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Kapitel 1

Einleitung

Viroide sind subvirale Pflanzenpathogene. Obwohl der phinomenologische Effekt einer Vi-
roidinfektion dem einer Virusinfektion entspricht, ist der Mechanismus eines Befalls fiir beide
Erregertypen extrem unterschiedlich. Viroide bestehen aus einer einzelstringigen, zirkulir ge-
schlossenen RNA von 240-400 Nukleotiden Linge, die nicht von einer Hiille umgeben ist. Es
kann als gesichert angenommen werden, dass Viroide keine mRNA-Aktivitit aufweisen und da-
her nicht zur Synthese vioroid-spezifischer Proteine fithren (Davies et al. 1974 und Semancik et
al. 1977). Lediglich die Akkumulation allgemeiner Stress- und Pathogenabwehrproteine konnte
in Pflanzen nachgewiesen werden (Sénger 1987). Demnach bedienen sich Viroide fiir den ge-
samten Infektionsvorgang wirtseigener Systeme. Die Spezifitit jedes Schrittes wird durch die
Wechselwirkung definierter RN A-Struktureinheiten des Viroides mit zelluliren Komponenten
gewéihrleistet. Es wird angenommen, dass es sich hierbei um eine Form ,,molekularer Mimikry*
handelt, bei der die parasitierende RNA pflanzliche RNA-Motive imitiert, um sich erfolgreich
zu verbreiten. Die auszubildenden Wechselwirkungen miissen dabei in definierter Reihenfolge
durchlaufen werden. Als moglicher Koordinationsmechanismus kann hier die zeitlich begrenzte
Ausprigung metastabiler Viroidkonformationen, zum Beispiel nur wiahrend der Replikation,
in Betracht kommen.

In den néchsten Abschnitten dieses Kapitels soll detaillierter auf die fiir eine Viroidinfekti-
on notwendigen Wechselwirkungen mit zelluldren Faktoren eingegangen werden. Dabei finden
insbesondere die Prozesse der Pathogenese, des systemischen Transportes sowie der Replika-
tion und Prozessierung besondere Beachtung. Da sich die Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit ausschliefilich auf das Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd), den bestuntersuchten
und namensgebenden Vertreter der Familie der Pospiviroidae (Flores et al. 1998), beziehen,
werden Eigenschaften der Avsunviroidea (Flores et al. 1998) nicht weiter diskutiert. Die Pos-
piviroidae umfassen 24 der 27 bekannten Viroidarten und sind nicht nur durch ein hohes
Maf} an Sequenzhomologie, sondern auch durch ein einheitliches Strukturprinzip gekennzeich-
net. Das charakteristische Merkmal ist eine aus kurzen Helices und ungepaarten Abschnitten
(,loops“) bestehende, stibchenformige Sekundirstruktur (Gross et al. 1978, Riesner et al.
1979 und Steger et al. 1984) wie sie beispielhaft fiir PSTVd in Abbildung 1.1 dargestellt wird.
Diese Stdbchenstruktur stellt die thermodynamisch giinstigste PSTVd-Konformation dar und
schiitzt das Viroid in der Zelle vor dem Abbau durch Nukleasen.



Sequenzvergleiche innerhalb der Pospiviroidae erlauben die Einteilung der Stdbchenstruk-
tur in fiinf Doménen (Keese und Symons 1985), denen nach Mutationsanalysen unterschied-
liche funktionale Bedeutungen zugeordnet werden konnten. Abbildung 1.1 zeigt in der Mitte
einen Bereich besonders hoher Sequenzhomologien. In dieser, als Zentrale Konservierte Region
(CCR) bezeichneten Doméne, findet die Prozessierung der multimeren Replikationsintermedia-
te zu monomeren PSTVd-Molekiilen statt (Baumstark et al. 1997) (siehe auch Abschnitt 1.3).
Sie wird in die Obere (UCCR) und Untere (LCCR) Zentrale Konservierte Region gegliedert.
Im Gegensatz dazu weist die rechts von der CCR liegende Variable Region (VR-Region) ein
ungewOhnlich hohes Mafl an Sequenzheterogenititen auf. Dieser Doméne konnte eine modu-
lierende Funktion wéhrend der Viroidreplikation zugeordnet werden, da eine signifikante Sta-
bilisierung durch gezielte Mutationen den Prozess hemmt (Hu et al. 1996). Die links von der
Mitte liegende Virulenzmodulierende Region (VM-Region) oder auch Pathogene Region, zeigt
eine direkte Korrelation zwischen hier auftretenden Punktmutationen und der Pathogenitiit
unterschiedlicher PSTVd-Stamme (vergleiche auch 1.1). Wéhrend bestimmte Mutationen der
linken Terminalen Region (Ty,) zu nicht infektitsen PSTVd-Varianten fiihren, kénnen in der
rechten Terminalen Region (Tg) mutierte Viroide in der Pflanze noch repliziert, aber nicht
mehr systemisch transportiert werden (Hammond 1994) (siehe auch Abschnitt 1.2).
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Abbildung 1.1: Primdr- und Sekundirstruktur von PSTVd. Das PSTVd-Stibchen kann in fiinf Domdnen
unterteilt werden: Ty : linke Terminale Region, VM: Virulenzmodulierende Region, CCR: Zentrale Konservierte

Region von PSTVd, sie wird in die Obere (UCCR) und Untere (LCCR) Zentrale Konservierte Region unterteilt,
VR: Variable Region, Tg: rechte Terminale Region. (nach Keese und Symons 1985, gedandert)

1.1 Pathogenitit

Viroide infizieren hohere Kulturpflanzen wie Kartoffeln, Gurken, Avocados, Kokospalmen oder
Zitrusfriichte. Das Wirtsspektrum verschiedener Viroide ist variabel. So ist PSTVd neben
Kartoffeln auch in anderen Solanaceen wie Tomate oder dem Schwarzen Nachtschatten, aber
auch in weiteren Pflanzenfamilien kultivierbar. Die durch einen Befall hervorgerufenen Schiden
konnen ein betrichtliches Ausmaf erreichen (Ubersichtsartikel Riesner und Gross (1985) sowie
Diener 1987). Als charakteristisches Merkmal einer Infektion ist eine Internodienstauchung der
Sprossachse bis hin zum Zwergwuchs zu nennen. Als weitere Schiiden treten Verkriitmmungen
der Blatter und Triebe, Epinastie und Chlorosen, in seltenen Fillen sogar Nekrosen bis hin
zum Absterben der ganzen Pflanze auf (Diener 1979 und Sdnger 1982). Dariiberhinaus ist
der PSTVd-Befall einer Kartoffelpflanze an den spindelférmigen Verformungen der Knollen
zu erkennen, was der Krankheit auch den Namen gegeben hat.

Die Symptomintensitit variiert fiir eine Pflanzenart mit dem Kultivar. So zeigen Tomaten-



pflanzen der Handelssorte Rutgers bei PSTVd Befall deutliche Wachstumsstérungen, Wildto-
maten oder Tomaten der Handelssorte Goldkugel jedoch nicht oder nur in geringem Umfang
(Axel Schmitz, miindliche Mitteilung).

Aber auch einzelne Viroidvarianten selber zeigen differentielle Pathogenitdtsmuster. So
konnten fiir PSTVd eine Reihe verschiedener Stdmme nachgewiesen werden, deren Infektion
zu erheblichen Unterschieden im Krankheitsbild befallener Tomatenpflanzen fiithrt. Dement-
sprechend werden diese Varianten als ,,mild“, ,intermediate“ oder ,letal* klassifiziert. Se-
quenzanalysen belegen, dass sich die einzelnen Stimme lediglich durch vereinzelte Mutationen
innerhalb der VM-Region unterscheiden.

Obwohl Viroide bereits seit den frithen 70er Jahren bekannt sind (Diener 1971a, 1971b,
Singh und Clark 1971, Sénger 1972 und Semancik und Weathers 1972) ist der pathogene
Mechanismus einer Viroidinfektion bis heute weitgehend unverstanden. Die fiir PSTVd aufge-
stellten Hypothesen leiten sich von den unterschiedlichen biophysikalischen Eigenschaften der
bereits angesprochenen PSTVd-Varietiten ab. Allen gemeinsam ist die Uberlegung, dass der
pathogene Effekt die direkte Folge einer Wechselwirkung zwischen PSTVd und Wirtsfakto-
ren ist. Das Ausmaf} dieser Wechselwirkung bestimmt die Intensitét der Symptome und wird
durch die Varianz der biophysikalischen Eigenschaften determiniert.

Im Laufe der Jahre wurden eine Reihe verschiedener Pathogenititsmodelle entwickelt (Dick-
son 1981, Diener 1981, Schnélzer et al. 1985, Jakab et al. 1986, Haas et al. 1988, Gruner et
al. 1995), die bei genauerer Betrachtung nicht aufrecht zu erhalten, beziehungsweise experi-
mentell nicht bestéitigt werden konnten. Einer zur Zeit diskutierten Hypothese zur Folge, soll
die dreidimensionale Struktur der VM-Region einzelner PSTVd-Stdmme mit der Pathogenitét
korreliert vorliegen (Owens et al. 1996). Asymmetrische ,loops“ bewirken bei pathogeneren
Varianten ein stirkeres Abknicken der Stébchenstruktur (Schmitz und Riesner 1998). Der
Vorstellung nach soll die Bindung eines Wirtsfaktors im Bereich der VM-Region durch diese
dreidimensionale Geometrie moduliert werden.

Experimentelle Hinweise legen die Vermutung nahe, dass es sich bei dem erwdhnten Wirts-
faktor um das pflanzliche Homolog einer ds-RNA abhéngigen Proteinkinase (PKR) aus Sauger-
zellen handelt (Diener et al. 1993, Hiddinga et al. 1988, Roth und He 1994). Im Siuger-System
ist dieses Enzym unter anderem an der Interferon-vermittelten Virusabwehr der Zelle beteiligt.

1.2 Transport

Viroidinfektionen verlaufen systemisch. Nach mechanischer Inokulation ist PSTVd zunéchst
in der Spitze befallener Tomatenpflanzen, dann in den unterhalb der Spitze liegenden Blattern,
sowie der Wurzel nachzuweisen. Blitter, die zwischen dem infizierten Bereich und der Wurzel
liegen, replizieren PSTVd nicht (Palukaitis 1987). Dieser Transportweg entspricht dem von
Photosyntheseprodukten {iber das Phloem. Daher war es nicht verwunderlich, dass PSTVd-
Molekiile mit Hilfe der ,,tissue print“-Hybridisierung im vaskuldren System nachgewiesen wer-
den konnten (Stark-Lorenzen et al. 1997).

Neben dem Phloemgewebe ist PSTVd noch in Mesophyllzellen infizierter Tomatenpflanzen
nachweisbar. Hier akkumuliert es zu einer Dichte von 50000 Molekiilen pro Zelle. Die Replika-
tion erfolgt im Nukleoplasma, die Ablagerung im Nukleolus, wo PSTVd gleichmifBig verteilt



vorliegt (Schumacher et al. 1983b, Harders et al. 1989). Demzufolge umfasst die systemische
Infektion neben dem Langstreckentransfer auch noch den interzelluldren, den intrazelluliren,
sowie den intranukledren Transport.

Es gilt als gesichert, dass der interzelluldre Transport iiber Plasmodesmata erfolgt (Ding
et al. 1997). Dabei wird, ebenso wie fiir den Phloemtransport, eine Wechselwirkung zwischen
einem zelluldren Faktor und einem auf der PSTVd-RNA liegenden Strukturmotiv diskutiert.
Die Identifizierung eines an beiden Vorgéingen beteiligten Proteins steht kurz bevor (Owens,
pers. Mitteilung).

Untersuchungen an permeabilisierten Tabak-Protoplasten belegen, dass der PSTVd-Import
in den Zellkern GTP-unabhéngig, mit Hilfe eines abséttigbaren, zelluldren Rezeptors erfolgt
(Woo et al. 1999).

Die im Kernplasma neu synthetisierten Viroide werden als multimere Replikationsinterme-
diate (Harders et al. 1989) oder als fertig prozessierte Molekiile (Woo et al. 1999) in den
Nukleolus transportiert, wo die reifen Molekiile akkumulieren. Wie von hier aus die Aus-
breitung in die Nachbarzelle erfolgt, ist unverstanden. Entweder werden sie gezielt in das
Zytoplasma transportiert, oder sie werden im Pflanzenmeristem wihrend der Zellteilung an
die Tochterzellen weitergegeben.

Auch wenn eine genaue Zuordnung zu einem der aufgefithrten Schritte noch nicht moglich
ist, belegen Mutationsanalysen die Beteiligung der rechten Terminalen Region von PSTVd an
systemischen Transportprozessen. Derartige Mutanten konnen nur nach Agrobacterium tu-
mefaciens vermittelter Inokulation Tomatenpflanzen befallen. Ihre Replikation im Bereich der
Wundgalle sowie der Wurzeln ist weitgehend unbeeintrichtigt. Eine Ausbreitung im Blatt-
Gewebe unterbleibt jedoch (Hammond 1994). Die Autorin der zitierten Veréffentlichung spe-
kuliert daher, dass es eine oder mehrere zelluldire Komponenten geben muss, die mit der Tp-
Region von PSTVd wechselwirken und damit den Langstrecken- oder interzelluldren Transport
von PSTVd ermoglichen.

1.3 Replikation und Prozessierung

Die Replikation der Pospiviroidae erfolgt im Kernplasma infizierter Zellen iiber einen asym-
metrischen ,rolling circle“ Mechanismus (Branch und Robertson 1984, Branch et al. 1988).
Hierbei dient der monomere, zirkulér geschlossene (+)Strang zunéchst als Matrize fiir einen
multimeren, linearen (—)Strang, der seinerseits die Vorlage fiir die Synthese multimerer, linea-
rer (+)Strang-Molekiile darstellt (siehe auch Abbildung 1.2). In einer Prozessierungsreaktion
wird nur dieser zuletzt transkribierte, oligomere (+)Strang in Monomere geschnitten, die zu
reifen Zirkeln ligiert werden. Beide Transkriptionsreaktionen werden von der zelluliren DNA-
abhingigen RNA-Polymerase II durchgefiihrt (Miithlbach und Sanger 1979, Rackwitz et al.
1981, Goodman et al. 1984, Schindler und Miihlbach 1992).

