischen der Menge an kleinen PSTVd-spezifischen RNAs und dem Grad der Virulenz der
Viroid-Stimme erkennbar (Papaefthimiou et al., 2001).

Die Fihigkeit von mehreren Viroiden PTGS zu bewirken, wurde schon frither gezeigt. Die
Struktur wird durch Dicer-Enzym(e) erkannt, die verantwortlich fiir die Einleitung dieses Me-
chanismus sind. Landry & Perreault haben 2005 gezeigt, dass der Hairpin, der bekannterweise in
die Replikation des PLMVd verwickelt ist, die Fihigkeit besitzt, das Dicer-Enzym auszuldsen.
Diese Domine, die aus einer Folge von mehreren kleinen Helices zusammengesetzt ist, wird
durch symmetrische Bulge-Loops getrennt und erinnert an die Vorldufer micro-RNAs (Landry &
Perreault, 2005).
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Abbildung 1.6: Komplementarititen von kurzen PSTVd-Segmenten zum Arabidopsis-Genom. Die
jeweils 359-Nt lange Sequenz der zwei PSTVd-Varianten KF5 und RG1 wurden in 359 Fragmente
von 23-Nukleotiden Linge geteilt. Diese Fragmente wurden im Genom von A. thaliana gesucht. Als
Treffer wurden komplementire Fragmente mit einer Fehlpaarung, einer Insertion und /oder einer Deletion
zugelassen. Fiir KF5 wurden 108, fiir RG1 206 Treffer gefunden. Es muss beachtet werden, dass die
Y-Achsen unterschiedlich skaliert sind. Die Treffer liegen zum i{iberwiegenden Teil am 3’-Ende der oberen
TL-Region bis in die obere VM-Region (Nukleotid 35-71), sowie in der unteren VM-Region (Nukleotid
285-318). Im Arabidopsis-Genom liegen etwa die Hilfte der Treffer in Protein-codierenden Bereichen.
TL: Linke Terminale Region; P: Virulenzmodulierende (VM) Region; C: Zentrale Konservierte Region
(CCR), V: Variable Region (VR) und TR: Rechte Terminale Region. Abbildungen aus Schmitz & Steger
(2007)

1.4. High-Throughput-Sequencing

1.4.1 in-silico-Vorarbeiten

Die in-silico-Ermittlung potentieller mRNA-Targets fiir miRNAs in Pflanzen ist moglich, da die
bisher bekannten miRNAs eine hohe Komplementaritit zu ihrem Target aufweisen (Rhoades
et al., 2002). Durch bioinformatische Untersuchungen konnten mogliche siRNAs mit PSTVd-
Sequenz in Arabidopsis gefunden werden (siehe Abbildung 1.6). Es wurde mit Sequenzen von
zwei PSTVd-Stammen, KF5 (A) und RG1 (B), gesucht. Die 359-Nukleotid langen, zirkulédren
Sequenzen wurden in 359 23-Nt-RNAs gespalten und die Fragmente im Arabidopsis-Genom
gesucht. Die PSTVd-Variante KF5 unterscheidet sich priméar durch drei Nukleotidaustausche
in der oberen und unteren VM-Region. Dieser Unterschied fiihrt zu einer Treffer-Verdopplung
fir RG1, 206 Treffer, gegeniiber KF5, 108 Treffer. Als Treffer wurden alle komplementidren
Fragmente mit hochstens einer Fehlpaarung, einer Insertion und /oder einer Deletion zugelassen.

1.4.2 Sequenziermethoden-Ubersicht

1.4.2.1 Sanger-Methode

Die Sanger-Methode ist die klassische Methode, um die Sequenz einer DNA zu bestimmen und
wurde Ende der 70er Jahre von Sanger entwickelt (Nobel Prize - Chemistry - 1980). Diese Me-
thode wird auch Kettenabbruch- oder Didesoxy-Verfahren genannt, da sie auf Kettenabbriichen
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mit Didesoxynukleotiden basiert. Die Sanger-Methode verfolgt das Prinzip Sequenzierung durch
enzymatisch katalysierte Synthese. Zuerst wird ausgehend von einer bekannten Sequenz mit
Hilfe eines Primers ein komplementidrer DNA-Strang synthetisiert. Dieser wird in der Regel mit
radioaktiv markierten Nukleotiden versehen, damit die Reaktionsprodukte nachweisbar sind.
Diese Reaktion wird parallel in vier Ansitzen gestartet, die sich nur in der Zusammensetzung der
Nukleotidgemische unterscheiden. Alle beinhalten eine Mischung der vier 2’-Desoxynukleotide
A, C, G und T und nur jeweils ein synthetisches 2°-3’-Didesoxynukleotid, den sogenannten Termi-
nator. Wihrend der Strangsynthese kann es nun entweder zum Einbau eines 2’-Desoxynukleotids
kommen, wodurch die Synthese immer weiter fortgesetzt werden kann, oder zum Einbau eines
Terminators, wodurch die Verlingerung des Strangs nicht mehr moglich ist. Da in jedem Reakti-
onsgefidl nur ein Terminatortyp enthalten ist, entstehen in jedem Gefifl nur Produkte, die auf
einen bestimmten Basentyp enden. Nach Ablauf der Reaktion werden die vier Proben parallel
elektrophoretisch nach Grofe aufgetrennt. Legt man die dabei entstehenden Bandenmuster
tibereinander entsteht eine Leiter, anhand der man die Sequenz von unten nach oben Base fiir
Base ablesen kann (Sanger et al., 1977).

1.4.2.2 Pyrosequencing™-Technologie / 454-Sequenzierung

Die 454-Sequenzierung beruht auf der Methode der Pyrosequenzierung und ist eine Echtzeit-
Sequenzierung durch Synthese. Die 454-Technik basiert auf klonalen Amplifikationen von
Einzelmolekiilen auf Beads (runde Mikropartikel). Dabei werden an einzelstrangige DNAs ein
5’- und ein 3’-Adapter ligiert und mit Hilfe eines dieser Adapter die DNA an ein Bead gebunden.
Idealerweise soll auf jedem Bead nur eine DNA befestigt sein. Nun folgt eine sogenannte
Emulsions-PCR (emPCR), bei der jedes Bead in einem Tropfen der Emulsion mit seiner DNA
eingeschlossen sein soll und dort die PCR stattfindet. Dadurch soll gewéhrleistet werden, dass
nur eine Art von DNA pro Bead in mehrfacher Ausfiihrung vorhanden ist. AnschlieBend werden
die Beads auf eine Picotiter-Platte mit 1,4 Millionen Wells gegeben, wobei jedes Bead in ein
eigenes Well eingeordnet wird. In diesem Well findet nun die Pyrosequenzierung statt. Durch die
Aufteilung in die Wells soll es moglich sein, enorme Mengen an Signalen parallel aufzunehmen.

Bei der Pyrosequenzierung wird ein Primer an das einzelstrangige, PCR-amplifizierte DNA-
Template hybridisiert und mit den Enzymen DNA-Polymerase, ATP-Sulfurylase, Luciferase und
Apyrase, sowie den Substraten APS (Adenosin-5’-Phosphosulfat) und Luciferin inkubiert. Bei
dieser Methode werden die vier Nukleotide immer in Rotation nacheinander zugegeben, bis es
keine Signale mehr gibt und das Template vollstindig sequenziert wurde.

Das erste ANTP (desoxy-ribonukleotid-Triphosphat; im Falle von dATP wird dATPasS zugegeben,
welches kein Substrat fiir die Luciferase darstellt) wird der Reaktion zugeftigt, woraufhin die
Polymerase den Einbau des dNTP in den DNA-Strang katalysiert, sofern das ANTP komplementir
zum Template-Strang ist. Jeder Einbau eines dNTP ist verbunden mit der Freisetzung von
Pyrophosphat (PP1i) in dquimolarer Menge zur Anzahl an eingebauten Nukleotiden. Die ATP-
Sulfurylase wandelt in Gegenwart von APS, ebenfalls quantitativ, das PPi in ATP um. Das
ATP treibt die Luciferase-vermittelte Umwandlung von Luciferin in Oxyluciferin an, welches
sichtbares Licht erzeugt. Die Lichtmenge ist wiederum proportional zur Menge des ATP. Das
entstehende Licht wird von einer CCD-Kamera aufgenommen und als Peak sichtbar gemacht.
Die Hohe dieser Peaks ist proportional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide. Wihrend der
gesamten Reaktion baut das Nukleotid-degradierende Enzym Apyrase ATP und nicht eingebaute
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Abbildung 1.7: Prinzip der Pyrosequencing™-Technologie. In dieser Abbildung ist gezeigt, wie eine
Pyrosequenzierung ablduft. Diese Abbildung stammt von der Firma Biotage. Weitere Erlduterung siehe
1.4.2.2.

Nukleotide ab. Dadurch wird das Lichtsignal entfernt und die Reaktionslosung fiir den néchsten
Schritt mit neuem Nukleotid regeneriert (Quelle: Firma Biotage'). Zur anschaulichen Erklirung
siche Abbildung 1.7 oder den Film ,Principle of Pyrosequencing Technology*? der Firma

Biotage).

Momentan wird das Gerdt Genome Sequencer (GS) FLX von der Firma Roche vertrieben. Mit
dieser Methode kann eine Leseldnge von bis zu 250 Basen erreicht werden. Da die Amplifikation
der DNA in Losung (emPCR) stattfindet, kann keine Quantifizierung stattfinden und es entsteht
eine hohere Fehlerrate. Bei Sequenzen, bei denen mehrere identische Nukleotide aufeinander
folgen, kommt es auBBerdem zu einer sogenannten Homopolymer-Problematik. Folgen mehr
als 5 oder 6 gleiche Basen aufeinander, kann das Lichtsignal nicht mehr eindeutig gelesen
werden. Aulerdem ist es ein Problem, dass Signale aus direkt nebeneinander liegenden Wells
sich iiberlagern konnen (Angaben der Firma GATC).

1.4.2.3 Solexa-Technologie

Der Illumina Genome Analyzer™ ist fiir die Solexa-Technologie entwickelt worden. Hierbei
handelt es sich um eine Sequenzierung durch Basenanlagerung. Die Leseweite beschrinkt sich
auf maximal 35 Basenpaare, was diese Methode insbesondere fiir ,,silencing“-RNAs interessant
macht. Dieses Gerit arbeitet mit einer 8-Kanal-FlieBzelle, deren Kanile getrennt beladen und
parallel analysiert werden konnen. Hierbei ist es moglich quantitative Aussagen zu treffen, da
zwar ein Amplifikationsschritt in der Methode enthalten ist, dieser aber innerhalb der FlieBzelle
geschieht, wo die DNA-Stringe auf der Oberfliche befestigt sind. Zur ausfiihrlichen Erklirung
der Methoden siehe Abschnitt 3.4.2 und Abbildung 3.11 (Angaben der Firma GATC).

! http://www.pyrosequencing.com/
2 http://www.pyrosequencing.com/DynPage.aspx?id=7454&mn1=1366&mn2=1367
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Abbildung 1.8: Prinzip der ABI SOLiD-Methode. Bei dieser Methode handelt es sich um eine Se-
quenzierung durch Ligation. (A) Jede einzelne Base wird durch ,,primer-reset doppelt abgefragt. Zu
beachten ist, dass die vierte und neunte Base in den Runden 1 und 2 beide abgefragt wurden (blaue
Rechtecke). (B) Prinzip der 2-Basen-Kodierung; Schema im oberen Teil der Abbildung. Zuféllige und
systematische Fehler werden leicht erkannt und durch das Programm herausgefiltert, wodurch man eine
hohere Genauigkeit erhilt. Weitere Erlauterung siehe 1.4.2.4. Abbildungen nach dem ,,Application Fact
Sheet SOLiD™ System™ der Firma Applied Biosystems.
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1.4.2.4 ABI SOLiD™ System

Bei dieser neuesten Generation von Sequenzmethode handelt es sich um eine sogenannte Echtzeit-
Sequenzierung durch Ligation, die ebenfalls eine Leseweite bis maximal 35 Basenpaare hat.
Diese Methode zeigt durch ihre Ligations-basierte Chemie eine drastisch reduzierte Fehlerrate
im Vergleich zu Synthese-Ansitzen, da sie eine 2-Basen-Kodierung verwendet.

Der Anfang ist identisch mit der Vorbereitung zur Pyrosequenzierung (siehe 1.4.2.2). Nach Liga-
tion der Adapter an die Enden der DNA werden diese an Beads hybridisiert, worauf eine klonale
Amplifikation iiber emPCR erfolgt. Uber die 5’-Modifikation des DNA-Stranges werden die
Beads auf der Glasoberfliache einer FlieBzelle kovalent gebunden. Ab diesem Punkt unterscheidet
sich die Methode von den anderen.

Der Unterschied zu den anderen Methoden ist die 2-Basen-Sonde. Diese hat eine Linge von acht
Basen, wobei nur die Positionen 4 und 5 bekannt sind, sowie einen Fluoreszenz-Farbstoff am
5’-Ende. Die Sonden sind mit vier Farbstoffen fluoreszenzmarkiert, wobei jeder der Farbstoffe
fiir 4 der 16 moglichen Di-Nukleotid-Sequenzen an Position 4 und 5 kodiert (siehe Abb. 1.8 B).
Im ersten Schritt wird nach Anlagerung des Primers ein Sondengemisch zum Template gegeben.
Die komplementére Sonde wird an die Template-Sequenz hybridisiert und an den Primer ligiert.
Nachdem die Fluoreszenz gemessen wurde, wird der Farbstoff inklusive der 3 terminalen Nukleo-
tide abgespalten. An der Sonde verbleibt eine freie 5’-Phosphatgruppe hinter dem Di-Nukleotid
und ist somit fiir weitere Reaktionen verfiigbar. Dieser Prozess wird sieben mal wiederholt und
liefert eine Leseldnge von 35 Basenpaaren. Beim anschlieenden ,,primer-reset wird der synthe-
tische Strang entfernt und ein neuer Primer, der um eine Base kiirzer ist, angelagert, wodurch
sich der gelesene Bereich um ein Nukleotid in Richtung des 5’-Endes des Templatestranges
verschiebt. Die Ligationszyklen werden wie vorher beschrieben durchgefiihrt. Das ,,primer-reset”,
wird fiinf mal wiederholt, wodurch jede Base zweifach vermessen wird. Durch die verschiedenen
Zyklen steigt die Sequenzier-Genauigkeit (siche Abb. 1.8 A).
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Zum Schluss wird immer das erste Di-Nukleotid mit dem zweiten Di-Nukleotid des nédchsten
,primer-reset* abgeglichen. Bei Ubereinstimmung ist es eine korrekt gelesene Base, bei zwei
Farbaustauschen liegt ein Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (,,single nucleotide polymorphism’
= SNP) vor. Bei einem Farbaustausch einer Base oder einem falschen Farbaustausch liegt ein
Fehler vor (siche Abb. 1.8 B).

3

1.5. Ziel dieser Arbeit

Viroide sind nur in bestimmten Pflanzen kultivierbar. PSTVd wird in Solanaceen repliziert, ruft
aber nur bei einigen Pflanzen, u. a. der Tomaten-Varietidt Rutgers, sichtbare Symptome hervor.
Kleinste Sequenzveridnderungen in der virulenzmodulierenden Region (VM-Region) fiihren
zu drastischen Anderungen in der Pathogenitiit des Viroids. Die 1998 von Schmitz & Riesner
gezeigte Hypothese (1996b aufgestellt von Owens et al.), dass die steigende Pathogenitit eine
Viroids mit der Kriimmungsstirke der VM-Region seiner stabchenformigen Sekundérstruktur
in Verbindung steht, wurde 2003 von Schmitz selbst widerlegt. Durch die Entdeckung von
kurzen RNAs mit Viroid-Sequenz in Viroid-infizierten Pflanzenproben durch PAA-Gel-Analysen
und in-silico-Sequenzvergleichen der VM-Region mit komplementiren mRNAs in Arabidopsis
wurde eine neue Hypothese aufgestellt: PSTVd-spezifische RNAs konnten als ,,silencing”“-RNAs
wirken. Das neue Pathogenitidtsmodell stellte die Hypothese auf, dass das Viroid miRNAs bzw.
siRNAs produziert und diese tiber PTGS in die Genregulation der Pflanze eingreifen. Dies warf
viele Fragen auf:

1. Welche Sequenz haben die kurzen RNAs?

2. Aus welchem Bereich des PSTVd kommen die kurzen RNASs; stammen sie wirklich nur
aus der VM-Region?

3. Welche der kurzen RNAs sind wichtige Bestandteile bei der Pathogenitét?
4. Lisst sich mit den kurzen RNAs die unterschiedliche Ausprigung der Symptome erklidren?

5. Gibt es kurze RNAs in gesunden Pflanzen, die in infizierten Pflanzen nicht vorkommen
oder umgekehrt?

6. Was gibt es fiir Faktoren in der Pflanze, die zum ,,silencing” bendtigt werden?

7. Unterscheiden sich die kurzen RNAs der verschiedenen Viroid-Stimme?

Bei den Fragen 1 und 2 geht es um das Problem des Ursprungs der kleinen PSTVd-spezifischen
RNAs: Werden sie iiber einen siRNA-Weg aus doppelstriangiger PSTVd-RNA erzeugt, sollten alle
moglichen RNA-Sequenzen aus allen Bereichen des PSTVd auftreten; werden die kleinen RNAs
tiber einen miRNA-Weg erzeugt, sollten nur wenige Sequenz-Positionen dafiir in Frage kommen.
Die Fragen 2—4 drehen sich um den Zusammenhang zwischen kleinen PSTVd-spezifischen
RNAs und der PSTVd-Pathogenitit, der nur existieren sollte, wenn die kleinen RNAs aus der
VM-Region stammen, da sich die einzelnen Viroid-Stdmme in diesem Bereich unterscheiden.
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1. Einleitung

Die Fragen 6 und 7 zielen dagegen mehr auf einen indirekten Zusammenhang, falls die kurzen
RNAs nicht aus der VM-Region stammen sollten.

Schon 2001 fanden Tsagris und Tabler kurze, akkumulierende RNAs beider Polarititen in
Viroid-infizierten Pflanzen (Papaefthimiou et al., 2001). Zuerst sollte mit Hilfe von Northernblot-
Analysen getestet werden, ob der Herkunftsbereich der kurzen RNAs mit Viroid-Sequenz
moglicherweise eingegrenzt werden kann, indem man Viertel des Viroids als Sonde einsetzte.
Anschlielend sollte eine Aufreinigungsmethode gefunden werden, um alle kurzen RNAs von
der Gesamt-RNA der Pflanze zu trennen. Im Anschluss sollten ebenfalls die kurzen RNAs mit
Viroid-Sequenz von den kurzen RNAs der Pflanze mittels Dynabead-Aufreinigung getrennt
werden. 2007 erschien zwischenzeitlich eine Veroffentlichung von Itaya und Ding, in welcher
sie unter anderem kurze RNAs aus zwei Viroid-Varianten zeigten, die isoliert und kloniert
wurden. Thre Ergebnisse stammten von ca. 500 Klonen und zeigten primér (+)-Stringe in der
linken terminalen, variablen und rechten terminalen Region, allerdings keine in der erwarteten
virulenzmodulierenden Region (Itaya ef al., 2007). Abgeleitet von den eigenen Erfahrungen mit
Aufreinigungen wurde angenommen, dass die von Itaya et al. gewihlte PEG-Fillung zur Aufkon-
zentration der kurzen RNAs zu fehlerbehaftet ist, da schon bei geringen PEG-Konzentrationen
kurze RNAs mit ausfallen. Daraufhin wurde zur Aufreinigung eine klassische Auftrennung per
PAGE gewihlt mit einer anschlieBenden Gelelution durch eine Salzfalle, da diese Methoden
die bestmoglichste Riickgewinnung versprachen. Zudem sollten die Sequenzen der ,,silencing”-
RNAs zum Schluss durch eine High-Throughput-Sequenzierung bestimmt und die Fiille an
Daten {iber bioinformatische Methoden ausgewertet werden, um Aussagen iiber deren mogliche
Funktion machen zu konnen.
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2.1. Puffer und Losungen

10x TBE
890 mM
890 mM
25 mM

TE
10 mM
1 mM

TNE
100 mM
100 mM
10 mM

20x SSC

3M

300 mM
EDTA

500 mM

Tris
Borsidure
EDTA, pH 8.0

Tris/HCI, pH 8.0

EDTA, pH 8.0
Tris/HCl1
NaCl
EDTA mit HCI1 auf pH 7.5 einstellen
vor Gebrauch 2 % (3-Mercaptoethanol und 2 % SDS zugeben
NaCl
Natriumcitrat mit HCI auf pH 7.0 einstellen
EDTA mit NaOH auf pH 8.0 einstellen

Formamid-Auftragspuffer

95 %
5 mM
0,02 %
0,02 %

Formamid
EDTA
Bromphenolblau
Xylenxyanol

Formamid-Auftragspuffer fiir Gelelution

95 %
5 mM
0,02 %

Formamid
EDTA
Xylenxyanol

Harnstoff-Auftragspuffer

8M
0,5x
0,02 %
0,02 %

Harnstoff

TBE
Bromphenolblau
Xylenxyanol
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»perfekter Auftragspuffer

Der beste Auftragspuffer besteht aus einem 1:1-Gemisch aus Formamid- und Harnstoff-
auftragspuffer, da er die positiven Eigenschaften von beiden vereint und die negativen
Eigenschaften (Harnstoff-AP féllt bei Kélte schnell aus, Formamid-AP ist sehr salzem-
pfindlich) unterdriickt. Die besten Ergebnisse werden erzielt, wenn der Auftragspuffer
etwas weniger Salz enthilt, als das Gel selbst, da so die Banden am schérfsten werden. Bei
einem Gel mit 0,5x TBE sollte man einen Auftragspuffer mit 0,1 — 0,2x TBE verwenden.

saures Phenol

Phenol wird mit deionisiertem Wasser gesittigt und auf 0,1 % Hydroxychinolin eingestellt.

aquilibriertes Phenol

Das Phenol wird zwei mal in 1 M Tris/HCI, pH 8.0 und zwei mal mit 100 mM Tris/HCI,
pH 8.0 extrahiert. Zum Schluss wird die Losung mit 0,1 % Hydroxychinolin versetzt.

NaPi

Um Natriumphosphat-Puffer herzustellen, wird ein gewiinschtes Volumen Na;HPO, vor-
gelegt und mit NaH,PO, auf pH 7.0 eingestellt.

MgCl, -1 M

CaCl; - 0,1 M

NaOAc-3M
3 M Natriumacetat mit Eisessig auf pH 6.0 einstellen

Natriumacetat (NaOAc) wird in 3 molarer Konzentration als Hochsalzpuffer fiir die Elektro-
Gelelution (2.5.3) mit einer Salzfalle (siche Abb. 2.4) verwendet. Die beste Farbung der
Losung fiir die Gelelutionskammer wird durch Zugabe von 20 ;1 Xylenxyanol auf 15 ml
NaOAc erreicht.

50 % PEG
50 % (w/v) PEGggno

Acrylamid (AA)

Acrylamid wird in 2 Prozentigkeiten benétigt, die beide auf die gleiche Weise hergestellt
werden. Zuerst werden Acrylamid (Acrylamid 2x, Serva, Heidelberg) und Bisacrylamid
(N,N’-Methylene-bisacrylamid 2x, Serva, Heidelberg) zu gewiinschten Teilen zusammen
in Wasser gelost und mit einem ,,gehiuften Teeloffel* Amberlite® (Mischbettionenaus-
tauscher, Roth, Karlsruhe) fiir mindestens 1 Stunde geriihrt und anschlieBend abfiltriert.
Amberlite® ist ein Ionenaustauscher und dient dazu, die durch Oxidation entstandene
Acrylsdure aus der Losung zu entfernen, damit der pH-Wert neutral ist. Andernfalls ist der
pH-Wert zu sauer, was dazu fiihrt, dass das Gel nicht richtig polymerisiert.
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40 % (19:1): 190 g Acrylamid
10 g Bisacrylamid ad 500 ml HyOgey

30% (30:1): 145,16 g Acrylamid
4,84 g Bisacrylamid ad 500 ml HyO e

2.2. Phenol-Chloroform-Extraktion

Die Phenol-Chloroform-Extraktion dient der Trennung von Proteinen und Nukleinsduren in
wissrigen Losungen, wie es bei der Priparation von Gesamt-RNA aus Tomatenbléttern (siehe 2.4)
oder zur Aufreinigung nach in-vitro-Transkription (siche 2.6.4) notwendig ist. Dabei wird die
wissrige Phase zuerst mit 1 Volumen Phenol versetzt, griindlich gemischt und zur Phasentrennung
3 Minuten bei 18 °Cund 13.200 rpm zentrifugiert (eppendorf centrifuge 5415R, Eppendorf,
Hamburg). Die obere, wissrige Phase, in der sich die Nukleinsdure befindet, wird vorsichtig ohne
Teile der Interphase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. AnschlieBend wird
ein halbes Volumen Phenol und ein halbes Volumen Chloroform dazu gegeben, gut gemischt und
wie zuvor zentrifugiert. Nochmals wird die wissrige Phase abgenommen und mit einem Volumen
Chloroform wie zuvor extrahiert. Dieser letzte Schritt dient zur Entfernung von gelostem Phenol
in der wiissrigen Phase. AnschlieBend wird der wiissrige Uberstand mit Ethanol gefillt (siehe
2.3.1). Fiir die Priparation von Gesamt-RNA wird saures Phenol benutzt, fiir Aufreinigungen
dquilibriertes Phenol.

2.3. Nukleinsaure-Fillungen

2.3.1 Ethanol-Fillung

StandardmiBig wird zur Féillung von Nukleinsduren die Losung auf 150 mM Natriumchlorid
eingestellt, 3 Volumen eiskaltes Ethanol dazu gegeben und griindlich gemischt. Darauf folgt eine
15- bis 30-miniitige Féllung auf Eis und eine mindestens 30- bis 45-miniitige Zentrifugation
(eppendorf centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg) bei 4 °C und 13.200 rpm zum Sedimentieren.
Der Uberstand wird anschlieBend verworfen, das Pellet 1-2 mal mit 70 % -igem Ethanol (v/v)
gewaschen und fiir mindestens 30 Minuten bei 18 °C und 13.200 rpm erneut sedimentiert, um
Salzriickstinde zu entfernen. AnschlieBend wird der Uberstand wiederum verworfen, das Pellet
an der Luft getrocknet und in einer adiquaten Menge Puffer, z. B. 1x TE oder 5 mM Tris/HCI,
pH 8.0, gelost.

2.3.2 Ammoniumacetat-Ethanol-Fillung

Bei der Féllung von in-vitro-Transkripten (2.6.3) und nach 5’-pCp-Endmarkierungen wird die
Ethanol-Fiéllung mit Ammoniumacetat (NH;OAc) durchgefiihrt. Dazu wird die wissrige Losung
auf 2,5 M NH,OAc eingestellt und mit 2,5 Volumen 96 % -igem Ethanol versetzt. Féllung,
Zentrifugation und Waschen der Nukleinsdure entspricht der vorher beschriebenen Ethanol-
Fillung. Das getrocknete Pellet wird in 15 pl 5 mM Tris/HCI gelost. Diese Art der Féllung dient
der Abtrennung nicht eingebauter Mononukleotide. Vor allem bei radioaktiven Arbeiten wird
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dadurch verhindert, dass nicht eingebaute radioaktiv-markierte Nukleotide zusammen mit der
Nukleinsédure gefillt werden, wodurch anschlieBende Radioaktivitdtsmessungen nicht verfilscht
werden. Aber auch fiir Konzentrationsbestimmungen per Spektralphotometer entstehen durch
freie Nukleotide Verfédlschungen, was in diesem Fall noch zusitzlich durch ein Gel iiberpriift
werden kann (2.5.1).

2.3.3 PEG-Fillung

Mit Hilfe einer PEG-Fillung konnen durch Variieren der PEG-Konzentration unterschiedlich
grofle RNAs gefillt werden (Schmitz & Riesner, 2006). Die Losung wird auf eine Endkonzentra-
tion von 500 mM NaCl eingestellt. Um grofle RNAs zu fillen benttigt man eine Konzentration
von ca. 6 % PEGgg. Die Probe wird 10-30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlie3end bei
13°Cund 13.200 rpm fiir 30 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet wird mit 70 % -igem Ethanol
(v/v) wie zuvor gewaschen, getrocknet und in 1x TE gelost. Sollen anschlieBend die restli-
chen RNAs (inklusive der kleinen) gefillt werden, kann man den Uberstand nochmals auf
20 % PEGgq einstellen und, wie zuvor beschrieben, fillen. Verwendet man die PEG-Fillung
zum Aufkonzentrieren z. B. nach einer Phenol-Chloroform-Extraktion (siche 2.2, 2.6.4), wird
die Losung sofort auf 20 % PEGgo eingestellt, da die komplette RNA gefillt werden soll.

2.3.4 Isopropanol-Fillung

Die Isopropanol-Fillung ist zur Reinigung (Entsalzung) und Aufkonzentrierung einer Probe.
Diese Fillung wird bei Raumtemperatur durchgefiihrt, wodurch eine Koprizipitation mit Salz
minimiert wird. Isopropanol entzieht der Nukleinsidure das Hydratwasser, so dass diese ausfillt,
wobei Nukleinsduren mit weniger als 20 Nukleotiden nicht mehr ausfallen. Hierbei wird ein Volu-
men Isopropanol zur Probe gegeben, 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend
bei 18 °Cund 13.200 rpm zentrifugiert. Pellets nach Isopropanol-Fillungen sind transparent
und daher schwerer zu erkennen als die nicht durchsichtigen, Salz enthaltenden Pellets nach
Ethanol-Fillungen. Zum Schluss muss das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen werden, um zum
einen zuriick gebliebene Salze zu entfernen und zum anderen das Isopropanol durch Ethanol
zu ersetzen, da es fliichtiger und somit leichter zu entfernen ist. Nach dem Trocknen kann das
Pellets in 5 mM Tris/HCI gelost werden.

2.4. Zellmaterial

Die RNA wird aus Blattgewebe von (PSTVd-infizierten) Tomatenpflanzen (Lycopersicon escu-
lentum) der Sorte Rutgers isoliert.