Fiir die Transkription des zirkuldren (+4)Stranges in multimere, lineare (—)Strédnge konn-
ten mit den Nukleotiden Aj;; und Asgs zwei Replikationsstartstellen ermittelt werden (Fels
1997). Als Promotorelemente werden in der Nachbarschaft liegende, GC-reiche Sequenzen
diskutiert (Heinrich 1991, Fels 1997). Deren helicale Struktur soll den GC-reichen dsDNA
Bereichen dhneln, welche der Polymerase II als Promotoren dienen konnen und fiir die Re-
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Abbildung 1.2: Replikationszyklus von PSTVd. Schematische Darstellung des ,rolling circle“ Mechanismus.
Die fiir die Erkennung durch die Wirtsfaktoren notwendigen PSTVd-Strukturmotive werden wiedergegeben.
Pol.II: DNA-abhingige RNA-Polymerase II, HPII: Hairpin II, TL: Tetraloop, E: Loop E.

gulation konstitutiv expremierter ,,house-keeping“ Gene eukaryotischer Zellen verantwortlich
sind (Heinemann et al. 1987).

Als Promotorelement fiir den Transkriptionsschritt von (-) nach (+) wird der sogenannte
Hairpin IT diskutiert (Loss et al. 1991, Qu et al. 1993). Dieser entsteht wihrend der Synthe-
se multimerer (—)Transkripte als metastabiles Strukturelement (siehe auch Abbildung 1.3),
und seine Existenz konnte in vivo nachgewiesen werden (Schréder 1998). Die Sequenz der
Hairpin II-Helix weist ebenfalls eine starke Homologie zu den bereits erwihnten Transkrip-
tionsfaktor-Bindestellen konstitutiv expremierter Gene auf.

Die Prozessierung der multimeren (+)Strang Intermediate erfolgt in zwei Stufen. In jeder ist
die Viroid-RNA durch spezifische Strukturmotive gekennzeichnet und erlaubt so die notwen-
digen Wechselwirkungen mit Wirtsfaktoren zum richtigen Zeitpunkt (Baumstark und Riesner
1995, Baumstark et al. 1997). Zunéchst schneidet eine zellulire Endonuklease das Transkript
im Bereich der Zentralen Konservierten Region von PSTVd, zwischen den Nukleotiden Ggs
und Ggg (Abbildung 1.3). Als Erkennungsmotiv fiir das Enzym wird ein GAAA-Tetraloop mit
einem GU Basenpaar diskutiert, der nur als metastabiles Replikationsintermediat gebildet
wird. Nach dem Schnitt lagert sich das PSTVd-Molekiil so um, dass die neuen Molekiilenden
in stabilen Helixbereichen dicht beieinander liegen und direkt durch eine Ligase verbunden
werden konnen. Als charakteristisches RNA-Strukturmotiv und Erkennungselement des Wirts-
enzymes wird hier der Loop E betrachtet, der auch in der nativen Stdbchenstruktur vorhanden
ist.
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Abbildung 1.3: Replikationsstartstellen, Promotorelemente und Prozessierungsposition von PSTVd. Die Nu-
kleotide A111 und Asss sind als Startstellen der Polymerase II abhingigen Replikation gekennzeichnet. Die GC-
reichen Sequenzen wurden eingerahmt, die dem Hairpin II entsprechenden Nukleotide der (+)PSTVd-Sequenz
unterstrichen. Die Schere symbolisiert die Prozessierungsposition. E: Loop E.

1.4 Wechselwirkungen mit weiteren Wirtsfaktoren

Im Laufe der Viroidforschung der letzten 15-20 Jahre wurden eine Reihe weiterer PSTVd-
Wechselwirkungspartner nachgewiesen oder postuliert. Entweder blieb ihre funktionale Rele-
vanz fiir eine Viroidinfektion jedoch ungeklirt, oder die Existenz einer Wechselwirkung konnte
noch nicht ausreichend belegt werden.

1.4.1 Wechselwirkungen mit Proteinen

In den Nukleoli infizierter Tomatenpflanzen liegt PSTVd an Proteine assoziiert vor (Schuma-
cher et al. 1983a, Wolff et al. 1985). In situ konnten solche Komplexe durch UV-Bestrahlung
kovalent verkniipft werden und die in vitro Rekonstitution erlaubte die Analyse der an dem
Komplex beteiligten Komponenten (Klaff et al. 1989). Das dominanteste Protein mit der
auffialligsten Viroid-Affinitdt war ein 43 kDa Glycoprotein mit mannosehaltiger Zuckerkette
(Klaff et al. 1989, Gruner 1992). Die Sequenzen zweier kurzer Aminosiureketten dieses Pro-
teins zeigen eine starke Homologie zu dem Linkerhiston H1 aus Tomate. Im SDS-Gel weist
dieses jedoch ein apparentes Molekulargewicht von 38 kDa auf (Riggs 1994), das nicht mit dem
ebenfalls in einem SDS-Gel ermittelten Molekulargewicht des 43 kDa Proteins iibereinstimmt.
Daher steht eine endgiiltige Identifizierung des 43 kDa Proteins noch aus.

Bei der Suche nach Viroid-bindenden Proteinen in cDNA-Expressionsbanken aus Tomate
wurden eine Reihe von Klonen identifiziert, deren Expressionsprodukte eine signifikante Bin-
dungsaffinitit zu PSTVd aufweisen. Aber bis auf das ribosomale Protein L25 konnten sie
bisher entweder nicht identifiziert werden, oder eine Wechselwirkung mit PSTVd erscheint
biologisch nicht sinnvoll (Werner et al. 1993, Werner et al. 1995, Ségesser et al. 1997).

Neueren Untersuchungen zur Folge konnte eine spezifische Proteinkinase identifiziert wer-
den, deren Transkription nur in mit PSTVd infizierten Pflanzen erfolgt. Die mRNA-Konzen-
tration in der Zelle steigt dabei mit der Pathogenitit des infizierenden PSTVd-Stamms an.
Dieses als PKV (Protein Kinase Viroid-induziert) bezeichnete Enzym weist ein Molekular-
gewicht von 55 kDa auf. Da das Protein iiber keinerlei Bindedoménen fiir dsRNA verfiigt,
wird davon ausgegangen, dass seine Aktivierung nicht durch eine direkte Wechselwirkung mit
PSTVd reguliert wird (Hammond und Zhao 2000).



1.4.2 Wechselwirkung mit zellulirer RNA

PSTVd repliziert und akkumuliert in den Kernen infizierter Zellen. Die Fiille der hier funktio-
nal aktiven RNAs legte die Vermutung nahe, dass PSTVd eine Wechselwirkung mit einer dieser
RNAs ausbildet. Als besonders vielversprechende Partner wurden dabei sowohl die im Kern-
plasma lokalisierten snRNAs, als auch nukleoldre rRNAs und snoRNAs betrachtet. Jiingere
Erkenntnisse belegen zudem, dass der Nukleolus nicht nur Ort der rRNA-Transkription und
Prozessierung, sowie der Assemblierung ribosomaler Untereinheiten ist. Vielmehr durchlaufen
eine Reihe anderer, an Ribonukleoprotein-Partikeln beteiligter RN As, ebenfalls eine Reifungs-
phase im Nukleolus (Pederson 1998), und kdmen somit ebenfalls als Wechselwirkungspartner
in Betracht.

1.4.2.1 Datenbanksuchen nach Viroid-komplementiren RNA-Sequenzen

Datenbanksuchen erlauben die Identifikation zelluldrer RNAs mit partiellen Sequenzkomple-
mentarititen oder Homologien zu PSTVd.

Bereits 1981 wurde eine Sequenzhomologie zwischen der (-)Sequenz von PSTVd und dem
5-Ende der snRNA U1 beschrieben (Dickson 1981, Diener 1981). Da dieser Bereich der snRNA
Ul die Erkennung der 5‘-Spleifistelle von pri-mRNAs vermittelt, wurden zwei Hypothesen
abgeleitet. Zum Einen wurde vermutet, dass es sich bei Viroiden um ehemalige Intronsequen-
zen handelt (Diener 1981). Zum Anderen wurde ein Pathogenesemodell aufgestellt, bei dem
das zirkuldre PSTVd (+)Strang-Molekiil als snRNA Ul-Kompetitor das mRNA-Spleifien der
Wirtszelle behindert (Dickson 1981). Es sind jedoch bis heute keine experimentellen Daten
veroffentlicht worden, die eine solche Wechselwirkung belegen.

Die snoRNA U3 bindet im Nukleolus an préiribosomale RNA und ist an ihrer Prozessie-
rung beteiligt. Auerdem weist sie eine Sequenzhomologie zu PSTVd auf (Kiss et al. 1983,
Schumacher et al. 1983a). Eine Hypothese, nach der die Konkurrenz um die priribosomale
Bindestelle zwischen PSTVd und snoRNA U3 die Reifung der rRNAs beeintrichtigt (Jakab
et al. 1986) konnte zwischenzeitlich widerlegt werden. Die rRNA-Prozessierung gesunder und
infizierter Tomatenpflanzen weist keinen Unterschied auf (Thiel 1990).

Im Bereich der unteren VM-Region weist PSTVd eine Sequenzkomplementaritit zu der
7S RNA aus Signal Recognition Particles (SRP) der Tomatenpflanze auf (Haas et al. 1988).
Durch eine Bindung an die 7S RNA wire die Bildung funktionsfihiger SRPs beeintrichtigt
und somit die Translokation sekretorischer oder membrangebundener Proteine iiber das En-
doplasmatische Retikulum gestort (Haas et al. 1988). Hybridisierungsexperimente und ther-
modynamische Berechnungen zeigten jedoch, dass eine solche Wechselwirkung in vitro nicht
moglich ist (Gruner 1992). Dies schliefit einen Kontakt in vivo unter Mitwirkung enzyma-
tischer Aktivitdten jedoch nicht aus. Diese Moglichkeit erschien lange Zeit unwahrscheinlich,
da PSTVd im Nukleolus lokalisiert ist, SRPs aber im Zytoplasma. Erst der Nachweis, dass
7S RNA aus dem Kern in den Nukleolus transportiert (Jacobson und Pederson 1998, Pederson
1999), und hier mit einem Teil der SRP-Proteine assembliert wird (Politz et al. 2000), macht
diese Hypothese wieder attraktiver.

Der erste experimentelle Nachweis einer Wechselwirkung zwischen PSTVd und zellulérer
RNA wurde 1990 erbracht. Filterhybridisierungsexperimente bestétigten dass sowohl (+) als



auch (-)PSTVd-Molekiile an maturierte 18S und 255 rRNA aus Tomate binden kénnen (Thiel
1990). Thermodynamische Berechnungen eines Komplexes zwischen dem linken Ende von
PSTVd und einer 255 rRNA Teilsequenz bestétigten, dass ein Hybrid stabiler ist als beide
Einzelstrukturen (Gruner 1992). Ein Pathogenesemodell, nach dem die Ribosomenassemblie-
rung durch eine solche Wechselwirkung in vivo gestort ist, konnte jedoch widerlegt werden
(Thiel 1999). Es zeigte sich, dass weder die Nettosynthese noch die Ribosomenassemblierung
oder die Stabilitit der Ribosomen durch eine Viroidinfektion signifikant beeintrichtigt wurden.

1.4.2.2 Kovalente Fixierung einer PSTVd-RNA Wechselwirkung mit Psoralen

In einem anderen Ansatz sollten in vivo vorliegende Wechselwirkungen zwischen PSTVd und
zellulirer RNA fixiert, und damit einem Nachweis zuginglich gemacht werden. Mit Hilfe
des Psoralenderivates 4‘-Aminomethyl-4,5¢,8-trimethylpsoralen (AMT) wurde RNA in PSTVd
infizierten Tomatenzellkernen (Gruner 1992) und Protoplasten aus Kartoffelsuspensionszell-
kulturen (Thiel 1999) kovalent quervernetzt.

Psoralene sind planare, trizyklische Furocumarine, die nach Absorption von Lichtquanten
doppelstringige Nukleinsduren chemisch verkniipfen konnen. Dazu interkaliert das Psoralen
in die Doppelhelix. Liegt es direkt neben einer Pyrimidinbase, kann durch Bestrahlung mit
langwelligem UV-Licht (320-380 nm) ein Zyklobutanring zwischen dem Nukleotid und dem
Psoralen-Molekiil ausgebildet werden. Ein solches Monoadukt kann sowohl an der Furan-, als
auch an der Pyronseite des Psoralens entstehen. Aber nur, wenn auch die jeweilig andere Seite
des Psoralens einer Pyrimidinbase benachbart ist, kénnen beide Nukleinsidurestringe durch
Absorption eines zweiten Photons kovalent quervernetzt werden (Lipson und Hearst 1988)
(Abbildung 1.4). Der komplette Vorgang ist dabei stark ionenabhingig (Hyde und Hearst
1978).

Der beschriebene Ablauf ist reversibel. In einer als Photoreversion bezeichneten Reaktion,
wird das entstandene Pyrimidin-Psoralen-Pyrimidin-Diadukt durch Bestrahlung mit kurzwel-
ligem UV-Licht von 254 nm Wellenléinge wieder aufgelost (Abbildung 1.4, Teil A)).

Psoralene diffundieren iiber Zellmembranen, kénnen durch die Kernporen in Zellkerne ein-
dringen und die meisten biologischen Strukturen durchdringen (Cimino et al. 1985). Sie weisen
damit optimale Eigenschaften fiir eine Quervernetzung interagierender Nukleinsiuren in situ
oder in vivo auf. Neben der erfolgreichen Verkniipfung in Zellkernen (Gruner 1992) und Proto-
plasten (Thiel 1999) konnte Psoralenquervernetzungen auch in Tabak-Blattern durchgefiihrt
werden (Habili und Kaper 1981). In allen Fillen wird das priparierte Gewebe, bzw. die Zell-
kerne, in einen Psoralen-haltigen Puffer iiberfithrt und fiir eine angemessene Zeit inkubiert. Im
Anschluss an eine UV-abhéngige Quervernetzung kann die Nukleinsiure isoliert und analysiert
werden.

Die Untersuchungen an PSTVd-infizierten Tomatenpflanzen und Kartoffelsuspensionszell-
kulturen zeigten in Viroid-spezifischen ,Northern“-Analysen eine Psoralen-abhéngige Verzoge-
rung der PSTVd-Signale. Diese wurden als Komplexe aus PSTVd und einer zelluliren RNA
interpretiert. Ersten Abschitzungen zur Folge sollten 15 % der PSTVd-RNA in der Zelle an
Wirtsnukleinsduren komplexiert vorliegen (Gruner 1992). Dies erwies sich jedoch als zu opti-
mistisch. Analysen quervernetzter PSTVd-RNA aus Kartoffelzellen belegten eine starke, nicht
reproduzierbare Schwankung im Ausmaf der erfolgreich durchgefiihrten Verkniipfungen (Thiel
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Abbildung 1.4: A) Schematische Darstellung der dreistufigen Reaktion einer durch Psoralen induzier-
ten Quervernetzung doppelstringiger Nukleinsiuren. B) Reaktionsmechanismus der Quervernetzung von
4 ~-Aminomethyl-4,5°,8-trimethylpsoralen (AMT) mit Pyrimidinbasen am Beispiel des Uracil. Unten links ist
die sterische Anordnung des Diaduktes im RNA-Molekiil dargestellt (nach Lipson und Hearst 1988).