Die Tomatenpflanzen werden im Gewichshaus gehalten. Sieben Tage nach Aussaat werden die
Pflanzen vereinzelt und nach Ausbildung der Primirblétter mit PSTVd infiziert. Dazu wird die
Blattoberfliche mit Carborundum (Siliciumcarbid griin Korn 320; ein Schleifmittel) bestreut
und je 10 pl NaPi, versetzt mit 0,5 ng PSTVd-RNA des jeweiligen Viroid-Stammes, in das Blatt
eingerieben. Es wurde mit drei unterschiedlichen Staimmen infiziert:



2.4. Zellmaterial

* QFA = milde Symptome
* Intermediate = mittlere Symptome

* AS1 = starke/letale Symptome

Zusitzlich werden sogenannte ,,Mock-treated* Pflanzen als Negativkontrolle erzeugt. Diese Pflan-
zen werden der gleichen Behandlung unterzogen, wobei hier dem Inokulum keine Viroid-RNA
zugesetzt wird. Fiir die Northernblot-Analysen (siehe 2.8) wurden in regelméfigen Abstdnden
Teile der Pflanzen geerntet, gewogen und bei -70 °C eingefroren. Fiir die Sequenzierung wurden
alle Pflanzen im Gewichshaus mit dem PSTVd-Stamm AS1 infiziert, zum gleichen Zeitpunkt,
nach 30 Tagen, geerntet und bei -70 °C eingefroren.

2.4.1 Pflanzenaufschliisse

Damit bei den Northernblots vergleichbare Proben auf die einzelnen Blots aufgetragen werden
konnen, miissen Aufschliisse in groBerem Malistab gemacht werden, um geniigend Gesamt-
RNA zu erhalten. Auch fiir die Sequenzierung ist ein GroBaufschluss von Noten, da man grof3e
Mengen Gesamt-RNA aufreinigen muss, um ausreichende Mengen kleiner RNAs nach Gel-
elution (2.9.1) zu erhalten. Dazu werden die Pflanzenproben mit Phenol-Chloroform extrahiert
(siehe 2.2), bevor die RNA aus den Proben gefillt wird (siehe 2.3.1). Fiir eine 1-Liter-Aufschluss
werden 150 g, bei groleren Aufschliissen entsprechend mehr, gefrorene Tomatenpflanzen aus
der -70 °C Truhe benétigt, die in der Tiite ein wenig zerkleinert werden, bevor sie in den Waring
Blender (Laboratory Blender, Waring Laboratory Science, Torrington) gegeben werden. Je
nach GroBie des Aufschlusses wird ein 1-Liter- (Modell 7009G mit Glas-Aufsatz) oder 4-Liter-
(Modell LBC15 mit Stahl-Aufsatz) Standmixer gewéhlt. Es ist wichtig darauf zu achten, dass die
Blétter dabei nicht auftauen. Nach kurzem Zerkleinern der Pflanzen werden mit einer Glaspipette
6 ml 3-Mercaptoethanol dazu gegeben, womit ebenfalls die Blétter vom Rand entfernt werden
konnen. Nach kurzem Mixen kommen 6 g SDS (Sodium-Dodecyl-Sulfat) und 300 ml TNE
hinzu, woraufhin solange gemixt wird, bis eine moglichst homogene Losung entsteht. Zum
Schluss werden 300 ml saures Phenol dazu gegeben und so lange gemixt, bis eine homogene
Losung entsteht. Der gesamte Ansatz wird auf zwei Zentrifugenbecher (fiir JA 10 Rotor -
Volumen ~450 ml) aufgeteilt, bis auf maximal 1 g Differenz (nur bei diesem Schritt durch
Zufiligen von deionisiertem Wasser) austariert und bei 4 °Cund 5.000 rpm fiir 10 Minuten
zentrifugiert (Beckman Model J2-21 Centrifuge). Der Uberstand wird anschlieBend in einen
neuen Zentrifugenbecher geschiittet und der Rest mit einer Pipette abpipettiert. Die wissrige
Phase wird nun mit je einem halben Volumen Phenol und Chloroform durch kriftiges Schiitteln
vermischt und wie vorher beschrieben austariert und zentrifugiert. AnschlieBend wird 1 Volumen
Chloroform, auf zwei neue Zentrifugenbecher aufgeteilt, vorgelegt, die abgenommene wissrige
Phase dazu gegeben und nach kréftigem Schiitteln nochmals zentrifugiert. Zum Schluss werden
die wissrigen Phasen wieder vereinigt. Da die Losung durch das TNE schon 100 mM Salz
beinhaltet, miissen fiir die Ethanol-Féllung iiber Nacht bei -20 °Cnoch 50 mM NaCl und 3
Volumen technisches Ethanol (wegen der grolen Volumina) zugefiigt werden. Am néchsten
Tag wird die gesamte Losung nach und nach in 2-3 80 ml-Zentrifugen-Becher (Advanced
Oak Ridge-Rohrchen aus PPCO, Herolab, Wiesloch) fiir 30 Minuten im Rotor FX6100 bei
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4°Cund 10.200 rpm zentrifugiert (Allegra® X-15R Centrifuge, Beckman Coulter, Fullerton,
USA). Dadurch werden groere Mengen Sediment pro Becher erhalten, das am Ende in einer
kleineren Menge gelost werden kann und somit in hoheren Endkonzentrationen resultiert. Die
Pellets werden iiber Nacht getrocknet und durch ausfiihrliches Schiitteln auf einem Schiittler
(einige Stunden bei Raumtemperatur und iiber Nacht im 4 °C -Raum) in 3 ml 1x TE gelost.

2.5. Gelelektrophoresen

2.5.1 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Wattgele)

Wattgele sind leistungsgesteuerte Gele, bei denen die Denaturierung der Nukleinsduren durch
die im Gel erzeugte Temperatur erfolgt. Die Leistung (W) ist das Produkt aus Spannung (V) und
Stromstirke (A). Alle Watt-gesteuerten Gele werden bei maximaler Spannung und Stromstédrke
(Spannungsgerit eingestellt auf 3500 V und 400 mA) gefahren. Um eine gleichméBige
Wirmeverteilung iiber das gesamte Gel zu erhalten, wird eine Aluminiumplatte vor die dem
Pufferbad abgewandte Glasplatte geklemmt, auf der Klebe-Thermometer angebracht sind. Um
eine Denaturierung der Nukleinsiduren zu gewdhrleisten, wird das Gel zu Beginn fiir ungefihr
10—-15 Minuten bei 45 W vorgeheizt, damit es zum Zeitpunkt der Probenauftragung eine Tempe-
ratur von ca. 50-55 °C hat. Zusitzlich werden die Proben vor der Auftragung denaturiert, indem
sie im Auftragspuffer (siehe 2.1) bei 95 °C fiir 2 Minuten erhitzt und anschlieend sofort auf Eis
abgekiihlt werden. Bei der Elektrophorese lduft das Gel konstant bei ca. 50 °C und 35 W. Die
Dauer variiert je nach Prozentigkeit und Grofe des Gels. Die Wattgele haben eine Flidche von 20
cm x 20 cm.

Die jeweilige Prozentigkeit des Gels, sowie dessen Vernetzungsgrad wird nach der Linge der zu
trennenden Nukleinsduren gewihlt. Alle Gele enthalten 8 M Harnstoff zur zusitzlichen Denaturie-
rung und 0,5x TBE. Bei Gelen fiir die Northernblot-Analyse wird das Gel auf 1x TBE eingestellt.
Zum Schluss wird durch Zugabe von 0,1 % TEMED (N,N,N’N’-Tetramethylenethylendiamin)
und 0,035 % APS-Stammlosung (Ammoniumperoxodisulfat; 10 % ) die Polymerisierung des
Gels gestartet.

Die Gele fiir die Northernblot-Analysen sind 1 mm dick und 14 %-ig (30:1). Alle anderen Gele
haben eine Stédrke von 0,5 mm und werden bei niedriger Prozentigkeit, zur besseren Handhabung,
auf eine mit Acrylgruppen beschichtete Gelbondfolie (SERVA) polymerisiert. PCR-Produkte
und in-vitro-Transkripte, mit einer Linge zwischen 100 und 200 Nukleotiden, werden auf einem
6 % -igem PAA-Gel (30:1) aufgetrennt. Fiir den Nachweis von kleinen RNAs zwischen 20 und
30 Nukleotiden, sowie bei Gesamt-RNA aus Pflanzenaufschliissen, wird ein 20 % -iges (19:1)
PAA-Gel verwendet.

Art des Gels Spacer % -igkeit Gelbondfolie? ~ Laufzeit

Northernblot-Analyse 1,0mm 14 % (30:1) nein 50-60 Minuten
Transkripte 0,5mm 6% (30:1) ja 20-30 Minuten
PCR-Produkte 0,5mm 6% 30:1) ja 20-30 Minuten

Nachweis von kleinen RNAs 0,5 mm 20% (19:1) nein 40-50 Minuten
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2.5.2 Silberfirbung

Nukleinsduren werden am effektivsten durch eine Silbernitrat-Firbung sichtbar gemacht. Dabei
lagern sich Silber-Ionen (Ag™) an das negativ geladene Phosphatriickgrat der Nukleinséure, die
durch Reduktion mit Formaldehyd zu metallischem Silber als braune Bande im Gel erscheint.
Die Nachweisgrenze der Silberfarbung liegt bei 100 pg bei einer Bande von 10 x 1 mm. Dabei
wird wie folgt verfahren:

Fixieren Ethanol 10 %

Essigsidure 0,5 % 10 min
Farben AgNO; 1,9 g/l 20 min
Waschen HsOyest 3x 5 sec
Entwickeln NaOH 15 g/

NaBH, 120 mg/1

Formaldehyd 36 %) 4,4 ml/l  2-25 min
Stoppen NaHCO; 7,5 g/l 10 min

2.5.3 Gelelution von kleinen Nukleinsduren aus einem PAA-Gel

Fiir eine Sequenzierung muss das zu sequenzierende Material moglichst in ©g-Menge vorliegen.
Um eine groBeres Volumen Gesamt-RNA auftragen zu konnen und gleichzeitig eine bessere
Abtrennung der kleinen von den restlichen RNAs zu erhalten, wird eine groflere Gelkammer
(Model S2 Sequencing Gel Electrophoresis Apparatus der Firma Biometra, Goettingen) verwen-
det. Die dazugehorigen Glasplatten haben eine Fldche von 31 cm x 38,5 cm und die Spacer eine
Dicke von 2 mm. Das Gel besteht aus 20 % PAA (40 % (19:1)), 8 M Harnstoff und 0,5x TBE. Es
werden 300 ml Gellosung zum GieB3en eines Gels bendtigt, die mit 300 1l TEMED und 1600 pl
APS zum Polymerisieren gebracht werden.

Das Gel muss mindestens 6 Stunden vorlaufen, damit sich die Ionen gleichmiaBig verteilen. Die
gesamte Zeit lduft das Gel Watt-gesteuert und somit bei maximaler Spannung und Stromstéirke
(Spannungsgerit eingestellt auf 3500 V und 400 mA). Nach einer Stunde bei 100 Watt, damit das
Gel auf die gewiinscht Temperatur aufgeheizt ist, wird es mindestens 5 Stunden bei 65 Watt ohne
Proben laufen gelassen. AnschlieBend werden die Gesamt-RNA-Proben 1:1 mit Gelelutions-
Auftragspuffer vermischt (siehe 2.1), bei 95 °C fiir 5 Minuten erhitzt und sofort auf Eis abgekiihlt.
Da hierbei nicht das parallele Auftrennen von unterschiedlichen Proben im Vordergrund steht,
sondern die Abtrennung der kleinen RNAs von den restlichen, gibt es einen Kamm der 3 grof3e
Auftragstaschen formt, in die insgesamt ca. 4,5-5 ml Losung passen. AnschlieBend liduft das Gel
iiber Nacht fiir 10.200 Voltstunden (Vh) bei 65 W und anschlielend bis zum nichsten Morgen bei
50 V - 400mA - 200W, damit die RNA nicht ungerichtet diffundiert. Nach dem Lauf werden die
kleinen RNAs an Hand des Xylenxyanol-Markers groBziigig ausgeschnitten, da sie auf dessen
Hohe laufen. Anschlieend werden die Gelstiicke bei -20 °C eingefroren. Zum einen konnen sie
bei dieser Temperatur linger gelagert werden, zum anderen ist die Elutionseffizienz hoher, wenn
die Gelstiicke einmal gefroren waren, da dadurch die Gelstruktur poréser wird und die RNAs
besser eluiert werden konnen.
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2.6. Enzymatische Reaktionen

Alle in-vitro-Transkriptionen wurden mit der DNA-abhingigen T7-RNA-Polymerase durch-
gefiihrt.

Die Bezeichnungen (4) und (—) geben an, welche Polaritét das entsprechende Oligonukleotid
hat. (4-)-Sequenzen entsprechen der cPSTVd-Sequenz und konnen gegen (—)-Sequenzen hy-
bridisieren. (—)-Sequenzen dagegen sind komplementidr zum cPSTVd und hybridisieren gegen
(+)-Sequenzen.

2.6.1 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Mittels PCR werden DNA-Transkriptionsmatrizen mit T7-Promotor amplifiziert, die in der
Regel als Template fiir eine in-vitro-Transkription dienen. Mit Hilfe der unterschiedlichen
Primer konnen z. B. Viertel-Sonden fiir Northernblot-Analysen (siehe Tabelle 2.1 und 2.2)
oder ganze lineare Viroide (siehe Tabelle 2.3), mit oder ohne T7-Promotor, hergestellt wer-
den. Fiir die PCR wird die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase der Firma Finnzymes
benutzt. Obwohl sie im Gegensatz zu anderen DNA-Polymerasen teurer ist, besitzt sie eine
Menge Vorteile: Die Phusion™-Polymerase hat eine Proof-reading- Aktivitit, liefert eine hohere
Produktausbeute und eine schnellere Polymerisation. Die PCR erfolgte in einem Thermocy-
cler (Mastercycler® ep gradientS, Eppendorf, Hamburg). Alle Programme sind grundlegend
gleich aufgebaut: Nach einer lingeren Denaturierungsphase zu Beginn, folgen 36 Zyklen mit
Denaturierungs-, Hybridisierungs- und Polymerisationsphase, wobei die letzte Polymerisation
besonders lang gewihlt wird, damit moglichst viele Striange zu Vollldngen polymerisiert werden.

Zu Beginn wird ein Mastermix fiir alle Ansitze hergestellt, bestehend aus Wasser, HF-Puffer,
dNTPs und Phusion-Polymerase. Die jeweiligen Primer und Templates werden in PCR-
Reaktionsgefie (0,2 ml) oder -Platten (twin.tec PCR plate 96, semi-skirted, max. well volume
250 pl + PCR-Film, Eppendorf, Hamburg) vorgelegt und anschliefend mit dem Mastermix
vermischt. Zusitzlich wird eine Negativkontrolle ohne DNA mitlaufen gelassen. In der Regel
werden Ansitze mit je 50 pl Gesamtvolumen angesetzt. Die PCR-Programme werden abhéngig
von den Primerpaaren gewdhlt (sieche Tabelle 2.4), folgen aber alle dem gleichen Prinzip: Zuerst
wird die Probe bei 98 °C denaturiert, anschlieBend bei 62—66 °C die PCR-Primer angelagert und
zum Schluss die partiellen Doppelstringe bei 72 °C verldngert.

Nach dem PCR-Lauf, der ca. 1 Stunde dauert, wird 1 1 von jedem Ansatz auf ein denaturierendes
PAA-Gel (2.5.1) aufgetragen und analysiert. Wurde das Fragment wie gewiinscht amplifiziert,
folgt eine Aufreinigung des PCR-Produkts mit dem PCR-Purification-Kit der Firma Qiagen
(QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen, Hilden), um {iberschiissige Primer, Triphosphate und
das Enzym zu entfernen. Im Anschluss wird die Konzentration der reinen PCR-Produkte am
Spektralphotometer (Spectrophotometer V-650, Jasco, Gro-Umstadt) bestimmt (siehe 2.7).
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Tabelle 2.1: Primer zur Herstellung von PSTVd-Sonden mit (—)-Orientierung. Alle Positionsanga-
ben sind in (5" — 3’) Orientierung. Die Positionen der Primer beziehen sich auf cPSTVd. Die Primer mit
T7-Sequenz besitzen am 5’-Ende einen T7-Promotor (T7 = TAA TAC GAC TCA CTA TA), dem je nach
Sequenz bis zu 2 zusitzliche Gs folgen, da dadurch die Effektivitit der T7-IVT erhoht wird. Diese Primer

wurden iiber die Firma MWG-Biotech AG bezogen.

AF6 (+)

Sequenz (5 — 3’):
Position im cPSTVd :
AF9 (4)

Sequenz (5 — 3°):
Position im ¢cPSTVd :
AF21 (+)

Sequenz (5 — 3’):
Position im cPSTVd :
ND1 (+)

Sequenz (5 — 3°):
Position im cPSTVd :
ND2-T7 (-)
Sequenz (5 — 3°):

Position komplementédr zu cPSTVd :

ND3-T7 (—)
Sequenz (5 — 3’) :

Position komplementédr zu cPSTVd :

RGV1-T7 (-)
Sequenz (5° — 3’):

Position komplementédr zu cPSTVd :

XC3-T7 (—)
Sequenz (5 — 3’):

Position komplementér zu cPSTVd :

CAA GAG CCC TCG AAG TCA ACA AAG G
267-291

TCA CCC TTC CTT TCT TCG GGT GTC CTT C
180-207

CGG AAC TAA ACT CGT GGT TC
1-20

GAA GGC GGC TCG GAG GAG
61-78

T7 - GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG AAG GGT G
208-181

T7 - GGA ACC ACG AGT TTA GTT CCG
21-1

T7 - GG - CCT GAA GCG CTCCTCCGA G
87-69

T7 - G - GCG GTT CTC GGG AGC TTC AGT TGT TTC C
294-267

PCR-Ansatz: Komponenten Endkonzentration pro Reaktion
5% Phusion HF-Puffer 1x 10 wl
10 mM dNTPs 200 M each 1 w1
Primer A (25 pmol/ul) 0,5 UM 1 w1
Primer B (25 pmol/ul) 0,5 uM 1 wl
Template-DNA (1 ng/pl) 1 ng/25 pul 2 wl
Phusion DNA-Polymerase 0,02 U/ul 0,5 wl

H,O
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Tabelle 2.2: Primer zur Herstellung von PSTVd-Sonden mit (+)-Orientierung. Alle Positionsanga-
ben sind in (5 — 3’) Orientierung. Die Positionen der Primer beziehen sich auf cPSTVd. Die Primer mit
T7-Sequenz besitzen am 5’-Ende einen T7-Promotor (T7 = TAA TAC GAC TCA CTA TA), dem je nach
Sequenz bis zu 2 zusitzliche Gs folgen, da dadurch die Effektivitdt der T7-IVT erhoht wird. Diese Primer
wurden freundlicherweise von Dr. Petra Stroeks zur Verfiigung gestellt und iiber die Firma biomers.net
bezogen.

PS2 (+) + T7

Sequenz (5 — 3°) : T7 - GGT TCC TCG GAA CTA AAC TCG
Position im cPSTVd : 353-14

PS3 (+)+T7

Sequenz (5 — 3°): T7 - GGC TCG GAG GAG CGC TTC AGG
Position im cPSTVd : 67-87

PS6 (+) + T7

Sequenz (5 — 3’): T7 - G- GCT TCG GCT ACT ACC CGG
Position im cPSTVd : 249-266

PS8 (+) + T7

Sequenz (5 — 3°) : T7 - GGT TTT CAC CCT TCC TTT CTT CG
Position im cPSTVd : 175-197

PS1 (-)

Sequenz (5 — 3°) : CAG TTC GCT CCA GGT TTC CCC GGG G
Position komplementdr zu cPSTVd :  91-115

PS4 (-)

Sequenz (5 — 3°) : GAA AAC CCT GTT TCG GCG GGA ATT ACT CC
Position komplementidr zu cPSTVd :  153-181

PS5 (-)

Sequenz (5 — 3°): CGA GGA ACC AAC TGC GGT TCC AGG
Position komplementir zu cPSTVd :  337-2

PS7 (-)

Sequenz (5 — 3°): GCG GTT CTC GGG AGC TTC AGT TGT TTC C

Position komplementidr zu cPSTVd :  268-295

2.6.2 RT-PCR

Um sicher zu gehen, dass die Pflanzenproben auch mit der gewiinschten PSTVd-Variante infiziert
sind, bzw. Mock-Pflanzen keine ungewollte Infektion haben, wird mit den Gesamt-RNA-Proben
eine RT-PCR durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um eine reverse Transkription (RT) (2.6.2.1) mit
anschlieBender PCR (siehe 2.6.1). Bei der reversen Transkription wird aus RNA DNA hergestellt,
die anschlieBend durch die PCR vervielféltigt wird. Somit kann schon bei kleinen Mengen RNA
verfolgt werden, ob diese auch die gewiinschte Sequenz hat bzw. iiberhaupt vorhanden ist. Das
RT-PCR-Produkt wird zur Sequenzierung (Firma StarSEQ®, Mainz) eingeschickt.
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Tabelle 2.3: Primer zur Herstellung von Viroid-Volllingen. Alle Positionsangaben sind in (5* — 3°)
Orientierung. Die Positionen der Primer beziehen sich auf die PSTVd-Variante AS1. Die Primer mit
T7-Sequenz besitzen am 5’-Ende einen T7-Promotor (T7 = TAA TAC GAC TCA CTA TA), dem je nach
Sequenz bis zu 2 zusitzliche Gs folgen, da dadurch die Effektivitit der T7-IVT erhoht wird. Sie dienen
der Herstellung von AS1-Volllingen mit und ohne T7-Promotor. Diese Primer wurden zum Teil von Dr.
Axel Schmitz zur Verfiigung gestellt und {iber die Firma biomers.net bezogen.

AS1-T7

Sequenz (5° — 3’): T7 - GGC CGA CAG GAG TAATTCC
Position in AS1 : 145-163

AS1 tr

Sequenz (5° — 3’): GGC CGA CAG GAG TAATTC CC
Position in AS1 : 145-164

AS2-T7

Sequenz (5° — 3’): T7 - G- GCT GGG CAC TCC CCA C
Position komplementidr zu AS1: 144-129

AS2

Sequenz (5" — 3’): GCT GGG CACTCCCCAC

Position komplementédr zu AS1: 144-129

ASltr +AS2
ASI-T7 + AS2
AS2-T7 +ASItr

exakte Volllange
Vollldnge mit T7-Promotor in (+)-Orientierung
Vollldnge mit T7-Promotor in (—)-Orientierung

2.6.2.1 Reverse Transkription (RT)

Fiir die reverse Transkription (siehe Tab. 2.5) wird zuerst die Gesamt-RNA mit Primer und
dNTPs fiir 5 Minuten bei 65 °C inkubiert und danach schnell auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe
von First-Strand-Buffer und DTT wird die Probe gemischt und 2 Minuten bei 42 °C inkubiert.
Nach der Zugabe der SuperScript™ II RT (SuperScript™ II Reverse Transcriptase, Invitrogen,
Karlsruhe) wird nochmals fiir 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Zur Inaktivierung der Reaktion
wird die Probe fiir 15 Minuten bei 70 °C erhitzt. Nach Aussagen der Firma Finnzymes, Hersteller
der von uns genutzten Phusion-Polymerase, soll es kein Problem darstellen, bis zu 1/10 Volumen
der cDNA in die PCR-Reaktion einzusetzen. Fiir die PCR (siehe 2.6.1) wird ,,AS2*als Reverse-
und ,,AS1 tr*“als Forward-Primer benutzt.

2.6.3 In-vitro-Transkription mit T7-RNA-Polymerase (nach Hecker)

Diese Standard in-vitro-Transkription wird zur Herstellung von unterschiedlichsten RNAs be-
nutzt. Dafiir werden durch PCR (siehe 2.6.1) DNA-Stringe mit T7-Promotor hergestellt, die bei
der anschlieBenden in-vitro-Transkription (Hecker, 1989) als Matrizen dienen.
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Tabelle 2.4: PCR-Programme. Die hier angegebenen PCR-Programme gelten fiir die Benutzung des
Thermocyclers Mastercycler® ep gradientS von Eppendorf mit den angegebenen Primerpaaren. Fiir unter-
schiedliche Primer-Paare wurden die PCR-Zyklen mit den folgenden optimierten Annealingtemperaturen

durchgefiihrt.
Annealing 62 °C
Ix 30sek 98°C
35x 10sek 98°C
13sek 62°C
10sek 72°C
Ix 10sek 98°C
13sek 62°C
Smin 72°C
Annealing 62 °C
ASItr + AS2 =
Annealing 64 °C
ASI-T7 + AS2 =
AS2-T7 + ASItr =
Annealing 66 °C
PS1 + PS2-T7 =
PS4 + PS3-T7 =
PS7 + PS8-T7 =
PS5 + PS6-T7 =

AF21 + RGVI1-T7
ND1 + ND2-T7
AF9 + XC3-T7
AF6 + ND3-T7

Annealing 64 °C Annealing 66 °C

Ix 30sek 98°C Ix 30sek 98°C

35x 10sek 98°C 35x 10sek 98°C
13sek 64°C 13sek 66°C

10sek 72°C 10sek 72°C

Ix 10sek 98°C 1x 10sek 98°C

13sek 64°C 13sek 66°C

Smin 72°C Smin 72°C

exakte Vollldnge

Vollldnge mit T7-Promotor in (4)-Orientierung
Vollldnge mit T7-Promotor in (—)-Orientierung

oben_links_(+)
oben_rechts_(+)
unten_rechts_(+)
unten_links_(+)
oben_links_(—)
oben_rechts_(—)
unten_rechts_(—)
unten_links_(—)

benotigte Puffer:

Reaktionsansatz:

S5x IVT A 100 mM NaH,PO,, pH 7.7

50 mM DTT

Sx IVT A 40 mM MgCl,

20 mM Spermidin-HCI, pH 7.7

50 nM Template-DNA
1x IVT A
1x IVT B
1 mM rNTPs

0,5 U/ul Ansatz  RNasin® (40 U/ul, Promega)

Die Proben werden fiir 4 Stunden bei 37 °C inkubiert, wobei nach 2 Stunden erneut 1 pl T7-
Polymerase zugegeben wurde. AnschlieBend wird die Reaktion mit 10 mM EDTA abgestoppt.
Um die Transkripte aus dem Reaktionsansatz zu erhalten, wurde eine NH,OAc-Ethanol-Féllung
(wie in 2.3.2 beschrieben) zur Abtrennung der nicht eingebauten Mononukleotide durchgefiihrt.
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Tabelle 2.5: Vorgehen bei der RT. Reverse Transkription fiir eine RT-PCR aus Gesamt-RNA zum
Nachweis von AS1-Vollldnge.

1. 20 pmol Primer (AS2) 1 pl — 1 pmol
Spg Gesamt-RNA X
10 mM dNTPs 1l — 0,83 mM

ad 12 pl HoOgest
5 Min - 65 °C - schnell auf Eis abkiihlen

2. 1.4+5x%x First-Strand-Buffer 4 pul
+0,1M DTT 2 pul —mixen

2 Min - 42 °C - inkubieren

3. 200U SuperScript™ II RT 1 pl

ad 20 pul HoOgest — mixen
50 Min - 42 °C - inkubieren

4. Inaktivieren der Reaktion
15 Min - 70°C = PCR

Tabelle 2.6: PCR-Programm fiir RT-PCR. PCR-Programm fiir eine RT-PCR mit dem RT-Primer
,,AS2“und dem Forward-Primer ,,AS1 tr.

1x 30sek 98°C

35x  10sek 98°C
13sek 64°C
10sek 72°C

1x 10sek 98°C
13sek 64°C
Smin 72°C

Die gefillten Transkripte werden in 1x TE resuspendiert und bei -20 °C aufbewahrt. Ein kleines
Aliquot der Proben wird auf ein denaturierendes PAA-Gel aufgetragen, um sie auf eventuelle
Strangabbriiche hin zu iiberpriifen.

2.6.4 In-vitro-Transkription mit T7-RNA-Polymerase (RiboMAX™ von Pro-
mega)

Bei der in-vitro-Transkription nach Anleitung der Firma Promega dient deren ,,Technical Bulle-
tin“ mit dem Titel ,,RiboMAX™ Large Scale RNA Production Systems — SP6 and T7* als Hilfe.
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Tabelle 2.7: 5x RiboMAX™ -Transkriptionspuffer. Stamm-Pufferlosung fiir die RiboMAX™ -in-vitro-
Transkription mit T7-Polymerase nach Promega. Dieser Puffer kann in gréerer Menge hergestellt und in
Aliquots bei -20 °C gelagert werden.

400 mM HEPES-KOH (pH 7.5)

150 mM  MgCl, (fiir T7-Polymerase)
10mM  Spermidin

200mM DTT

0,05 % Triton X-100

Tabelle 2.8: Reaktionsansatz fiir die RiboMAX™ -in-vitro-Transkription.

50 nM Template (z. B. PCR-Produkt)

Ix RiboMAX™ -Transkiptionspuffer

5 mM rNTPs (each)

1 Volumen- % RNasin® (= 1 pl/ 100 pl Reaktion)
0,1 U/ pul Pyrophosphatase

200 U/ 100 pl Ansatz  T7-Polymerase

Darin ist beschrieben, auf was bei dem jeweiligen System geachtet werden sollte und welche
Faktoren veridndert werden konnen, um die Bedingungen zu optimieren. Triton X-100 wird
verwendet, damit die Proteine in Losung gehalten werden und somit besser reagieren konnen.
Die Pyrophosphatase katalysiert die Hydrolyse von anorganischem Pyrophosphat zu zwei Ortho-
phosphaten. Dieses Enzym benétigt ein zweiwertiges Metallion, wobei man die hochste Aktivitit
mit Mg?" erhilt. Diese Methode wird verwendet, um Sonden fiir die Northernblot-Analyse aus
PCR-Produkten herzustellen, die einem Viertel des PSTVd entsprechen.

Die RiboMAX™ -jn-vitro-Transkription dient zur Synthese von groen Mengen RNA - bis hin
zu Milligramm. Dafiir wird die Reaktion, wie in Tabelle 2.8 beschrieben, zusammenpipettiert,
gut gemischt und bei 37 °C inkubiert. Nach 2 Stunden wird nochmals dieselbe Menge an T7-
Polymerase zugegeben und fiir 2 weitere Stunden inkubiert. Im Anschluss muss die Template-
DNA verdaut werden. Dazu werden nochmals 10 mM MgCl; und 1 mM CaCl, hinzu gegeben,
sowie 1 U Turbo DNase™ (Ambion, Austin, USA) pro ug DNA. AnschlieBend wird nochmal fiir
1/2 Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 40 mM EDTA wird die Reaktion abgestoppt.
Nun folgt noch eine Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe 2.2) und eine PEG-Féllung (siehe
2.3.3), bei der die Losung auf 20 % PEGg eingestellt wird. AnschlieBend wird das Pellet
getrocknet und in 20 p1 5 mM Tris/HCI pH 8.0 gelost.