1999). Daher wurde mit der Primer Extension-Analyse ein sensitiveres Nachweisverfahren ent-
wickelt. Bei der Reversen Transkription kommt es an quervernetzten Nukleotiden zu einem
vollstdndigen Abbruch der Reaktion. Neben dem eigentlichen Nachweis einer Quervernetzung,
lasst sich auf diese Weise auch die genaue Position der kovalenten Verkniipfung ermitteln.
Bei einem solchen Vorgehen ist es entscheidend, dass man Quervernetzungen von PSTVd mit
einer zelluliren RNA von anderen Abbruchsignalen unterscheiden kann. Daher war es notwen-
dig die Abbruchmuster mit denen aus Kontrollproben zu vergleichen. Zunéchst einmal wurden
die Viroid-internen Primer Extension Signale anhand eines entsprechenden RNA-Extraktes
ohne Psoralen-Quervernetzung ermittelt. Zusitzlich wurden in vitro, d.h. durch thermische
Denaturierung und langsame Renaturierung, alle thermodynamisch méglichen Komplexe aus



PSTVd-Molekiilen sowie aus Hybriden von (+) und (—)PSTVd-Dimertranskripten eingestellt
und mit Psoralen quervernetzt. Multimere Hybride aus PSTVd-Stringen mit (+) und (-)Se-
quenz entstehen als Intermediate wihrend der PSTVd-Replikation. Signale, die nur in den
Psoralen behandelten RNA-Extrakten nachzuweisen waren, wurden als Interaktionspunkte
der PSTVd-RNA zu einer zelluldren RNA gewertet.

Die Etablierung dieses Nachweissystems war anhand von in vitro eingestellten und quer-
vernetzten RNA-Proben aus PSTVd infizierten Kartoffelsuspensionszellkulturen erfolgt. Als
Kontaktstellen zu einer Wirts-RNA konnten hierbei die Nukleotide Uy3, Ugz und Ugg ermittelt
werden. Primer Extension Abbriiche an den Positionen Cig3 und Cop3 waren nicht eindeutig
als intermolekulare Quervernetzungen interpretierbar. Wahrend Uys im Bereich der Pathoge-
nen Region lokalisiert ist, liegen Ugs und Ugg in der Oberen Zentralen Konservierten Region
von PSTVd. Die Positionen Ci93 und Cgp3 befinden sich am rechten Stdbchenenden (vergl.
Abbildung 1.5).
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Abbildung 1.5: Quervernetzungspositionen von PSTVd zu zellulirer RNA. Die mit Pfeil gekennzeichneten
Positionen konnten nach in vitro Komplezeinstellung ermittelt werden. Die zusdtzlich mit Stern gekennzeichne-
ten Interaktionspunkte konnten in vivo bestdtigt werden. Die Sequenz eines zur Charakterisierung der zelluldren
RNA verwendeten, radioaktiv markierten Oligonukleotides wurde mit der durchgezogenen Linie markiert.

Die Komplexeinstellung in vitro erlaubt die Quervernetzung aller thermodynamisch mogli-
cher Nukleinsdurehybride, ohne Beriicksichtigung ihrer biologischen Relevanz. Die Quervernet-
zung in vivo dagegen fixiert diejenigen Wechselwirkungen, die zum Zeitpunkt der Behandlung
in der Zelle vorliegen. Bei der Analyse in vivo quervernetzter RNA aus PSTVd infizierten Kar-
toffelzellen wurden die Interaktionspositionen Ugz und Ugq als biologisch relevant bestitigt.

Die erste Charakterisierung einer zelluliren RNA, die in der UCCR eine Wechselwirkung
mit PSTVd ausbilden kann, erfolgte mit Hilfe eines radioaktiv markierten Oligonukleotides.
Dessen Sequenz entsprach dem vorhergesagten Kontaktbereich und schloss die Nukleotide Ugs
und Ugp mit ein (siehe auch Abbildung 1.5). Nach Hybridisierung an einen RNA-Extrakt aus
gesunden Kartoffelzellen zeigte die im Anschluss an die Psoralen-Verkniipfung durchgefiihrte
Gelanalyse zwei besonders markierte Fragmente. Diese weisen eine Linge von 140 und 150
Nukleotiden auf. Ob es sich dabei um zwei verschiedene RNAs handelt, oder um die gleiche
RNA, die in zwei unterschiedlichen Konformationen quervernetzt wurde, bleibt ungeklirt. Als
gesichert kann jedoch angenommen werden, dass mindestens eine zellulire RNA mit einer
Lange von unter 150 Nukleotiden existiert, die mit Hilfe von Psoralen kovalent an die UCCR
von PSTVd komplexiert werden kann.

Da PSTVd im Nukleolus akkumuliert und die Linge der hier lokalisierten snoRNAs mit der
ermittelten Grofle iibereinstimmt, wurde diskutiert, dass es sich bei dem zelluliren Wechsel-
wirkungspartner von PSTVd um eine snoRNA handelt. Diese sind sowohl an der Prozessierung
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als auch an der Modifizierung ribosomaler RNAs beteiligt. Da die Wechselwirkungsposition
im Bereich der Zentralen Konservierten Region lag, und hier ebenfalls die Prozessierung der
multimeren (+4)Strang-Replikationsintermediate von PSTVd erfolgt, wurde ein funktionaler
Zusammenhang zwischen der PSTVd-Prozessierung und der Wechselwirkung mit dieser RNA
vermutet. Datenbankrecherchen belegten die Existenz einer snoRNA mit Sequenzkomplemen-
taritdten zum Bereich der UCCR. Dabei handelt es sich um die menschliche snoRNA U7la
(Thiel 1999).

1.5 Aufgabenstellung

Da Viroide keine Translationsaktivitit aufweisen, durchlaufen sie wihrend des Infektions-
vorgangs eine Reihe hoch spezifischer Wechselwirkungen mit zelluldren Faktoren. Erst die
Ausprigung eines solchen Kontakts ermoglicht es dem Viroid sich systemisch in der befalle-
nen Pflanze auszubreiten, zu replizieren, im Nukleolus zu akkumulieren und eine pathogene
Reaktion in der Pflanze hervorzurufen. Als Wechselwirkungspartner kommen dabei sowohl
Proteine als auch Nukleinsduren in Betracht. Die Lokalisation von PSTVd im Zellkern bzw.
Nukleolus, und die Vielzahl der hier funktional aktiven RNAs, lieen eine PSTVd-zellulire
RNA-Wechselwirkung wahrscheinlich erscheinen. Daher wurde ein System etabliert, das die
in vivo Verkniipfung im Zellkern vorliegender RNA-Komplexe erméglicht.

Grundlage der vorliegenden Arbeit war der auf diesem System basierende, experimentelle
Nachweis einer Psoralen-abhéngigen Quervernetzung der Oberen Zentralen Konservierten Re-
gion von PSTVd mit mindestens einer zelluliren RNA. Diese wies eine Linge von weniger als
150 Nukleotiden auf.

Das Ziel der durchzufiihrenden Untersuchungen bestand in der Isolation und Identifizierung
dieser RNA.

Dazu war es zuniichst notwendig eine geeignete Aufreinigungsstrategie zu etablieren. Da
lediglich bekannt war, dass es sich um eine kurze RNA mit einer partiellen Sequenzkomple-
mentaritit zu PSTVd handelt, musste sich das zu entwickelnde Protokoll die Fahigkeit dieser
RNA zunutze machen, Psoralen-quervernetzbare Komplexe mit PSTVd auszubilden. Zwei
experimentelle Ansétze standen dafiir zu Verfiigung:

1. RNA-Extrakte werden aus PSTVd-Wirtspflanzen isoliert und mit Hilfe géingiger Chro-
matographietechniken fraktioniert. Die erhaltenen Proben werden auf ihre Interakti-
onsfiahigkeit mit PSTVd hin untersucht. Fraktionen in denen eine RNA nachgewiesen
werden konnte, die nach in vitro-Komplexeinstellung an PSTVd quervernetzt werden
konnte, werden weiteren Aufreinigungsschritten unterworfen. Dies wird so oft wieder-
holt, bis die Isolation der gesuchten RNA eine Sequenzierung erlaubt. An dem in vitro-
System gewonnene Erkenntnisse miissten in einem in vivo-System auf ihre biologische
Relevanz iiberpriift werden.

2. Zunachst erfolgt eine Aufreinigung quervernetzter Viroidkomplexe iiber eine PSTVd-
Affinitdtschromatographie. Nach Reversion der kovalenten Verkniipfung werden die
PSTVd-Molekiile in einer zweiten Chromatographie abgetrennt, und die isolierte zel-
lulire RNA kann der Sequenzierung zugefiihrt werden. Als geeignetes chromatographi-
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sches Aufreinigungsverfahren bot sich eine iiber Biotin vermittelte Bindung an paramag-
netische Streptavidinpartikel an. Die Markierung der quervernetzten Viroidmolekiile mit
Biotin erfolgt durch Hybridisierung an eine geeignete, biotinylierte Sonde. Dieses Ver-
fahren kann sowohl fiir die Isolation in vitro als auch in vivo quervernetzter PSTVd-
Komplexe angewendet werden.

Das fiir die gestellten Anforderungen geeignetere Aufreinigungsprinzip sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ermittelt und fiir die Aufreinigung der gesuchten RNA optimiert werden.
Da die funktionelle Bedeutung dieser Wechselwirkung erst verstanden werden kann, wenn die
beteiligte zellulire RNA bekannt ist, war es das Ziel dieser Optimierungen, die RNA in so
reiner Form zu erhalten, dass eine Identifizierung moglich ist.

Die an die Aufreinigung anschliefende experimentelle Vorgehensweise wiirde in starkem
Mafle von der Menge der aufgereinigten RNA abhéngen. Neben einer direkten RNA-Sequenz-
ierung kidme hier die Sequenzierung nach Klonierung oder PCR-Amplifikation in Betracht.
Eine Datenbanksuche kann dann die eigentliche Identifizierung der RNA ermdoglichen und
erlaubt es, die Bedeutung der nachgewiesenen Interaktion im Rahmen der Viroid-Biologie zu
diskutieren.
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Kapitel 2

Material und Methoden

Die in diesem Kapitel aufgefithrten Methoden entsprechen in der dargestellten Form den in
Kapitel 3 genannten Standardbedingungen. Abweichungen werden im Text extra erwihnt.

2.1 Allgemeines zu Chemikalien und Puffern

Alle nicht anders gekennzeichneten Chemikalien wurden von géingigen Herstellern bezogen und
mit dem Reinheitsgrad p. a. verwendet. Wéssrige Losungen wurden mit hochreinem Milli-Q-
Wasser (Millipore-Waters GmbH) angesetzt und wenn méglich 20 min bei 120°C und 3 bar
autoklaviert. Alternativ wurden nicht autoklavierbare Losungen iiber einen 1,2 ym Membran-
filter gegeben und sterilisiert.

Verwendetes Phenol wurde mit autoklaviertem Wasser geséttigt und auf 0.1 % Hydroxichi-
nolin eingestellt (Maniatis et al. 1982). Das Psoralenderivat 4‘-Aminomethyl-4,5°,8-trimethyl-
psoralen (AMT) wurde von der Firma HRI Research, Inc., Concord (CA), USA bezogen.
Produkte des Digoxigenin-Systems sowie Biotin-16-uridin-5‘-triphosphat lieferte die Firma
Roche (Mannheim). Das Chemolumineszenz Substrat CDP-Star™ stammte von der Firma
Tropix, Inc., Massachusetts, USA. Paramagnetische Streptavidinpartikel, im Folgenden auch
,Dynabeads® genannt, wurden von der Firma Dynal GmbH, Hamburg bezogen.

2.2 Standardpuffer und Lésungen

PLS 10 mM Kaliumphosphat pH 7.2
20 mM Natriumchlorid

10x TBE 890 mM Tris pH 8.0

890 mM Borsiaure
25 mM EDTA
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TE 10 mM  Tris-HCL, pH 7.5
1mM EDTA

10x TNE 500 mM Tris-HCI, pH 8.0
IM NaCl
10 mM EDTA

20x SSC 3 M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat
pH 7,0 mit HCI einstellen

2.3 Nukleinsiduren

2.3.1 Plasmide

Zur Synthese von PSTVd-in vitro -Transkripten wurden pRH T7-Transkriptionsplasmide ver-
wendet (Hecker 1989). Hierbei handelt es sich um Derivate des Vektors pBR 322, die im
Anschluss an ein T7-Promotorelement PSTVd-Sequenzen verschiedener Linge und Orientie-
rung tragen. Run-off-Transkripte weisen klonierungsbedingt neben der PSTVd-Sequenz noch
9 zusétzliche Nukleotide auf.

Plasmid  Orientierung und Lange Sequenzbereich (5‘— 3‘) PSTVd-Stamm

pRH 713  (+4)-Monomer 282-359/1-281 intermediate
pRH 714 (-)-Monomer 281-1/359-282 intermediate
pRH 716 (-)-Monomer 146-1/359-147 intermediate
pRH 717 (+)-Dimer 282-359/1-359/1-281 intermediate

Aufgereinigte und linearisierte Plasmide wurden freundlicherweise von Herrn Bernd Esters
zur Verfiigung gestellt.

2.3.2 Vorfraktionierter RNA-Extrakt aus Lycopersicon esculentum Blattgewe-
be und HPLC aufgereinigtes PSTVd

Vorfraktionierte RNA aus PSTVd-infizierten Tomatenpflanzen der Handelssorte Rutgers wur-
den von Herrn Bernd Esters nach der in Riesner et al. 1987 beschriebenen Methode préipa-
riert. Im Anschluss an die Isolation der Gesamt-RNA wurden niedermolekulare RNAs durch
Einstellen der Losung auf 2 M LiCl und einstiindige Inkubation auf Eis gefillt. Nach ei-
ner Zentrifugation bei 5000 rpm fiir 15 Minuten (Minifuge, Heraeus, Osterode) wurden die
resuspendierten Nukleinsduren mit DNase I behandelt, Phenol-Chloroform extrahiert und an-
schliefflend mit PEG prizipitiert. Dazu wurde die Probe auf 10 % PEG 6000 und 0.5 M NaCl
eingestellt, 1 Stunde auf Eis inkubiert und zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, der
Uberstand durch Zugabe von 3 Volumen Ethanol erneut gefillt, in TE-Puffer gelést und bei
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-20 °C gelagert. Dieser, durch differentielle Préizipitation vorfraktionierte, RNA-Extrakt kam
wihrend der Etablierung des ,,Dynabeads“ -Aufreinigungssystems mehrfach zum Einsatz.