Es ist wichtig zu beachten, dass man den Ansatz bei Raumtemperatur zusammen gibt, da somit die
Gefahr minimiert wird, dass die DNA in Gegenwart des Spermidins aus dem Transkriptionspuffer
prézipitiert. AuBerdem darf die Reaktion nicht vor Vollendung des DNase-Verdaus eingefroren
werden.
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2.6.5 5’-[*?P] pCp-Endmarkierung von RNAs

Die RNA-Sonden fiir die Northernblot-Analyse werden mit in-vitro-Transkription (siehe 2.6.4)
hergestellt und mit 5°-[32P]-pCp endmarkiert (Bruce & Uhlenbeck, 1978), das eine Halbwertszeit
von etwa 14 Tagen hat. Bei dieser Reaktion katalysiert die T4-RNA-Ligase (New England

BioLabs, Frankfurt am Main) die Addition des 3’,5’-Bisphosphats an das 3’-Ende der RNA.

Dadurch entsteht ein RNA-Molekiil mit einem 3’-terminalen Phosphat, das ein Nukleotid ldnger
ist. Es ist wichtig, dass das im Reaktionsansatz verwendete DMSO (Dimethylsulfoxid) moglichst
frisch ist, da dies die Markierungseffizienz stark erhoht.

Reaktionsansatz: 0,5-1 ug RNA
20 uCi 5°-[**P]-pCp

5U T4-RNA-Ligase
Ix T4-RNA-Ligase-Puffer
10 % DMSO ad 20 pl HyOgest

Die Ansitze werden zusammenpipettiert und iiber Nacht bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert.

Anschlieend werden sie mit 2,5 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumen Ethanol (96 % ) gefillt
(siehe 2.3.2), was der Abtrennung nicht eingebauter Mononukleotide dient. Die Pellets werden
nach dem Trocknen in 10 mM Tris/HCI pH 8.0 geldst und im Szintillationszihler (multi-purpose
Scintillation counter, Beckman, Fullerton, USA) vermessen, um die Markierungseffizienz zu
bestimmen.

2.7. Spektralphotometrie

Um die Konzentration von Nukleinsduren in Losung zu bestimmen, werden UV-Spektren von
220 bis 340 nm in einem Spektralphotometer (Spectrophotometer V-650, Jasco, GroB3-Umstadt)
aufgenommen. Die Konzentration kann wie folgt berechnet werden:

RNA 1 ODQGOnm = 40 ng/,ul
DNA 1 OD26Unm = 50 ng/ul
Oligonukleotid 1 ODggonny = 33 ng/ul

Zur genaueren Berechnung wird der Wert bei 320 nm von der OD bei 260 nm abgezogen, um
die Schwankungen zur Nulllinie auszugleichen. AnschlieBend wird der erhaltene Wert mit der
Konzentration bei 1 OD der jeweiligen Nukleinsdure und dem Verdiinnungsfaktor multipliziert,
um die Endkonzentration der Probe zu erhalten.

2.8. Northernblot-Analysen

2.8.1 Herstellung der Sonden

Fiir die Northernblot-Analyse werden unterschiedliche Hybridisierungs-Sonden benétigt, um
sowohl PSTVd in (4)- als auch in (—)-Orientierung nachweisen zu konnen. Per Definition
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entsprechen (+)-Stringe der PSTVd-Sequenz, (—)-Stringe sind ihr komplementir. Die Sonden
wurden so gewihlt, dass sie jeweils ca. 1/4 des PSTVd-Stibchens entsprechen und an den
Schnittstellen iiberlappen. Zuerst wird mit Hilfe einer PCR (siehe 2.6.1) ein entsprechendes
DNA-Template hergestellt, welches anschlieend durch eine in-vitro-Transkription (siehe 2.6.4)
in RNA umgeschrieben wird. Diese RNA wird 5’-[3?P]-pCp-endmarkiert (siche 2.6.5) und
dient als radioaktiv-markierte RNA-Sonde zum Nachweis von PSTVd. Im folgenden sind die
Viertel-Sonden mit ihren jeweiligen Primerpaaren, ihrer genauen Linge und Lage im PSTVd
angegeben.

PSTVd-Bereich (+)-Primer (—)-Primer Stamm synthetisierte Sequenz
oben_links_(—) AF2l1 RGVI1-T7 QFA 1-88 + T7-Promotor = 106 Nt
AS1 1-87 + T7-Promotor = 105 Nt
oben_rechts_(—) NDI1 ND2-T7 QFA 62-209 + T7-Promotor = 165 Nt
AS1 61-208 + T7-Promotor = 165 Nt
unten_rechts_(—) AF9 XC3-T7 QFA 181-296 + T7-Promotor = 134 Nt
AS1 180-295 + T7-Promotor = 134 Nt
unten_links (—) AF6 ND3-T7 QFA 269-21 + T7-Promotor = 130 Nt
AS1 268-21 + T7-Promotor = 131 Nt
oben_links_(4+)  PS2-T7 PS1 QFA 353-151 + T7-Promotor = 139 Nt
AS1 353-151 + T7-Promotor = 139 Nt
oben_rechts (4+) PS3-T7 PS4 QFA 67-181 + T7-Promotor = 132 Nt
AS1 67-181 + T7-Promotor = 132 Nt
unten_rechts_(+) PS8-T7 PS7 QFA 175-295 + T7-Promotor = 138 Nt
AS1 175-295 + T7-Promotor = 138 Nt
unten_links (+) PS6-T7 PS5 QFA 249-2 + T7-Promotor = 131 Nt
AS1 249-2 + T7-Promotor = 131 Nt

2.8.2 Lingenstandard mit PSTVd-Sequenz

Um einen geeigneten Lingenstandard zu erhalten, der einem Auskunft liber die Lange der kurzen
RNAs gibt, wurden auf Grund des Kosten-Nutzen-Faktors kurze RNAs mit unterschiedlichen
Léngen bei der Firma CureVac (Tiibingen) bestellt. Die Herstellung per Transkription und
Gelelution, wie in der Diplomarbeit geschehen (Diermann, 2005), stand mit ihrem enormen
Materialverbrauch und Arbeitsaufwand in keinem Verhiltnis zu den RNA-Mengen, die am Ende
resultierten. Alle Oligonukleotide wurden HPLC-aufgereinigt, aber nicht geleluiert, wodurch
die Proben durch Nukleotidabbriiche hervorgerufene Leitern aufweisen. Diese werden durch die
1 % -ige Synthese-Fehlerrate hervorgerufen. Es wurden jeweils vier RNA-Oligonukleotide pro
Orientierung ausgesucht (siehe Tabelle), die je einem Viertel des PSTVd zugeordnet werden
konnen und nicht in den Bereichen der Mutationen liegen. Somit konnen sie nicht nur als
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Tabelle 2.9: Sequenzen der kurzen synthetischen RNAs. Diese kurzen, synthetisch hergestellten RNAs
der Firma CureVac dienen als Lingenstandard bei PAGE und Northernblots. Alle Sequenzen sind in
(5°—3’)-Orientierung angegeben. Per Definition entsprechen (+4)-Stringe der PSTVd-Sequenz, (—)-
Striange sind ihr komplementir

Bereich Sequenz Linge
oben_links_(+) UUC CUG UGG UUC ACA CCU GA 20 Nt
oben_rechts_(+) GAA ACC UGG AGC GAA CUG GCA AAA AA 26Nt
unten_rechts_(+) GCG CUG UCG CUU CGG CUA CUA 21 Nt
unten_links_(+) UGU UUA GCC CUU GGA ACC GCA GU 23 Nt
oben_links_(—) GUC AGG UGU GAA CCA CAG GAA 21 Nt
oben_rechts_(—) GAA UUA CUC CUG UCG GCC GCU G 22 Nt
unten_rechts_(—) AGG AAG GAC ACC CGA AGA AA 20 Nt
unten_links_(—) AAC UGC GGU UCC AAG GGC UAA ACA 24 Nt

Lingenstandard, sondern auch als Positiv- bzw. Negativkontrolle bei der Northernblot-Analyse
dienen.

2.8.3 Elektrotransfer der Nukleinsidure aus einem PAA-Gel auf eine positiv
geladene Nylonmembran

Zum spezifischen Nachweis der PSTVd-Nukleinsdure-Sequenz werden Northernblot-
Analysen gemacht. Dazu werden die Nukleinsduren zuerst durch eine denaturierende
PA A-Gelelektrophorese (siehe 2.5.1) aufgetrennt und anschlieBend durch Elektrotransfer
auf eine positiv geladene Nylonmembran (Amersham Hybond™ -N+, 0,45,m, GE Healthcare,
Buckinghamshire, England) transferiert. Der Nukleinsdure-Transfer erfolgt in einer ,,semi
dry““-Kammer (The Panther™ Semidry Electroblotter, Model HEP-1, Owl Separation Systems,
Thermo Scientific, Portsmouth), in der das Gel mit der Membran, wie in Abb. 2.2 gezeigt,
in Whatman-Papier (Chromatography-Paper, 3 mm, Whatman International Ltd., Maidstone,
England) eingebettet wird.

Es muss darauf geachtet werden, dass jede einzelne Schicht luftblasenfrei aufgelegt wird, um
einen optimalen Transfer zu gewihrleisten. Durch das elektrische Feld wird die Nukleinsidure
aus dem PAA-Gel auf die Membran transferiert. Dies erfolgt fiir 30 Minuten bei einer Spannung
von 14 V und einer Stromstéirke von 400 mA.

2.8.4 Fixierung der Nukleinsdure auf der Nylonmembran

Nach dem Nukleinsduretransfer wird die RNA durch Bestrahlung mit UV-Licht kovalent auf der
Nylonmembran fixiert. Dafiir wird eine UV-Crosslink-Apparatur (UV-Stratalinker™ 1800, Firma
Stratagene) mit einer Wellenlidnge von 254 nm verwendet. Hierbei wird eine kovalente Bindung
zwischen der Aminogruppe der Nylonmembran und dem Uracil der RNA ausgebildet. Da es sich
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Abbildung 2.1: Kurze synthetische RNAs. Die abgebildeten, denaturierenden 20 % -PAA-Gele, mit
einem Vernetzungsgrad von 19:1 (Acrylamid:Bisacrylamid), enthalten 8 M Harnstoff und 0,5x TBE.
Die Gele wurden anschlieBend mit Silbernitrat gefdrbt. Zu sehen sind alle 8 synthetisch hergestellten
RNAs (Firma CureVac), die als Langenstandard dienen, sowie als spezifische Marker bei der Northernblot-
Analyse. Unter den Gelen wird die Lage der synthetischen RNAs mit PSTVd-Sequenz anhand des Viroids
dargestellt. (A) zeigt die kurzen, synthetischen (+)-Sequenzen, (B) die Sequenzen in (—)-Orientierung.

beim Crosslinking um eine Reaktion handelt, die zufillig eintritt, ist die Wahrscheinlichkeit bei
langen RNAs groBer, dass eine oder mehrere Basen kovalent an die Membran gebunden werden,
als bei den kurzen RNAs. Dieses Problem wird dadurch minimiert, dass eine positiv geladene
Membran (Amersham Hybond™ -N+, 0,45um, GE Healthcare, Buckinghamshire, England)
verwendet wird. Die Membran wird mit AutoCrosslink bestrahlt, was einer Energie von 120 mJ
entspricht. Anschlieend wird die Membran sofort in ein Hybridisierungsréhrchen gegeben und
prahybridisiert.
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Abbildung 2.2: Semidry Elektroblotter-Apparatur & Blotaufbau. In dieser Abbildung ist der Se-
midry Electroblotter,,The Panther™"der Firma Thermo Scientific zu sehen (Abb. aus dem Handbuch
iibernommen). (A) Blotapparatur in ihren Einzelteilen, (B) Aufbau eines Blots.

2.8.5 Hybridisierung

Zum Nachweis der kurzen, kovalent an die Membran fixierten RNAs werden transkribierte,
5’-[*?P]-pCp endmarkierte PSTVd-Sonden (2.8.1, 2.6.4, 2.6.5) verwendet. Hierzu wird die
Membran zunichst gerollt in ein ca. 20 cm hohes Hybridisierungsrohrchen gegeben und mit
5 ml Hybridisierungslosung fiir mindestens 30 Minuten bei 65 °C in einem Hybridisierungsofen
(Modell OV 2, Biometra, Gottingen) prahybridisiert. Wichtig bei jedem Schritt im Hybridisie-
rungsofen ist die richtige Orientierung der im Ofen platzierten Rohrchen, um ein Aufrollen
der Membran zu verhindern (sieche Abb. 2.3). Im Anschluss werden 10° cpm Sonde pro ml
Hybridisierungslosung zugegeben und iiber Nacht bei 65 °C hybridisiert.

Hybridisierungslosung: 5x Denhardt’s Reagenz
(100x= 2% BSA
2 % Ficoll 400
2 % Polyvinylpyrolidon PVP-360)
5% SSC
0,1 % SDS
250 pg/ml  Heringssperm-DNA
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Abbildung 2.3: Schematische Abbildung der richtigen
Membranorientierung im Hybridisierungsofen. Um sicher
zu gehen, dass die Membran sich im Hybridisierungsofen nicht auf-
rollt, sondern ausgerollt im Hybridisierungsrohrchen liegt, muss die
Membran in der richtigen Orientierung in den Ofen gespannt werden.
Der Pfeil zeigt die Rotationsrichtung des Hybridisierungsofen an.

Die Hybridisierungslosung kann mehrfach verwendet und bei -20 °C gelagert werden, solange
die Sonden noch ausreichend radioaktiv sind (t; 2 =2 Wochen ). Um ungebundene Sonden zu
entfernen und die Spezifitit zu erhthen, werden die Membranen anschlieBend gewaschen. Zuerst
werden sie bei RT kurz abgespiilt, danach zweimal bei 55 °C fiir 30 Minuten im Hybridisierungs-
ofen gewaschen.

Waschlosung :  2x SSC
0,1 % SDS

AnschlieBend werden die Membranen in Frischhaltefolie eingeschlagen und bei -70 °C ein
Rontgenfilm (Kodak X-Omat AR) gegen die Membran exponiert.

2.8.6 Autoradiographie

Kodak X-Omat AR-Filme werden gegen alle radioaktiv markierten Northernblot-Membranen
in Expositionskassetten exponiert. Die in Frischhaltefolie eingeschlagenen Membranen werden
bei -70 °Cin der Regel mit Verstidrkerfolie/Screen fiir einige Stunden bis hin zu einer Woche
exponiert.

2.8.7 Entwicklung der Filme

Die exponierten Filme werden in einer Entwicklungsmaschine (Agfa Curix 60, Agfa) automatisch
entwickelt. Diese Maschine besitzt drei Regenerierflaschen mit Entwicklerlosung (Euromed®
E1000 - 3-teilig), Fixierlosung (Euromed® F1000 - 2-teilig) und Wasser. Die Losungen kénnen
nach Bedarf mit Wasser angesetzt werden.

Bei dieser Maschine sind keine weiteren Einstellungen nétig und die Filme kommen im getrock-
neten Zustand heraus.

2.9. Sequenzierung

2.9.1 Elektro-Gelelution

Die Elektro-Gelelution wurde mit einer Salzfalle (siehe Abb. 2.4) der Firma Biometra (HSB-
Elutor E51, Biometra®, Gottingen) durchgefiihrt. Dieses Geriit ist zur membranfreien elektropho-
retischen Elution und Konzentration von Makromolekiilen, im besonderen von Nukleinsduren,
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Entnahmekanal

Probenaufnahme mit Gelstiick

Elutionspuffer

Hochsalzlosung

Abbildung 2.4: Aufbau einer Salzfalle zur Elektro-Gelelution. Gezeigt wird die Apparatur HSB-Elutor
E51 der Firma Biometra® (Abb. abgewandelt aus den dt. & engl. Handbiichern). Auf der linken Seite ist
der Aufbau der Gelelutions-Kammer als Ubersicht dargestellt. Auf der rechten Seite wird zum besseren
Verstdndnis ein Querschnitt gezeigt.

aber auch Proteinen, aus Agarose- oder Polyacrylamidgelen. Das Prinzip basiert auf der un-
terschiedlichen elektrophoretischen Mobilitit von Makromolekiilen in Abhingigkeit von der
Ionenstidrke des umgebenden Milieus. Da das elektrische Feld in der Hochsalzlosung geringer
ist, wandern die Molekiile dort langsamer. Die zu eluierenden Gelstiicke befinden sich in einem
Puffer niedrigerer Ionenstirke. Die Elektroelution erfolgt in Richtung eines V-formigen Kanals,
in dem sich eine Hochsalzldsung befindet. Sobald die Makromolekiile die Grenzschicht zur
Hochsalzlosung erreichen, verlangsamt sich deren Transportgeschwindigkeit erheblich und es
kommt zu einer Aufkonzentrierung der Makromolekiile in der Hochsalzlosung. Die eluierten Ma-
kromolekiile konnen anschlieend in einem relativ kleinen Volumen leicht entnommen werden
(HSB-Elutor E51 - Handbuch).

Die Kammer wird mit ca. 440 ml 0,5x TBE (entsprechend der Pufferkonzentration, mit der das
zu eluierende Gel gelaufen ist) gefiillt, sodass die Probenaufnahmen bedeckt sind. Durch das
geoffnete Ventil wird in beiden Puffer-Reservoirs ein gleichméaBiger Fliissigkeitsstand eingestellt.
Anschliefend werden die V-formigen Elutionskanile mit einer Spritze durchgespiilt, damit
sie luftblasenfrei sind. Um besser sehen zu konnen, ob eine scharfe Phasengrenze zwischen
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Hochsalzlosung und Elutionspuffer vorhanden ist, wird die Natriumacetat-Losung (NaOAc)
mit 0,0012 % Xylenxyanol als Farbstoff versetzt. 50 p1 Hochsalzlosung (3 M NaOAc, pH 6.0)
werden mit Hilfe einer ausgezogenen Pipettenspitze in die Elutionskanile luftblasenfrei unter-
schichtet. Nach dem Unterschichten muss dafiir gesorgt werden, dass es zu keinem Zeitpunkt
zu Erschiitterungen oder Vibrationen der Salzfalle kommt. Dies fiihrt zu einem Verwischen der
Grenzschichten, was eine erhebliche Verschlechterung der Konzentration des eluierten Materials
bedeutet und somit duBerst schlechte Riickgewinnungsraten. Die 6 Probenaufnahmen konnen
jeweils mit einem Gelvolumen bis zu 0,5 ml gefiillt werden, wobei die Gelstiicke in moglichst
kleine Stiicke geschnitten werden. Durch Anlegen der gewiinschten Spannung (100 V - 50 mA
- 100 W) werden die Gelstiicke fiir 2 Stunden eluiert. AnschlieBend wird das eluierte Material
durch den geraden Schenkel des Elutionskanals vorsichtig mit einer ausgezogenen Pipettenspitze
entnommen. Damit das zu fillende Volumen moglichst gering gehalten wird, sollte nur die
Hochsalzlosung abpipettiert werden.

Nach der Gelelution miissen die Proben mit einer Ethanol-Féllung (2.3.1) gefillt werden. Damit
moglichst der Probenverlust an RNA durch Wechselwirkung mit der Kunststoffoberfliche des
GefiBes vernachldssigt werden kann, werden hierfiir DNA LoBind Tubes (2 ml, Eppendorf,
Hamburg) benutzt, die eine Wiedergewinnung von DNA/RNA zu nahezu 100% gewihrleisten,
insbesondere bei hohen Salzkonzentrationen. Zu den 50 u1 3 M NaOAc werden 450 11 Ho Oy
und 1250 pl EtOH (96%) dazu gegeben. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis werden die Reakti-
onsgefiBe fiir 45 Minuten bei 13.200 rpm zentrifugiert. Nachdem der Uberstand abgenommen
wurde, werden die ndchsten 50 1 NaOAc in das gleiche Reaktionsgefal gefallt. Das Ganze wird
so lange wiederholt, bis die kompletten ausgeschnittenen Gelstiicke eine Gels (2.5.3) geleluiert
und die erhaltene RNA gefillt wurde. Pro Gel wird in 10 Reaktionsgefidlen gleichzeitig gefillt.
Anschliefend werden alle Pellets 30 Minuten bei 4 °C mit 70 % Ethanol (v/v) gewaschen und
die Pellets an der Luft getrocknet. Zum Schluss werden die Pellets in insgesamt 60 pl 5 mM
Tris/HCI pH 8.0 gelost und am Spektralphotometer die Konzentration mit einer 1:10 Verdiinnung
bestimmt (siehe 2.7).

2.9.2 Herstellung von biotinylierten in-vitro-Transkripten mit T7-RNA-
Polymerase (nach Hecker)

Zur Herstellung von biotinylierten in-vitro-Transkripten wird zuerst eine rNTP-Mischung,
die Biotin-16-UTP (Biotin-16-uridine-5’-triphosphate, Roche Diagnostics, Mannheim) enthilt,
benétigt. Da das Bio-UTP in einer Gesamtkonzentration von 10 mM in 25 ul vorliegt, kann
man es am effektivsten nutzen, indem man 70 ul1 10x Bio-rNTPs herstellt und diese auf zwei
Transkriptionsansitze a 350 pl verteilt.

10x Bio-rNTPs: 10 mM GTP
10 mM CTP
10 mM ATP
6,5 mM UTP
3,50 mM Bio-UTP
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Tabelle 2.10: Beispiel zur Berechnung der nanomolaren Template-Menge. Rechenweg zur benétigten
Menge AS1-VL, um einen Reaktionsansatz mit 50 nM Template zu erhalten.

AS1-VL + T7-Promotor = 359 + 17 =376 Nt

376 x 660 g/mol =248.160 g/mol = 1 M = 1-10° nM

248.160 g/mol = 1-10° nM
X = 50nM

50 nM-248.160-%

_ _ -3 ES —-38 _ -9 _
= s = 0,012408 5 = 12,4 - 1079 £, 212,4- 10798 = 124 - 107§ = 12,47%

= 12,4 ng/pl = 4340 ng / 350 pl

Die Biotinylierung von Volllangen-PSTVd (VL-PSTVd) per Hecker-Transkription funktioniert
prinzipiell wie in 2.6.3 beschrieben, allerdings mit kleinen Abwandlungen.

Reaktionsansatz: 50 nM Template-DNA (siehe 2.10)
1x IVT A
Ix IVTB
1 mM Bio-rNTPs
0,4 U/ul Ansatz  RNasin® (40 U/ul, Promega)
2,7 U/ul Ansatz  T7-Polymerase ad 350 pl HoOgyeo

Der Ansatz wird fiir 2x 2 Stunden bei 37 °C inkubiert, wobei nach 2 Stunden nochmals T7-
Polymerase zugegeben wird. AnschlieBend wird auf Grund der groBen DNA-Menge ein DNA-
Verdau gemacht. Dazu werden 10 mM MgCl,, 1 mM CaCls und 1 U Turbo DNase® (Ambion,
USA) pro ug DNA zum Ansatz gegeben und nochmals fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zum
Abstoppen der Reaktion werden 15 mM EDTA dazu gegeben und im Anschluss eine Phenol-
Chloroform-Extraktion durchgefiihrt (siehe 2.2). Da es danach Probleme mit der PEG-Fillung
(siehe 2.3.3) gab, wahrscheinlich wegen des Rest-Chloroforms, und bei einer Ethanol-Fillung
(siehe 2.3.1) alles ausfillt, wurde eine Isopropanol-Féllung (siehe 2.3.4) durchgefiihrt. Die Pellets
werden anschlieend an der Luft getrocknet und in 30 pl 5 mM Tris/HCI gelost.

Es werden 4 verschiedene Sonden zur Aufreinigung der kleinen RNAs aus Gesamt-RNA benétigt.
Da die linearen Volllingen-Sonden eine exakte Vollldnge haben, werden zusétzlich noch Sonden
benotigt, die die Schnittstelle abdecken, damit man sicher sein kann, dass alle potentiellen kurzen
RNAs aufgereinigt werden kénnen. Eine Ubersicht dazu gibt Tabelle 2.11.
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Tabelle 2.11: Sonden zur Dynabead-Aufreinigung. Um moglichst alle kleinen RNAs mit Viroid-
Sequenz aus der Gesamt-RNA aufzureinigen, werden unterschiedliche Sonden sowohl in (+)- als auch
in (—)-Orientierung benotigt. (+)-Sequenzen entsprechen der cPSTVd-Sequenz und kénnen gegen (—)-
Sequenzen hybridisieren. (—)-Sequenzen dagegen sind komplementédr zum cPSTVd und hybridisieren
gegen (+)-Polaritit. Die Position der (+)-Sequenzen entspricht dem cPSTVd, die (—)-Sequenzen sind
komplementir zum cPSTVd.

Bezeichnung Position Linge Primer-Paar
Bio-AS1-VL-(+) 145-144 395Nt  AS1-T7/AS2
Bio-AS1-VL-(—) 144-1/359-145 359 Nt AS2-T7/AS1tr
Bio-Int-295-(+)  67-2 295 Nt PS3-T7/PS5

Bio-Int-320-(—)  21-1/359-61 320 Nt ND3-T7/NDI1

2.9.3 Dynabead-Aufreinigung

Dynabeads® M-280 Streptavidin (Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norwegen) sind einheitliche super-
paramagnetische Polystyrol-Kiigelchen, auf deren Oberflache Streptavidin kovalent gebunden
ist. Als superparamagnetisch werden Partikel oder Substanzen bezeichnet, die in einem duf3eren
Magnetfeld selbst schwach magnetische Eigenschaften entwickeln. Streptavidin ist ein Protein
mit einem Molekulargewicht von ~66 kDa und besteht aus 4 identischen Untereinheiten, die
jeweils eine hochaffine Bindestelle fiir Biotin enthalten. Dies bedeutet, dass 1 Mol Streptavi-
din 4 Mol Biotin binden kann. Die Bindekonstante entspricht mit 10*® M~! einer der groBten
Bindekonstanten, die fiir nicht kovalente Bindungen bekannt sind. Streptavidin besitzt einen
schwach sauren Charakter in physiologischen pH-Bereichen, wodurch es sich besonders gut
fiir die Aufreinigung von Nukleinsiuren eignet, da es nicht an diese bindet. Die Dynabeads®
M-280 Streptavidin wurden als Matrix fiir einfaches und effizientes Trennen von biotinylierten
Verbindungen entworfen, wie u. a. Proteine und DNA/RNA. Die Benutzung eines Magneten (Ma-
gnaRack™for microcentrifuge tubes, Invitrogen) erlaubt eine einfache und effiziente Isolierung
und anschlieBende Handhabung der Ziel-Molekiile in einer hochspezifischen Art und Weise.

Das Reaktionsvolumen soll laut Hersteller immer das zweifache Volumen der Dynabeads betra-
gen.

2.9.3.1 benotigte Puffer
e Losung A

0,1M NaOH
0,05% NaCl
0,1% DEPC UN riihren & anschlieBend autoklavieren

* Losung B

0,1M NaCl
0,1% DEPC UN riihren & anschlieBend autoklavieren
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¢ 2x B&W-Puffer

10 mM Tris/HCI (pH 7.5)
1mM EDTA
2,0M NaCl autoklavieren

2.9.3.2 Vorbereitung der Dynabeads

Dynabeads® M-280 Streptavidin liegen in einer Konzentration von 6, 7x10® Dynabeads pro
Milliliter vor, was einer Konzentration von 1 mg Beads pro 100 ul entspricht. Pro Milligramm
Beads konnen 3 pg Biotin-Sonde gebunden werden. Die Dynabeads sind in Phosphat-Puffer, pH
7.4 mit 0,1 % BSA (Bovines serumalbumin) und 0,02 % NaNj (Natriumazid) gelost. Sie miissen
vor der Benutzung gewaschen werden, um das NaNj3 zu entfernen.

Zuerst werden die Dynabeads durch langsames Schiitteln in der Ampulle resuspendiert, um
eine homogene Suspension zu erhalten. Dann wird eine geeignete Menge an Beads in ein
Reaktionsgefall gegeben. Es wird mit einem Volumen von 300 p:1 gearbeitet, da dies das maximale
Volumen ist, was bei Weiterverarbeitung in ein Reaktionsgefdfl passt. AnschlieBend wird, wie
unten beschrieben, weiter verfahren. Beim Abpipettieren muss vermieden werden, die dem
Magneten zugewandte, innere Seite zu beriihren, da sich die Beads dort sammeln. Bei der
Zugabe neuer Losungen werden diese an der Innenseite des Reaktionsgefdl3es hinein gegeben,
an der die Dynabeads gesammelt sind, und vorsichtig resuspendiert.

Dynabeads-Stammldsung — 2 min Magnet — abpipettieren
1 Vol Lsg A - 2 min bei RT inkubieren — 2 min Magnet — abpipettieren
1 Vol Lsg A - 2 min bei RT inkubieren — 2 min Magnet — abpipettieren

— Beads in geeignetem Puffer und Volumen zur Weiterverarbeitung aufnehmen

2.9.3.3 Anti-RNase-Behandlung bei Dynabeads

Da die Dynabeads nicht in RNase-freier Losung geliefert werden, miissen sie entsprechend
behandelt werden, um RNA damit aufzureinigen.

Dynabeads in Lsg — 2 min Magnet — abpipettieren
1 Vol Lsg A - 2 min bei RT inkubieren — 2 min Magnet — abpipettieren
1 Vol Lsg A - 2 min bei RT inkubieren — 2 min Magnet — abpipettieren
1 Vol Lsg B - 2 min bei RT inkubieren — 2 min Magnet — abpipettieren

— Beads in 1 Volumen 2x B&W-Puffer zur Weiterverarbeitung aufnehmen

2.9.3.4 Aufreinigung der Biotin-Sonden-Molekiile

Um sicher zu stellen, dass bei der Dynabead-Aufreinigung die Ziel-RNA auch nur mit Sonden
hybridisieren gelassen wird, die mindestens 1 eingebautes Biotin enthalten, werden die Biotin-
Sonden-Molekiile vorher einmal mit Dynabeads aufgereinigt. Dazu wird ein Reaktionsgefd3 mit
3 mg Dynabeads benétigt und auf ein Endvolumen von 1200 p] mit 1x B&W-Puffer gebracht.
Dies entspricht einem 4-fachen Anfangsvolumen. 3 mg Dynabeads sind in der Lage 9 g Biotin-
VL-Sonde zu binden. Die Hybridisierung der Sonde an die Beads geschieht mit Hilfe eines
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sog. ,head-over-tail-rotators”. Dieses Gerit dreht ein Platte, in der man die Reaktionsgefil3e
befestigen und langsam (ca. 1 Drehung pro Minute) um ihre Horizontalachse drehen lassen kann.
Durch diese Rotation wird der Inhalt der Gefidle sanft in Bewegung gehalten, damit sich die
Dynabeads nicht absetzen konnen und die Losung moglichst homogen bleibt. Dies geschieht
40 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird das Gefdfl 2 Minuten in einen Magneten
gestellt und die Hybridisierungslésung abgenommen.

Zum Waschen werden die Partikel zuerst in 1/2 Volumen 0,1x SSC resuspendiert, 3 Minuten
bei RT inkubiert und nach 1 Minute im Magneten der Uberstand abpipettiert. Dies dient der
Abtrennung unspezifisch gebundener Nukleinsduren. Um stringenter zu waschen, werden die
Partikel nochmals in 1/2 Volumen 0,1x SSC resuspendiert, diesmal bei 70 °C fiir 4 Minuten
inkubiert und nach 30 Sekunden im Magneten der Uberstand abpipettiert.

Formamid-Losung (FA-Lsg)
95 %  Formamid
10mM EDTA

Zum Schluss wird die Biotin-Streptavidin-Bindung aufgeldst, damit die gebundene RNA wieder
von den Dynabeads freigesetzt wird. Das Eluat enthilt somit nur Sondenmolekiile, die mindestens
1 Biotin-Molekiil tragen und kann somit weiter fiir die Aufreinigung verwendet werden (siehe
2.9.3.5). Dazu werden die Beads in 1/2 Volumen FA-Lsg. resuspendiert und fiir 4 Minuten
bei 75 °Cinkubiert. Anschlieend wird das Reaktionsgefal fiir 30 Sekunden in den Magneten
gestellt und der Uberstand abgenommen. Zum Schluss wird der Uberstand EtOH-gefillt (2.3.1),
bevor damit weiter gearbeitet werden kann. Das Pellet wird getrocknet, in 20 pl S mM Tris/HCI,
pH 8.0 gelost und mit einer 1:50-Verdiinnung die Konzentration per Spektralphotometer (2.7)
bestimmt. Zwischen 60 und 80 % der hergestellten Sonden enthalten mindestens 1 Biotin.

2.9.3.5 Elution der ,silencing*“-RNAs mit PSTVd-Sequenz von der Biotin-Sonde

Zur Aufreinigung der kleinen RNAs aus Gesamt-RNA wird zuerst eine Hybridisierung der
Biotin-markierten Sonde gegen die Ziel-RNA durchgefiihrt. Es wurde die Uberlegung zu Grunde
gelegt, dass PSTVd in der gesamten Pflanze ca. 1 % der gesamten Nukleinsdure ausmacht. Diese
Annahme wurde auf die kurzen RNAs iibertragen. Um auf der sicheren Seite zu sein und eine
Sattigung zu vermeiden, gingen die Berechnungen davon aus, dass 5 % der kurzen RNAs eine
Viroid-Sequenz aufweisen, was allerding sehr hoch gegriffen ist.

In dem entsprechenden Verhiltnis wird eine der Sonden mit einer entsprechenden Menge miRNA-
Mix (= alle geleluierten kurzen RNAs; keine PSTVd-Varianten-Mischung) in zweifachem
Volumen 1x B&W-Puffer hybridisiert. Dies geschieht, indem die Losung fiir 1,5 Minuten bei
85°Cin einem Wasserbad erhitzt wird und UN im Wasserbad in einer Styroporbox abkiihlt wird.

Dem Reaktionsansatz werden Dynabeads in dquimolarer Menge zur Sonde dazu gegeben und
das Reaktionsvolumen durch Zugabe von 2x B&W-Puffer und Wasser nochmals verdoppelt.
Zum Schluss muss die Losung wieder eine Konzentration von 1x B&W-Puffer aufweisen.
Die Hybridisierung der Sonde an die Beads geschieht wiederum mit Hilfe des ,head-over-
tail-rotators™ fiir 40 Minuten bei RT. Anschlieend gibt es drei Waschschritte (siehe unten).
Im ersten Waschschritt werden bei RT mit 0,1x SSC alle unspezifisch gebundenen RNAs von
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der Sonde entfernt. Beim zweiten Waschschritt werden die kurzen RNAs mit einer Losung
aus 8 M Harnstoff und 0,1x SSC bei 55 °C von der Sonde abgelost, die fiir die Sequenzierung
benotigt werden. Im dritten Schritt wird die Biotin-Streptavidin-Bindung durch FA-Lsg bei
75 °C aufgelost, damit die gebundene Sonde wieder von den Dynabeads freigesetzt wird, um sie
ggf. erneut zu benutzen.

Hyb-Lsg — 1 min Magnet — abpipettieren
300 p10,1x SSC - 3min, RT — 1 min Magnet — abpipettieren
300 pl 8 M Harnstoff / 0,1x SSC - 2 min, 55°C — 30 sek Magnet — abpipettieren
300 pl FA-Lsg - 4 min, 75°C — 30 sek Magnet — abpipettieren

Alle Uberstinde werden anschlieBend EtOH-gefillt, wie in 2.3.1 beschrieben. Die Hyb-Losung
enthilt ausreichend Salz, bei den anderen Uberstinden muss noch 150 mM NaCl zugegeben
werden. Zum Schluss erhélt man 4 Losungen mit folgender Zusammensetzung:

1. alle nicht gebundenen RNAs aus dem Gelelutions-Ansatz
2. die nicht spezifisch an die Sonde gebundenen RNAs
3. alle kleinen RNAs mit Viroid-Sequenz

4. die Sonde

Die Ansitze 1 und 2 konnen vereinigt werden. Dies sind die Sequenzen, die noch fiir weitere
Aufreinigungen mit Sonden anderer Sequenzen bendtigt werden. Der Ansatz 3 ist derjenige, der
fiir die Sequenzierung benotigt wird und Ansatz 4 wird fiir mogliche spétere Aufreinigungen
eingefroren.

Die gesamten Schritte werden so oft durchgefiihrt, dass nach Moglichkeit alle gewiinschten
Sequenzen aus der Gesamt-RNA aufgereinigt wurden.

2.9.4 Solexa Sequenzanalyse

Um die Sequenzen der geleluierten und zum Teil Dynabead-aufgereinigten ,,silencing“-RNAs
zu bestimmen, wurden diese RNAs in die Hdnde der Firma vertis (vertis Biotechnologie AG,
Freising, Deutschland) gegeben, wo zuerst eine cDNA-Synthese durchgefiihrt wurde. Die erhal-
tenen Sequenzen wurden dann zwecks einer Solexa Sequenzierung (Genome Analyzer™/Solexa,
Illumina, San Diego, USA) an die Firma GATC (GATC Biotech AG, Konstanz, Deutschland)
geschickt. Die dort gelesenen Sequenzen konnten als Datei heruntergeladen werden.
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2.10. Computeralgorithmen

Tn-Werte fiir die Northernblot-Analysen werden durch das Programm POLAND ermittelt (Steger,
1994). Die Sequenzen werden mit dem DotPlot-Algorithmus' auf Sequenz-Komplementarititen
hin iiberpriift. Mit ClustalX? werden die Sequenzen der unterschiedlichen Stimme aligniert, um
Sequenzunterschiede deutlich zu machen. Die PSTVd-Sequenzen werden aus einer Datenbank®
tibernommen. Fiir die T,,-Wert-Berechnung der PCR-Primer wird die eigens auf die Phusion™-
Polymerase abgestimmte Benutzeroberfliche von Finnzymes* verwendet.

! http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/local/DOTPLOT/dotplot.html
2 http://bioinformatics.utmem.edu/

3 http://subviral.med.uottawa.ca/cgi-bin/home.cgi

4 nttps://www.finnzymes.fi/tm_determination.html
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Dieser Arbeit lag ein Pathogenititsmodell zugrunde, wonach Viroide ,,silencing“-RNAs produ-
zieren und iiber ,,post-transcriptional gene silencing” (PTGS) beziehungsweise ,,RNA-silencing”
in die Genregulation des Wirts eingreifen. Um diese Hypothese bestitigen zu kénnen, wur-
den Tomaten-Pflanzen mit unterschiedlichen Viroid-Stimmen infiziert. Nach Extraktion der
Gesamt-RNA konnten diese kurzen RNAs mit Northernblot-Analysen zwar in allen infizierten
Pflanzen nachgewiesen werden, aber keinem spezifischen Bereich des Viroids zugeordnet wer-
den. Um mehr Informationen iiber die Sequenzen dieser Viroid-spezifischen kurzen RNAs und
somit ihrem Herkunftsort zu bekommen, wurde spiter eine High-Throughput-Sequenzierung
durchgefiihrt. Diese Sequenzen konnten mit Hilfe bioinformatischer Methoden bearbeitet und
anschliefend mit Datenbanken verglichen werden, um mégliche Funktionen dieser kurzen RNAs
zu finden.

3.1. Herstellung des Zellmaterials

3.1.1 Pflanzenzucht

Das Ziel dieser Arbeit ist es herauszufinden, aus welchen Bereichen des PSTVd die in infizierten
Pflanzen vorkommenden viroidspezifischen kleinen RNAs stammen und welche Sequenz sie
besitzen. Da fiir simtliche Versuche aus Tomatenpflanzen aufgereinigte Gesamt-RNA benotigt
wurde, mussten grole Mengen Tomatenpflanzen im Gewichshaus gezogen werden, die mit
unterschiedlichen Viroid-Stammen (QFA, Intermediate und AS1) oder nur zum Schein (Mock),
wie in 2.4 beschrieben, infiziert wurden. Fiir die Northernblot-Analysen wurden kleinere Mengen
an Tomatenpflanzen benétigt, die in allen vier verschiedenen Varianten infiziert und jeweils zu
vier unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet wurden. Fiir die Sequenzierung dagegen wurde eine
groBere Menge an AS1-infizierten und Mock-treated Tomatenpflanzen benétigt, die allesamt 30
Tage nach Infektion geerntet wurden.

3.1.2 Sequenzvergleiche der PSTVd-Varianten

Es wurden Tomatenpflanzen mit drei unterschiedlichen Viroid-Stimmen infiziert, die optisch
unterscheidbare Symptome zeigen (siche Abb. 3.1). Diese fiihrt man auf die geringen Sequenz-
unterschiede in der VM-Region der Viroide zuriick, wie in Abbildung 3.2 dargestellt. Die
Sequenzvarianten QFA und Intermediate verursachen schwache Symptome, wie ein geringes
Wachstum durch Stauchung der Internodien. Weitere optische Symptome sind nicht zu erkennen.
AS1 dagegen verursacht schwere Symptome bis hin zur Nekrose. Es tritt eine sehr starke Inter-
nodienstauchung auf und die Blitter sind deutlich kleiner und rollen sich ein. Mit der Zeit treten
Nekrosen der Blitter und Stingel auf.
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Mock QFA AS1

Abbildung 3.1: Tomatenpflanzen der Sorte Rutgers, 16 Tage nach Infektion mit PSTVd. Die ,,Mock-
treated“-Pflanzen werden bis auf das im Inokulum fehlende PSTVd der identischen Behandlung unterzo-
gen, wie mit PSTVd infizierte Pflanzen. Diese Pflanzen zeigen das gleiche Wachstum wie unbehandelte
Pflanzen. Die mit der PSTVd-Variante QFA infizierte Pflanze zeigt im Gegensatz zur ,,Mock-treated"-
Pflanze, einen gestauchten Habitus. Des weiteren sind keine Symptome sichtbar. Die mit der PSTVd-
Variante Intermediate infizierte Pflanze weist eine starke Internodienstauchung auf, zeigt aber ebenfalls
keine weiteren Symptome. Die mit der PSTVd-Variante AS1 infizierte Pflanze ist deutlich kleiner als
die anderen und zeigt eindeutige Symptome. Die Blitter sind kleiner und rollen sich ein. Diese PSTVd-
Variante 16st Symptome bis hin zur Nekrose von Blittern und Stingeln (siehe Ausschnitt) auf. Der
eingerahmte Ausschnitt zeigt eine AS1-infizierte Pflanze 21 Tage nach der Infektion. Bei ihr sind die
beschriebenen Symptome schon eindeutig erkennbar.

Zum Sequenzvergleich wurde das Programm ClustalX' verwendet, welches im Internet zur
Verfiigung steht. Mit Clustal konnen die unterschiedlichen PSTVd-Stimme aligniert werden,
um Sequenzunterschiede deutlich zu machen. Es gibt drei Kodierungen, um einen Vergleich zu
erleichtern. Die vier unterschiedliche Farben dienen zur Markierung der vier Nukleotide: gelb =
Guanin, blau = Cytosin, rot = Adenin und griin = Uracil. Die Sternchen oberhalb der Sequenzen
zeigen die identischen Nukleotide an. Die Fehlstellen in den schwarzen Balken unterhalb der
Sequenzen geben die Nukleotid-Unterschiede an. Die Balken in den Sequenzen entsprechen
Liicken, die beim Alignieren der Sequenzen eingesetzt werden, um die groBtmogliche Homologie
finden zu konnen.

! http://bioinformatics.utmem.edu/
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Abbildung 3.2: Sequenzvergleich der drei verwendeten PSTVd-Stamme. Ein mit ClustalX erstelltes
multiples Sequenz-Alignment der drei verwendeten PSTVd-Stamme zur Verdeutlichung der Sequenzen-
unterschiede. Bedeutung der verwendeten Codierungen: gelb: Guanin, blau: Cytosin, rot: Adenin, griin:
Uracil, *: identische Nukleotide. Nihere Erlduterungen sieche 3.1.2.

3.1.3 RNA-Aufreinigung

Es gab zwei unterschiedliche Vorgehensweisen bei der Herstellung der Gesamt-RNA. Fiir
die Northernblot-Analysen wurden Tomatenpflanzen mit drei Viroid-Stimmen infiziert, die
unterschiedlich starke Symptome hervorrufen. Als Negativkontrolle wurden die sogenannten
Mock-treated Pflanzen zum Schein infiziert. Teile dieser Pflanzen wurden zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (23, 30, 37 und 44 Tage nach Infektion) geerntet und bei -70 °C eingefroren. Fiir
die Sequenzierung wurde nur Gesamt-RNA aus AS1-infizierten und Mock-treated Pflanzen
benotigt. Da aus diesen Proben die kleinen RNAs geleluiert werden sollten und AS1-Pflanzen
im Verhiltnis zu einer Mock-Pflanze sehr wenig Material liefert, musste eine grofle Zahl an
Pflanzen (~ 600 AS1-Pflanzen) geziichtet werden. Alle diese Tomatenpflanzen wurden 30 Tage
nach Infektion geerntet und bei -70 °C eingefroren.

Die RNA wird in beiden Féllen aus den Pflanzen mit Phenol-Chloroform (2.2) extrahiert. Dabei
wurden die Proben wie in 2.4.1 beschrieben behandelt. Anschlieffend wurden die Kozentrationen
per Spektralphotometer bestimmt.

Durch die groflen, einheitlichen Gesamt-RNA-Ansétze kann sichergestellt werden, dass bei allen
Versuchen die gleichen Proben verwendet werden konnten. Bei den Northernblots erhélt man
dadurch eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse.

Bevor die Gesamt-RNA der Mock-treated Pflanzen hergestellt wurde, musste sichergestellt
werden, dass alle Gerdte moglichst viroidfrei waren. Minimale Verunreinigungen durch Viroide
konnen durch die PCR-Zyklen bei der Sequenzierung vervielfacht und somit sichtbar gemacht
werden, was die Ergebnisse verfilschen konnte. Deshalb wurden sowohl der Aufsatz des Waring
Blenders, sowie sdmtliche benétigte Zentrifugenbecher, komplett auseinander genommen. Alle
Kleinteile, sowie die Zentrifugenbecherdeckel und -dichtungen wurden in einem Becherglas mit
1U Benzonase® endonuclease der Firma Merck pro 1 ml Wasser behandelt. Dieses Glas wurde
fiir 6 Stunden in ein Ultraschallbad gestellt. AnschlieBend wurde die Losung erneuert und alle
Kleinteile iiber Nacht darin stehen gelassen. Zum Schluss wurden diese Teile zusammen mit dem
Glas-Blenderaufsatz und den Zentrifugenbechern in einer Spiilmaschine gereinigt, die PCR-rein
spiilt. Nach dieser Prozedur konnte man annehmen, dass kein Viroid mehr vorhanden sein sollte.
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3.1.4  Versuche zur Trennung von grof3en und kleinen RNAs

Um die Arbeit bei der Sequenzierung zu erleichtern, wurden viele zusitzliche Aufreinigungen
ausgetestet. Das Ziel war, moglichst viele grole RNAs aus der Gesamt-RNA-Probe zu entfernen,
um die kleinen, gewlinschten RNAs anzureichern. Dies hat den Vorteil, dass man bei der Gelelu-
tion wesentlich mehr Gesamt-RNA auf das Gel auftragen und somit mehr von der gewiinschten
kleinen RNA auftrennen kann.

Es wurde versucht, eine modernere und effektivere Methode als die klassische Gelelution zu
finden, da diese sehr problembehaftet ist. Zuerst einmal miissen die gro3en Gele ca. 6 Stunden
vorgeheizt und iiber Nacht laufen gelassen werden, bevor man die RNA in der gewiinschten
Lénge erhilt. Diese Gele miissen wiederum eingefroren werden, bevor mit der Gelelution
fortgefahren werden kann. Bei der klassischen Gelelution werden die Gelstiickchen iiber Nacht
in einer entsprechenden Losung geschiittelt, bevor die gewiinschte RNA aus dieser Losung gefillt
werden kann. Somit ist diese klassische Methode nicht nur enorm zeitaufwendig, da die einzelnen
Schritte lange dauern und bei der Elution immer nur geringe Gel-Mengen pro Reaktionsgefif3
eingesetzt werden konnen, sondern zusétzlich sehr verlustreich. In der Regel kann nicht die
gesamte RNA aus den Gelstiicken geldst werden, auch nicht wenn dieser Vorgang ein weiteres
Mal durchgefiihrt wird. Bei einer anderen Elutionsmethode werden die Stiicke in eine elektrische
Kammer gelegt und die RNA durch Anlegen von Strom durch eine Membran in eine andere
Kammer bewegt. Hierbei liegt das Problem bei den Membranen, an denen die RNA ebenfalls
binden. Die erste Idee einer solchen Aufreinigung stammt aus der Zeitschrift Laborjournal,
wihrend deren Testphase sich nach einem Gesprich herausstellte, dass auch Qiagen in Kiirze
ein neues Rezept auf den Markt bringen wiirde. Parallel dazu wurden unterschiedliche Ideen
entwickelt, die mit vorhandenem Material moglich waren, von den jeweiligen Firmen als perfekte
Methode angepriesen wurden oder durch Abwandlung bekannter Methoden entstanden.

Alle diese Versuche, so unterschiedlich sie auch waren, fiihrten nicht zum gewiinschten Erfolg
(Daten nicht gezeigt). Bei allen Proben war es nicht moglich, lange RNAs ohne Verlust von
kurzen RNAs zu fillen. Beim wissrigen 2-Phasen-System schienen sogar die kleinen RNAs in
grofBer Menge verloren zu gehen. Das Resultat war, dass es keine zuverldssigere Methode zu
geben scheint, kleine RNAs komplett und ohne Verluste von der Gesamt-RNA zu trennen, als die
Auftrennung auf einem PAA-Gel mit anschlieBender Gelelution. Allerdings wurde eine dritte,
vertrauenserweckendere Methode der Gelelution gefunden, bei der die RNA elektrisch aus dem
Gelstiick in eine Hochsalzlosung gezogen und angereichert wird (néhere Erkldrung siehe 2.9.1).

Es wurden folgende Methoden, Losungen bzw. Hilfsmittel ausgetestet:

1. Anleitung aus Laborjournal.de - Tipp 80
- Ziel:
Einfache und effektive Aufreinigung von siRNA

- Vorgehen:

Abgewandeltes Rezept mit RNeasy Kit von Qiagen (durch hohe Isopropanol-
Konzentrationen sollen auch siRNAs an die Sdulenmembran binden)
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2. miRNeasy Kit (Appendix A)

- Ziel:
Trennung der RNAs < 200 Nt von der Gesamt-RNA

- Vorgehen:

Aufreinigung der Gesamt-RNA {iber Sdulen mit Hilfe des miRNeasy Kit und RNeasy
MinElute Cleanup Kit der Firma Qiagen.

3. Zentrifugationseinheiten

- Ziel:
Abtrennung der kleineren RNAs von der Gesamt-RNA

- Vorgehen:

Es werden verschiedene Zentrifugal-Filter-Einheiten mit unterschiedlichen Aus-
schlussgrenzen (10, 30 und 50 kDa), sowie denaturierenden Agenzien wie Formalde-
hyd, Formamid und Harnstoff ausgetestet. Benutzt wurden folgende Produkte:

& Microcon® Centrifugal Filter Units (Millipore, USA)
Cellulose YM-Membran
kompatibel mit 5 % Formaldehyd, 10 % PEG, 1 % Phenol und 8 M Harnstoff
Ausschlussgrenze 10 kDA (YM-10), 30 kDa (YM-30) und 50 kDa (YM-50)

o Ultrafree®-0.5 Centrifugal Filter Units (Millipore, USA)
Polyethersulfon-Membran (PES)
kompatibel mit 5 % Formaldehyd, 10 % PEG und 8 M Harnstoff
Ausschlussgrenze 10 kDA

¢ Vivaspin-500 (Sartorius, Gottingen)
Polyethersulfon-Membran (PES)
kompatibel mit 5 % Formaldehyd, 10 % PEG und 8 M Harnstoff
Ausschlussgrenze 50 kDa

Die Zentrifugationseinheiten wurden entsprechend der Anleitungen verwendet. Die
Gesamt-RNA-Losungen wurden zum Teil mit den denaturierenden Agenzien versetzt
und zum Teil zusitzlich ein snap-cool durchgefiihrt. Bei einem Snap-cool wird die
Probe fiir zwei Minuten bei 95 °C erhitzt und anschlieend sofort in eiskaltem Ethanol
abgekiihlt.

4. PEG-Fillung + Harnstoff bzw. Formamid

- Ziel:
Fiéllung der sekundéren Pflanzenstoffe

- Vorgehen:

Bei einer 6 % -igen PEG-Fillung fallen gro3e Nukleinsduren bei RT aus. Da bei
dieser Methode kleine RNAs mitfallen, wurde getestet, ob bei hoherer Temperatur,
unterschiedlicher PEG-Konzentration und denaturierenden Bedingungen (Harnstoff,
Formamid) ein iiberzeugenderes Ergebnis erreicht werden kann. Die denaturierenden
Agenzien dienen auch der T,-Senkung. Dabei gilt: 2—4 °C pro 1 M Harnstoff und



3. Ergebnisse

0,7 °C pro % Formamid. Es wurde auch ausgetestet, ob ein Snap-cool vor der PEG-
Fillung einen positiven Effekt zeigt.

5. wissriges 2-Phasen-System

- Ziel:
Abtrennung der sekundédren Pflanzenstoffe fiir hochkonzentrierte Gesamt-RNA

- Vorgehen:

Auf die Phenol-Chloroform-Extraktion folgt die Aufreinigung mit einem wissrigen
2-Phasen-System. Dabei werden 8,2 % (w/v) Kaliumphosphat (KP) und 52,6 % (v/v)
PEGgo00 zusammengegeben, mit der RNA-Losung aus der Phenol-Chloroform-
Extraktion auf das Gesamtvolumen aufgefiillt und gut geschiittelt.

Gesamtvolumen PEGgyo 30 % KP

400 ml 328 g 210,44 ml
500 ml 41 g 263 ml
600 ml 492 ¢ 315,6 ml
800 ml 65,7 g 420,8 ml

Die KP-Phase (untere Phase mit wesentlich gréerem Volumen) wird abgenommen
und mit 1 Volumen H5O (bezogen auf die KP-Phase), sowie 0,1 Volumen (bezogen
auf KP + H,0) der CTAB-Lo6sung versetzt. Dabei lagert sich das CTAB (N-Cetyl-
N,N,N-trimethyl-ammoniumbromide) an das negativ geladene Phosphatriickgrad
der RNA und fillt diese aus. Nach dem Mischen wird die Losung fiir mindestens 2
Stunden auf Eis gestellt und anschlieBend fiir 20 min bei 10.000 rpm zentrifugiert.
Die Pellets werden zum Schluss 2x mit einem Gemisch aus 70 % EtOH + 200 mM
NaOAc, pH 7.5 gewaschen, wobei CTAB gegen NaOAc ausgetauscht wird, und 1x
mit purem 70 % -igem EtOH, um Salzreste aus dem Pellet zu entfernen.

benotigte Losungen: - 30 % KP (w/w) 566,04 g KH,PO,
93,96 g KQHPO4
350 l’Ill Hzoauto

-3 M NaOAc, pH 7.5 mit Essigsiure einstellen, autoklavieren

- CTAB-Losung 1% CTAB
0,1% NaCl
10mM EDTA

6. Fillungsvergleich: EtOH / wissriges 2-Phasen-System / CTAB

- Ziel:
Uberpriifung, ob signifikante Unterschiede bei den Fillungen auftreten.

- Vorgehen:

Alle Fillungen werden nach der Inkubation auf Eis fiir 20 min bei 4 °Cund
10.000 rpm zentrifugiert. Die Pellets der Fillungen II und III werden, wie in 5.
beschrieben, behandelt. Das Pellet der Féllung I wird 2x mit 70 % EtOH gewaschen.
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I EtOH-Fillung
Die RNA Losung enthélt nach der Phenol-Chloroform-Extraktion, auf Grund des
TNE, 100 mM Salz. Fiir die Fillung werden noch 50 mM NaCl und 3 Volumen
eiskaltes Ethanol (96 % ) zugegeben und fiir mindestens 30 min auf Eis stehen
gelassen.

IT wissriges 2-Phasen-System
Vorgehen siehe Punkt 5.

IIT CTAB-Fillung
Die wissrige Phase nach der Phenol-Chloroform-Extraktion wird mit 0,1 Vo-
lumen CTAB-Losung (siehe Punkt 5) versetzt, gemischt und mindestens fiir 2
Stunden auf Eis inkubiert.

3.2. Northernblot-Analyse

3.2.1 Sonden-Herstellung

Zum Nachweis der kleinen RNAs mit PSTVd-Sequenz wurden Sonden mit komplementirer Se-
quenz benotigt. Diese wurden durch PCR (siehe 2.6.1) und anschlieBende in-vitro-Transkription
(siehe 2.6.1) hergestellt. Diese Sonden wurden fiir Northernblot-Analysen bendtigt, mit denen
zuerst Uberpriift werden sollte, ob die kleinen RNAs mit PSTVd-Sequenz aus dem gesamten
PSTVd stammen oder nur aus bestimmten Bereichen. Dazu wurden jeweils vier Sonden in (+)-
und (—)-Sequenz hergestellt (siche 2.8.1), sowie Gesamt-RNA aus einem Pflanzenpool, damit al-
le Northernblots untereinander vergleichbar sind. Dazu wurden mehrere unterschiedlich infizierte
Pflanzen (Mock, QFA, AS1) zu verschiedenen Zeitpunkten (23, 30, 37 und 44 Tage nach der
Inokulierung) geerntet und verarbeitet (sieche 2.4.1). Nach einer Konzentrationsbestimmung per
Spektralphotometer konnte auf alle Northernblots einheitlich 10 ug Gesamt-RNA aufgetragen
werden. Somit war es nun moglich, alle hergestellten Northernblots quantitativ zu vergleichen.
Die Bereiche der jeweiligen Sonden sind in Abb. 3.3 zu sehen.

3.2.2 Austesten der optimalen Membran

Fiir ein gutes Ergebnis war die Optimierung der Bedingungen und das Austesten verschiedener
Membranen nétig. Die ersten Versuche, kleine RNAs auf eine Membran zu blotten, waren
wihrend meiner Diplomarbeit (Diermann, 2005) mit groBen Miihen verbunden. Es wurde eine
neutrale Membran (Biodyne A, Pall, England) verwendet und diese mit 480 mJ gecrosslinkt. Da-
mit ein Signal zu sehen war, mussten 5 ng aufgereinigte kurze RNA aufgetragen werden. Zudem
hatte man immer einen starken und fleckigen Hintergrund. Somit wurde eine Versuchsreihe mit
verschiedenen positiv geladenen Membranen durchgefiihrt, um eine geeignetere Membran zu
finden. Es wurden folgende Membranen, wie unter 2.8 beschrieben, ausgetestet:

e Whatman Nytran®SuPerCharge (Schleicher&Schuell)

— stark positiv geladene Nylonmembran
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Abbildung 3.3: Ubersicht der Northernblot-Sonden. Fiir die Northernblot-Analyse wurde das Viroid
in vier Bereiche eingeteilt und jeweils eine entsprechende Sonde in (+)- und (—)-Orientierung hergestellt
(A) zeigt die Sonden in Plus-Orientierung, in (B) sind die Sonden mit Minus-Sequenz gezeigt.

— 30 pug Gesamt-RNA aufgetragen
» Whatman Nytran®N (Schleicher&Schuell)
— positiv geladene Nylonmembran
— 30 pg Gesamt-RNA aufgetragen
* Biodyne B (Pall)
— positiv geladene Nylonmembran
— 30 pug Gesamt-RNA aufgetragen

— Es wurden 2 Hybridisierungen nach Angaben der Anleitung abgeédndert. (1) Es
wurden 7 % SDS in die Hybridisierungslosung gegeben; (2) es wurde Blocking-
Reagenz (Boehringer, Mannheim) anstatt Heringssperm-DNA verwendet.

* Amersham Hybond™-N+ (GE Healthcare)

— positiv geladene Nylonmembran

— hohe Bindekapazitit fiir radioaktive und chemilumineszente Anwendungen

— 30, 15 und 10 pg Gesamt-RNA aufgetragen
* Amersham Hybond™-XL (GE Healthcare)

— positiv geladene Nylonmembran

— fiir optimale Signal-zu-Hintergrund-Rate fiir radioaktiv markierte Sonden

— 30 und 15 pg Gesamt-RNA aufgetragen
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Abbildung 3.4: Northernblot-Analysen mit VL-Sonden. Die Autoradiographien zeigen komplette Nor-
thernblots, die mit einer AS1-VL in (A) (4)- und (B) (—)-Orientierung hybridisiert wurden. Aufgetragen
wurden in beiden Fillen jeweils 4 mal 10 g Gesamt-RNA von Mock-Pflanzen (scheininfiziert), sowie von
den PSTVd-Varianten QFA und AS1 infizierte Pflanzen jeweils 23, 30, 37 und 44 Tagen nach Infektion.
In den ersten beiden Slots wurden 5 ng exakte AS1-VL in (4)- und (—)-Orientierung aufgetragen, in die
letzten 8 Slots 15 ng aller kleinen, synthetischen RNAs als Positiv- bzw. Negativ-Kontrolle (vergl. 2.8.2).
Beide Membranen wurden 4 Tage gegen einen Film exponiert. o = oben, u = unten, | = links, r = rechts,
VL = Vollldnge.

Es war sehr hilfreich, dass die positiv geladenen Membranen von unterschiedlichen Fir-
men getestet wurden, da gro3e Unterschiede im Ergebnis erkennbar waren. Die Whatman
Nytran®SuPerCharge und die Biodyne B mit 7 % SDS im Hybridisierungsansatz zeigten nur we-
nig Signal, die Membranen Whatman Nytran®N und Biodyne B mit Blocking-Reagenz sogar gar
kein Signal. Die Membranen von GE Healthcare dagegen zeigten auch bei 15 pg Gesamt-RNA
noch ein Signal, die Amersham Hybond™-XL weniger Signal und mehr Hintergrund. Somit fiel
die Wahl auf die Amersham Hybond™-N+.