Dariiberhinaus konnte aus diesem Material durch HPLC an einem schwachen Anionenaus-
tauscher PSTVd in einer hochreinen Fraktion isoliert werden. Auch solche Proben wurden von
Herrn Bernd Esters zur Verfiigung gestellt.

2.3.3 Genomische DNA

Genomische DNA aus dem Blattgewebe von Tomatenpflanzen der Handelssorte Rutgers wur-
de von Herrn Axel Schmitz nach einer von Schumacher 1984 beschriebenen und anschliefend
leicht modifizierten Methode pripariert. Sie wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die Ampli-
fikation von (-)5S rRNA-Transkriptionsmatrizen benotigt.

2.3.4 PSTVd-Minimalkonstrukt

Im Laufe dieser Arbeit war es notwendig, zellulire RNAs mit einer partiellen Sequenzkomple-
mentaritit zu (+)PSTVd von Viroiden mit (—)Strang-Sequenz in einem (-)PSTVd-spezifischen
Nachweis zu unterscheiden. Zur Etablierung ausreichend stringenter ,,Northern“-Hybridisie-
rungsbedingungen, wurde das in Schrader 1996 beschriebene PSTVd-Minimalkonstrukt ver-
wendet, das freundlicherweise von Frau Nadine Kolonko zur Verfiigung gestellt wurde.

2.3.5 Oligonukleotide

Das Oligoribonukleotid In2, das in geleluierter Form von Herrn Axel Schmitz {ibernommen
wurde, diente der Optimierung von , Northern“-Hybridisierungsbedingungen im Rahmen eines
PSTVd-spezifischen Nachweises (siehe auch Abschnitt 2.3.4).

In2
Beschreibung: Umfasst Nukleotide 298-319 der (4)PSTVd-Sequenz intermediate
Sequenz: 5 GGCCGGCCUUUCUCUAUCUUACUUGCUUCGCGGCGCC 3¢

Besonderheit: GC-Klammer an den Enden

Fiir Primer Extension-Analysen in vitro quervernetzter Komplexe aus dimeren (4+)PSTVd-
in vitro-Transkripten oder nicht voreingestellter Komplexe aus geleluiertem PSTVd wurden
zwei DNA-Oligonukleotide verwendet. Die gleichen Oligonukleotide wurden in entsprechende
Sequenzierungsreaktionen eingesetzt. Dies erlaubte die Zuordnung einzelner Abbruchpositio-
nen zu definierten Nukleotiden der PSTVd-Sequenz. Das Oligonukleotid TB 1 wurde von der
Firma Interactiva Biotechnologie GmbH (Ulm) in HPLC-aufgereinigter Form bezogen. Frau
Viola Thiel stellte gelaufgereinigtes Oligonukleotid RGV 5 zur Verfiigung.

RGV 5
Beschreibung: Umfasst Nukleotide 208-178 der (—)PSTVd-Sequenz
Sequenz: 5 GGAAGGACACCCAAGAAAGGAAGGGTCAAAA 3¢
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TB 1

Beschreibung: Umfasst Nukleotide 171-174 der (—)PSTVd-Sequenz
Sequenz: 5 TTTCGGCGGGAATTACTCCTGTCGG 3

Durch Polymerase Kettenreaktion amplifizierte DNA-Fragmente dienten als Matrize fiir in
vitro-Transkriptionen von Digoxigenin-markierten, 5S rRNA-spezifischen ,, Northern“-Sonden.
Die Amplifikation erfolgte aus genomischer DNA, als Primer kamen die DNA-Oligonukleotide
LebS 2 und LebSt7bglll zum Einsatz.

LebS 2

Beschreibung: Umfasst Nukleotide 1-20 der 5S rRNA-Sequenz

Sequenz: 5 GGATGCGATCATACCAGCAC 3¢

LebSt7bglll

Beschreibung: Umfasst Nukleotide 2-21 der invertierten 5S rRNA-Sequenz

Sequenz: 5 GCGCCAGATCTTAATACGACTCACTATAGGGATGCAACACG-

AGGACT 3¢
Besonderheit: Enthélt sowohl T'7-Promotorelement als auch eine Schnittstelle der Res-
triktionsendonuklease Bgl 11

2.4 Zellmaterial

2.4.1 Tomatenpflanzen

RNA wurde aus Blattgewebe von PSTVd-infizierten Tomatenpflanzen (Lycopersicon esculen-
tum) der Handelssorte Rutgers isoliert. Die Pflanzen wuchsen im Gewichshaus.

Tagestemperatur 26-35 °C

Nachttemperatur 16-27 °C

Beleuchtungszeit 14 Stunden bei Bedarf hinzuschalten von
Kunstlicht (Philips SON-T
400, 400 Watt)

rel. Luftfeuchtigkeit ca. 60 %

Zwei Wochen nach der Aussaat wurden die Pflanzen pikiert. Die Infektion mit PSTVd erfolg-
te nach Ausbildung der Primérbléatter. Dazu wurde die Blattoberfliche mit Carborundum 320
(Butzbacher Schleifmittelwerke) eingerieben. Auf die Verletzung wurde ein vorfraktionierter
RNA-Extrakt aus PSTVd-infizierten Tomatenpflanzen getropft und anschliefend eingerieben.
Die aufgetragene Nukleinsduremenge wurde dabei so gewihlt, dass die Inokulation mit etwa
1 ng PSTVd durchgefiithrt wurde. Fiir die RNA-Préparation wurden die Blitter vier bis sechs
Wochen spéter geerntet.
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2.4.2 Kartoffelsuspensionszellkulturen

Ausgehend von PSTVd-intermediate infizierten Kalluskulturen der Kartoffel Solanum demis-
sum Linie M316 oder nicht infizierten Zellkulturen der Kartoffel Solanum tuberosum Linie
HH258 wurden Suspensionszellkulturen angezogen. Diese Zellen wurden wahlweise fiir in vivo-
Quervernetzungsexperimente oder zur Isolation von Kern-RNA verwendet.

Die Kalluskulturen wurden auf festem Medium in sterilen Polycarbonat-Dosen (Greiner
GmbH, Frickenhausen) bei 25 °C im Dunkeln gehalten. Das Medium entsprach dem der
Fliissigkulturen, die feste Konsistenz wurde durch Zugabe von 1.2 % Agar (Firma Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen) erzeugt. In Abstinden von sechs Wochen wurde die
Kultur partiell auf frisches Medium umgesetzt. Zur Verarbeitung wurde ein Teil der Kalli in
flissiges Nahrmedium tiberfithrt und in einem temperierbaren Rundschiittler (New Brunswick
Scientific, Edison (NJ), USA) bei 24 °C und 150 rpm weiterkultiviert. Als Kulturmedium
wurde das nach Miihlbach und Sénger (1981) verdnderte Standardmedium von Murashige
und Skoog (1962) verwendet. Dabei wurde das Medium zunéchst ohne Kokosnusswasser ange-
setzt, der pH mit KOH auf 5.8 eingestellt und die Lisung autoklaviert. Vor Gebrauch wurde
das Kokosnusswasser (GibcoBRL, Karlsruhe) frisch zugesetzt, nachdem es iiber einen Filter
(0.2 pm; Schleicher und Schuell, Dassel) sterilfiltriert worden war. Unter diesen Bedingungen
erfolgte die Zellvermehrung, nach einer Anwachsphase von zwei bis vier Wochen, mit einem
Verdopplungsintervall von einer Woche. Daher wurde wichentlich die Hélfte der Kultur abge-
nommen und durch frisches Medium ersetzt. Bei Bedarf wurden die Zellen drei bis vier Tage
spéter verarbeitet.

2.5 Praparative Methoden

2.5.1 Isolation von Protoplasten aus Suspensionszellkulturen

Protoplasten aus Kartoffelzellen wurden sowohl fiir in vivo-Quervernetzungsexperimente, als
auch fiir die Isolation von Kern-RNA aus PSTVd-infizierten Suspensionszellkulturen (Linie
M316) und nicht infizierten Zellkulturen (Linie HH 258) isoliert.

Dazu wurden die Zellen aus 600 ml Kulturmedium abfiltriert und in 200 ml Plasmolytikum
iiberfiithrt. Die Plasmolyse erfolgte fiir 30 Minuten bei 24 °C. Danach wurden die Zellen mit
400 g (1500 rpm, Minifuge, Heraeus, Osterode) bei 10 °C fir 5 Minuten sedimentiert und
anschliefend in 150 ml Enzymlosung resuspendiert. Nach 1-2 Stunden bei 24 °C im Zellkul-
turschiittler konnte der Erfolg des Zellwandabbaus lichtmikroskopisch iiberpriift werden. Die
Protoplasten wurden erneut pelletiert (5 Minuten, 10 °C, 400 g) und zwei bis drei mal mit
Plasmolytikum gewaschen.

Plasmolytikum: 0.4 M Mannit
50 mM Kaliumcitrat

pH 5.8 mit Zitronensiure einstellen
sterilfiltrieren
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Enzyml6sung: Plasmolytikum
1 % Cellulase (Onozuka R10, Serva, Heidelberg)
0.1 % Pectoylase (Y23, Seishin Pharmaceuticals, Tokio, Japan)

2.5.2 Anreicherung von Zellkernen aus Suspensionszellkulturen

Im Anschluss an den Zellwandabbau wurde bei Bedarf eine in vivo-Quervernetzung mit Pso-
ralen durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.7.2), bevor die Kerne aus den Protoplasten angereichert
wurden.

Die gewaschenen Protoplasten aus 600 ml Kartoffelsuspensionszellkulturen wurden in 10—
50 ml eiskalten Lysispuffer iiberfiihrt und in einem Dounce-Homogenisator (S) mit vier Stem-
pelstoflen aufgeschlossen. Nach einer 30 miniitigen Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C
(Minifuge, Heraeus) wurden die angereicherten Kerne geerntet und direkt der RNA-Pripara-
tion unterworfen.

Lysispuffer: 100 mM  Morpholinoethansulfonsiure(MES), pH 5.8
0.75 mM Spermin
2.5 mM Spermidin
50 mM  B-Mercaptoethanol
100 mM Kaliumacetat

sterilfiltrieren

15 % Ficoll 400

2.5.3 RNA-Priparation

Die Préaparation von RNA aus angereicherten Zellkernen erfolgte nach der sauren Guanidini-
umthiocyanat-Phenol-Methode. Hierbei werden die Kerne in Guanidiniumthiocyanat-Reagenz
aufgenommen und homogenisiert. Mit 2 M Natriumacetat pH 4 wurde die Lésung auf 18 mM
Natriumacetat eingestellt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von einem Volumen Phenol sowie
von einem Volumen Chloroform. Nach jedem Schritt wurde die Lésung griindlich durchmischt.
Eine 20-miniitige Zentrifugation bei 5000 rpm und Raumtemperatur (Minifuge; Heraeus) fiihr-
te zu einer Phasentrennung. Die wissrige Phase konnte abgenommen und mit einem Volumen
Isopropanol fiir 15 Minuten auf Eis oder iiber Nacht bei -20 °C prézipitiert werden. Durch
10-miniitige Zentrifugation in einer Minifuge (Heraeus) bei 5000 rpm und Raumtemperatur
wurde die Nukleinsdure pelletiert. Nach der Resuspension in HoO oder TE-Puffer folgte er-
neut eine Fillung mit Isopropanol. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, an der
Luft getrocknet und in TE-Puffer gelost. Die Nukleinsdurekonzentration des Extraktes wurde
spektralphotometrisch bestimmt, die Qualitit anhand einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese
iiberpriift.
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Guanidiniumthiocyanat-Reagenz: 5 M Guanidiniumthiocyanat
25 mM  Tris
10 mM EDTA
2% Sarkosyl (optional)
vor Gebrauch frisch zusetzen: 0.1 M p-Mercaptoethanol
3-4 mg/ml Diethyldithiocarbamat

2.6 Enzymatische Reaktionen

2.6.1 In vitro-Transkription mit der RNA-Polymerase T7

Alle in vitro-Transkriptionsreaktionen wurden mit der DNA-abhéngigen RNA-Polymerase T7
durchgefiihrt. Das verwendete Enzym wurde von Herrn Bernd Esters aus einem rekombinan-
ten E. coli-Stamm (Davanloo et al. 1984) isoliert und zur Verfiigung gestellt. T7-Polymerase
erkennt Biotin- und Digoxigenin-markierte Nukleotide als Substrat an. Daher wurden ent-
sprechend modifizierte in vitro-Transkripte durch Zugabe von Biotin-16-Uridin-5‘-triphosphat
(Roche, Mannheim) oder Digoxigenin-11-Uridin-5‘-triphosphat (Roche, Mannheim) in den Re-
aktionsansatz synthetisiert. Fir die Transkription von PSTVd-Sequenzen wurden T7-Tran-
skriptionsplasmide der Serie pRH verwendet, die zuvor mit geeigneten Restriktionsendonu-
kleasen linearisiert worden waren. Als Matrizen fiir die Synthese von Digoxigenin-markierten
()5S rRNA-Transkripten kamen PCR-Fragmente zum Einsatz. Diese waren mit dem Primer-
paar LebS 2/LebSt7bglll amplifiziert worden. Le5St7bglll weist unter anderem die Sequenz
des T7-Promotors auf und ermdoglicht so die anschlieende in vitro-Transkription.