3.2.3 Austesten der optimalen Bedingungen

Nachdem die Membran Amersham Hybond™-N+ gute Ergebnisse zeigte, konnten die
Hybridisierungs-Bedingungen ausgetestet und iiberpriift werden, wie sinnvoll eine Verringerung
der Gesamt-RNA-Konzentration ist. Es kristallisierte sich heraus, dass die besten Ergebnissen
durch eine Hybridisierung bei 65 °C und wenig-stringentes Waschen bei 55 °C erreicht werden
konnten. Die Konzentration der Gesamt-RNA konnte auf 10 g gesenkt werden, womit man
weiterhin ein klares Signal und wenig Hintergrund erzielte. Aulerdem zeigte sich, dass ein
stringenteres Waschen kein besseres Signal liefert, sondern maximal das Signal der kurzen RNAs
verringert.
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Diese Vorversuche wurden zuerst mit einer linearen, 5°-[3?P] pCp-endmarkierten AS1-
Vollldngensonde durchgefiihrt, um zu sehen, dass diese Methode prinzipiell funktioniert und
keine unvorhergesehenen Probleme auftreten. In der Abbildung 3.4 sind zwei Autoradiographien
gezeigt, die einmal mit einer Sonde in (4)- und einmal in (—)-Orientierung hybridisiert wurden.
Bei beiden sind die gewiinschten Banden zu erkennen (lineare VL und small RNAs), wobei
ein weiteres Bandensignal zu erkennen ist. Dieses Signal tritt in allen Northernblots in unter-
schiedlicher Intensitiit auf. Innerhalb eines Blots ist die Bande in allen Pflanzenproben, auch in
denen der Mock-Pflanze, in gleicher Stirke vorhanden. Da nachgewiesen ist, dass 5S RNA an
das Viroid binden kann (Stroeks, 2007) und auch zahlreich in der Pflanze vorkommt, war es eine
naheliegende Vermutung, dass diese Bande 5S-RNA sein konnte.

Um diese Theorie zu iiberpriifen, wurde ein Northernblot mit 5S-RNA-Sonde in (—)-Orientierung
durchgefiihrt. Es wurden, wie in Abbildung 3.5 gezeigt, zwei verschiedene Konzentrationen an
PSTVd-VL in beiden Orientierungen aufgetragen, sowie jeweils zwei Gesamt-RNA-Proben der
drei unterschiedlich infizierten Pflanzen und vier verschiedene Konzentrationen an 5S-RNA in
(+)-Orientierung. Wie in Abb. 3.5 (A) zu sehen ist, weist das Kontrollgel nach dem Blotvorgang
noch farbbare Mengen an RNA auf, die nicht aus dem Gel geblottet werden konnten, weil die
Bedingungen an kurze RNAs angepasst sind. Da bei aufgetragenen 5 ng PSTVd-VL ein Signal
nachweisbar war, wurde dies als minimal aufgetragene Menge eingesetzt. Wie in Abb. 3.5 (B) zu
sehen ist, ist die 5S-RNA eindeutig nachweisbar, wobei die PSTVd-Sequenz kein Signal zeigt.

3.2.4 Ergebnisse der Northernblots

Um einen Uberblick zu bekommen, aus welchem Bereich des PSTVd die kurzen RNAs stammen,
wurden Sonden hergestellt, die jeweils etwa einem Viertel des PSTVd entsprechen (siche Abb.
3.3). Dazu wurden mittels PCR und in-vitro-Transkription Sonden mit PSTVd-Sequenz in (+)-
und (—)-Orientierung hergestellt. Fiir die Bereiche auf der rechten Seite reichte eine AS1-Sonde,
da die PSTVd-Stimme sich dort nicht unterscheiden. Fiir die linke Seite wurden jeweils eine
QFA- und eine AS1-Sonde hergestellt, um zu iiberpriifen, ob dadurch unterschiedliche Ergebnisse
erzielt werden.

Wie in Abb. 3.6 zu sehen ist, zeigen alle infizierten Pflanzen ein Signal auf der Hohe von ca. 21
Nukleotiden. In den Bereichen der Mock-treated Pflanzen und der AS1-VL sind keine Signale
vorhanden. Bei den kleinen, synthetischen RNAs, die als Positiv-/Negativ-Kontrolle verwendet
werden, ist jeweils ein eindeutiges Signal bei der Sequenz vorhanden, die komplementér zur
Sondensequenz ist. Nur bei der Sonde unten_links_(+) ist ein zusitzliches Signal bei der eigenen
Sequenz zu sehen. Der Ubersicht halber wurden nur die Northernblots mit AS1-Sonden gezeigt.
Alle Blots mit QFA-Sonden lieferten identische Ergebnisse. Da diese Versuche bewiesen hatten,
dass der Bereich, aus dem die kurzen RNAs mit PSTVd-Sequenz stammen, nicht einzugrenzen
ist, wurde eine High-Throughput-Sequenzierung in Erwédgung gezogen.
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Abbildung 3.5: 5S-RNA-spezifischer Northernblot. (A) Das Kontrollgel, (14 % PAA (30:1)) nach
dem Blotten mit Silber angefirbt, und (B) die daraus resultierende Autoradiographie nach 3 Tagen
Expositionszeit, zeigen den Beweis, dass 5S-RNA in gro3en Mengen in der total RNA vorhanden und
mit PSTVd nachweisbar ist. (A) Es wurden zwei unterschiedliche Mengen an AS1-VL in (+)- und
(—)-Orientierung aufgetragen, sowie jeweils 10 pg von zwei unterschiedlichen Gesamt-RNA Proben von
Mock (scheininfiziert), QFA und AS1 infizierten Tomatenpflanzen (nach 23 und 30 Tagen Infektion).
Zusitzlich wurde 5S-RNA in verschiedenen Konzentrationen aufgetragen. Links und rechts sind zusétzlich
die Lauthohe der Viroid-VL und der 5S-RNA angegeben.

3.3. Aufreinigung der kurzen RNAs und Vorbereitung zur
Sequenzierung

Erste Versuche, kleine RNAs aus der Gesamt-RNA aufzureinigen oder aufzukonzentrieren,
fiihrten nicht zu den gewiinschten Ergebnissen, wie unter 3.1.4 beschrieben. Schon in der Diplom-
arbeit (Diermann, 2005) zeigte sich, dass bei einer PEG-Fillung (siehe 2.3.3), die standardmifig
zur getrennten Fillung von groBen und kleinen RNAs eingesetzt wurde, schon bei niedriger
Prozentigkeit kurze RNAs mit den langen RNAs ausfielen. Ein Anfang 2007 veroffentlichtes
Paper von Itaya et al. zeigt eine Sequenzierung von PSTVd-miRNAs, der eine PEG-Fillung zur
Anreicherung der kleinen RNAs vorausgeht. Um zu sehen, ob das angegebene Rezept andere
Ergebnisse zeigt, oder dabei ebenfalls kleine RNAs mitfallen, wurde die Féillung dem Rezept
entsprechend durchgefiihrt und das Ergebnis auf Northernblots betrachtet. In Abbildung 3.7 sind
zwei Ausschnitte aus Autoradiographien abgebildet, die zeigen, dass bei der Féllung von langen
RNAs auch ein Teil der kurzen RNAs mitfillt.

Es wurden 100 pug Gesamt-RNA, die etwa 1 g Frischgewicht entsprechen, fiir jeden Ansatz

benotigt. 100 pug Gesamt-RNA wurden als Vergleich pur auf das Gel aufgetragen (= Gesamt-
RNA). Eine zweite Probe wurde mit 5% PEG und 0,5 M NaCl gefillt. Das Pellet wurde
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Abbildung 3.6: Ergebnisse der Northernblot-Analysen. Die Autoradiographien zeigen Ausschnitte
der Northernblots auf Hohe der kurzen RNAs, die mit unterschiedlichen 1/4-PSTVd-Sonden hybridisiert
wurden. Alle geblotteten 14 % (30:1)-PAA-Gele wurden in identischer Weise beladen. Neben 5 ng einer
exakten AS1-VL in (+)- und (—)-Orientierung wurden jeweils 4 Proben a 10 ug Gesamt-RNA von
unterschiedlich geernteten Tomatenpflanzen (23, 30, 37 und 44 Tagen nach Infektion) aufgetragen. Es
wurde Gesamt-RNA scheininfizierter Pflanzen (Mock), sowie mit den PSTVd-Varianten QFA und AS1
infizierter Pflanzen verwendet. In die letzten 8 Slots wurden 15 ng aller synthetischen, kleinen RNAs als
Positiv-/Negativ-Kontrolle aufgetragen (vergl. 2.8.2). Die Beschriftungen links neben den einzelnen Blots
beschreiben die Orientierung der zur Hybridisierung verwendeten Sonden (vergl. 2.8.1). o = oben, u =
unten, 1 = links, r = rechts, VL = Vollldnge. Die Expositionszeiten betragen von oben nach unten 2, 2, 5, 2,
5,1, 2, und 5 Tag(e).

gewaschen und in AP aufgenommen (= PEG-Pellet) und der Uberstand wiederum durch Zugabe
von 3 Vol EtOH gefillt. Das daraus resultierende Pellet (= PEG-Uberstand) wurde ebenfalls
gewaschen, in AP resuspendiert und auf ein Gel aufgetragen. Fiir den Langenvergleich wurden
kurze, synthetische RNAs mit komplementédrer Sequenz zur Sonde als Langenstandard und
Positivkontrolle aufgetragen. Dieser Versuch wurde fiir beide Sonden jeweils mit Gesamt-RNA
einer QFA- und einer AS1-infizierten Pflanze durchgefiihrt. Bei den AS1-Proben erkennt man
bei beiden Sonden deutliche Signale in allen drei Slots auf der Hohe von etwa 21 Nukleotiden.
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Abbildung 3.7: Koprizipitation von kurze RNAs bei einer PEG-Fillung. Die Autoradiographien
zeigen geblottete Banden aus einem 14 % -igen Gel nach 30 min Blotzeit, Standard-Hybridisierung (2.8.5)
und drei Tagen Exposition gegen einen Film. Diese Northernblot-Analysen dienen zum Nachweis, dass
eine 6 % PEG-Fillung nicht nur groe RNAs, sondern auch kleine RNAs fillt. Auf beide Gele wurden
15 pg der Stammlosung aufgetragen, sowie das komplette resuspendierte Pellet, welches aus der PEG-
Fillung und der Fillung der Uberstands erhalten wurde. Die links aufgetragenen Proben wurden aus der
Gesamt-RNA einer QFA-infizierten Tomate gewonnen, die rechts aufgetragenen Proben aus der Gesamt-
RNA einer ASI-infizierten Pflanze. In der Mitte wurden als Lingen-Marker 15ng der 4 synthetischen
kurzen RNAs gewihlt, die komplementér zur Sonde sind. In (A) wurde mit einer AS1-VL-(+)-Sonde
(entspricht der AS1-Sequenz) hybridisiert, in (B) mit einer AS1-VL-(—)-Sonde (komplementér zur AS1-
Sequenz), was bedeutet, dass beide Sonden einer exakten Volllange mit (komplementérer) AS1-Sequenz
entsprechen und an Nukleotid 144/145 eine Schnittstelle besitzen. Beide Expositionszeiten liegen bei 3
Tagen.

Bei den den QFA-Proben ist das Signal der mitgeféllten kurzen RNAs im PEG-Pellet wesentlich
schwicher, aber vorhanden.

Da auf diesen Autoradiographien eindeutig zu sehen ist, dass bei einer 6 % -igen PEG-Fillung
ein betrdchtlicher Teil der kurzen RNAs beider Orientierungen nach der PEG-Fillung im Pellet
wieder zu finden ist und nicht im Uberstand, wo sie verbleiben sollten, war dies eine Bestitigung,
dass es nicht einfach ist, diese beiden Arten von RNA zu trennen. Zudem wird durch diese
Northernblot-Analysen die Vollstindigkeit der Ergebnisse von (Itaya et al., 2007) in Frage
gestellt. Durch den Verlust eines Teils der Viroid-spezifischen RNAs, konnte genau der Teil
verloren gehen, der von Interesse ist, da gerade diese RNAs moglicherweise an z. B. die mRNAs
gebunden sind und deshalb mit diesen ausfallen.

3.3.1 Auftrennung der Gesamt-RNA mittels PAGE

Da alle anderen Versuche, die kleinen RNAs aus der Gesamt-RNA zu trennen oder aufzukonzen-
trieren ohne Erfolg waren, wurde die klassische Methode der Gelelution gewéhlt. Dafiir wurden
grofen, denaturierende Gele gefahren (siehe 2.5.3), um zum einen eine wesentlich grof3ere
Menge an Gesamt-RNA auftragen und zum anderen die kleinen RNAs moglichst gut von dem
Rest trennen zu konnen. Auf Grund des langen Laufweges konnte man sicher stellen, dass keine
unerwiinschten RNAs wesentlich groerer Linge mit eluiert wurden.
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Das eindeutige Ausschneiden der gewiinschten Bande stellte wiederum ein Problem dar. Es war
weder mit UV-Shadowing noch mit Ethidiumbromid-Fiarbung moglich eine eindeutige Bande
im gewiinschten Bereich zu erkennen. Nach einigen Vorversuchen, in denen potentiell richtige
Banden ausgeschnitten, geleluiert und auf ein PAA-Gel aufgetragen wurden, stellte sich heraus,
dass sich der Xylenxyanol-Marker sehr gut als Orientierungshilfe eignet. Durch groBziigiges
Ausschneiden dieser Bande plus ca. 3 cm oberhalb und unterhalb, konnte sicher gestellt werden,
dass alle kurzen RNAs darin enthalten waren. Aus diesem Grund wurde dem hierbei verwendeten
Formamid-Auftragspuffer nur Xylenxyanol als Farbstoff zugesetzt.

3.3.2 Gelelution der kurzen RNAs

Bevor die Gelelution durchgefiihrt werden konnte, mussten die Gelstiicke zuerst UN bei
-20 °C eingefroren werden, da dadurch bei der Elution eine hohere Riickgewinnung moglich ist.
Hierbei wurde gegen die Standard-Methode entschieden, durch Schiitteln in einem Elutionspuffer
die RNA aus dem Gel zu 16sen, da man hierbei oft eine grole RNA-Menge verliert. Deshalb
wurde mit einer Salzfalle eine Elektroelution (siehe 2.9.1) durchgefiihrt. Durch das Anlegen des
Stroms, werden die negativ geladenen RNAs gezwungen, sich aus dem Gel zu 16sen und in der
Hochsalzlosung zu sammeln. Vorteilhaft bei dieser Methode war auch, dass keine eingebauten
Membranen vorhanden sind, wodurch ausgeschlossen werden konnte, dass die RNA unspezifisch
bindet. Anschlieend konnte die Hochsalzlosung durch Zugabe von Wasser verdiinnt und mit
EtOH gefillt werden. Da in jeder Form das Risiko minimiert werden sollte, Teile der RNA zu
verlieren, wurden alle Féllungen in DNA LoBind Tubes (2 ml, Eppendorf, Hamburg) durch-
gefiihrt, die insbesondere bei hohen Salzkonzentrationen eine Wiedergewinnung von DNA/RNA
zu nahezu 100 % gewihrleisten. Es wurde mehrfach nacheinander in ein Reaktionsgefal3 gefillt,
damit zum Schluss eine hohere Konzentration an kurzen RNAs vorhanden war.

In Abb. 3.8 (A) wurden alle, fiir die Sequenzierung zur Verfiigung stehenden Gelelutionsproben
(Gelelu) auf ein PAA-Gel aufgetragen und mit Silber gefirbt. Als Langenstandard wurden alle
kurzen, synthetischen RNAs und ein Haelll Marker verwendet. Gelelu 11-19 stammen aus
AS1-infizierten Pflanzen, Gelelu 20 und 21 aus Mock-treated Pflanzen. Wie man sieht, ist bei
allen Gelelutionen eine Bande auf Hohe der kurzen RNAs zu sehen, auch bei den nicht infizierten,
da mit der Silberfarbung auch die pflanzeneigenen kurzen RNAs angefirbt werden. Bei Abb.
3.8 (B) sind zu den bei (A) aufgetragenen Proben noch die Gelelutionen 9.1-10.2 aufgetragen,
die auf Grund ihrer geringen Konzentration, bei der Sequenzierung nicht eingesetzt wurden.
Hierbei wurde die Membran zuerst mit einer AS1-VL-(—)-Sonde hybridisiert und anschlieSend,
nachdem eine Autoradiographie mit gutem Signal vorhanden war, gestrippt. Dabei wurde die
Membran fiir 2 Minuten in einem Becherglas mit 0,1 % SDS-Losung gekocht, um die Sonde
von der RNA abzuwaschen. AnschlieBend wurde ein Film iiber Nacht aufgelegt, um sicher zu
gehen, dass kein Signal mehr zu sehen ist. Danach wurde diese Membran nochmals hybridisiert,
diesmal mit einer AS1-VL-(+)-Sonde. Wie man auf den Abbildungen sieht, sind nur Signale
bei den Gelelutionen der AS1-infizierten Pflanzen zu sehen, nicht bei Gelelu 20-21. Die als
Léngenstandard und Positiv-/Negativ-Kontrolle aufgetragenen kurzen, synthetischen RNAs
zeigen ein deutliches Signal bei der jeweiligen Sonde mit komplementédrer Orientierung. Durch
die hohe Selbstkomplementaritit der Viroid-RNA kommt es aber auch zu schwicheren Signalen
bei den RNAs mit gleicher Sequenz.
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Abbildung 3.8: Uberpriifung der miRNA-Gelelutionen mittels PAGE und Northernblot-Analyse.

Auf diesen Abbildungen werden auf unterschiedliche Art die Ergebnisse der Gelelution gezeigt. Die
Gelelutions-Proben (Gelelu) Gelelu 9-19 resultieren aus der Gesamt-RNA von AS1-infizierten Pflanzen,
Gelelu 20-21 stammen aus Mock-Pflanzen. Fiir den Lingenvergleich und als Positiv-/Negativ-Kontrolle
(bei (B)) wurden kurze, synthetische RNAs beider Orientierungen aufgetragen. (A) Das abgebildete
denaturierende 20 % -ige PAA-Gel, mit einem Vernetzungsgrad von 19:1 (Acrylamid:Bisacrylamid),
enthilt 8 M Harnstoff und 0,5x TBE. Das Gel wurde anschlieend mit Silbernitrat gefarbt. Zu sehen
sind alle fiir die Sequenzierung in Frage kommenden Gelelutions-Proben. Bei dieser Fiarbung kann nicht
zwischen pflanzenspezifischen und viroidspezifischen miRNAs unterschieden werden. Haelll wurde als
zusitzlicher Lingenstandard aufgetragen. (B) Die Autoradiographien dienen dem radioaktiven Nachweis,
dass kurze RNAs mit Viroid-Sequenz in der aufgereinigten und geleluierten Probe enthalten sind. Links
neben den Autoradiographien sind die Sonden angegeben, mit denen hybridisiert wurde. Auf beiden
Gelen wurden jeweils 15 ng Probe eingesetzt. o = oben, u = unten, 1 = links, r = rechts, VL = Vollldnge.

Die fiir alle Abbildungen verwendeten Proben stammen aus der Losung, die zur Konzentrati-
onsbestimmung im Spektralphotometer verwendet wurde, um nicht mehr Losung als notig zu
verschwenden.

3.3.3 Spezifische Aufreinigung der Viroid-spezifischen miRNAs mittels Dyna-
beads

Die Dynabead-Aufreinigung der Viroid-spezifischen aus den Gesamt-RNAs wurde gemacht,
da man davon ausgehen musste, dass die einzelnen Viroid-Sequenzen in geringen Konzentra-
tionen in den Pflanzen vorhanden sind. Daher sollte mit dem GroBteil der geleluierten Proben
eine Dynabead-Aufreinigung erfolgen, um eine Chance zu haben, genug Ergebnisse durch die
Sequenzierung zu erhalten.

Zu Beginn mussten die Bedingungen ausgetestet werden, bei denen die kurzen RNAs an die
Sonde binden bzw. bei denen man die gewiinschte Sequenz wieder frei setzen kann.

Das Ziel war die Trennung der kleinen RNAs von der AS1-Volllingen-Sonde. Die Aufgabe
bestand in der Suche nach Bedingungen, unter denen die gebundenen kurzen RNAs von der Sonde
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Abbildung 3.9: Austestung der Dynabead-Bedingungen. Um optimale Bedingungen fiir die Ablosung
der kurzen RNAs von den Dynabeads zu erhalten, mussten einige Vorversuche gemacht werden. Die
Dynabeads mit hybridisierten kurzen, synthetischen RNAs wurden bei unterschiedlichen Temperaturen
in 0,1x SSC/8M Harnstoff erhitzt. Der Uberstand wurde jedesmal abgenommen, EtOH-gefillt und das
Pellet in Auftragspuffer aufgenommen. Zum Schluss wurden die Beads nochmals bei 75 °C in FA+EDTA
erhitzt und wie zuvor verfahren. Nach der Auftrennung auf einem 20 % (19:1)-PAA-Gel mit 8 M Harnstoff
und 0,5x TBE ist eine deutliche Grenze zu erkennen. Als Liangen-Marker wurden Haelll, AS1-VL und
kurze, synthetische RNAs in unterschiedlicher Linge und Polaritét aufgetragen.

getrennt werden konnen, so dass die Nukleinsduren in deutlich unterschiedlichen Fraktionen
der Aufreinigung zu finden sind. Die Probe, die zuvor nach 2.9.3 durch Hybridisierung der
aufgereinigten Sonde an kurze, synthetische RNAs hergestellte wurde, wurde nach und nach
mit unterschiedlichen Losungen und bei unterschiedlichen Temperaturen behandelt. Dabei
wurde nach 4 min im Heizblock die Probe 30 Sekunden in den Magneten gestellt, bevor der
Uberstand abgenommen wurde. In den ersten Schritten wurde als Niedrigsalz-Losung 0,1x
SSC verwendet und die Probe nacheinander bei 67, 70, 73, 77 und 80 °C erhitzt. Im zweiten
Schritt wurde pures Wasser, ohne Zugabe von Salz zur Stabilisierung der Basenpaare, als
Losungsmittel verwendet. Die Proben wurden bei 70, 75 und 80 °C eluiert. Im letzten Schritt
wurde Formamid-Losung verwendet und die Elutionstemperatur auf 75 und 80 °C eingestellt.
Alle Fraktionen wurden getrennt gesammelt und EtOH-gefillt (siehe 2.3.1). Nach der Auftragung
auf ein 20 % (19:1) PAA-Gel konnte man sehen, dass die kurzen RNAs von der Sonde getrennt
werden konnten, allerding ergab sich keine eindeutige Grenze. Bei weiteren Versuchen wurde
dem Ansatz Harnstoff zugefiigt, da dieser eine denaturierende Wirkung hat und den T, senkt,
wobei gilt: 2-4 °C pro 1 M Harnstoff.
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Im nichsten Schritt wurden zwei Ansitze parallel getestet, einmal mit 0,1x SSC/4 M Harnstoff
und einmal mit 0,1x SSC/8 M Harnstoff. Als Elutionstemperaturen wurden 45, 50, 55, 60, 65
und 70 °C verwendet. Zum Schluss wurde die Sonde mit Formamid-Losung bei 75 °C von den
Dynabeads getrennt, um zu sehen, ob daran noch kurze RNAs gebunden sind. Die Proben mit 4
M Harnstoff zeigten keine eindeutige Grenze. Die Proben mit 8 M Harnstoff dagegen zeigten,
dass die kurzen RNAs in deutlich unterschiedlichen Fraktionen der Aufreinigung zu finden
waren.

Wie in Abb. 3.9 zu sehen ist, sind bei 55 °C alle kurzen RNAs von der Sonde abgetrennt worden.
Auch bei der FA-Fraktion sind keine kleinen RNAs mehr nachweisbar. Bei diesem Versuch
wurden die kurzen, synthetischen RNAs gegen eine AS1-VL-(4)-Sonde hybridisiert. Die Sonde
wurde mit einer Konzentration von 100 nM eingesetzt, die kurzen RNAs jeweils in 80 nM
Konzentrationen, damit keine Sittigung einsetzt. Im Uberstand sind alle nicht gebundenen
kurzen RNAs enthalten. Es sind deutlich die Banden der 26 und 23 Nt Probe zu erkennen, deren
Sequenzen identisch zur Orientierung der Sonde sind. Eine leichte Bande der 24 Nt RNA ist
ebenfalls zu sehen, was darauf schliefen lésst, dass die Sequenz schlechter bindet als die Anderen.
Die weiteren Sequenzen wurde komplett gebunden, und spétestens bei 55 °C vollstdndig von
der Sonde getrennt. Somit wurde bei den weiteren Versuchen bei 55 °Cin einer 0,1x SSC/8
M Harnstoff-Losung eluiert und die Sonde bei 75 °Cin Gegenwart von FA-L&sung von den
Dynabeads getrennt.

3.4. High-Throughput-Sequenzierung

3.4.1 Herstellung von cDNA-Banken

Der Firma vertis wurden 3 unterschiedliche Proben zugeschickt, aus denen cDNA synthetisiert
werden sollte. Die Proben waren:

* Mock = Mock-treated = geleluierte kurze RNAs aus Gesamt-RNA einer nicht infizierten
Tomatenpflanze

* AS1 = geleluierte kurze RNAs aus Gesamt-RNA einer AS1-infizierten Tomatenpflanze

* Viroid = geleluierte kurze RNAs aus Gesamt-RNA einer AS I-infizierten Tomatenpflanzen;
zusitzlich durch Dynabeads aufgereinigt, um nur Viroid-spezifische Sequenzen zu erhalten.

Die folgenden Angaben wurden einer Dokumentation der Firma vertis entnommen, die mit den
Ergebnissen der Sequenzierung geliefert wurden.

Zuerst wurden die kleinen RNAs zur Entfernung eines potentiellen 5’-Triphosphats mit TAP (To-
bacco Acid Pyrophosphatase) behandelt. AnschlieBend wurde mit Hilfe der Poly(A)-Polymerase
ein Poly(A)-Schwanz an die RNAs angehiéngt, gefolgt durch eine Ligation eines RNA-Adapters
(siehe 3.2) an das 5’-Phosphat der miRNAs. Die Erst-Strang cDNA-Synthese wurde durch
Benutzung eines Oligo(dT)-Adapter-Primers (siehe 3.2) und m-MLV-RNase H™ Reverser Tran-
skriptase durchgefiihrt. Die daraus resultierenden cDNAs wurden anschlieBend durch Benutzung
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Tabelle 3.1: cDNA-Herstellung. Probenbeschreibung, benotigte PCR-Zyklen zur cDNA-Amplifikation
und an die 5’-Enden der cDNAs angefiigte Barcode-Sequenzen.

Nr. 1 2 3
Probe Mock AS1 Viroid
5’-Barcode ACTA | CGGA | GTAA
PCR-Zyklen 17 17 17

Tabelle 3.2: Adapter-Sequenzen bei der cDNA-Herstellung. Die folgenden Adapter-Sequenzen flan-
kieren das cDNA-Insert. Der 5’-Adapter ist ein RNA-Oligonukleotid, gefolgt von einem 4-ziffrigen
Barcode am 3’-Ende , hier mit 4x N dargestellt. Der 3’-Adapter ist ein Oligo(dT)-Adapter-Primer und
wird bei der Erst-Strang cDNA-Synthese bendtigt.

5’-Ende (53 Basen):
5’- AATGATACGGCGACCACCGACAGGTT - CAGAGTTCTACAGTCCGACGATCNNNN -3’

3’-Ende (45 Basen):
5’- CAAGCAGAAGACGGCATACGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT -3’

einer high fidelity DNA Polymerase durch PCR amplifiziert, bis eine Konzentration van ca. 20
ng/ul vorhanden war.

Die fiir die PCR-Amplifikation verwendeten Primer wurden fiir amplicon sequencing gemal der
Anleitung von Illumina/Solexa entworfen.

Die Linge der beiden flankierenden Sequenzen zusammen betrigt 98 Basen. Da die PCR-
Produkte Sequenzen von 19-29 Nt enthalten, muss die Gesamtlidnge bei 117-127 Basenpaaren
liegen. Die PAGE-Analyse in Abb. 3.10 der Proben PCR-amplifizierten cDNAs zeigt, dass die
cDNAs in der erwarteten Linge waren.

Die cDNA wurde iiber das Macherey & Nagel NucleoSpin Extract II Kit aufgereinigt und in
ungefédhr gleichen Mengen gemischt.

3.4.2 Solexa-Sequenzierung

Nach Herstellung der cDNA (siehe 3.4.1) wurde der cDNA-Pool fiir die Solexa-Sequenzierung
zur Firma GATC Biotech AG, Konstanz geschickt. Von dieser Firma habe ich erhalten:

1. Anzahl der erhaltenen reads: 4.187.048

2. Anzahl der reads, die eindeutig zu den unterschiedlichen tags zuweisbar waren:

ACTA  (Mock) 1.350.771
CGGA (AS1) 375.502
GTAA  (Viroid) 1.811.097
Summe 3.537.370
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Abbildung 3.10: PAGE-Analyse der cDNA. Auf diesem Gel ist die PAGE-Analyse der Firma vertis
gezeigt. Es wurden je ca. 100 ng der PCR-amplifizierten cDNAs auf ein 6 % -iges PAA-Gel aufgetragen.
Im ersten Slot ist der GroBenstandard aufgetragen, links daneben wurden die entsprechenden Banden
mit der jeweiligen Basenpaar (bp)-Anzahl beschriftet. In den Slots 2-4 wurden die drei cDNA-Proben
aufgetragen.

Bei der Sequenzierung mit dem Illumina Genome Analyzer™ wird mit einer FlieBzelle gearbei-
tet, auf der bis zu 40 Millionen Einzelmolekiile gebunden werden konnen. Diese Fliezelle hat
8 Kanile, die getrennt beladen und gleichzeitig analysiert werden konnen. Die Amplifikation
erfolgt durch eine Briicken-Amplifikation, bei der rdumlich definierte Molekiil-Cluster gebildet
werden. Bei der Sequenzierung selbst wird die sogenannte Methode der ,,Sequenzierung durch
Synthese“mit fluoreszenzmarkierten Nukleotiden durchgefiihrt. Die eingebauten Nukleotide
besitzen reversibel blockierte 3’-OH-Gruppen, so dass Nukleotid fiir Nukleotid eingebaut und
ausgelesen wird. Dadurch ist es auch moglich, sogenannte Homopolymere korrekt aufzulosen,
die bei anderen Methoden oftmals Probleme darstellen. 40 Millionen Reads (= Durchlesen einer
Sequenz) mit Leseweiten von bis zu 35 Nukleotiden ergeben bis zu 1 GB an Sequenzierinforma-
tionen (aus Laborwelt, Nr.3/2007-Vol.8, BIOCOM AG). Der Verlauf einer Sequenzierung mit
Solexa Technologie ist in Abbildung 3.11 schematisch gezeigt und im Folgenden beschrieben:

1. Herstellung einer DNA-Probe. An beide Enden der doppelstringigen DNA muss ein
Adapter ligiert werden. In diesem Fall wurde aus miRNA cDNA hergestellt, wobei die
Adapter schon wihrend dieses Vorgangs, wie unter 3.4.1 beschrieben, an die Sequenzen
ligiert wurden.