Reaktionsansatz: 2 pg Plasmid
oder: 10 pl  subamplifiziertes PCR-Produkt
5upl IVT D

2.5 pl 10 mM NTP-Mix
x pl 10 mM modifiziertes UTP (optional)
0.5 I RNasin (40 u/ul; Promega, Mannheim)
1 pl  T7-Polymerase (250-300 u/ul)
ad 20 ul  HO

mit: IVT D: 200 mM Tris-HCI pH 8.3
40 mM  MgCls
25 mM Dithiothreitol (DTT)
5 mM Spermidin
0.05 % Triton

Modifizierte Nukleotide wurden dem Reaktionsansatz nur nach Bedarf zugegeben. Zur
Synthese von biotinylierten ,,Dynabeads“-Sonden oder von ,Northern“-Sonden mit PSTVd-
Vollange wurden 0.675 pul Bio-UTP bzw. Dig-UTP eingesetzt. Das entspricht einem Verhéltnis
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von 20 % modifiziertes UTP zu gesamt UTP. Bei der Synthese verkiirzter ,,Dynabeads“-Sonden
durch Transkription Avall linearisierter pRH 714 Plasmide wurde 2-2.2 ul Bio-UTP zugege-
ben, was einen Anteil von 45-47 % des gesamten UTPs ausmacht.

Die Reaktion wurde fiir 4 Stunden durchgefiihrt, wobei nach 2 Stunden erneut 1 ypl En-
zym zugesetzt wurde. Um die freien Nukleotide abzutrennen wurde der Ansatz zweimal mit
1/2 Volumen 7.5 M Ammoniumacetat und 2.5 Volumen eiskaltem Ethanol gefillt. Die Tran-
skripte wurden in einem geeigneten Volumen TE resuspendiert und ihre Qualitéit anhand einer
denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese iiberpriift.

2.6.2 Radioaktive 5-Endmarkierung von Oligonukleotiden und Primer Ex-
tension Reaktion

5‘-radioaktiv-markierte DNA-Oligonukleotide wurden fiir Primer Extension-Analysen benétigt.
Die Markierung erfolgte durch Transfer der radioaktiven y-Phosphatgruppe von -3?P-ATP
auf das 5*-OH-Ende des Oligonukleotides. Diese Reaktion wird von dem Enzym Polynukleo-
tidkinase (PNK) katalysiert.

Markierungsansatz: 10 pmol  Oligonukleotid, RGV 5 oder TB 1
2 ul  10x PNK-Reaktionspuffer (Roche, Mannheim)
1.5 u Polynukleotidkinase (Roche, Mannheim)
5ul  4-32P-ATP (5000 Ci/mmol)
ad 20 ul  H,0

Die Inkubation erfolgte iiber Nacht auf Eis. AnschlieBend wurden freie Nukleotide durch
zweimalige Prizipitation mit 1/2 Volumen 7.5 M NH4OAc, 20 mM MgCls; und 5 Volumen
eiskaltem Ethanol aus dem Ansatz entfernt. Nach 40 miniitiger Zentrifugation bei 12000 rpm
in einer Tischzentrifuge (Modell EBA12R, Hettich) wurde das resultierende Pellet in 50 pul TE
gelost und ein Aliquot dieser Losung zur Ermittlung der Markierungseffizienz abgenommen.
Die Gesamtaktivitit des markierten Oligonukleotides wurde durch Szintillationszihlung des
abgenommenen Aliquots in einem Szintillationszédhler der Firma Beckman (Modell LS 5000
TD, Beckman Coulter, Miinchen) bestimmt.

Fiir die Primer Extension Reaktion wurden 5 x 10% cpm des markierten Oligonukleotides
an 50 ng dimeres (+)PSTVd-in vitro-Transkript, hybridisiert. Die RNA war vorher nach in
vitro-Komplexeinstellung quervernetzt worden (siehe Abschnitt 2.7.1). Alternativ wurde die
gleiche Menge an radioaktivem Oligonukleotid an HPLC oder gelaufgereinigtes PSTVd nach
Quervernetzung ohne in vitro-Komplexeinstellung gebunden. Die Hybridisierung erfolgte in
1x TNE durch 3 miniitige Inkubation bei 90 °C und langsames Abkiihlen auf 30 °C im
ausgeschalteten Heatblock. Nach einer Prézipitation wurde die Nukleinsdure direkt in dem
Primer Extension Reaktionsansatz gelost:

20



Primer Extension Reaktion: Nukleinsdure-Pellet
1x Erststrangpuffer (Gibco BRL, Karlsruhe)
0.5 mM dNTP
10 mM DTT
40 u RNasin (Promega, Mannheim)
200 u Superscript II (Gibco BRL, Karlsruhe)
ad 20 u1  H2O

Die Reaktion erfolgte fiir 1 Stunde bei 54 °C. Anschlieflend wurde die Nukleinsdure durch
Zugabe von 1/10 Volumen 3 M NaOAc pH 7 und 3 Volumen eiskaltem Ethanol gefillt. Das
getrocknete Pellet konnte direkt in denaturierendem Auftragspuffer (siehe auch Punkt 2.10.1)
aufgenommen werden. Zur Analyse wurden die Proben auf ein in Abschnitt 2.10.5 beschrie-
benes Sequenziergel aufgetragen.

2.6.3 Sequenzierung von Plasmid DNA

Parallel zu Primer Extension-Analysen wurden Sequenzierungsreaktionen durchgefiihrt. Die-
se erlaubten die Zuordnung einzelner Abbruchsignale zu definierten Nukleotiden innerhalb
der PSTVd-Sequenz. 5 pug Plasmid pRH 713 wurden zuniichst fiir 10 Minuten bei Raum-
temperatur in 0.4 M NaOH alkalisch denaturiert. Durch Zugabe von einem drittel Volumen
Natriumacetat, pH 5.2 wurde der Ansatz neutralisiert und die DNA anschlielend mit drei
Volumen Ethanol prazipitiert. Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und in die Se-
quenzierreaktion eingesetzt. Verwendet wurde der Sequencing Kit der Firma USB (Cleveland,
USA), Version 2.0. Die Durchfiihrung erfolgte geméff der Herstellerangaben.

2.6.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion wurden aus genomischer Lycopersicon esculentum
DNA T7-Transkriptionsmatrizen amplifiziert. Diese erlaubten anschliefend die Synthese Dig-
oxigenin-markierter in vitro-Transkripte mit invertierter 5S rRNA-Sequenz. Die PCR-Reakti-
on wurde in einem Thermocycler Varius V (Landgraf, Langenhagen) durchgefiihrt. Das Re-
aktionsvolumen betrug 50 pl und setzte sich wie folgt zusammen:

Ix  10x Reaktionspuffer ohne MgCly, (Promega)
1,5 mM  MgCly
100 uM  jedes ANTP
20 pmol LebS 2
20 pmol LebSt7bglll

2 u Tag-Polymerase (Promega)

4.8 ng ,genomische DNA*
60 pl  Paraffinol
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Die Programmierung der Temperaturzyklen erfolgte mit:

I1x  Denaturierung 94 °C / 180 s
Hybridisierung 60 °C / 60 s
Polymerisation 72 °C / 60 s

33x  Denaturierung 94 °C / 90 s
Hybridisierung 60 °C /60 s
Polymerisation 72 °C / 60 s

Ix  Denaturierung 94 °C /90 s
Hybridisierung 60 °C / 60 s
Polymerisation 72 °C / 600 s

Ein Aliquot des Reaktionsansatzes wurde direkt auf ein denaturierendes Polyacrylamidgel
aufgetragen und analysiert. Es zeigte sich, dass neben dem erwartetem Produkt noch eine
Reihe groflerer Fragmente amplifiziert worden waren. Die Synthese dieser Produkte konnte im
Rahmen der PCR nicht durch eine Erhéhung der Hybridisierungstemperatur vermieden wer-
den. Daher wurde das gesuchte Fragment subamplifiziert. Ein zehntel des PCR-Ansatzes wurde
in einer denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt, der entscheidende Be-
reich ausgeschnitten und die Nukleinsdure iiber Nacht bei Raumtemperatur in 100 pl HoO
eluiert. Diese Losung enthielt nur das DNA-Fragment, dessen Sequenz monomerer 5S rRNA
entsprach, und ein hundertstel davon wurde statt der genomischen DNA in den zuvor be-
schriebenen PCR-Ansatz als Vervielfiltigungsmatrize eingebracht. Die Produkte dieser zwei-
ten Polymerase Kettenreaktion konnten nach einer Aufreinigung mit dem Qiagen PCR Quick
Spin System (Qiagen GmbH, Hilden) direkt als Matrize in einer nachfolgenden in vitro-
Transkription verwendet werden.

2.6.5 Linearisierung von Plasmiden

Zur Synthese von in vitro-Transkripten war es notwendig T7-Transkriptionsplasmide mit ge-
eigneten Restriktionsendonuklease zu linearisieren. Wurden Volldngen-Transkripte benotigt
erfolgte dies mit dem Enzym Eco RI. In allen anderen Féllen werden die entsprechenden En-
donukleasen im Text aufgefiihrt. Die Reaktionen wurden geméifl der Herstellerangaben durch-
gefiihrt.
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2.7 Methoden zur Induktion von Psoralen abhingigen Quer-
vernetzungen

2.7.1 Quervernetzung mit Psoralen nach in vitro -Komplexeinstellung

In vitro eingestellte RNA-Komplexe entstanden durch thermische Denaturierung und langsa-
me Renaturierung bei hohen Salzkonzentrationen. Dazu wurden RNA-Extrakte auf eine Kon-
zentration von 650 uM Basenpaare RNA in 1x TNE verdiinnt und fiir 3 Minuten im Heatblock
auf 90 °C erhitzt. Der heifle Aluminiumeinsatz wurde aus dem Heatblock herausgenommen
und unter einen Styroporkasten auf die Laborbank gestellt. Unter diesen Bedingungen kiihlte
die Probe innerhalb von 4 Stunden auf 30 °C ab.

Im Anschluss daran erfolgte direkt die kovalente Quervernetzung. Das Psoralenderivat
4‘*-Aminomethyl-4,5¢,8-trimethylpsoralen (HRI Research, Concord, USA) wurde mit einer Kon-
zentration von 2 mg/ml in TE-Puffer gelost und in Aliquots, die einzeln in Aluminiumfolie
eingewickelt wurden, bei -70 °C gelagert. Fiir die Quervernetzung hatte es sich als optimal
erwiesen, ein molares Konzentrationsverhéltnis RNA (in Basenpaaren) : Psoralen von 5 : 1
zu wahlen (Thiel 1999). Nach der Psoralenzugabe wurde die Losung griindlich durchmischt
und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit interkaliert Psoralen in die
RNA-Doppelhelices. Durch Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenléinge 365 nm kann eine ko-
valente Verkniipfung zweier diagonal gegeniiberstehender Pyrimidinbasen erfolgen (siehe auch
Abschnitt 1.4.2.2). Die Bestrahlung wurde fiir eine Stunde auf Eis durchgefiihrt. Grofie Pro-
benvolumen wurden auf offenen Petrischalen, kleinere Volumina (bis zu wenigen 100 pl) auf
offenen Mikrotitterplatten in einem Bestrahlungsgerit der Firma Stratagene (Modell Strata-
linker, La Jolla, USA)) beleuchtet. Die Lagerung der quervernetzten RNA erfolgte bei -20 °C.

2.7.2 In vivo-Quervernetzung mit Psoralen

Fiir die Analyse in vivo quervernetzter RN A-Komplexe wurden aufgereinigte Protoplasten aus
Kartoffelsuspensionszellkulturen verwendet (siehe auch Abschnitt 2.5.1). Die Durchfiihrung
erfolgte wie in Thiel 1999 beschrieben. Aus dem enzymatischen Zellwandabbau erhaltene Pro-
toplasten wurden in ein moglichst geringes Volumen Psoralen-Puffer iiberfiihrt, der 2 mg/ml
AMT (4‘-Aminomethyl-4,5‘8-trimethylpsoralen) enthielt. Wihrend einer Inkubationsphase
von 10 Minuten bei Raumtemperatur diffundierte das Psoralen aus dem umgebenden Puffer
iiber die Protoplastenmembran in das Zellinnere hinein. Innerhalb der Zelle kann AMT in
die Zellkompartimente eindringen und im Kern in Nukleinsdure-Doppelhelices interkalieren
(Wollenzien et al. 1983, Cimino et al. 1985). Die Quervernetzung erfolgte in einer Bestrah-
lungsapparatur der Firma Stratagene (Modell Stratalinker, La Jolla, USA). Die Probe wurde
in einer offenen Petrischale auf Eis fiir 15 Minuten bei 365 nm (2.3 mW/cm?) bestrahlt.
Aus den Protoplasten wurde anschliefend RNA prépariert (Abschnitt 2.5.3) und bei -70 °C
gelagert.

Psoralen-Puffer: 10 mM  Morpholinoethansulfonsiure (MES), pH 5.8
100 mM  NaCl
vor Gebrauch frisch zusetzen: 2 mg/ml Psoralen (AMT)
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2.8 Reversion der Psoralen-Quervernetzung

Psoralen-vermittelte Quervernetzungen kénnen durch Bestrahlung mit UV-Licht von 254 nm
Wellenléinge wieder aufgehoben werden (Cimino et al. 1985). In der vorliegenden Arbeit er-
folgte die Bestrahlung in einem Bestrahlungsgerit der Firma Stratagene (Modell Stratalinker
1800) auf Eis, wobei die Proben etwa 16 cm unterhalb der Lampen plaziert wurden. Die
Losungen wurden auf offene Mikrotitterplatten oder Petrischalen pipettiert und fiir 3-9 Mi-
nuten beleuchtet.

2.9 ,,Dynabeads“-Aufreinigung

Die Aufreinigung kovalent verkniipfter Viroidkomplexe konnte im Verlauf der durchgefiihrten
Untersuchungen mittels einer PSTVd-spezifischen Affinitdtschromatographie erreicht werden.
Dazu wurden Biotin-markierte Sonden spezifisch an PSTVd hybridisiert. Diese Hybride wur-
den an paramagnetischen Streptavidin-Partikeln immobilisiert. Die Separation in einem Mag-
neten erlaubte die Isolation der gesuchten Nukleinsduren. Nach einer anschlieBenden Elution
wurden diese durch geeignete gelelektrophoretische Untersuchungen analysiert.

2.9.1 Maskierung der PSTVd-Molekiile

Unter dem Begriff der Maskierung von PSTVd-Molekiilen soll in dieser Arbeit die Hybridi-
sierung von biotinylierten in vitro-Transkripten an PSTVd verstanden werden. Dies erlaubt
eine Differenzierung zwischen dem beschriebenen Prozess und der Markierung von Transkrip-
ten durch Inkorporation modifizierter Nukleotide wihrend der Synthese. Die spezifische Mas-
kierung der Viroide in einem Reaktionsansatz erméglicht ihre Bindung an paramagnetische
Streptavidin-Partikel (,Dynabeads®, Deutsche Dynal GmbH, Hamburg) und damit die an-
schlieBende Aufreinigung aus der Probe. Zwei solcher ,,Dynabeads“-Sonden konnten etabliert
werden. Transkripte Eco RI linearisierter pRH 716 Plasmide wurden mit einem Bio-UTP zu
UTP Verhiltnis von 1 : 5 synthetisiert. Sie wiesen eine Linge von 368 Nukleotiden auf, wovon
359 Nukleotide der (-)PSTVd-Sequenz entsprachen. Mit Ava IT linearisierte pRH 714 Plasmide
erlaubten die Transkription verkiirzter Sonden, die eine (+)PSTVd-Sequenzkomplementaritit
iiber 61 Nukleotide beinhalteten. Um diese in ausreichenden Umfang zu biotinylieren enthielt
der Transkriptionsansatz 45-47 % Bio-UTP.