2. Anlagerung der DNA an die Oberfliche. Die nun einzelstringigen DNA-Fragmente
werden wahllos, in einer nicht zu hohen Konzentration, an die innere Oberfliche des
Flusszellen-Kanals gebunden. In diesem Moment ist es nicht von Belang, welcher der
Adapter an die Oberfldache bindet. Zusitzlich wird ein dichter Rasen von beiden Adaptern
auf die Oberfldche aufgebracht.

3. Briicken-Amplifikation. Durch die Zugabe von unmarkierten Nukleotiden und Enzymen
wird die Fliissig-Phasen-Briicken-Amplifikation initiiert. Dabei lagert sich der nach oben
ragende Adapter durch Biegung des Fragments an einen entsprechenden Adapter, der
in seiner nahen Umgebung an der Oberfliche befestigt ist, an und es kommt zu einer
Amplifikation dieses Fragments.

4. Die Fragmente werden doppelstriangig. Das Enzyme baut Nukleotide ein, um doppel-
striangige Briicken auf der Oberfldche zu bilden.
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5. Denaturierung der Doppelstrang-Molekiile. Durch eine Denaturierung werden die Dop-
pelstringe wieder getrennt. Die einzelstrangigen Templates bleiben auf dem Substrat
verankert. Die Briicken-Amplifikation kann nun wieder von neuem beginnen bis Cluster
der gleichen Sequenz entstehen.

6. Vollstiindige Amplifikation. Einige Millionen dichter Cluster der DNA werden in jedem
der acht Kandéle der Flusszelle erzeugt. Durch einen weiteren Schritt wird dafiir gesorgt,
dass nur noch einer der Adapter auf der Oberfliche gebunden bleibt, wodurch sichergestellt
wird, dass alle Sequenzen eines Clusters die identische Orientierung besitzen.

7. Bestimmung der ersten Base. Um den ersten chemischen Sequenzierzyklus zu initiieren,
werden alle vier Nukleotide mit einem reversibel-blockierten und markierten 3’-Ende,
sowie Primer und DNA-Polymerase in die Flusszelle gegeben. Dabei lagern sich die
entsprechenden, komplementiren Nukleotide an die DNA an. Die 3’-Enden sind blockiert,
damit immer nur ein Nukleotid angelagert werden kann. Alle nicht eingebauten Nukleotide
werden abgewaschen.

8. Abbildung der ersten Base. Nach der Anregung mit einem Laser, kann die emittierende
Fluoreszenz von jedem Cluster auf der Flusszelle eingefangen und abgebildet werden.
AnschlieBend wird das blockierte 3’-Ende und das Flurophor von jeder angelagerten Base
entfernt.

9. Bestimmung der zweiten Base. Um den zweiten chemischen Zyklus zu initiieren, werden
wieder alle vier markierten Nukleotide, die wiederum ein reversibel-blockiertes 3’-Enden
besitzen, sowie das Enzym in die Flusszelle gegeben. Dabei lagert sich jeweils das nichste
Nukleotid an die DNA an.

10. Abbildung des zweiten chemischen Zyklus. Nach der nichsten Laser-Anregung werden
die Abbildungs-Daten wie zuvor gesammelt und die Identitéit der zweiten Base fiir jeden
Cluster aufgezeichnet. Die Blockierung des angelagerten Nukleotids wird wieder aufgelost,
wodurch auch der Farbstoff entfernt wird.

11. Lesen der Sequenz iiber mehrere chemische Zyklen. Die Sequenzier-Zyklen werden
bis zum Ende der Basensequenz des zu sequenzierenden Fragments wiederholt. Dies
erfolgt immer mit einer Base nach der anderen.

12. Alignieren der Daten. Zum Schluss konnen die Daten aligniert, mit einer Referenz
verglichen und Sequenzunterschiede identifiziert werden. In diesem Fall wurde mit den
erhaltenen Sequenzen wie unter 3.5 beschrieben vorgegangen.

3.5. Analyse der Solexa-RNAs

Zur Auswertung der Solexa-Datensitze wurden von G. Steger unter Benutzung von BioPerl
eine Reihe von kleinen perl-Programmen geschrieben. Da bei der gewihlten Sequenziermethode
mehrfach vorhandene Sequenzen auch mehrfach sequenziert wurden, wurden nahezu identische
Sequenzen mit frei verfiigbaren Programm aus dem cd-hit-Paket zusammengefasst. Die cd-hit-
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Abbildung 3.11: Solexa-Sequenzierung. Ablauf einer Sequenzierung mit Solexa Technologie der Firma
Illumina. Die ausfiihrliche Erkldrung zu den Abbildungen ist unter 3.4.2 beschrieben. Die Abbildung
wurde aus einer Anleitung der Firma Illumina® (Technology Spotlight, Illumina® Systems & Software,
DNA Sequencing with Solexa® Technology, Technology Spotlight, Illumina® Systems & Software)
entnommen und abgewandelt.
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Tabelle 3.3: Verteilung der Solexa-Sequenzen auf die drei Tag-Gruppen.

Tag Name Soll? Gefunden
ACTA Mock 1.350.771 1.163.686 27.8%
CGGA ASI 375.502 323.878  7,7%
GTAA Viroid 1.811.097 1.324417 31,6%

Rest? 649.678 1.375.067 32,8%
4.187.048 4.187.048 99,9%

¢ Von vertis angegeben

b Bei ,.Soll* entspricht der Tag nicht (ACTA|CGGA|GTAA)
bzw. bei ,,Gefunden® erfiillt die Sequenz auch nicht die in
Abschnitt 3.5.1 angegebenen Kriterien.

Programme benétigten z. T. bis zu einer Stunde Rechenzeit auf einem Intel Xeon 5160, 3 GHz mit
4GB RAM; der Zeitaufwand fiir die perl-Programme lag meist im Minutenbereich. Ergebnisse,
die mit diesen Programmen erzielt wurden, sind im Folgenden dargestellt.

3.5.1 Zuordnung der Sequenzen zu den Proben

Die von vertis libermittelte Sequenz-Datei lag im FASTA-Format vor, wobei die eindeutigen
Sequenznamen dem Muster ,KN-1284_ miRNA_7_[0 — 9]{2,2}_[0 — 9]{4,4}_[0 — 9]{4,4}*
entsprachen. Bei der Beschreibung des Sequenznamens handelt es sich um regulédre die wie
folgt zu verstehen sind: [0 — 9]{2, 2} bedeutet z. B., dass genau zwei Ziffern ({2, 2} bedeutet
mindestens zwei, hochstens zwei) von 0 bis 9 ([0 — 9]) genommen werden, wobei die Ziffern
doppelt vorkommen diirfen. Die Sequenzen waren bereits aufbereitet; d. h., beide Primer-Teile
und auch ein Grofteil der 3’-oligoA-Reste waren bereits entfernt. Mit Hilfe eines perl-Programms
wurden die Sequenzen entsprechend ihres 5°-Tags aus vier Basen in drei neue Dateien ohne
ihr 3’-o0ligoA-Ende und ohne 5’-Tag geschrieben. Dabei mussten die Sequenzen den folgenden
Kriterien entsprechen, ansonsten wurden sie verworfen:

Die Sequenz beginnt mit einem der Proben-spezifischen Tags.

Die Sequenz enthilt mindestens ein 3’ A.

Die Sequenz ist nach Entfernung der 3’ As lidnger als 16 Nukleotide.

Die Sequenz enthilt mindestens 10 % nicht-A-Nukleotide

Aufgrund der letzten drei Kriterien ist die Zahl der zu den Proben zuordnenbaren Sequenzen
geringer, als von vertis angegeben (siehe Tab. 3.3).

Der hohe Anteil an nicht-zuordnenbaren Sequenzen (,,Rest” in Tab. 3.3) ldsst sich nicht auf
einen hohen Anteil des vierten Tags TACA, das bei Solexa-Sequenzierung eingesetzt wird,
zuriickfiihren, noch sind auffallend hohe Anteile an 1-Fehler-Varianten der drei benutzten Tags



3.5. Analyse der Solexa-RNAs

73

vorhanden. Falls der Anteil an 1-Fehler-Varianten aller Tags auf Sequenzierfehler zuriickzufiihren
ist, dann entspricht dies einem mittleren Sequenzierfehler pro Base von etwa 0,7 % (Daten nicht
gezeigt).

3.5.2 Erstes Zusammenfassen der Sequenzen

In jeder Tag-Gruppe wurden identische Sequenzen zu einem Sequenzeintrag zusammengefasst.
Der neue Sequenzname entstand dabei aus der Konkatenierung der Anzahl der zusammengefass-
ten Sequenzen und der einzelnen Sequenznamen.

AnschlieBend wurden mithilfe des WU-BLAST-Programms (Gish, W. (1996-2004),
http://blast.wustl.edu) ,,dust* niedrig-komplexe Basenfolgen durch Ns ersetzt; diese nied-
rig-komplexe Basenfolgen bestanden bei den vorhandenen Sequenzen fast ausschlielich aus
langeren Mononukleotid-Folgen am 5’- oder am 3’-Ende der Sequenzen. Solche 5°- und 3’-
terminalen Ns wurden anschlieBend tiber ein eigenes perl-Programm geldscht; falls eine Sequenz
dann kiirzer als 17 Nukleotide wurde, wurde sie aus dem Datensatz entfernt.

Bei ersten BLAST-Suchen fiel auf, dass viele der Sequenzen, die langer als 27 Nukleotide waren,
aus zusammengesetzten Sequenzen zu bestehen schienen; d. h., fiir solche lingeren Sequenzen
wurden perfekte Treffer mit etwa 22 Nukleotiden fiir ihr 5’-Ende gefunden, wihrend der restliche
3’-Teil nicht zugeordnet werden konnte. Daher wurden alle Sequenzen aus den Datensitzen
geloscht, die ldanger als 27 Nukleotide waren.

In diesen Datensdtzen wurde als erster Test nach PSTVd-AS1-Sequenzen mit WU-BLAST
gesucht; die Optionen wurden so gewdhlt, dass alle Treffer keine Insertionen oder Deletionen
und maximal ein Nukleotidaustausch enthalten konnten (-Ww 18 -M 1 -N -4 -Q 1 -R
1 —gapW=1 -B=9999999); Ergebnisse sind im unteren Teil der Tab. 3.4 zusammengefasst.
Folglich enthilt der Datensatz, der aus der nicht-infizierten Pflanze erhalten wurde, einen margi-
nalen Anteil an PSTVd-dhnlichen Sequenzen, wihrend Viroid- und AS1-Datensatz knapp 50fach
hohere Anteile und untereinander dhnliche hohe Anteile an PSTVd-dhnlichen Sequenzen besit-
zen. Da also der Datensatz, der auf der Dynabead-Aufreinigung beruht (Viroid), nicht wesentlich
mehr PSTVd-idhnliche Sequenzen enthilt, als der Datensatz ohne Dynabead-Aufreinigung (AS1),
lasst an der Effizienz und/oder Spezifitit der Aufreinigungsmethode zweifeln.

3.5.3 Entfernen von ribosomalen, tRNA- und Organellen-Sequenzen

Aus den drei Solexa-Datensidtzen wurden anschliefend ribosomale, tRNA- und Organellen-
Sequenzen entfernt. Dazu wurden zwei Datensitze mit mehreren 16 S-, 23 S-,4,5S-,5S-, 5,8 S-,
25 S-rRNA-Sequenzen von Solanaceen aus GenBank und ca. 100 tRNA-Sequenzen aus der
tRNA-Datenbank (Sprinzl & Vassilenko, 2005) bzw. Chloroplasten-Genomen von Solanaceen
aus GenBank zusammengestellt. Alle Sequenzen, die mit diesen Datensétzen in einer stringen-
ten BLAST-Suche (-w 18 -M 1 -N -4 -Q 1 -R 1 —gapW=1 -B=9999999)inden
Solexa-Datensétzen gefunden wurden, wurden aus den Solexa-Datensétzen entfernt.
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Tabelle 3.4: Erstes Zusammenfassen von Sequenzen innerhalb der Sequenzgruppen. Zusammen-
fassen identischer Sequenzen (Zeile 2), Entfernen von Sequenzen geringer Komplexitit (Zeile 3) und
zu langer (> 27 Nukleotide) bzw. zu kurzer (< 17 Nukleotide) Sequenzen (Zeile 5) verkleinerte die
Ausgangsdatensitze (Zeile 1) auf die in Zeile 4 bzw. 6 angegebenen Anteile. Danach wurde eine erster
Suche per WU-BLAST in diesen Datensitzen durchgefiihrt (Zeilen 7-11).

Viroid AS1 Mock

Total 1.324.417 323.878 1.163.686
Zusammengefasst® 1.128.101 295.390 1.073.882
nach dust? 1.098.325 291.596 1.065.975
829% 90,0 % 91,6 %

nach Linge 1.068.920 284.936 1.050.815
80,7%  88,0% 90,3 %

TN¢ 1.055.458 282.782 1.050.632
AS1¢  FP¢ 8.980 1.165 84
TP 4.482 989 99
TP/Total 0,338% 0,305 % 0,009 %
TP/(nach Liange) 0,419% 0,347 % 0,009 %

¢ Nach Zusammenfassen identischer Sequenzen

b Nach Entfernen von Sequenzen mit niedriger Komplexitit und Sequen-
zen mit Lingen kiirzer als 17 bzw. ldnger als 27 Nukleotiden.

¢ Sequenzen, die eindeutig nicht in PSTVd-AS1 vorkommen

¢ BLAST-Suche mit PSTVd-AS1-Sequenz

¢ Sequenzen, die bei gegebenen Kriterien (siehe Abschnitt 3.5.2) nicht
in PSTVd-AS1 vorkommen

/ Sequenzen, die eindeutig in PSTVd-AS1 vorkommen

3.5.4 Zusammenfassen der Sequenzen per cd-hit-est

Aus den Ergebnissen der ersten BLAST-Suche nach PSTVd-Sequenzen in den drei Solexa-
Datensitzen (siehe Tab. 3.4) war offensichtlich, dass die Datensétze noch viele praktisch identi-
sche Sequenzen enthielten, die sich meist nur durch geringe Lingendifferenzen unterschieden.
Daher wurden solche Sequenzen mit dem Cluster-Programm ,,cd-hit-est” (Li & Godzik, 2006)
zusammengefasst. Die Optionen (-¢ 95 -n 8 -r 1 -p 1 -d 40) wurden so gewdhlt,
dass nur Sequenzen mit mehr als 95 % Identitdt zusammen gefasst wurden. Vor Verwendung des
Programms mussten die Sequenznamen in den Datensédtzen auf maximal 40 Zeichen gekiirzt
werden, da bei lingeren Namen das Programm mehrfach nicht terminierte; in der Ausgabedatei
wurde wieder die langen Sequenznamen eingesetzt. Die Haufigkeit, mit der Sequenzen vor bzw.
nach der Verwendung von cd-hit-est in den Datensitzen auftraten, ist in Abb. 3.12 gezeigt.

3.5.5 Identifizierung von PSTVd-Sequenzen

Nach Zusammenfassen mit cd-hit-est wurde in den Solexa-Datensitzen nach PSTVd-AS1-
Sequenzen mit WU-BLAST gesucht; die Optionen wurden so gewihlt, dass alle Treffer keine
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After purge, dust; rRNA removed w After purge, dust; rRNA removed; clustering
* Mock * Mock
O Viroid O Viroid
1 AS1 As1

# of Sequences
S

# of Sequences
S

1 2 510 2 5 10° 2 5 10° 2 5 10° 2 5 1 2 510 2 5 10° 2 5 10° 2 5 10° 2 5
Sequences Sequences

Abbildung 3.12: Hiufigkeit von Sequenzen in den Solexa-Datensétzen. Auf der x-Achse ist die Zahl
(nahezu) identischer Sequenzen, die zu einer Sequenz zusammengefasst wurden, angegeben; auf der
y-Achse die Anzahl dieser Haufigkeitsklassen. Z. B. kommen im Mock-Datensatz (blaue Sterne) nach
Zusammenfassen durch das Programm cd-hit-est (rechte Abbildung) singuldre Sequenzen 664.000fach
vor (# of Sequences = 1; Sequences = >10%), wihrend nur eine einzige Sequenz 12.200fach auftritt
(Sequences = 1; # of Sequences = <10°).

Insertionen oder Deletionen und maximal ein Nukleotidaustausch enthalten konnten (-W 18 —-M
1 -N -4 -0 1 -R 1 —gapW=1 -B=9999999). Aus der BLAST-Ausgabe wurde iiber
ein perl-Programm als falsch-positiv definierte Treffer entfernt und korrekte Treffer in eine
Grafik-Datei fiir skencil (Vektor-Zeichenprogramm; www.skencil.org) umgesetzt. Als falsch
wurden Treffer definiert, bei denen mehr als zwei Nukleotide der kleinen RNA nicht mit der
PSTVd-Sequenz iibereinstimmten oder weniger als 18 Nukleotide iibereinstimmten oder die
Wahrscheinlichkeit P fiir eine Ubereinstimmung groBer als 1 - 10~3 war. Die Ergebnisse sind in
Abb. 3.13 dargestellt.

3.5.6 Vergleich der Datensitze

Im Folgenden wurde versucht, Sequenzen in den Solexa-Datensitzen zu finden, die auf eine
mogliche Unter- oder Uberexpression von Tomaten-Sequenzen hinweisen konnten. Dazu wurden
jeweils zwei Solexa-Datensitzen mithilfe von cd-hit-est-2d unter Beriicksichtigung eines 95 %-
Identitéatskriteriums verglichen; dabei wurden zwei Ausgabedateien erzeugt, die jeweils die
Sequenzen enthalten, die nicht im anderen Datensatz auftreten. Die Sequenzen in diesen Ausga-
bedateien wurden per perl-Programm nach ihrer in den Sequenznamen vermerkten Haufigkeit
sortiert. Die jeweils hundert hiufigsten Sequenzen wurden zum Teil nochmals per Auge, der
Ubersicht halber, zusammengefasst und in den Tabellen 3.5 —3.10 dargestellt. Nicht identische
Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um dhnliche Sequenzen zusammenzufassen. Die Benen-
nung der jeweiligen Solexa-Proben (,,Mock®, ,,AS1“, ,,Viroid**) ist auf die Bezeichnungen aus
Abschnitt 3.4.1 bezogen. Die Annotationen wurden per NCBI-BLAST-Webserver in ,,Nucleotide
collection® eingeschrinkt auf Solanaceae (texid:4070) bestimmt, wobei gemil der Kiirze der
Sequenzen meist nur E-Werte zwischen 1E-2 und <1 auftraten. Zusitzlich wurden die Sequenzen
per WU-BLAST mit PSTVd-AS1 und der kompletten miR-Base (Version 12.0; Griffiths-Jones
et al., 2008) verglichen
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Abbildung 3.13: Lage kleiner RNAs mit PSTVd-Sequenz im PSTVd-AS1-Genom. Die x-Achse
stellt das PSTVd-Genom dar; die Sequenzverdopplung am 3’-Ende iiber 24 Nukleotide beriicksichtigt
die Zirkularitit des Genoms. Die als BLAST-Treffer ermittelten kleinen PSTVd-Sequenzen sind als
waagerechte Striche eingezeichnet; die Dicke und die Farbe der Striche ist proportional zur Haufigkeit
des Vorkommens der Sequenz im jeweiligen Solexa-Datensatz. Die Farbskala von gelb (minimal) bis
rot (maximal) ist rechts oberhalb der Graphen angegeben. Sequenzen, die weniger als 15fach auftraten,
wurden nicht beriicksichtigt; die hdufigste Sequenz trat 148mal (AS1) bzw. 599mal (Viroid) auf. Sequenzen
oberhalb der x-Achse besitzen (+)-Strang-Sequenz, die unterhalb der Achse (—)-Strang-Sequenz. Die
PSTVd-Doménen (Keese & Symons, 1985) und die Bereiche der stabilen Hairpins (Steger et al., 1984)
sind eingezeichnet.

3.5.7 Ubersicht iiber die vorhandenen Sequenzen

Vergleicht man die Tabellen 3.5 und 3.6, so ist zu sehen, dass in der Mock-Pflanze keine AS1-
Sequenzen auftreten. In beiden Tabellen sind hohe Trefferzahlen bei Sequenzen, die einer 25S
rRNA- bzw. 4.5 rRNA Sequenz aus unterschiedlichen Pflanzen entsprechen, sowie einem Hexo-
kinase 3-Gen. Diese Mengen an rRNA-Sequenzen unterschiedlichster Art sind allerdings in allen
Proben zu beobachten.

Es sind fiinf verschiedene Gruppen von Sequenzen vorhanden, die als miRNA annotiert werden
konnten. Drei davon sind auch als eine miRNA aus Solanum lycopersicum beschrieben; miR159,
miR162 und miR319. Des weiteren konnten noch die Varianten miR396 und miR398b beobachtet
werden, wobei letztere miRNA ausschlieSlich in der nichtinfizierten Pflanze vorkommt, aber
bisher nur fiir Oryza sativa annotiert ist. Alle anderen miRNAs sind auch in den Proben der
infizierten Pflanzen zu finden.

Die Solexa-Sequenzen stimmen mit 19 Nukleotiden mit der miR159 von Solanum lycoper-
sicum und mit 20 Nukleotiden mit der von Arabidopsis thaliana iiberein. miR162 hat eine
Ubereinstimmung mit 19 Nukleotiden bei Solanum lycopersicum und 21 Nukleotiden bei Ara-
bidopsis thaliana. miR319 ist auf 21 (Arabidopsis thaliana) bzw. 19 Nukleotide (Solanum
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Tabelle 3.5: Sequenzen, die in Mock, aber nicht in AS1 auftreten. In dieser Tabelle sind die zum Teil
zusammengefassten Top100-Treffer nach ihrer Haufigkeit aufgelistet, die in der Mock-Probe auftraten,
nicht aber in AS1. Nicht identische Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um #hnliche Sequenzen
zusammenzufassen. Zusitzlich sind mogliche Funktionen / Herkunftsorte der jeweiligen RNAs fiir

mogliche Riickschliisse auf deren Funktion angegeben (vergleiche auch 3.5.6).

Trefferzahl | Sequenz Annotation
7171 NNNNNN-TTGTCGCTCCGATTCG-NNNNN | Solanum tuberosum; 3’-Ende einer 258 ribosomalen RNA
2104 TTTGGATTGAAGGGAGCTC-NNNN miR 159 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)
2938 NN-TTACTACTTCATGATCTGG-NNNNNN Solanum lycopersicum Chromosom 2 und
+1142 mit zusitzlichen Nukleotidaustauschen Chloroplast - NADH Dehydrogenase ND2 Untereinheit
595 TTAACAGACCGGTAGACTTGGT Solanum lycopersicum - 4.5S ribosomale RNA
570 CAGACCGGTAGACTTGAACGGC Nicotiana tabacum - 4.5S ribosomale RNA
324 GCTGCGGAAGGATCATTG Nicotiana goodspeedii - internal transcribed spacer 1 (ITS1)
321 TATTCCATGAGACTGTTTTTGTCC Solanum lycopersicum cDNA, Klon
298 TCTTTTATTTTCTCAACTGTTATG Nicotiana sylvestris Hexokinase 3 (Hxk3) Gen
294 GAAGTTCCTAATTCATGATCTGGAAC Solanum tuberosum cultivar Desiree Chloroplast und
NADH-plastoquinone Oxidoreductase Untereinheit 2
251 TTCCACAGCTTTCTTGAAC-NNNNNN miR396 (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa etc.)
242 ATGGATACTAGGCGCTGTGCGGGC Chromosom 2 / Chloroplast
421 NN-AACAGACCGGTAGACTTGAAAC-NN Chromosom 4 bzw.. 8 / Chloroplast
204 CTAGATTCACGCACAAGCTCCATC Nicotiana attenuata microRNA mir-403-like (?)
186 ATAAGTTTGGATTCTTTTTGATC Solanum lycopersicum DNA, Chromosome 8
180 TTGGACTGAAGGGAGCTCCCTACAC miR319 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)

Tabelle 3.6: Sequenzen, die in Mock, aber nicht in Viroid auftreten. In dieser Tabelle sind die zum
Teil zusammengefassten Top100-Treffer nach ihrer Haufigkeit aufgelistet, die in der Mock-Probe auftraten,
nicht aber in Viroid. Nicht identische Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um dhnliche Sequenzen
zusammenzufassen. Zusitzlich sind mogliche Funktionen / Herkunftsorte der jeweiligen RNAs fiir
mogliche Riickschliisse auf deren Funktion angegeben (vergleiche auch 3.5.6).

Annotation

miR396 (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa etc.)
Nicotiana tabacum - 4.5S ribosomale RNA

Solanum lycopersicum Chromosom 2 und

Chloroplast - NADH Dehydrogenase ND2 Untereinheit
Solanum lycopersicum - 25S ribosomale RNA Gen
Physcomitrella patens - hypothetisches Protein

miR398b (Oryza sativa)

miR162 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thalianaetc.)
Nicotiana sylvestris Hexokinase 3 (Hxk3) Gen

miR 159 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)

Trefferzahl | Sequenz

1815 TTCCACAGCTTTCTTGAACTGGC

1165 NNNN-CAGACCGGTAGACTTG-NNNNNN
800 AGTTACTAATTCATGATCTGGCA-NNNN

+1015 mit zusitzlichen Nukleotidaustauschen

787 CTACCTTTGTCGCTCCGATTCGT
478 AGTTACTCATTCATGATCTGGAAG
446 TATGTTCTCAGGTCGCCCCAAC
339 TCGATAAACCTCTGCATCCTAC
298 TCTTTTATTTTCTCAACTGTTATG
158 TTTGGATTGAAGGGAGCTCTGGC

lycopersicum) identisch. miR396 weist bei allen Arten eine 19—21 Nukleotid-Ubereinstimmung
auf und miR398b ist auf 17 Nukleotide mit der gefundenen miRNA identisch.

Da die Probe ,,AS1“ im Verhiltnis zu den anderen Proben wesentlich weniger Sequenzen lieferte,
sind auch weniger Sequenzen bei den Vergleichen (Tabellen 3.7 und 3.8) zu beobachten, wobei
auch hier wieder tRNA- und rRNA-Sequenzen auftreten. Neben einigen eindeutig zuzuordnenden
Sequenzen aus dem Viroid AS1, die in groBer Anzahl vorhanden sind, konnte die miRNA
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Tabelle 3.7: Sequenzen, die in AS1, aber nicht in Mock auftreten. In dieser Tabelle sind die zum Teil
zusammengefassten Top100-Treffer nach ihrer Hiufigkeit aufgelistet, die in der AS1-Probe auftraten,
nicht aber in Mock. Nicht identische Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um dhnliche Sequenzen
zusammenzufassen. Zusétzlich sind mogliche Funktionen / Herkunftsorte der jeweiligen RNAs fiir
mogliche Riickschliisse auf deren Funktion angegeben (vergleiche auch 3.5.6).

Trefferzahl | Sequenz Annotation
4658 AGTTACTAATTCATGATCTGGCGTC Solanum lycopersicum - Chromosom 2 und
Chloroplast - NADH Dehydrogenase ND2 Untereinheit

261 TATGTTCTCAGGTCGCCCCCACC moglicher internal transcribed spacer (ITS)

210 GCGCCTGTAGCTCAGTGGTTT Solanum lycopersicum; aus mit Pathogen behandelten Blittern
(LEFL1031BEOS8) und tRNA-Arg; Arabidopsis thaliana

205 TATAGGAATTCCTGAGCCCTCC Solanum lycopersicum Chloroplast; mogl. Him-Bindeprotein

194 GTGAAGTCCTCGTGTTGCATCCCT Solanum polyadenium - 5S ribosomale RNA
171 TCCCAGTCCCGAACCCGTCGGCT Solanum lycopersicum - 258 ribosomale RNA
149 CCCTTACTCTTATTTTCTCCAC mogl. Transposon bei Arabidopsis thaliana
129 GACCGCATAGCGCAGTGGTAT Solanum lycopersicum - Chromosome 12

404 CTCTATCTTACTAGCTCCG-NNNNN AS1301-319
195 ACTAAACTCGTGGTTCCTGTGTAC AS1 5-25; 364-383

148 CTACCCGGTGGAAACAACTGCC AS1 259-278
134 CCTTCCTTTCTTCGGGTGTCCTC AS1 184-205
123 ATCTTACTAGCTCCGGGGCGAAGAC | ASI1 305-325
119 CGCTTTTTCTCTATCTTACGC AS1293-311

Tabelle 3.8: Sequenzen, die in AS1, aber nicht in Viroid auftreten. In dieser Tabelle sind die zum Teil
zusammengefassten Top100-Treffer nach ihrer Hiufigkeit aufgelistet, die in der AS1-Probe auftraten,
nicht aber in Viroid. Nicht identische Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um dhnliche Sequenzen
zusammenzufassen. Zusétzlich sind mogliche Funktionen / Herkunftsorte der jeweiligen RNAs fiir
mogliche Riickschliisse auf deren Funktion angegeben (vergleiche auch 3.5.6).

Trefferzahl | Sequenz Annotation
420 TCGATAAACCTCTGCATCCTAT miR162 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)
209 CTCTATCTTACTAGCTCCGGTGAT AS1301-320

195 ACTAAACTCGTGGTTCCTGTGTAC AS1 5-25; 364-383
123 ATCTTACTAGCTCCGGGGCGAAGAC | ASI1 305-325

miR 162 zugeordnet werden, die immerhin eine Sequenzidentitidt von 19 Nukleotiden bei Solanum
lycopersicum aufweist. Diese miRNA ist in allen drei Proben zu beobachten.

Bei genauer Betrachtung der Tabellen 3.9 und 3.10 der ,,Viroid*“-Probe sieht man zuerst, dass
wesentlich mehr AS1-Sequenzen vorhanden sind. Das liegt daran, dass bei der ,,Viroid“-Probe
eine groflere Zahl von Sequenzen gelesen wurden. Somit war auch nach Abzug der ,,Top100*
aus ,,AS1“ eine ganze Reihe an PSTVd-AS1-Sequenzen vorhanden. Da die ,,Viroid-Probe eine
erhohte Menge an (—)-Sequenzen aufwies, ist es ebenfalls verstindlich, dass nach Abzug der
Sequenzen der ,,AS1“-Probe die meisten AS1-Sequenzen eine (—)-Orientierung besitzen. Neben
einer Vielzahl an Treffern auf unterschiedliche rRNA- und tRNA-Sequenzen wurden auch eine
Reihe an miRNAs gefunden, die bei Pflanzen bereits annotiert sind. Neben miR396, die bis jetzt
nicht bei Solanum lycopersicum gezeigt werden konnte, waren miRNAs vorhanden, die schon
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Tabelle 3.9: Sequenzen, die in Viroid, aber nicht in Mock auftreten. In dieser Tabelle sind die zum Teil
zusammengefassten Top100-Treffer nach ihrer Hiufigkeit aufgelistet, die in der Viroid-Probe auftraten,
nicht aber in Mock. Nicht identische Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um dhnliche Sequenzen
zusammenzufassen. Zusitzlich sind mogliche Funktionen / Herkunftsorte der jeweiligen RNAs fiir

mogliche Riickschliisse auf deren Funktion angegeben (vergleiche auch 3.5.6).

Trefferzahl | Sequenz Annotation
11.101 NNNNN-TTGTCGCTCCGATTCGT-N Solanum tuberosum - 25S ribosomale RNA

4581 GGGGATGTAGCTCAGATGGAATT Solanum tuberosum - tRNA-Ala-Gen

2109 GGCGGATGTAGCCAAGTGGGGC Solanum nigrum - trnH, tRNA-His

1693 GCGCCTGTAGCTCAGTGGTCC Solanum lycopersicum cDNA, Klon

1218 CGGTGGACTGCTCGAGCTG-NNNN Nicotiana tabacum - 26S ribosomale RNA
780 GGGGGTGTAGCTCATATGGTATG Solanum tuberosum - tRNA-Ala-Gen
780 GGGGATGTAGCTCAGAAAATATG Solanum lycopersicum Chromosom 4
601 GGGGATGTAGCTCAAATGGTCCC Solanum tuberosum - tRNA-Ala-Gen
677 GCTTGAAATTGTCGGGAGGATC Solanum lycopersicum - 25S ribosomale RNA
553 GGGGATGTAGCTCAGCCAG Solanum tuberosum - tRNA-Ala-Gen
515 CCCTTTGTCGCTCCGATTCGTTTC miR396 (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa etc.)
218 TCGATAAACCTCTGCATCCGAC miR162 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)
115 TTGACAGAAGATAGAGAGCACTTC miR 156 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)

miR157 (Arabidopsis thaliana etc.)

1371 NNN-GAAAAAGCGGTTCTCGG-NNNNNNN AS1 301-280
928 NN-AGTTGTTTCCACCGGGT-NNN AS1277-258
892 NNN-TTCCACCGGGT AGTAGCCG-NNN AS1 274-252
534 CCGGAGCTAGTAAGATAGAGTT AS1 320-301
473 CACGAGTTTAGTTCCGAGGGG AS1 375-357
394 NNNN-TTCAGTTGTTTCCACCG-NNNNNN AS1 284-260
374 CAACTGCGGTTCCAAGGGC-NNNN AS1 353-334
373 NNNNNNN-TAGTAGCCGAAGCG-NNNNNNNNNNNN | AS1 266-242
328 NN-TAGTTCCGAGGAACCAACT-NNNNNN AS1 369-346
290 TTTCGGCGGGAATTACTCCTGTTAC AS1 171-150
286 AAACCTGGAGCGAACTGGCTAG AS199-117
212 TTCTCGGGAGCTTCAGTTGTTGC AS1291-271
124 GAGAAAAGCGGTTCTCGGGAGCT AS1299-280
154 GAAGGACACCCGAAGAAAGGCCC AS1207-188
111 TGACTAGAAAAGAAAAAAGATGG AS143-62
110 TGAAAACCCTGTTTCGGCGGGGCC AS1 182-162
110 AGTTCCGAGGAACCAACTGCCAAG AS1 366-347
100 TTCGCACCTGACCTCCTGACTAG AS131-49

in den Proben vorher nachgewiesen wurden und allesamt bei Solanum lycopersicum gezeigt
wurden. Hierbei handelt es sich um die Familien miR162, miR159 und miR319. Des weiteren
wurde noch eine Gruppe von zwei miRNA-Familien gefunden, die nur in der ,,Viroid“-Probe
nachweisbar war. Hierbei handelt es sich um die Familien miR156 und miR157, die aufgrund
der vermuteten gleichen Funktion meistens zusammen genannt werden. Hierbei gibt es bei
Arabidopsis thaliana miRNAs in beiden Familien, bei Solanum lycopersicum werden sie der
miR156-Familien zugeordnet.

Zusitzlich tritt in sdmtlichen Proben eine grole Anzahl Sequenzen auf, die bei Solanum lycoper-
sicum sowohl als Teil des Chromosoms, in der Regel des zweiten, als auch des Chloroplasten, als
Teil einer NADH-Dehydrogenase-ND2-Untereinheit, zugeordnet sind. Bei diesen Annotationen
ist zu bezweifeln, ob die Sequenzen wirklich in beiden Bereichen zu finden sind, oder bei der
Genom-Aufreinigung / Sequenzierung ein Fehler unterlaufen ist.
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Tabelle 3.10: Sequenzen, die in Viroid, aber nicht in AS1 auftreten. In dieser Tabelle sind die zum Teil
zusammengefassten Top100-Treffer nach ihrer Haufigkeit aufgelistet, die in der Viroid-Probe auftraten,
nicht aber in AS1. Nicht identische Sequenzteile wurden durch Ns ersetzt, um @hnliche Sequenzen
zusammenzufassen. Zusétzlich sind mogliche Funktionen / Herkunftsorte der jeweiligen RNAs fiir
mogliche Riickschliisse auf deren Funktion angegeben (vergleiche auch 3.5.6).

Trefferzahl | Sequenz Annotation
7150 NNNN-CTTTGTCGCTCCGATTCGT Tomate - 25S ribosomales RNA Gen
6932 NNNN-TTGTCGCTCCGATTCGT-N Solanum tuberosum; 3’-Ende der 25S ribosomalen RNA
4581 GGGGATGTAGCTCAGATGGAATT Solanum tuberosum - Chromosome 4
4870 TTTGGATTGAAGGGAGCTC-NNNNNNNN miR159 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana etc.)
Solanum lycopersicum Chromosomen 5 + 7
2109 GGCGGATGTAGCCAAGTGGGGC Solanum nigrum tRNA-His (trnH) Komplement
1788 AGTTACTAATTCATGATCTGGTGC Solanum lycopersicum - Chloroplast
ndhB NADH Dehydrogenase ND2 Untereinheit
1693 GCGCCTGTAGCTCAGTGGTCC Solanum lycopersicum; aus mit Pathogen behandelten
Blittern (LEFL1031BEOS8) und tRNA-Arg; A. thaliana
490 TTCCACAGCTTTCTTGAACTACC miR396 (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa etc.)
241 TTGACAGAAGATAGAGAGC-NNNNN miR157 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana)
218 TCGATAAACCTCTGCATCCGAC miR 162 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana)
163 TTGGACTGAAGGGAGCTCCCTTT miR319 (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana)
1240 NNN-GAAAAAGCGGTTCTCGG -NNNNNNN AS1301-281
1193 NNN-AGTTGTTTCCACCGGGT-NNN AS1 280-258
892 NNN-TTCCACCGGGTAGTAGCCG-NNN AS1274-252
438 NNN-AGTTCCGAGGAACCAACT-NNNNNN AS1 369-346
473 CACGAGTTTAGTTCCGAGGGG AS1 375-357
374 CAACTGCGGTTCCAAGGGC-NNNN AS1 353-331
373 NNNNNNN-TAGTAGCCGAAGCG-NNNNNNNNNNNN | AS1 266-242
290 TTTCGGCGGGAATTACTCCTGTTAC AS1 171-150
286 AAACCTGGAGCGAACTGGCTAG AS199-117
212 TTCTCGGGAGCTTCAGTTGTTGC AS1291-271
154 GAAGGACACCCGAAGAAAGGCCC AS1207-188
131 GAGAAAAAGCGGTTCTCGGGAGCTAT AS1 303-280
129 GAGCTTCAGTTGTTTCCACCGCC AS1 284-264
124 GAGAAAAGCGGTTCTCGGGAGCT AS1299-280
111 TGACTAGAAAAGAAAAAAGATGG AS1 43-62
110 TGAAAACCCTGTTTCGGCGGGGCC AS1 182-162
100 TTCGCACCTGACCTCCTGACTAG AS131-49

3.6. Riickschliisse auf das Solanum lycopersicum-Genom

Basierend auf den in-silico-Vorarbeiten (siehe 1.4.1) wurden die PSTVd-Variante AS1 in 359
23-Nt-RNAs gespalten und im Arabidopsis-Genom gesucht. Hierbei ergaben sich 80 Treffer. Mit
diesen Treffern wiederum erfolgte eine Riicksuche auf das Genom von Solanum lycopersicum.
Eine dieser Sequenzen und die dazu gefundenen Treffer sind als Beispiel im unteren Teil der
Abbildung 3.14 zu sehen. Hier wurde ein Treffer (PSTVd-AS1; 62—40) auf Arabidopsis gefunden,
wobei diese PSTVd-miRNA mit nur 15 aufeinander folgenden Nukleotiden mit Arabidopsis
iibereinstimmt, insgesamt aber nur die erlaubte Maximalzahl an ,,Fehlern* auftritt. Vergleicht
man diese wiederum bei der Riicksuche mit dem bisher bekannten Solanum-Genom, ergibt dies
einen hochsignifikanten Treffer mit Solanum lycopersicum. Allerding ist in dem entsprechenden
Bereich der PSTVd-Sequenz eine noch geringere Sequenzgleichheit mit der mRNA aus Solanum
lycopersicum vorhanden, als mit Arabidopsis. Diesen Treffer konnte man im Allgemeinen auch
durch den ausgeprigten Pyrimidin-Stretch erkldren. Dies ist eine Basenfolge, die es haufiger
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Abbildung 3.14: Komplementarititen von AS1-miRNA zum Arabidopsis-Genom und Riickschluss
auf Solanum lycopersicum. Die obere Abbildung zeigt Treffer von Fragmenten aus AS1 zum Arabidopsis-
Genom. Hierbei wurde eine Fehlpaarung, Insertion und/oder Deletion, zugelassen. Es wurden 80 Treffer
gefunden (vergleiche 1.4.1). Unter der Abbildung ist einer dieser Treffer gezeigt (PSTVd-AS1; 62—40),
sowie die dazu gefundene Sequenz aus Arabidopsis thaliana (AT1678815; 29637018-29637093). Bei der
Riicksuche mit der Arabidopsis-Sequenz auf das Solanum-Genom wurde die unterste Sequenz gefunden
(Solanum lycopersicum mRNA;BT012903.1; 594-512).

gibt, wodurch man automatisch eher Treffer erhilt. Zusitzlich zeigt der Unterschied zwischen
der Sequenz von Arabidopsis thaliana und Solanum lycopersicum, dass es, nur weil man im
Arabidopsis-Genom nichts Passendes findet, nicht trotzdem Treffer in Solanum geben kann.
Da aber erst ca. ein Viertel des Tomaten-Genoms sequenziert wurde und es sich dabei auch
nicht um die hier verwendete Varietidt Rutgers handelt, ist es schwer eine konkrete Aussage
zu treffen. Da sich die Symptome, die das Viroid in der Tomate auslost, schon innerhalb der
einzelnen Tomaten-Varietiten stark unterscheiden, wire es durchaus moglich, dass sich auch
ihre Genome in den fiir das ,,silencing” interessanten Bereichen unterscheiden. Wihrend Rutgers
sehr anfillig ist, zeigen andere Sorten keine visuell auffilligen Symptome, obwohl das Viroid
ebenfalls repliziert und durch die Pflanze transportiert wird.






4. DISKUSSION

Zuerst sollte mit Northernblot-Analysen gezeigt werden, aus welchen Dominen des PSTVd die
,»silencing“-RNAs mit Viroid-Sequenz stammen. Nachdem die Methode optimiert wurde, stellte
sich heraus, dass das Eingrenzen auf diese Weise nicht moglich ist. Um eine detailliertere Aus-
kunft iiber die Sequenzverteilung zu bekommen, wurde eine High-Throughput-Sequenzierung als
geeignete Methode gewihlt. Dafiir mussten zuerst Aufreinigungsmethoden gefunden werden, um
aus der Gesamt-RNA die kurzen RNAs zu isolieren und diese wiederum nach Viroid- und Nicht-
Viroid-Sequenzen aufzureinigen. Mit diesen RNAs konnte anschliefend, nach Umschreibung in
cDNA, eine High-Throughput-Sequenzierung durchgefiihrt werden. Die hierdurch erhaltenen
Daten wurden bioinformatisch ausgewertet, um zum Schluss eine konkrete Aussage iiber die
erhaltenen Sequenzen und mogliche Funktionen machen zu konnen.

4.1. Northernblot-Analyse

Mit Hilfe der Northernblot-Analysen sollten die Bereiche des PSTVd gezeigt werden, aus denen
die ,,silencing“-RNAs mit Viroid-Sequenz stammen. Dazu wurden Pflanzen mit unterschiedlichen
Viroid-Varianten infiziert. Neben den fiir den Northernblot benutzten Stimmen QFA und AS1
wurden zusitzliche Mock-treated Pflanzen hergestellt, die als Negativ-Kontrolle dienten. Zu vier
Zeitpunkten nach der Infektion wurden jeweils Teile der Pflanzen geerntet. Dies geschah 23, 30,
37 und 44 Tage nach Infektion, um mogliche Unterschiede in der Viroid-Menge in Abhéngigkeit
zur Zeit zu sehen. Um dies besser vergleichen zu konnen, wurden grof3e Ansétze der jeweiligen
Gesamt-RNA hergestellt, damit jeder vergleichbare Slot mit derselben Losung beladen werden
konnte. Ein Problem, was nicht gedndert werden konnte, waren die Expositionszeiten. Je nach
Art und Markierungsgrad der Sonde werden die Signale frither oder spiter sichtbar. Wie in
Abbildung 3.6 zu sehen ist, differieren die Expositionszeiten zwischen 1 und 5 Tagen mit
vergleichbar starken Signalen beim Ergebnis. Da Abbildung 3.6 nur Ausschnitte des interessanten
,silencing“-Bereiches zwischen ca. 20-26 Nukleotiden zeigt, sind die Signale der AS1-Vollldnge
hier nicht zu erkennen. Diese waren immer komplementér zur Orientierung der Sonde. Alle
Blots wurden mehrfach durchgefiihrt und dabei sicher gestellt, dass die Gesamt-RNA aus einer
Stammlosung entnommen wurde. Auflerdem wurden immer die gleichen Mengen an RNA
aufgetragen, damit die erhaltenen Banden vergleichbar wurden. Bei allen Blots, unabhéngig von
der Expositionszeit, zeigten die Mockpflanzen zu keinem Zeitpunkt ein Signal. Die Proben aus
den QFA-, sowie AS1-infizierten Pflanzen zeigten alle, wenn auch unterschiedlich starke, Signale.
Vergleicht man die Signale einer einzelnen Probe iiber die unterschiedlichen Northernblots,
so sieht man immer eine vergleichbare Signalintensitit im Verhéltnis zu den anderen Proben.
Ebenfalls ist beim direkten Vergleich aller Northernblots zu erkennen, dass die von den infizierten
Pflanzen auftretenden Signale immer die gleichen Intensititsunterschiede aufweisen. Somit kann
ausgeschlossen werden, dass ein Fehler beim Auftragen oder Ansetzen der aufzutragenden
Probe zu den unterschiedlichen Signalstirken fiihrt. Aulerdem scheinen die unterschiedlichen
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Sonden ebenfalls keine Signalunterschiede in den verschiedenen Pflanzen-Stadien hervorzurufen.
Die als Positiv- bzw. Negativ-Kontrolle dienenden kurzen, synthetischen RNAs zeigen wie
erwartet ein Signal bei den jeweiligen komplementdren Sonden. Nur die Sonde im Bereich
unten_links_(+) verursacht ebenfalls ein Signal im eigenen Sequenz-Bereich, was bei der hohen
Selbstkomplementaritiit des Viroids kein unerwartetes Ergebnis ist. In erster Linie entsteht dieses
Signal nur auf Grund der Sequenz dort, da sie durch spezifischeres Waschen nicht entfernt
werden konnte.

Die Proben der QFA-infizierten Pflanzen zeigen nach 23 Tagen ein schwaches Signal, das bei 30
und 37 Tagen intensiver wird, nach 44 Tagen aber wieder abnimmt. Bei der AS1-Probe dagegen
ist das Signal 23 Tage nach der Infektion dhnlich schwach wie bei der QFA-Probe, wird aber
nach 30 und 37 Tagen immer schwicher, um nach 44 Tagen wieder dem Signal vom Anfang
zu entsprechen. Da die Signale mit zunehmender Zeit schwicher wurden, wurden die Proben
ein weiteres Mal im Spektralphotometer auf ihr Konzentration hin iiberpriift, mit unverédnderten
Ergebnissen. Auch die dabei aufgenommenen Kurven zeigten keine Besonderheiten. Somit
kann ausgeschlossen werden, dass eine falsche Konzentrationsbestimmung diese Signalunter-
schiede hervorruft. Allerdings kann es moglich sein, dass die Konzentration durch sekundére
Pflanzenstoffe oder dhnliches nicht exakt bestimmt werden konnte.

Wie von Hamilton et al. (2002) beschrieben, konnen zwei Gruppen von kurzen RNAs nach-
gewiesen werden. Zum einen gibt es RNAs mit 24-26 Nukleotiden, die entbehrlich fiir den
sequenzspezifischen mRNA-Abbau sind, aber in Beziehung mit dem systemischen ,,silencing’
und der Methylierung von homologer DNA stehen. Zum anderen gibt es eine Gruppe von 21-22
Nukleotid langen RNAs, die in Beziehung mit dem mRNA-Abbau, aber nicht der systemischen
Ubermittlung von Signalen oder der Methylierung stehen. Wie in der Abb. 3.6 zu sehen ist,
liegen alle Signale auf der Hohe von 21 Nukleotiden, was fiir die Moglichkeit spricht, dass
diese RNAs am ,,silencing beteiligt sind und in der infizierten Pflanze zu mRNA-Abbau fiihren
konnen. Um genauere Aussagen dariiber treffen zu konnen, musste die Sequenzierung abgewartet
werden, mit der man sowohl die exakte Linge, als auch die Sequenz dieser kurzen RNAs erfahren
konnte. Wenn man von der unterschiedlichen Signalintensitit innerhalb einer Viroidvariante
absieht, kommt man zu der Feststellung, dass die viroidspezifischen, kleinen RNAs sowohl in
(+)- als auch in (—)-Orientierung, in nicht signifikant unterschiedlichen Mengen, in der Pflanze
vorkommen. Aulerdem ist eindeutig zu sehen, dass die kurzen RNAs mit PSTVd-Sequenz aus
allen Bereichen des Viroids stammen.

3

4.2. Vorarbeiten zur Sequenzierung

Wie unter 3.3 gesehen, wurden viele unterschiedliche Methoden ausgetestet um die klassische,
aber sehr zeitaufwendige und verlustreiche Gelelution zu umgehen. Wie beschrieben, waren diese
Versuche erfolglos, da es ein von Anfang an bestehendes Problem war, dass Teile der kurzen
RNAs zusammen mit den groBen RNAs schon bei niedrig-prozentigen PEG-Fillungen ausfielen.
Dies konnte auch nicht durch denaturierendere Bedingungen verhindert werden. Obwohl nur
ein kleiner Teil der kurzen RNAs koprizipitierte, sollte eine zuverldssigere Methode gefunden
werden. Es wurde vermutet, dass gerade diese kurzen RNAs von Belang sind, gerade weil sie so
fest an die langen RNAs gebunden sind. Es wire z. B. moglich, dass die kurzen RNAs, die in
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der Pflanze das ,,silencing® durchfiihren, an mRNAs gebunden sind und somit mit den langen
RNAs ausfallen. Um solche Eventualititen auszuschlieen, sollte ein Methode mit Bedingungen
gefunden werden, bei der alle langen RNAs ohne Verlust der kurzen RNAs gefillt werden
konnten. Zum Schluss wurde doch die Gelelution als beste Methode bewertet, da bei allen
anderen, zum Teil von Firmen angepriesenen, Methoden kurze RNAs verloren gingen. Nicht
zuletzt erleichterte die Salzfalle (Abb. 2.4) diese Entscheidung, da damit eine sehr zuverlédssige
Art der Gelelution zur Verfiigung stand. Durch die Moglichkeit, die RNA durch Anlegen einer
Spannung in einem Hochsalzpuffer aufzukonzentrieren und anschlieBend zu féllen, wurden
samtliche Probleme der klassischen Varianten aus dem Weg gerdumt. Es gab keine Membranen
mehr, an denen die RNA bei der Elution haften bleiben konnte und durch die angelegte Spannung
konnte man eine hohere Riickgewinnungsrate erzielen, als beim Schiitteln der Gelstiicke in einem
Elutionspuffer.

4.2.1 Effizienz der Dynabead-Aufreinigung

Wie in 3.3.3 beschrieben sollte eine Dynabead-Aufreinigung die PSTVd-spezifischen kurzen
RNAs konzentrieren. Im Idealfall sollten die verwendeten PSTVd-Volllingen-Sonden keine
weiteren RNAs binden. In den dafiir ausgefiihrten Vorversuchen mit synthetischen RNAs (siehe
Abb. 3.9) schienen gute Versuchsbedingungen gefunden zu sein, um sogar spezifisch auf (+)-
und (—)-Sequenzen unterscheiden zu konnen.

Nach dem Erhalt der Solexa-Sequenzierung konnte allerdings eindeutig gezeigt werden, dass
diese Methode nicht funktioniert hatte. Auch wenn die Sequenzierung mit der aufgereinigten
Probe (,,Viroid“) eine groBere Anzahl an Sequenzen geliefert hat, war das Verhéltnis von PSTVd-
spezifischen zu unspezifischen Sequenzen nahezu identisch wie in der nicht-aufgereinigten
,»AS1“-Probe. Somit kann an diesem Punkt gesagt werden, dass in diesem Fall an der Effizienz
und Spezifitit der Methode gezweifelt werden darf.

Zudem gab es noch ein Phdnomen, was nicht erklidrt werden kann. Die Gesamt-Probe der
infizierten Pflanze (,,AS1%) zeigt eine erhebliche grolere Menge an kurzen RNAs mit (+)-, als
mit (—)-Sequenzen. Dies war auch zu erwarten, da in der Pflanze eine erheblich grolere Menge an
(+)-PSTVd enthalten ist. Bei der aufgereinigten Probe (,,Viroid*) hingegen wurde eine wesentlich
groBere Anzahl (—)-Sequenzen gefunden. Womdglich liegt es daran, dass der erste Durchgang der
Dynabead-Aufreinigung mit einer (+)-Sonde durchgefiihrt wurde, die im Uberschuss vorhanden
war. Es wire moglich, dass dadurch ein groBer Teil der (—)-Sequenzen im ersten Durchgang
aus der Losung gefischt wurden. Die in der Losung verbliebenen Sequenzen wurden wieder
gefillt und ein weiterer Durchgang mit einer neuen Sonde gestartet. Auch an diesem Punkt
konnten Probleme auftreten. Durch wiederholte Fillungen der gesamten kurzen RNAs kann es
jederzeit zu Verlusten kommen. Auflerdem wire es auch denkbar, dass Substanzen, die bei der
Dynabead-Aufreinigung benutzt wurden (Harnstoff, Formamid, Dynabead-Puffer etc.), einen
unerwiinschten Effekt auf die Féallung der RNA haben konnen, der in der Vorversuchen, auf Grund
von fehlenden Wiederholungen, nicht ausgeschlossen werden konnte. Durch diese Erfahrungen
ist der Schluss naheliegend, dass man mehr Information vom Vergleich unterschiedlich infizierter,
nicht aufgereinigter Pflanzenproben erhalten hitte, als durch den Ansatz, bestimmte RNAs
aufzukonzentrieren.
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4.3. Solexa-Sequenzierung

Wie unter 1.4 beschrieben gab es zu Beginn ein Vielzahl neuer Sequenzierungsmethoden, die zur
Auswabhl standen. Nach eingehender Betrachtung kristallisierte sich die Solexa-Sequenzierung
als geeignet heraus. Die 454-Sequenzierung schied aus mehreren Griinden aus. Abgesehen von
dem hohen Preis wire diese Methode eher eine Verschwendung gewesen, da sie Leseweiten bis
zu 250 Basenpaaren hat, wir aber maximal 31 Nukleotide bendtigten. Dazu kam noch, dass durch
die emPCR keine Quantifizierung moglich wire, sowie die Homopolymer-Problematik, welche
eine Detektion von mehr als 5 oder 6 aufeinanderfolgenden gleichen Nukleotide nicht eindeutig
erlaubt. Alle Punkte zusammengefasst sprachen gegen diese Methode. Gegen ABI SOLiD™
sprach neben dem Preis, dass diese Methode erst im letzten halben Jahr eingefiihrt wurde. Somit
bekamen die Firmen diese Gerite erst kiirzlich geliefert und konnten noch keine Erfahrungswerte
priasentieren. Daher war nicht sicherzustellen, dass die Methode {iberhaupt mit den vorhanden
Proben funktioniert. Bei der Solexa-Technologie dagegen waren die meisten positiven Punkte
zu verzeichnen. Neben einem sehr guten Preis war es moglich iiber die Firma vertis cDNA mit
unterschiedlichen Barcodes anfertigen zu lassen. Dadurch ergab sich die Moglichkeit, bis zu
vier Proben parallel in einem Ansatz sequenzieren zu lassen und somit die Sequenzierung von
bis zu 5 Millionen reads voll ausschopfen zu konnen. Dazu kam noch, dass die Leselidnge von
bis zu 35 Nukleotiden ausreichend fiir unsere Bediirfnisse war. Da diese Methode generell fiir
»silencing“-RNAs angeboten wurde, gab es auch ausreichend Erfahrungen mit diesen, so dass
man davon ausgehen konnte, dass mit Sicherheit Ergebnisse erzielt werden konnten.

4.4. Erhaltene Solexa-Sequenzen und ihre mogliche Funktion

Bei der Vorbereitung zur Solexa-Sequenzierung wurden die miRNA-Proben in cDNA umge-
schrieben (vergleiche 3.4.1). Im Anschluss daran wurden die fertigen Proben auf einem Gel
(3.10) aufgetrennt. Wie hier zu sehen ist, waren alle Proben in gleicher Konzentration vorhanden.
Auch die Firma vertis, die diese Proben anfertigte, konnte bestétigen, dass die gleiche Kon-
zentration aller Proben in die Reaktion eingesetzt wurde und die Endkonzentration ebenfalls
nahezu identisch war. Trotz alledem hat die Sequenzierung der ,,AS1*“-Probe im Vergleich zu
den beiden anderen Proben weniger als ein Viertel an Sequenzen geliefert. Somit kann ausge-
schlossen werden, dass der Fehler weder bei der Konzentration der Ausgangsprobe noch bei
der cDNA-Reaktion liegt. Eine Moglichkeit wire, dass die Sequenz des ligierten Barcodes ein
Problem bei der Sequenzierung darstellt. Diese Moglichkeit wurde von der Firma vertis ein-
gerdumt, da die Sequenzierung mit der Solexa-Methode neu ist und die Sequenz des Barcodes als
Fehlerquelle nicht génzlich ausgeschlossen werden kann. Allerdings treten in den Sequenzen, die
nicht einem der drei Barcodes zugeordnet werden konnten, Fehlervarianten des problematischen
Barcode-Oligonukleotids nicht gehéuft auf (Daten nicht gezeigt); also liegt der Fehler eher in der
Ligation dieses Oligonukleotids. An den zu sequenzierenden Sequenzen sollte es nicht gelegen
haben, da in der ,,Viroid“-Probe prinzipiell identische Sequenzen bzw. Sequenzarten wie in der
,, AS1“-Probe sein miissen.

Bei solchen Datenbanksuchen besteht das Problem, dass das Tomatengenom kaum sequenziert
und noch weniger annotiert ist. Somit stammen sdmtliche Annotationen in der Regel von
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Arabidopsis thaliana oder Oryza sativa. Da das Viroid aber diese Organismen nicht systemisch
infiziert, ist es nicht moglich von der Tomate, bei der einige Varietéiten gut sichtbare Symptome
zeigen, auf einen gut oder komplett sequenzierten Organismus zu wechseln. Somit kdnnen
Treffer z. B. auf das Arabidopsis-Genom immer nur ein Hinweis auf eine mogliche Funktion
sein, da dieser Organismen dem Viroid gegeniiber resistenter ist als z. B. die Tomatenvarietét
Rutgers.

Nach der Aufbereitung der erhaltenen Solexa-Datenmengen durch bioinformatische Methoden
(siehe 3.5) wurden Tabellen erstellt, die eine Ubersicht iiber die vorhandenen Sequenzen geben
und allen Sequenzen, die mindestens 100 mal vorkamen (Top100) eine mogliche Funktion
oder Struktur zugewiesen. Innerhalb dieser Tabellen wurden jeweils zwei Solexa-Datensitzen
unter Beriicksichtigung eines 95 %-Identitétskriteriums verglichen, wobei jeweils die Sequenzen
aufgelistet wurden, die in dem einen Datensatz auftreten, im anderen Datensatz aber nicht (siehe
3.5.6).

Zu Beginn wurden die Tabellen verglichen, um einen Uberblick zu erhalten, ob gewisse Sequen-
zen z. B. nur in infizierten oder nicht-infizierten-Pflanzen auftreten. Dabei konnte beobachtet
werden, dass tRNA- und rRNA-Sequenzen in verschiedenen Varianten in allen Proben vorhanden
waren. Aufgrund der vorhandenen Mengen und eingegrenzten Sequenzvarianten kann geschlos-
sen werden, dass diese Sequenzen keine unbeabsichtigten Abbau-Sequenzen darstellen, sondern
in der Pflanze moglicherweise bei internen ,,silencing“-Mechanismen verwendet werden. Es
ist auch nicht verwunderlich, dass diese in der aufgereinigten Probe vorhanden sind, da diese
Methode nicht funktioniert zu haben scheint (siehe 4.2.1).

Im ganzen wurden sieben miRNA-Familien gefunden, die bis auf eine allesamt in Arabidopsis
gezeigt wurden: miR156, miR157, miR159, miR162, miR319, miR396 und miR398b (nur in
Oryza sativa). Die miRNA-Familien miR156, miR159, miR162 und miR319 wurden auch fiir
Solanum lycopersicum annotiert, allerdings beruht dies in der Regel auf Sequenzgleichheit zu
Arabidopsis-miRNAs, weshalb ihnen noch keine Funktionen zugeordnet werden konnten (siehe
miRBase; Griffiths-Jones et al., 2008). Im folgenden wurde versucht, oftmals auf Grundlage
von Daten aus Arabidopsis-Versuchen, den gefundenen RNAs mogliche Funktionen zuzuordnen.
Es sollte erwidhnt werden, dass die AS1-infizierten Pflanzen zum Zeitpunkt des Erntens schon
deutliche Symptome zeigten.