Die Maskierung erfolgte durch Hybridisierung der biotinylierten (-)PSTVd-in vitro-Tran-
skripte an die Viroide in einem RNA-Extrakt. Wurden Vollingen-in vitro-Transkripte als Son-
den verwendet, reichte eine dquimolare Zugabe aus, um alle PSTVd-Molekiile zu maskieren.
Verkiirzte in vitro-Transkripte wurden in einem 5-fachen molaren Uberschuss zugesetzt. Die
Losungen wurden auf 1x TNE eingestellt und fiir 3 Minuten bei 90 °C denaturiert. Wurden die
Viroide an Vollingen-Transkripte hybridisiert geniigte eine Abkiihlphase von 1.5-2 Stunden
unter Styropor auf der Laborbank. In dieser Zeit wurde eine Temperatur von 50 °C erreicht.
Die Inkubation wurde auf 3 Stunden verlingert, wenn Viroide mit verkiirzten Transkripten
maskiert wurden. Die Losung kiihlte so auf eine Temperatur von 40 °C ab. Mit dem Erreichen
der Endtemperatur wurden die Proben auf Eis gestellt und entweder auf Eis, bzw. bei -20 °C
gelagert oder direkt an ,,Dynabeads“ gebunden.
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2.9.2 Bindung an ,,Dynabeads*

Maskierte Viroide und Viroidkomplexe wurden einer PSTVd-spezifischen Affinitédtschromato-
graphie unterworfen. Die Immobilisierung erfolgte an paramagnetischen Streptavidin-Partikeln
der Firma Dynal (,Dynabeads“). Da Streptavidin aus 4 identischen Untereinheiten besteht,
von denen jede 1 Biotin-Molekiil binden kann, bindet 1 Mol Streptavidin 4 Mol Biotin mit
einer Bindekonstanten von 10'°. Dies ist eine der gréfiten Bindekonstanten, die fiir nicht kova-
lente Bindungen bekannt ist. Streptavidin eignet sich besonders fiir die Aufreinigung von Nu-
kleinsduren, da es wegen seines schwach saueren Charakters in physiologischen pH-Bereichen
nicht an diese bindet.

»,Dynabeads* werden nicht in RNase freiem Zustand geliefert. Der Hersteller empfiehlt daher
die Kiigelchen bei Bedarf entsprechend vorzubereiten. Dies geschah durch zweimalige Inkuba-
tion der Partikel fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur in Losung A, sowie einmalige Behandlung
unter entsprechenden Bedingungen mit Losung B. Nach jedem Vorgang wurden die Partikel
fiir 2 Minuten in einem Magneten (Modell Dynal MPC-E, Deutsche Dynal GmbH, Hamburg)
pelletiert und die gebrauchte Losung entfernt.

Losung A: 100 mM NaOH
50 mM NaCl

mit DEPC behandeln
Losung B: 100 mM  NaCl

mit DEPC behandeln

Zur Optimierung der Biotin-Streptavidin Bindungseffizienz erfolgte die Immobilisierung der
maskierten Viroide in 1x B&W Puffer bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten. In dieser Zeit se-
dimentieren die Partikel auf Grund ihres Eigengewichtes auf den Boden des Reaktionsgefifles.
Daher erfolgte die Bindung bei langsamer Rotation (ca. 1 Umdrehung/8 Minuten).

Die Menge einzusetzender ,,Dynabeads® variierte mit Typ und Menge der fiir eine erfolg-
reiche Maskierung benétigten biotinylierten Sonden. Die genauen Konzentrationsverhéltnisse
werden in den entsprechenden Abschnitten angegeben, lagen in der Regel jedoch fiir Vollingen-
in vitro-Transkripte zwischen 2 und 3 ng Transkript pro 1 ug ,,Dynabeads® und fiir verkiirzte
in vitro-Transkripte bei 0.19 ng Sonde pro 1 ug ,,Dynabeads“. Gemifl der Herstelleranga-
ben entsprach das Reaktionsvolumen bei der Bindung dem 4-fachen Ausgangsvolumen der
,Dynabeads*.

2x B&W Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 7.5
1mM EDTA
2M NaCl

Nach der Bindung wurden die Proben fiir 2 Minuten in einen Magneten iiberfiithrt. Der

Uberstand wurde abgenommen und die Partikel mehrfach in 0.1x SSC bei verschiedenen
Temperaturen gewaschen. Dazu wurden die Partikel resuspendiert und fiir 2 Minuten bei der
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entsprechenden Temperatur inkubiert. Anschlieend erfolgte eine magnetische Separation fiir
2 Minuten bei Raumtemperatur.

Die Elution der iiber Biotin an Streptavidin verankerten Nukleinsduren wurde durch vier-
malige Inkubation mit Formamid-Losung (FA-Losung) bei 70 °C erreicht. Unter diesen Be-
dingungen wird die Streptavidinkonformation zerstort und gebundene Nukleinsduren kénnen
abdiffundieren. Die Fraktionen wurden gesammelt und durch Zugabe von einem 1/10 Volu-
men 3M Natriumacetat, pH 7.0 und 2.5 Volumen eiskaltem Ethanol prazipitiert. Nach der
Resuspendierung in TE konnten diese Proben einer weiteren Aufreinigung unterzogen oder
direkt mittels einer PA A-Gelelektrophorese untersucht werden.

Die stufenweise Elution nicht quervernetzter Nukleinsiduren erfolgte durch Inkubation in
0.1x SSC oder HyO bei steigenden Temperaturen. Diese Fraktionen wurden einzeln gelelek-
trophoretisch analysiert.

Formamid-Lésung (FA-Losung): 95 % Formamid
10 mM EDTA, pH 8.2

die Losung sollte dunkel gelagert werden
und nicht &dlter als 2 Monate sein

2.10 Gelelektrophoresen

2.10.1 Leistungsgesteuerte, denaturierende Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese

Die Gelanalyse von RNA-Extrakten, PCR-Produkten, in vitro-Transkripten oder aufgerei-
nigten Viroiden bzw. Viroidkomplexen erfolgte in 5-9 % Polyacrylamidgelen einer Dicke von
0.5 mm. Die genaue Zusammensetzung der Gel-Matrices ist im Einzelfall angegeben, wobei
in Klammern jeweils das Konzentrationsverhéltnis von Acrylamid zu N,N’-Methylenbisacryl-
amid in Prozent aufgefiithrt wird. Allen Matrices wurde 8 M Harnstoff zugegeben. Als Gel und
Laufpuffer wurde 0.5x oder 1x TBE verwendet. Zur besseren Handhabung wurden die Gele
auf die hydrophile Seite einer Gelbond-Folie (FMC Bio Produkts, Rockland, USA) gegossen.

Durch Zugabe von 0.1 % N,N,N’N’- Tetramethylenethylendiamin (TEMED) und 1,2 %
Ammoniumperoxodisulfatlésung wurde die Gelpolymerisierung gestartet.

Allen Proben wurde ein Volumen Auftragspuffer zugegeben.

Auftragspuffer: 80 % Formamid
5mM EDTA
0.1 % Bromphenolblau/Xylencyanol FF

Nach einem Denaturierungsschritt:

3 min 94°C
1 min abschrecken auf Eis
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wurden die Proben nur noch auf Eis aufbewahrt. Die fiir die Elektrophorese verwendete Ap-
paratur ermoglichte es, die durch den Elektrophoresestrom erzeugte Warme zu speichern und
gleichmifBig iiber das Gel zu verteilen. Dazu wurde vor die Glasplatten eine 2 mm dicke Alu-
miniumplatte geklemmt. Auf dieser Platte waren thermo-sensitive Streifen angebracht mittels
derer die Temperatur wihrend der Elektrophorese iiberwacht werden konnte. Nur Tempera-
turen iiber 55 °C bei Zugabe von 8 M Harnstoff in die Gelmatrix garantieren ausreichend
denaturierende Elektrophoresebedingungen. Um diese bereits zu Beginn der Auftrennung vor-
zufinden wurde das Gel zunichst in einem Vorlauf von 20 Minuten bei 50 W auf etwa 55 °C
erwirmt. Nachdem die Proben aufgetragen worden waren, erfolgte die eigentliche Elektro-
phorese fiir 13-30 Minuten ebenfalls bei 50 W. Die Nukleinsduren wurden schliefllich mit
Silbernitrat angefirbt (siehe Abschnitt 2.10.7).

2.10.2 Spannungsgesteuerte, denaturierende Polyacrylamid-Gelelektropho-
rese

Fir PSTVd- oder 5S rRNA-spezifische ,Northern“-Analysen wurden die Proben zunichst
einer spannungsgesteuerten Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen. Die Zusammenset-
zung der Gel-Matrices und der aufgetragenen Proben entsprach denen der bereits in Ab-
schnitt 2.10.1 beschriebenen, leistungsgesteuerten Elektrophorese. Da ein anschlielender Trans-
fer der Nukleinsduren auf eine Nylonmembran die Verwendung einer Trégerfolie ausschloss,
wurden 1 mm dicke Gele gegossen. Die Elektrophorese erfolgte in einer Hoefer-Kammer (Hoe-
fer Scientific Instruments), deren Anoden-Pufferbecken ein Volumen von 4 1 fasst und durch
ein Heizspirale iiber ein Thermostat auf 55 °C temperiert werden konnte. Die Elektrophorese
wurde fiir 0.5-2 Stunden bei einer angelegten Spannung von 400-500 V, das entspricht einer
elektrischen Feldstirke von 23-29 V/cm, durchgefiihrt.

2.10.3 Spannungsgesteuerte, native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Effizienz, mit der die verschiedenen, biotinylierten in vitro-Transkripte die Viroid-Molekiile
eines RNA-Extraktes maskieren, wurde durch Ermittlung des Verhéltnisses von im Hybrid
verzogerter Molekiile zu den freien Komponenten bestimmt. Dazu wurden die Proben in einer
Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen aufgetrennt und anschliefflend
mit Silbernitrat angefirbt. Die experimentelle Durchfithrung entsprach der unter Punkt 2.10.2
beschriebenen. Um die nativen Bedingungen zu gewéhrleisten, enthielt das Gel jedoch keinen

Harnstoff. Das Anodenbecken der Hoefer-Kammer (Hoefer Scientific Instruments) wurde auf
15 °C gekiihlt.

2.10.4 Verzogerungsgele

Die Charakterisierung des Biotinylierungsgrades von (-)PSTVd-in vitro-Transkripten erfolgte
anhand von Streptavidin-Verzégerungsgelen. Zu diesem Zweck wurden 200 ng Transkript mit
1 pg Streptavidin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) in PLS-Puffer fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von einem Volumen Auftragspuffer konnten die
Proben auf ein natives Polyacrylamidgel aufgetragen werden. Die Gel-Matrix enthielt neben
5 % Polyacrylamid (29:1) 1x TBE als Gelpuffer. Verwendet wurden Gelapparaturen der Firma
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Hoefer Scientific Instruments, die auf 15 °C temperiert wurden. Die Elektrophorese erfolgte
fiir 1 Stunde und 40 Minuten bei 400 V (23 V/cm). Unter diesen Bedingungen iiberschritt die
Temperatur im Gel niemals einen Maximalwert von 22 °C.

Auftragspuffer: 2x TBE
70 % Glycerin
0.1 % Bromphenolblau/Xylencyanol FF

2.10.5 Sequenziergele

Zur Analyse von DNA-Produkten aus Primer Extension-Analysen oder Sequenzierungsreak-
tionen wurden die Fragmente in 0.4 mm diinnen 8 % Polyacrylamidgelen (19:1) (7 M Urea,
1x TBE) aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde in einer bei 90 W fiir 1.5 Stunden vorgeheiz-
ten Sequenzierkammer (Modell S2) der Firma GibcoBRL (Karlsruhe) bei einer konstanten
Leistung von 90 W und einer Temperatur von 55 °C fiir 1.5 Stunden durchgefiithrt. Nach
der Elektrophorese wurden die Gele auf einen gebrauchten Rontgenfilm transferiert und auf
Kodak X-AR Réntgenfilme bei -20 °C exponiert.

2.10.6 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Der Nachweis einer Reversion der Psoralen induzierten Quervernetzung von Nukleinsiuren
durch Bestrahlung in Polyacrylamidgelen erfolgte anhand von zweidimensionalen Gelanaly-
sen. Dazu wurde ein in Schumacher et al. 1986 beschriebenes Verfahren in geeigneter Wei-
se modifiziert. Die Nukleinsdure wurde mit einem Volumen Auftragspuffer (sieche Abschnitt
2.10.4) gemischt und in einer ersten, nativen Dimension aufgetrennt (5 % Polyacrylamid (43:1);
1x TBE; 15 °C). Nach einer Elektrophoresedauer von 30 Minuten bei 400 V (23 V/cm) in
einer Kammer der Firma Hoefer Scientific Instruments wurden die Spuren von der Geltasche
bis etwa 1 cm unterhalb des Xylencyanol-Blaumarkers ausgeschnitten und nach Bedarf fiir
7 Minuten auf Eis mit UV-Licht von 254 nm bestrahlt (siehe auch Abschnitt 2.8). Anschlie-
Bend wurden die Gelstiicke um 90° versetzt in das denaturierende Gel der zweiten Dimension
einpolymerisiert (8 % Polyacrylamid (29:1); 1x TBE; 8 M Urea). Die Elektrophorese wurde
fiir 65 Minuten bei 475 V (27 V/cm) und 55 °C in einer Hoefer-Kammer durchgefiihrt. Der
Nukleinsdurenachweis erfolgte mittels Silberfarbung.