4.4.1 miR156

Die miR156-Familie wurde nur in der infizierten Probe (,,Viroid) gefunden. Die RNAs dieser
Familie sind auf unterschiedlichen Chromosomen von Arabidopsis thaliana kodiert (Reinhart
et al., 2002). Sie werden mit der miR157-Familie zusammengefasst, da anscheinend beide
Familien mRNAs zum Ziel haben, die fiir Proteine kodieren, die die Squamosa-Promotor-
Bindeprotein (SBP)-Box enthalten (Rhoades et al., 2002).

Mitglieder der Arabidopsis-SBP-Box-Genfamilie von Transkriptionsfaktoren werden mit der
Forderung des Bliiteniibergangs in Abhédngigkeit von miR156 in Zusammenhang gebracht. Aus
diesem Grund hat eine transgene Uberexpression dieser miRNA eine Verzogerung beim Bliihen
zur Folge. Besonders die Uberexpression der Arabidopsis-SBP-Box SPL3 fiihrt zu einer friiheren
Bliite. Interessanterweise ist die Expression von u. a. SPL3 posttranskriptionell durch miR156
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und vermutlich die sehr nah verwandte miR157-Familie kontrolliert (Schwarz et al., 2008).
AuBerdem ist der Ubergang der Pflanze vom juvenilen zum erwachsenen Stadium begleitet
von eine Abnahme des miR156-Levels und einer Zunahme der Menge an SPL3-mRNA (Wu
& Poethig, 2006). Des weiteren zeigten Studien, dass miR156 eher einen mengenmaBigen, als
einen rdumlichen Einfluss auf die SPL-Expression in Blattprimordien hat und SPL-Aktivitét
nicht autonom die Initiation von neuen Blittern am Sprossapikalmeristem hemmt (Wang et al.,
2008).

Diese miRNA wurde nur in geringer Menge und in moglicher Kombination mit miR157 bei der
infizierten Probe gefunden. Trotzdem wire es moglich, dass diese miRNA an der Pathogenese
des Viroids beteiligt ist. Da miR156 mit den Blattprimordien und somit mit der Blattbildung
in Zusammenhang gebracht wird, wire es moglich, dass die durch miR156 regulierte SPL-
Expression fiir die kleinen Blétter bei AS1-infizierten Tomaten verantwortlich ist.

Ob miR156 etwas an der Bliitezeit dndert, konnte leider nicht festgestellt werden, da es aus
Sicherheitsgriinden nicht erlaubt ist, infizierte Pflanzen in S2-Gewédchshédusern bliihen zu lassen,
ohne jede Bliite einzelnd in eine Tiite zu packen. Davon abgesehen, bilden AS1-infizierte Pflanzen
bei der Tomatenvarietit Rutgers, auf Grund der Aggressivitit des Viroid-Stammes, keine Bliiten
aus.

442 miR157

Die miR157-Familie wurde ebenfalls nur in der infizierten Probe (,,Viroid*) gefunden. In Solanum
lycopersicum wurden die Sequenz-Familie nach MIR157 in Zhang et al. (2008) benannt. miR157
wurde in Arabidopsis thaliana auf den Chromosomen 1 und 3 gefunden (Reinhart et al., 2002).
Es wird vermutet, dass diese Familie, wie miR156, mRNAs zum Ziel hat, die fiir Proteine
kodieren, die die Squamosa-Promotor-Bindeprotein (SBP)-Box enthalten (Rhoades ef al., 2002).

Da sie in den meisten Féllen mit der miR156-Familie in Zusammenhang gebracht wird, kann man
annehmen, dass auch diese Gruppe im weitesten Sinn mit der Blattentwicklung in Verbindung
stehen konnte (siehe 4.4.1).

443 miR159

Die Familie miR159 wurde in grolen Mengen in der infizierten (~ 4800 Kopien), sowie der
nicht infizierten (~ 2000 Kopien) Probe nachgewiesen. miR159-RNAs konnte auf Chromosom 1
von Arabidopsis thaliana (Park et al., 2002) gefunden werden. Es wird vermutet, dass diese
RNAss fiir MYB-Proteine kodierende mRNAs zum Ziel haben, die dafiir bekannt sind, dass sie
an den Promotor des Bliitenmeristem-Identititsgens LEAFY binden (Rhoades et al., 2002).

In Untersuchungen wurde gezeigt, dass miR159 als Doppelmutante polyphédne morphologische
Defekte aufweist, inklusive verdnderter Wachstumsgewohnheiten und gerollten Blittern (Allen
et al.,2007). Dass die Verdnderung bzw. das Einrollen der Blitter mit der microRNA miR159 in
Verbindung steht, wurde auch schon 2003 in der Arbeit von Palatnik et al. beschrieben. Hierbei
wurde gezeigt, dass miR159 bei Uberexpression zu eingerollten Blittern fiihrt. Wird der miRNA-
Vorldufer aus dem Vektor entfernt, so bleiben die Blitter glatt. Wird eine Base der miRNA
ausgetauscht, so rollen sich die Blitter weniger ein, bei einem doppelten Nukleotidaustausch
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sind die Blitter wieder so glatt, wie beim Wildtyp (Palatnik ez al., 2003). In einer weiteren Arbeit
wird gezeigt, dass Abscisinsidure (ABA) die Akkumulation von miR159 induziert und miR159
eine Spaltung von bestimmten MYB-Transkripten in Arabidopsis thaliana herbeifiihren kann,
wobei die MY B-Transkriptionsfaktoren als positive Regulatoren der ABA-Antworten fungieren.
Die Uberexpression von miR159 unterdriickt wiederum das MYB-Transkriptions-Level, was in
der Keimentwicklung zu einem ABA-induzierten Wachstumsstopp fiihren kann (Reyes & Chua,
2007).

Die beschriebenen Symptome lassen darauf schlieBen, dass die miR159-Familie in Verbindung
mit den ausgeprigten Symptomen einer Viroid-infizierten Pflanze stehen konnte. Ein Phiinotyp,
der schon bei milden PSTVd-Stammen auftritt, ist der gestauchte Habitus der Pflanze. Bei milden
Stimmen ist die Pflanze zwar sichtbar kleiner, zeigt aber ansonsten keine auffélligen Symptome.
Erst bei letalen Staimmen scheint das Wachstum kurze Zeit nach der Infektion still zu stehen. Da
aber zweieinhalb mal mehr miR159 in der gesunden, als in der infizierten Pflanze vorkommt,
muss diese microRNA auch in der Pflanze selber eine Rolle spielen. Da die Tomatenpflanze
von Natur aus keine glatten Blitter zeigt, ist es moglich, dass dieser Phéanotyp durch die Viroid-
Infektion verstirkt wird. Bei gerollten Blittern wéchst die obere Blattseite schneller als die
untere, wodurch es zu einem Einrollen der Blitter kommt. Da die Tomatenpflanze bei guten
Bedingungen sehr schnell wichst und somit auch ihre Blitter, konnte es sein, dass es einen
festgelegten Titer an miRNAs gibt, der fiir die regulédre Blattkriimmung zustéindig ist. Bei der
Infektion durch das Viroid wird die wirtseigene Maschinerie iibernommen und das Viroid nutzt
diese. Moglicherweise wird diese miRNA weiterhin von der Pflanze synthetisiert, da sie fiir das
natiirliche Blattwachstum unerlésslich ist, aber durch das geringere Wachstum der Pflanze und
die kleineren Blitter ist der Effekt verstirkt und die Blitter rollen sich mehr ein. Der trotz alledem
niedrigere Titer an miR159 in der infizierten Pflanze konnte moglicherweise daran liegen, dass
entweder die Pflanze schon so erkrankt ist, dass sie ihre eigene Maschinerie nicht mehr voll
nutzen kann und dadurch weniger miRNAs vorhanden sind, oder die Synthese dieser miRNA im
Zusammenhang mit dem Wachstum steht und somit bei einem verkiirzten Habitus auch weniger
dieser RNAs produziert werden. Es ldsst sich vermuten, dass mit steigender Aggressivitit des
Viroid-Stamms die Kontrolle der Pflanze iiber ihre Mechanismen sinkt.

444 miR162

Die miR162-Familie wurde ebenfalls in allen Proben gezeigt und ist iiberall in der gleichen
GroBenordnung vorhanden (200400 Sequenzen). miR162 wurde in Arabidopsis thaliana auf
Chromosom 5 gefunden, allerdings ist sein Ziel bis jetzt nicht bekannt. In Oryza sativa wird
dagegen vermutet, dass miR162 eine mRNA als Ziel hat, die fiir DICER-LIKE 1-Proteine kodiert
(Hirsch et al., 2006; Jones-Rhoades & Bartel, 2004).

Da das Protein DCLI in Pflanzen, zusammen mit HYL1 und HENI, fiir den miRNA-Weg
zustiandig ist, wire eine Storung in diesem Bereich in jedem Fall ein Problem. Durch DCL1
werden die microRNAs in die richtige Groe gebracht, damit sie durch Bindung an eine mRNA
verschiedenste Prozesse in Pflanzen regulieren. Wird dieses Protein jedoch falsch oder gar nicht
kodiert, kann es in siamtlichen Bereichen zu Stérungen und Ausfillen kommen. Mit dieser
miRNA konnte man einen Phinotyp wie bei AS1 erkldren. Dadurch, dass der Organismus
nicht mehr in der Lage ist, die regulatorischen RNAs herzustellen, die er benotigt, konnen
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Blitter andere Gestalten annehmen, das Wachstum unterbrochen oder verlangsamt werden und
Symptome von Nekrose bis zum Absterben der Pflanzen auftreten.

4.45 miR319

RNAs der miR319-Familie wurden sowohl in der Mock-, als auch in der Viroid-Probe mit
unter 200 Kopien nachgewiesen. miR319 ist auch bekannt unter der Bezeichnung miR-JAW,
da der jaw-D-Phinotyp in der Uberexpression von miR319 begriindet liegt. Diese Mutanten
zeigen bei Arabidopsis thaliana gekriuselte Blitter und Friichte, eine verzogerte Bliitezeit und
griinliche Bliitenblitter. Die miR319 wird aus einem ca. 500 Basenpaar langen Primir-Transkript
produziert und in zwei Lidngen, 20 und 21 Nukleotide, exprimiert. Diese miRNAs unterscheiden
sich durch ein U am 3’-Ende (Palatnik et al., 2003).

Nach Ori et al. (2007) reguliert die miR319 das Gen LA (LANCEOLATE). Bei einer Mutation
dieses Gens werden die grofen, verbundenen Blitter der Tomate in kleinere, einfache Blétter um-
gewandelt. Die miR319 reguliert die zeitliche Abstimmung sowie den Ort der LA-Exprimierung,
wobei eine steigende Aktivitit jeder Komponente innerhalb der anderen Expressions-Territorien
die Blattmorphologie, das heilit die Gro8e und Gestalt der Blitter, andert (Ori ef al., 2007).

4.4.6 miR396

Die miR396-Familie konnte in infizierten und nicht infizierten Pflanzen nachgewiesen wer-
den. Bei miR396a wird vermutet, dass sie an eine Ziel-mRNA bindet, die unter anderem fiir
Transkriptionsfaktoren von GRF (growth regulating factor) kodiert (Jones-Rhoades & Bartel,
2004).

Bei Stress-Versuchen mit miRNAs bei Arabidopsis thaliana konnte gezeigt werden, dass miR396
neben zwei anderen auf alle drei Stressarten, Hochsalz, Trockenheit und Kilte, antwortet. Es
wird vermutet, dass diese miRNA eine Rolle bei der Stressantwort spielt (Liu et al., 2008).

Da diese miRNA-Familie sowohl bei der infizierten (~ 500-fach), als auch in sehr hoher Zahl
(~ 1800-fach) bei der nicht-infizierten Pflanze vorkommt, konnte es moglich sein, dass das
Viroid den Abbau dieser RNAs begiinstigt oder ihre Prozessierung unterdriickt, damit es keine
Stressantwort der Pflanze auf die Viroid-Infektion gibt. Moglicherweise benutzt das Viroid fiir
sein ,,silencing™ wihrend der Pathogenese in der Pflanze Substrate, die bei gesunden Pflanzen
zur Herstellung von Stressantwort-miRNA benutzt werden.

447 miR398b

Die RNA miR398b ist die einzige miRNA, von der zum einen nur eine Variante der Familie in
den Top100 nachgewiesen werden konnte, sowie die einzige, die nur in der infizierten Pflanze
zu finden war. Fiir diese miR398-Familie wird vorhergesagt, dass sie fiir Kupfer-Superoxid-
Dismutase und Cytochrom-C-Oxidase-Untereinheit V kodiert. Superoxid-Dismutase ist ein in
allen Lebewesen vorhandenes Enzym, das Superoxid-Anionen in Wasserstoffperoxid umwandelt.
Kupfer-Superoxid-Dismutase ist bei Pflanzen im Chloroplasten enthalten. Cytochrom C dagegen
ist ein Enzym, das in den Mitochondrien angesiedelt ist.
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Abbildung 4.1: Zusammenfassung aller ermittelten Ergebnisse zum Thema viroidspezifische
,silencing“-RNAs. Diese Abbildung zeigt eine PSTVd-Sekundérstruktur mit ihren fiinf Doménen. Die
Balken zeigen Bereiche von gefundenen ,.silencing”“-RNAs an. Folgende Ergebnisse wurden zusam-
mengefasst: Die schwarzen Linien mit Pfeilkopf zeigen die gefundenen Bereiche bei der Suche von
Komplementarititen von kurzen PSTVd-Segmenten zum Arabidopsis-Genom (siche auch Abb. 1.6 und
Abschnitt 1.4.1). Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse der miRNA-Vorhersage durch das Pro-
gramm YAMP, das allerdings nicht zwischen miRNA und miRNA* unterscheiden kann; diese Balken
konnten also auf der unteren (wie eingezeichnet), als auch auf der oberen Region des Viroid-Stdbchens
liegen. Die farbigen Balken zeigen die signifikanten Bereiche, die durch die Solexa-Sequenzierung
herausgefunden werden konnten (siehe auch Anschnitt 3.4).

Obwohl diese miRNA mit Chloroplasten in Zusammenhang gebracht wird, sieht man bei den
Pospiviroidae keine auffillige Verdnderung der Blattfarbe; selbst bei AS1-infizierten Pflanzen
bleiben die Blitter griin. Zeitweise sind zwar kleine gelbe Flecken oder braune Stellen zu sehen,
diese kommen aber eher von der Sonneneinstrahlung und zu wenig Wasser (ist bei allen Pflanzen
zu beobachten) bzw. der Nekrose.

4.5. Vergleich von verschiedenen miRNA-Suchen

Wie in Abbildung 4.1 zu sehen ist, ist es gelungen, auf unterschiedliche Weise zu
iibereinstimmenden Ergebnissen beziiglich der Sequenz bzw. der Entstehungsart von PSTVd-
spezifischen miRNAs zu kommen. Diese Abbildung vereint zwei in-silico-Analysen, sowie die
vorher beschriebene Solexa-Analyse mit in-vivo-Proben. Die schwarzen Linien mit Pfeilkopf
zeigen die gefundenen Bereiche bei der Suche von Komplementaritdten von kurzen, 23 Nukleotid
langen PSTVd-Segmenten zum Arabidopsis-Genom. Hierbei gab es iiberwiegend Treffer in den
Bereichen der oberen terminal-linken- und virulenzmodulierenden Region, bzw. der unteren
virulenzmodulierenden Region. Bei der miRNA-Vorhersage mit dem Programm YAMP (Teune,
2008; schwarze Balken) war es nicht moglich zwischen miRNA und miRNA* zu unterscheiden.
Die Treffer waren signifikant in der virulenzmodulierenden-, sowie terminal rechten Region vor-
handen. Diese Aussage konnte mit den Sequenzen der Solexa-Sequenzierung prinzipiell bestitigt
werden. Auch hierbei wurden viele Sequenzen in den Bereichen der virulenzmodulierenden-,
sowie terminal rechten Region gefunden, die allesamt eine (+)-Orientierung besitzen. Zusitzlich
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waren signifikante Mengen an (+)-Sequenzen in der zentral konservierten-, sowie in der terminal
linken Region zu beobachten.

Hierbei muss hervorgehoben werden, dass mit allen drei Methoden in der virulenzmodulierenden
Region Treffer erzielt wurden. Dies ist der Bereich der Mutationen innerhalb des PSTVd, durch
den sich die einzelnen PSTVd-Pathogenititsvarianten marginal unterscheiden. Daher wurde an
dieser Stelle primdr mit Treffern gerechnet, um die unterschiedliche Pathogenitit der einzelnen
Varianten durch ,silencing™ erkldren zu kdnnen.

4.6. Schlussfolgerung

Der vollstindige Weg, wie kurze PSTVd-spezifische RNAs aus dem Viroid entstehen und durch
eingreifen in den Organismus der Pflanze Pathogenese auslosen, ist weiterhin weitestgehend
unverstanden. Es scheint sicher, dass PSTVd durch seine stdbchenférmige Sekundirstruktur als
Substrat zur Spaltung in kurze RNAs anerkannt wird. Aufgrund einiger signifikanter Bereiche,
aus denen die kurzen RNAs stammen, scheint das Viroid iiber den miRNA-Weg als Hairpin-
Struktur (pre- oder pri-miRNA) erkannt zu werden. In verschiedene Versuchen wurde gezeigt,
dass bei Pflanzen das DCL1 in Zusammenarbeit mit HYL1 eine groe Rolle bei der Prozessierung
von pri-miRNAs in reife miRNAs in Pflanzen spielt. Da das Viroid generell auf die Enzyme
seines Wirts angewiesen ist und diese auch z. B. bei der Replikation nutzt, ist es naheliegend,
dass das Viroid durch dieses DCL1 gespalten wird. Dafiir sprechen auch Versuche von Landry &
Perreault (2005), die zeigten, dass PLMVd von Dicer-dhnlichen Enzymen in Weizenkeimextrakt
in kurze RNAs geschnitten wird.

Mit Hilfe der Solexa-Sequenzierung konnte die Aussage der Northernblot-Analyse bestétigt
werden, dass der Bereich, aus dem die PSTVd-spezifischen kurzen RNAs stammen, nicht
eindeutig auf einen bestimmten Bereich des Viroids festgelegt werden kann. Allerdings zeigte
die Sequenzierung auch, dass trotzdem signifikant mehr kurze RNAs in bestimmten Teilbereichen
auftraten. Da die PSTVd-spezifischen kurzen RNAs nicht in einer Gleichverteilung iiber das
gesamte Viroid auftraten, sollte man einen siRNA-Weg, bei dem das Viroid als doppelstringige
RNA erkannte werden miisste, ausschlieBen. Somit kann auf Grund der vier signifikanten
Viroid-Bereiche, aus denen kurze RNAs mit PSTVd-Sequenz auftreten, auf den miRNA-Weg
geschlossen werden. Bei diesen vier Bereichen handelt es sich um die terminal linke Region im
oberen Bereich der stibchenférmigen Sekundérstruktur, sowie die virulenzmodulierende, zentral
konservierte und terminal rechte Region jeweils im unteren Bereich des Viroids. In den Proben
befanden sie AS1-Sequenzen mit einer Linge zwischen 19 und 21 Nukleotiden.

Durch die signifikanten Treffer von PSTVd-spezifischen kurzen RNAs in der VM-Region von
AS1 (Nukleotid 290-320) konnte die aufgestellte Hypothese, dass die Pathogenitit des Viroids
iber einen ,,silencing“-Mechanismus ablduft, untermauert werden. Da in diesem Bereich die
Sequenzunterschiede der einzelnen Viroid-Stimme liegen, wire es mit der virulenzmodulierende
Region am einfachsten erkldrbar, warum die kaum verinderten Viroid-Stimme so unterschiedlich
pathogen sind.

Durch den Vergleich der unterschiedlichen Suchen nach den Herkunftsbereichen Viroid-
spezifischer miRNAs (siehe 4.5) wurde ebenfalls die Hypothese des ,,silencing“-Mechanismus als
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Pathogenitdtsmodell untermauert. Hierbei war der einzige Bereich, der in allen Suchen identisch
war, die virulenzmodulierende Region im unteren Bereich der PSTVd-Sekundérstruktur.

Der terminal rechten Region (Tg) wird eine Rolle beim interzelluldren Transport des Viroids
zugesprochen, auBBerdem wurde von Stroeks (2007) gezeigt, dass dieser Bereich eine Kissing-
Loop-Komplex mit der 5S-RNA bildet. Warum gerade in diesem Bereich, wo die 5S-RNA an
das Viroid binden kann, eine signifikante Menge an kurzen RNAs auftritt, die ebenfalls durch
das Programm YAMP gefunden wurden, ist momentan nicht erkliarbar. Moglicherweise kann
durch diese kurzen RNAs ebenfalls die Translation von bestimmten mRNAs verhindert werden.
Da die 5S-RNA ein Bestandteil der groBen Untereinheit und die kleinste RNA-Komponente
des Ribosoms ist, wire es denkbar, dass das Viroid durch Anlagerung seiner miRNAs aus der
(Tr)-Region an die 5S-RNA das Ribosom daran hindert sich korrekt zusammenzusetzen bzw.
die Stabilitit der groen ribosomalen Untereinheit beeinflusst (Holmberg & Nygard, 2000).
Da die groBe Untereinheit offenbar an der Protein-Biosynthese beteiligt ist, konnten dadurch
unterschiedlichste Probleme, bis hin zu Wachstumsstopp und Tod des Organismus, auftreten.
Da man bei den infizierten Pflanzen oft ein geringeres Wachstum, bei aggressiven Stimmen
Symptome bis hin zur Nekrose, beobachten kann, konnten diese RNAs moglicherweise damit in
Zusammenhang stehen. Dagegen sprechen die Analysen von Thiel (1999), die keinen Unterschied
zwischen infizierten und nicht-infizierten Tomaten beziiglich ihrer Ribosomen feststellen konnte.

In der Linken Terminalen Region (Ty) liegt die Startstelle fiir die Synthese von (—)-Stringen.
Der Zentral Konservierten Region (CCR) wurde im unteren Bereich bisher keine besondere
Eigenschaft zugewiesen. Warum in diesem Bereich signifikante Mengen der kurzen RNAs
auftreten ist momentan noch nicht erklirbar.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass durch die Solexa-Sequenzierung sehr viele Sequenzen
erhalten wurden, denen zum aktuellen Zeitpunkt keine Funktion zugewiesen werden kann.
Sogar die Sequenzen, denen meist iiber den Vergleich mit Arabidopsis und der Riicksuche
auf Solanum eine mogliche Funktion zugeordnet werden konnte, stellen keinen eindeutigen
Beweis dar. Wie unter 3.6 beschrieben, gibt es noch viel zu wenig sequenzierte Bereiche aus der
Tomatenpflanze, denen eine nachgewiesene Funktion zugeordnet ist. Des weiteren unterscheiden
sich die Symptome bei Tomatenpflanzen zwischen den einzelnen Sorten trotz gleicher Infizierung
drastisch. Daraus kann geschlossen werden, dass die Tomatenpflanzen innerhalb der Sorten schon
soweit variieren, dass man fiir konkrete Aussagen das sequenzierte Genom der Sorte Rutgers
benotigen wiirde. Aus diesem Grund wire bei weiteren Versuchen sicherlich ein Vergleich
unterschiedlicher Tomaten-Sorten, die mit dem gleichen Viroid infiziert wurden, interessant.

Da die Viroid-spezifischen RNAs, die in signifikanten Mengen gefunden wurden, in der gleichen
GroBenordnung vorkommen (mehrere Hundert) wie die annotierten miRNAs, ist es durchaus
moglich, das diese ,,silencing” auslosen. Auch die gefundenen annotierten miRNAs scheinen auf
jeden Fall eine wichtige Rolle bei der Pathogenese im weitesten Sinne zu spielen, da alle mit
Wachstum, sowie Blattmorphogenese in Verbindung gebracht werden. Es muss allerdings beach-
tet werden, dass simtliche experimentell gezeigten Abhingigkeiten der miRNAs in Arabidopsis
gezeigt wurden.






5. ZUSAMMENFASSUNG

Viroide sind einzelstringige, zirkuldre RNA-Molekiile, die autonom in der Wirtspflanze replizie-
ren und die biologische Wirkung eines normalen Pflanzenvirus besitzen. Anders als RNA-Viren
besitzt die Viroid-RNA kein Hiillprotein und kodiert keine Proteine, wodurch sie fiir alle biolo-
gischen Aktivitdten auf die Wirtsmaschinerie angewiesen ist. Das in dieser Arbeit verwendete
Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) gehort zur Familie der Pospiviroidae und verursacht je
nach Stamm unterschiedlich starke Krankheitssymptome in der Tomatenvarietdt Rutgers. Das
aktuelle Pathogenititsmodell behauptet, dass von Viroiden ,,silencing“-RNAs produziert werden
und diese iiber einen der ,,RNA-silencing“-Wege in die Genregulation des Wirts eingreifen.

Bei der Pflanze und somit auch beim Viroid wird angenommen, dass das ,,RNA-silencing* iiber
den miRNA-Weg abliuft, aber, wie beim siRNA-Weg, in der Spaltung der mRNA endet. Hierzu
wird die pri-miRNA tiber die pre-miRNA zur reifen miRNA durch die Enzyme DCL1 und HYL1
prozessiert. Nach Einbau der reifen miRNA in einen RISC (RNA-induced silencing complex)
wird dieser zur Ziel-mRNA gefiihrt, die nahezu perfekt gebunden wird und dadurch die mRNA
gespalten. Bei PSTVd kann entweder die maturierte RNA oder ein Replikationsintermediér als
pri-miRNA agieren, was zur Erzeugung von miRNAs aus wenigen, bestimmten Positionen der
PSTVd RNA fiihren wiirde. Alternativ konnten doppelstrangige Replikationsintermediére in
siRNAs beliebiger Sequenz gespalten werden.

Northernblot-Analysen zum Nachweis PSTVd-spezifischer RNAs haben gezeigt, dass die Be-
reiche aus denen die RNAs stammen, nicht durch Sonden, die jeweils ein Viertel des PSTVd
abdecken, einzugrenzen waren. Allerdings konnten kurze RNAs beider Polaritit nachgewiesen
werden. Durch Auftrennung mittels Gelelektrophorese und Elektro-Gelelution war es moglich,
kurze RNAs in pug-Mengen und ohne Verluste durch eventuelle Voraufreinigungen aus Gesamt-
RNA zu erhalten. Diese kurzen PSTVd-spezifischen RNAs sollten anschliefend durch eine
spezifische Dynabead-Aufreinigung von der Gesamt-RNA getrennt werden. Zur Sequenzierung
der PSTVd-spezifischen Sequenzen wurde eine Solexa-Sequenzierung durchgefiihrt. Bei dieser
High-Throughput-Sequenzierung wurden zuerst die eluierten miRNAs in cDNA umgeschrieben.
Hierbei wurden unterschiedliche Barcodes zusitzlich zu den 3’- und 5°-Adaptern anligiert, damit
mehrere Proben parallel sequenziert werden konnten.

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Datenbanken, dem Viroid und untereinander verglichen,
um ihnen Funktionen zuzuordnen. Hierbei kristallisierten sich sechs annotierte miRNA-Familien,
sowie eine einzelnen miRNA heraus, die mit den Blittern (Form, Farbe, Ausbildung) oder dem
Wachstum, in der Regel bei Arabidopsis, in Verbindung gebracht werden. Da Verdnderungen
dieser Bereiche bei infizierten Pflanzen auftreten, konnten diese miRNAs in Verbindung mit der
Viroid-Pathogenese stehen.

Die Mehrzahl der PSTVd-spezifischen RNAs stammt aus der virulenzmodulierende Region von
PSTVd. Da hier die Sequenzunterschiede der unterschiedlich pathogenen Viroid-Stdmme liegen,
weist dies auf eine miRNA-regulierte PSTVd-Pathogenitit hin.






6. SUMMARY

Viroids are single-stranded, circular RNA molecules that replicate autonomously in the host plant
and have the same biological effects as an ordinary plant virus. Different to RNA viruses, viroids
possess no capsid and do not code for any protein; thus they have to use the host machinery for all
biological activities. In this work the potato spindle tuber viroid (PSTVd) is used, which belongs
to the family Pospiviroidae and leads, depending on the PSTVd strain, to different symptoms in
the tomato variety Rutgers.

A recent pathogenicity model states that “silencing” RNAs are produced from the viroid that
interfere with gene regulation of the host by an “RNA silencing” pathway.

In plants—and therefore in viroids, too—it is expected that the “RNA silencing” takes place
by the miRNA pathway, but ends in mRNA cleavage like in an siRNA pathway. For this, the
pri-miRNA is processed by the enzymes DCL1 and HYL1 to a pre-miRNA and finally to mature
miRNA. After integrating the mature miRNA into the RISC (RNA-induced silencing complex),
the complex is lead to the target mRNA, binds in near-perfect complementarity and cleaves the
mRNA. In case of PSTVd either the mature RNA or a replication intermediate might act as
pri-miRNA, which would imply the generation of “miRNA” from a single or a few positions
of the PSTVd RNA. Alternatively, double-stranded PSTVd replication intermediates might be
cleaved to siRNAs of any PSTVd sequence.

Detection of PSTVd-specific RNAs by Northern blot analysis with viroid RNA quarters was
not able to define the regions of their origin. Small RNAs of both polarities, however, could
be detected. It was possible to obtain pug of small RNAs by separating total RNA via gel
electrophoresis and electrophoretic gel elution without loss due to any pre-purification steps. Next,
PSTVd-specific small RNAs were purified by Dynabeads from the total RNA. For sequencing of
these PSTVd-specific RNAs the high-throughput Solexa technique was used. Eluted miRNAs
were transcribed into cDNA; ligation of primers including different bar codes to their 5’ and 3’
ends allowed for sequencing of different samples in parallel.

The obtained sequences were compared with sequence databases, the viroid sequence, and
among each other in order to assign functions to these sequences. In total six annotated miRNA
families plus one miRNA were found; all of them are known to be linked—at least in Arabi-
dopsis—to form, shape and development of leafs or plant growth. Because infected plants have
malformations in these areas, these miRNAs might be associated with viroid pathogenicity.

The majority of PSTVd-specific RNAs was derived clearly from the virulence-modulating region
of PSTVd. Because small sequence differences of particular viroid strains in this region lead to
drastic symptom changes, this hints towards a pathogenicity mechanism regulated by a miRNA
pathway.
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