2.10.7 Silberfiarbung

Die Silberfirbung wurde zum Sequenz-unabhingigen Nachweis von Nukleinsduren in Poly-
acrylamidgelen eingesetzt. Das urspriinglich fiir Proteingele entwickelte (Sammons et al. 1981)
und spéter fiir Nukleinsiuregele modifizierte (Schumacher et al. 1986) Verfahren beruht auf
einer Reduzierung der an die Phosphodiester-Gruppen der Nukleinsiuren gebundenen Ag™-
Tonen durch Formaldehyd zu metallischem Silber.
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Die Nachweisgrenze fiir dieses Firbeverfahren liegt unterhalb von 1 ng Nukleinsdure pro
Bande (0.8 mm breit). Es wurde wie folgt verfahren:

Fixieren in 10 % (v/v) Ethanol fir 15 min
0.5 % (v/v) Essigsdure

Farben in 0.19 % AgNOs3 fir 30 min
Waschen in Hs0O fir 2x 15s
Entwickeln in 15 g/l NaOH fiir 20 min

90 mg/1 NaBH,
3.75 ml/1 Formaldehyd (37%)

Neutralisieren in 0.75 % NaHCOj3 fiir 15 min

Alle genannten Schritte wurden unter stindigem Schwenken durchgefiihrt. Die Gele wurden
anschlieffend fotografiert und zur Lagerung in Polyethylenfolie eingeschweif}t.

2.11 ,,Northern*“-Analysen

2.11.1 Transfer der Nukleinsduren auf Nylonmembranen

Bevor Nukleinsiuren, die einem PSTVd- oder 5S rRNA-spezifischen Nachweis unterzogen
werden sollten, mit Digoxigenin-markierten in vitro-Transkripten hybridisiert werden konn-
ten, mussten sie auf eine Nylonmembran (Biodyne A, Pall Europe Ltd., Portsmouth, England)
transferiert werden. Der Transfer erfolgte in einer ,,semi dry“-Kammer, Modell TransBlot SD,
der Firma BioRad (Miinchen). Auf die, in dieser Apparatur waagerecht liegenden Elektroden,
wurden jeweils 4 Lagen, 1x TBE getrinktes Whatman 3MM Papier (Whatman Internatio-
nal Ltd., Maidstone, England) gelegt. Das Gel und die Nylonmembran wurden luftblasenfrei
dazwischen gebettet. Der Transfer erfolgte fiir 45 Minuten mit 400 mA jedoch maximal 15 V.

2.11.2 Alkalische Denaturierung und Fixierung der Nukleinsdure auf der
Nylonmembran

Der Elektrotransfer von RNA auf eine Nylonmembran erfolgt nicht unter denaturierenden
Bedingungen. Vorversuche hatten gezeigt, dass die Nachweisempfindlichkeit von “Northern,,-
Analysen durch Denaturierung der RNA vor der Fixierung auf der Nylonmembran deutlich
verbessert werden konnte. Diese Denaturierung wurde durch 15-miniitiges Schwenken der
Membran in 50 mM NaOH bei Raumtemperatur erreicht. Anschlielend erfolgte eine Neu-
tralisierung durch Schwenken des Filters in 20x SSC bei Raumtemperatur.

29



Die fiir eine Hybridisierung notwendige kovalente Fixierung der RNA auf der Nylonmembran
wurde in einer UV-Crosslink-Apparatur, Modell Stratalinker der Firma Stratagene (La Jolla,
USA, Funktion “AutoCrosslink “) durchgefiihrt.

2.11.3 Filterhybridisierung

Kovalent an Nylonmembranen fixierte Ribonukleinsiuren wurden durch Filterhybridisierun-
gen mit Digoxigenin-markierten in vitro-Transkripten und anschlieBender Chemolumineszenz-
reaktion nachgewiesen. Dazu wurden die Membranen zusammengerollt in Hybridisierungsfla-
schen iiberfithrt und zunéchst mit 15 ml Préhybridisierungslésung bei 55 °C fiir mindesten
2 Stunden in einem Hybridisierungsofen (Modell OV 2, Biometra, Gottingen) rotiert. Die ge-
brauchte Losung wurde anschlieflend entfernt und durch 15 ml frische Hybridisierungslosung
ersetzt. Fiir PSTVd-spezifische Nachweisreaktionen erfolgte die Inkubation bei 65 °C, fiir
5S rRNA-spezifische bei 60 °C, jeweils iiber Nacht.

Préahybridisierungslosung;: 5 % Blocking-Reagenz (Roche, Mannheim)
5x  SSC
0.1 % N-Laurylsarcosin, Na-Salz
0.02 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
50 % Formamid
die Losung wurde mehrfach verwendet und bei
-20 °C gelagert
Hybridisierungslésung;: 5 % Blocking-Reagenz (Roche, Mannheim)
5x  SSC
0.1 % N-Laurylsarcosin, Na-Salz
0.02 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
50 % Formamid
1.6 pug Digoxigenin-markierte in vitro Transkripte, die

zuvor mit einem Volumen Formamid bei 70 °C
fiir 10 Minuten denaturiert worden waren und
anschlieffend auf Ethanol-Eis gelagert wurden

die Losung wurde mehrfach verwendet und bei
-20 °C gelagert

Um ungebundene Sondenmolekiile zu entfernen, wurden die Membranen mit Waschlésung
abgespiilt und 2x fiir 30 Minuten bei 75 °C (in vitro-Transkripte mit PSTVd-Sequenz) oder
60 °C (in vitro-Transkripte mit invertierter 5S rRNA-Sequenz) gewaschen. Derart vorberei-
tete Membranen konnten in die Chemolumineszenzentwicklung mit dem CDP-Star™-System
eingebracht werden.
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2.11.4 Chemolumineszenzentwicklung mit dem CDP-Star™-System

Der Nachweis Digoxigenin-markierter in vitro-Transkripte, die zuvor an filtergebundene Ribo-
nukleinsduren hybridisiert worden waren, erfolgte durch Chemolumineszenzentwicklung mit
dem CDP-Star™-System. Nach dem gleichen Prinzip wurden wihrend der, fiir die Opti-
mierung des Sonden-PSTVd Konzentrationsverhiltnisses durchgefiihrten Titrationsanalysen,
biotinylierte in vitro-Transkripte nach Membrantransfer detektiert. Grundlage der Vorge-
hensweise ist die spezifische Erkennung der Modifikationen durch Anti-DIG-F,,-Alkalische-
Phosphatase Antikorper (Roche, Mannheim) oder Streptavidin-Alkalische-Phosphatase Kon-
jugate (Roche, Mannheim). CDP-Star™ (Tropix, Inc., Bedford, Massachusetts, USA) wird
als Chemolumineszenzsubstrat von der Alkalischen-Phosphatase erkannt. Die maximale Licht-
emission des dephosphorylierten Molekiils liegt bei 466 nm. Dabei kann die Reaktion sowohl
erfolgen, wenn das Enzym frei in Losung vorliegt, als auch wenn die Alkalische-Phosphatase
an eine Nylonmembran gekoppelt ist.

Fiir die Durchfiithrung wurde ein von S. Kanka 1998 modifiziertes Protokoll des Herstellers
(Roche, Mannheim) iibernommen. Alle im Folgenden genannten Schritte erfolgten bei Raum-
temperatur. Die Nylonmembran wurde mit den angegebenen Lésungen iiberdeckt und fiir die
entsprechende Zeit darin geschwenkt:

1 Minute Puffer I
1 Stunde Puffer II
30 Minuten Antikoérperinkubation mit 1:5000 in Puffer II
verdiinntem Anti-DIG-F,, oder Streptavidin-
Alkalische-Phosphatase Konjugat
1 Minute Puffer I
2x 20 Minuten Puffer I
5 Minuten Puffer III
5 Minuten 1:1250 in Puffer III verdiinntem CDP-Star™

mit:

Puffer I: 100 mM  Maleinsédure, pH 7.5
150 mM  NaCl

Puffer II: 100 mM Maleinséure, pH 7.5
150 mM NaCl
1 % Blocking-Reagenz (Roche, Mannheim)

Puffer III: 100 mM Diethanolamin (ICN Biomedicals GmbH, Meckenheim)
1 mM MgCly

Puffer IT mit und ohne Anti-DIG-F,},- Alkalische-Phosphatase Antikérper bzw. Streptavidin-
Alkalische-Phosphatase Konjugat wurde mehrfach verwendet und bei 4 °C gelagert.
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2.11.5 Autoradiographie

Die in Polyethylenfolie eingeschweifiten Filter wurden nach der Chemolumineszenzentwicklung
in einer Expositionskassette auf Kodak X-Omat AR-Rontgenfilme bei Raumtemperatur fiir
1 Sekunde bis zu 36 Stunden exponiert.

2.12 ,dot-blot“-Analysen

Die Etablierung von ,,Northern“-Hybridisierungsbedingungen wurde mit Hilfe von ,,dot-blot*“-
Analysen durchgefiihrt. Ein Tropfen Nukleinsdurelosung wurde dazu auf eine Nylonmembran
(Biodyne A, Pall Europe LTd., Portsmouth, England) pipettiert, die Losung bei Raumtempe-
ratur eingetrocknet und die Nukleinséure alkalisch denaturiert bevor sie auf dem Filter fixiert
wurde (siehe Abschnitt 2.11.2). Die Hybridisierung erfolgte mit Digoxigenin-markierten in
vitro-Transkripten wie auf Seite 30 beschrieben.

2.13 UV-Absorptionsmessung zur Bestimmung der Konzen-
tration von Nukleinsiduren

Zur Bestimmung der Konzentration und des Reinheitsgrades von Nukleinsduren in Lésung
wurden UV-Spektren von 210-340 nm in einem Spektralphotometer (Modell DU 640, Beckman
Coulter, Miinchen) aufgenommen. Bei Verwendung von Quarzglaskiivetten mit einer optischen
Linge von 1 cm gilt nach Sambrook et al. 1989 folgende Beziehung zwischen Absorption und
Nukleinsdurekonzentration:

RNA 1 A260 =40 ,ug/ml
DNA 1 A260 = 50 ,ug/ml

Oligonukleotide 1 Aggp = 33 pg/ml

2.14 Gelaufreinigung von Nukleinsduren

Der Nachweis einer direkten Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA erfolgte durch
einen Vergleich der Retardierungsmuster in vitro eingestellter 5S rRNA-Komplexe mit und
ohne PSTVd. Um beide Molekiile in sehr reiner Form in die Untersuchung einsetzen zu kénnen
wurden sie zuvor aus einem Gel aufgereinigt.

Ausgangsmaterial waren vorfraktionierte RNA-Extrakte aus Lycopersicon esculentum Blatt-
gewebe (siehe auch Punkt 2.3.2). Es wurden jeweils maximal 2 ug der zu eluierenden RNA pro
Spur in einer leistungsgesteuerten Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt. Referenzspu-
ren, in denen weniger Nukleinsiure aufgetragen wurde, wurden ausgeschnitten und mit Silber-
nitrat angefarbt. Da die Gele auf einer Trégerfolie polymerisierte worden waren, verdnderte
sich ihre Grofle wihrend des Farbevorgangs nicht. Durch Anlegen der Referenzspuren an das
restliche Gel konnten die Bereiche der zu eluierenden Nukleinsidure prizise herausgeschnitten
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werden. Die Gelstiicke wurden mit einem sterilen Skalpell sehr fein zerkleinert und in ein
1.5 ml Reaktionsgefif} iiberfiihrt.

Die weitere Gelelution erfolgte nach Krupp 1988. Die Gelstiicke wurden mit 400 pl Elu-
tionspuffer ohne Magnesium versetzt und in fliilssigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem
Auftauen wurden die Proben iiber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Am néchsten Tag erlaubte ei-
ne kurze Zentrifugation die Abnahme des Uberstandes. Die im Reaktionsgefiff verbleibenden
Gelreste wurden erneut fiir 4 Stunden mit 200 pl Elutionspuffer ohne Magnesium inkubiert.
Beide Uberstinde wurden vereinigt und auf eine mit autoklavierter Glaswolle gefiillte 1 ml
Spritze gegeben. Die Spritzen wurden in 12 ml Greinerréhrchen (Greiner GmbH, Frickenhau-
sen) gehingt und fiir 30 Sekunden bei 1500 rpm in einer Minifuge (Modell GPKR, Beckman
Coulter, Miinchen) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Diese, iiber das von Krupp beschriebene
Verfahren hinausgehende, zuséitzliche Filtration erlaubt die Abtrennung restlicher Gelstiicke
und erhoht die Elutionsausbeute signifikant (Hu, miindliche Mitteilung). Durch Zugabe von
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 7.0 und 2.5 Volumen eiskaltem Ethanol wurde die Nu-
kleinsdure aus dem Elutionspuffer gefillt. Das nach der Zentrifugation erhaltene Pellet wurde
mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut zentrifugiert und fiir 30 Minuten an der Luft getrocknet.
Nach der Resuspendierung in TE wurde die Konzentration der RNA sowohl spektralpho-
tometrisch als auch mittels Gelelektrophoresen bestimmt. Letztere erlaubten zusétzlich die
Qualititskontrolle der durchgefithrten Aufreinigung.

Elutionspuffer nach Krupp (ohne MgCly ): 500 mM  Tris-HCI1 pH 7.0
0.1l mM EDTA
0.1 % SDS

2.15 Computeralgorithmen

Tm-Werte wurden mit Hilfe des POLAND-Programmes (Steger 1994) ermittelt. Sequenz-
komplementaritdten zwischen PSTVd und 5S rRNA konnten mit dem DotPlot-Algorithmus
(www.biophys.uni-duesseldorf.de/local /DotPlotform.html) identifiziert werden.
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Kapitel 3

Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Aufreinigungssystems, das die Charakterisierung
wirtseigener RNAs ermoglichen sollte, die eine stabile Wechselwirkung mit Viroid-RNA einge-
hen. Die experimentellen Grundlagen waren in fritheren Arbeiten geschaffen worden, in denen
es gelungen war, mindestens eine zellulire RNA aus Kartoffelsuspensionszellkulturen durch
Behandlung mit Psoralen kovalent an die Obere Zentrale Konservierte Region von PSTVd
zu binden. Diese RNA weist eine Grofle von unter 150 nt auf (Thiel 1999). Es muss jedoch
bedacht werden, dass es dariiber hinaus noch weitere Nukleinsduren geben kann, die direkt
oder indirekt mit PSTVd interagieren kénnen.

Das zu etablierende Isolationsverfahren sollte sich die Fahigkeit dieser Wirts-RNAs zu Nutze
machen, durch Psoralen quervernetzbare Komplexe mit PSTVd auszubilden. Voraussetzung
hierfiir ist eine Wechselwirkung auf der Basis von Basenpaarungen. Nur unter diesen Bedin-
gungen kann Psoralen in eine Doppelhelix interkalieren und nach Absorption von langwelli-
gem UV-Licht (320-380 nm) ein Pyrimidin-Psoralen-Pyrimidin Diadukt ausbilden, welches
die Helixstrange kovalent verkniipft (Cimino et al. 1985). Die Stabilitéat nicht durch Psoralen
fixierbarer Interaktionen wire wihrend einer Isolation nicht zu gewéhrleisten.

Im Folgenden werden zwei Strategien betrachtet, die es erlauben sollten, die gesuchte RNA
aufzureinigen, um eine anschliefende Identifikation, z.B. durch Sequenzierung, durchzufiihren.

3.1 Vergleich verschiedener experimenteller Anséitze

3.1.1 Fraktionierung zellulirer RN A und Test auf eine mdgliche Interaktion
mit PSTVd

Differentielle Prizipitationen, Chromatographietechniken etc. erlauben die Anreicherung ein-
zelner Nukleinsiuren, die in in vitro-Quervernetzungsexperimenten (siehe Abschnitt 2.7.1)
auf ihre Hybridisierungsfahigkeit mit PSTVd untersucht werden kénnen. Die so gewonne-
nen Fraktionen werden erneut Aufreinigungsprozeduren unterworfen, bis die gesuchte RNA
sequenzierbar ist.

Dieser Ansatz setzt jedoch einen eindeutigen Nachweis der Verkniipfung zwischen zellulédrer
RNA und Viroidmolekiilen voraus.
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Viroidspezifische ,Northern“-Analysen zeigten in vorangegangenen Arbeiten (Gruner 1992
und Thiel 1999) nach in vitro -Komplexeinstellung eine von dem Psoralenderivat AMT abhéngi-
ge Verzogerung der PSTVd-RNA in denaturierenden Polyacrylamidgelen. Dies erlaubt aber
keine Differenzierung zwischen intermolekularen, reinen Viroidkomplexen und solchen, die eine
Wirts-RNA enthalten. Abbildung 3.1, Spur 2 belegt die Existenz solcher Vernetzungen von
mehreren PSTVd-Molekiilen miteinander. Der Vergleich zu Spur 4, in der sowohl homomole-
kulare als auch heteromolekulare Viroidkomplexe vorliegen sollten, zeigt, dass kein qualitativer
Unterschied erkennbar und eine Differenzierung damit unmdglich ist. Solche Verzdgerungen
konnten in in vivo-Quervernetzungsexperimenten an Protoplasten aus Kartoffelsuspensions-
zellkulturen nicht zuverlissig detektiert werden.

PSTVd
PSTVd + RNA
- + - + Quervernetzung

k—PSTVd-Zirkel

€4—PSTVd-Lineare

Spur: 1 2 3 4

Abbildung 3.1: Vergleich verschiedener RNA-Extrakte vor und nach der in vitro-Quervernetzung mit Psora-
len (siehe auch Abschnitt 2.7.1). Die RNA wurde in einem denaturierenden 5% PAA-Gel (43:1) aufgetrennt,

auf eine Nylonmembran transferiert und mit einer Digozigenin-markierten (+)PSTVd spezifischen Sonde hy-
bridisiert. Spuren 1 und 2 zeigen 182 ng HPLC aufgereinigtes Viroid, Spur 3 und 4 je 2.9 pg differentiell
prazipitierte RNA aus Tomaten (siehe Abschnitt 2.3.2).

In vivo durchgefithrte Verkniipfungen wurden daher mit der Methode der Primer Exten-
sion an PSTVd analysiert. Dazu wurden die Abbruchmuster in vivo quervernetzter Viroide
mit entsprechenden ohne Psoralenbehandlung verglichen. Als weitere Kontrollen wurden in
vitro-komplexierte und quervernetzte zirkulire Viroide sowie (+)/(—)Hybride aus dimeren
PSTVd-in vitro-Transkripten analysiert. Signale, die nur in den mit AMT behandelten RNA-
Extrakten auftraten, wurden als Wechselwirkungspunkte mit einer pflanzlichen RN A gewertet.
Die Nukleotide Ugg und Ugy konnten demnach als Interaktionsstellen diskutiert werden (Thiel
1999).

Bei genauerer Betrachtung war diese Interpretation jedoch nicht weiter tragbar. Sinnvoll war
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es, die zuvor beschriebenen Primer Extension-Signale mit denen von multimeren (+)Strang-in
vitro-Transkripten nach in vitro-Quervernetzung (Abschnitt 2.7.1) abzugleichen. Dies war not-
wendig, da im asymmetrischen ,rolling circle“ Replikationszyklus von Pospiviroidae multimere
(+)Strang-Intermediate auftreten, die eine Reihe metastabiler Sekundérstrukturen durchlau-
fen. Betrachtet man Strukturverteilungen von (+)Strang-in vitro-Transkripten mit einer Ver-
doppelung der UCCR, so bilden diese im duplizierten Bereich eine Helix aus (Baumstark
und Riesner 1995, Baumstark et al. 1997). In dieser Helix stehen sich zwei Ugy Nukleotide
in einer durch Psoralen quervernetzbaren Situation diagonal gegeniiber. Werden zusitzliche
Kontrollen mit dimeren (+)Strang-Hybriden nach in vitro-Quervernetzung in einer Primer
Extension-Analyse untersucht, so weisen diese ein deutliches Abbruchsignal an Position Uy
auf (Daten nicht gezeigt). Damit kann dieses Nukleotid nicht mehr eindeutig als Interaktions-
stelle mit einer Wirts-RNA interpretiert werden.

Die PSTVd-Priméarstruktur im Bereich des Nukleotides Ugs erlaubt keinen durch Psora-
len kovalent fixierbaren Kontakt zu einer anderen RNA. In dem interessierenden Bereich hat
PSTVd folgende Sequenz: 5’-CUUg3C-3’. Eine RNA, die hier gemeinsam mit der UCCR eine
Doppelhelix ausbilden konnte, miisste demnach die Sequenz 3’-G(A/G)(A/G)G-5" aufweisen.
Dabei ist bereits beriicksichtigt, dass RNA-Molekiile sowohl G-A als auch G-U Basenpaa-
re ausbilden kénnen. In keinem der moglichen Félle wird jedoch eine Doppelhelix mit dia-
gonal gegeniiberstehenden Pyrimidinbasen entstehen. FEin Primer Extension-Abbruchsignal
an dieser Position ist demnach nicht durch eine lokale Quervernetzung erklirbar, sondern
muss auf einen sekundéren Effekt zuriickzufithren sein. Das gleiche Muster erhilt man, wenn
HPLC-aufgereinigte Viroide ohne Denaturierung und Renaturierung direkt vernetzt werden.
Es korreliert mit dem Auftreten einer Sekundérstruktur, die einer aus dimeren (+)Strang-in
vitro-Transkripten gebildeten Trihelix entspricht (Steger et al. 1986).

Damit erlaubt die Methode der Primer Extension ebensowenig wie die viroidspezifische
,Northern“-Analyse den eindeutigen Nachweis einer Wechselwirkung zwischen PSTVd und
pflanzlichen Ribonukleinsduren.

In der Literatur wird beschrieben, dass mit Psoralen vernetzte Nukleinsduren anhand von
zweidimensionalen Gelsystemen analysiert werden (Hausner et al. 1990). In dem aufgefiihrten
Fall waren alle Wechselwirkungspartner bekannt, und ihr Verhalten vor und nach Reversion
der Quervernetzung konnte gezielt tiberpriift werden. Da bereits eindimensionale Gelanalysen
(s. Abbildung 3.1) zeigen, wie grofl der Hintergrund an homomolekularen PSTVd-Komplexen
und an Degradationsprodukten in den Proben ist, erscheint es unwahrscheinlich, davor einen
Komplex zu einer zelluliren RNA unbekannter Sequenz bzw. die zelluldre RNA selber ausfindig
machen zu kénnen.

Da das hier beschriebene Aufreinigungsprinzip auflerdem nur die Isolation von in vitro
wechselwirkenden Partnern erlaubt, und diese Ergebnisse nicht unbedingt auf die Situation
in der Zelle iibertragbar sind, wurde der vorgestellte Ansatz zu Gunsten des im Folgenden
beschriebenen nicht weiter verfolgt.

3.1.2 Aufreinigung des Komplexes und Analyse der Komponenten

Uber Psoralen geschlossene, kovalente Quervernetzungen von RNAs konnen durch Bestrah-
lung mit kurzwelligem UV-Licht der Wellenlénge 254 nm aufgelost werden (Lipson und Hearst
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1988). Trennt man PSTVd enthaltende Komplexe iiber eine viroidspezifische Affinitétschro-
matographie von dem Rest an pflanzlichen RNAs ab, revertiert die Quervernetzung und se-
pariert die gesuchte RNA von den Viroidmolekiilen, so ist es moglich, Aussagen iiber Anzahl
und Grofle der gesuchten RNAs zu treffen. Anschlieflend erfolgt eine weitere Aufreinigung bis
zur Sequenzierbarkeit. Am in vitro-System etablierte Verfahrensweisen sind direkt auf das in
vivo-System an Protoplasten aus Kartoffelsuspensionszellkulturen iibertragbar.

Da diese Strategie das experimentelle Konzept der vorliegenden Arbeit beinhaltet, folgt eine
detaillierte Beschreibung der Vorgehensweise in den néchsten Abschnitten dieses Kapitels.

3.2 Etablierung eines Aufreinigungsprotokolls

Grundlage der in Abschnitt 3.1.2 skizzierten Aufreinigungsstrategie ist die spezifische Anrei-
cherung von PSTVd-Komplexen aus RNA-Extrakten. Als affinitdtschromatographisches Ver-
fahren bot sich das Biotin-Streptavidin System an. 1 Mol Streptavidin bindet dabei 4 Mol
Biotin mit einer Bindekonstanten von 10'®. Dies ist eine der grofiten Bindekonstanten, die fiir
nicht kovalente Bindungen bekannt ist. Wird das Streptavidin an paramagnetischen Partikeln
(,Dynabeads“) immobilisiert, erlaubt dies eine Isolierung der zuvor mit Biotin markierten
Nukleinsduren mit einem Magneten. Die Anwendungen hierfiir sind vielfiltig und werden in
der Literatur beschrieben (z.B.: Dieguez-Lucena 1993, van Doorn et al. 1994a, Espelund et
al. 1990, Gilgen et al. 1995, Green et al. 1990, Lankiewicz et al. 1997, Muir et al. 1993,
Reyes-Engel und Tagle et al. 1993). Allen Verfahren ist gemeinsam, dass der Einsatz von
Streptavidin-Partikeln zu einem betrichtlichen Zeitgewinn fithrt. In den beschriebenen Fillen
war die jeweilige Zielsequenz jedoch bekannt und konnte demzufolge alleine isoliert und spezi-
fisch nachgewiesen werden. Keine Arbeit wies eine der hier gegebenen Situation vergleichbare
Problematik auf. Die experimentellen Methoden waren daher nur auf einzelne Teilschritte der
vorliegenden Arbeit iibertragbar.

Um Viroide und kovalent gebundene Wechselwirkungspartner aus mit Psoralen quervernetz-
ten Nukleinsdure-Extrakten zu isolieren, mussten PSTVd-spezifische, mit Biotin markierte
Sonden zugegeben und an die Zielmolekiile hybridisiert werden. Dieser Prozess wird im Fol-
genden als Maskierung bezeichnet. Die Auswahl geeigneter Sonden stellt einen Kernschritt des
zu etablierenden Verfahrens dar, da diese die Spezifitit und Effektivitéit der Aufreinigung ent-
scheidend beeinflussen. Durch Inkubation mit Streptavidin-haltigen, paramagnetischen Par-
tikeln (,Dynabeads®) lassen sich die PSTVd-Sonden-Hybride mit einem Magneten von der
restlichen Nukleinsdure separieren. Die Stringenz dieser Reaktion trigt ebenfalls erheblich
zum Gelingen der Isolation bei.

Fiir eine Analyse der zelluliren Komplexkomponente war es im folgenden notwendig, diese
aus dem Verbund mit PSTVd freizusetzen. Verschiedene Verfahren stehen zur Verfiigung,
um Psoralen-abhingige Quervernetzungen wieder aufzulésen. Um abschlieend die gesuchte
zellulire RNA in moglichst grofler Menge nachweisen zu kénnen, musste dieser Arbeitsschritt
moglichst quantitativ erfolgen. Das geeignetste Verfahren war daher zu ermitteln.
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Pflanzliche RNA aus PSTVd
infiziertem Gewebe nach
Psoralen-Behandlung

Markierung der PSTVd-
Sequenzen durch Hybridisierung
mit einer biotinylierten Sonde
(Maskierung)

Bindung an “Dynabeads” (Nr 1),
magnetische Seperation und
Abnahme ungebundener RNAs

Elution unter denaturierenden
Bedingungen

v

\ /

Markierung der PSTVd-
Sequenzen durch Hybridisierung
mit einer biotinylierten Sonde
(Maskierung)

Reversion der Quervernetzung

Bindung an “Dynabeads” (Nr 2)

Elution in Stufen

v

v

v

Analyse
Legende: Biotin: 5]
Dynabeads:
Psoralen:

PSTVd: \ CmOmimO
Sonde: .B\\T/\b

Wirts-RNA: \—+

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des experimentellen Konzeptes
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Mit einem zweiten Reinigungsschritt sollte zum Einen die Qualitidt der gesamten Isolation
verbessert und zum Anderen die zellulire RNA von den Viroidmolekiilen getrennt werden.
Aufgereinigte Viroide sowie zugegebene Sonden lagen im Vergleich zu der gesuchten RNA
in einem groBen Uberschuss vor. Vor dem Hintergrund von homomolekularen Viroidkomple-
xen und Degradationsprodukten war es nicht méglich, eine unbekannte RNA nachzuweisen.
Daher mussten die Elutionsbedingungen im Anschluss an eine zweite Biotin-Streptavidin-
Affinitdtschromatographie so gewéihlt werden, dass eine RNA, die eine Wechselwirkung mit
PSTVd iiber wenige Nukleotide ausbildet, bereits eluiert, PSTVd aus Hybriden der biotiny-
lierten Sonde oder die Sonde selber aber nicht.

Auf diese Weise erhaltene Fraktionen waren auf ihren Gehalt an Wirts-RNA zu analysieren.
Der Nachweis pflanzlicher RNA-Fragmente musste dabei eindeutig und Sequenz-unabhéingig
erfolgen. Dariiberhinaus war zu gewéhrleisten, dass nachgewiesene Fragmente zuvor iiber Pso-
ralen an PSTVd verkniipft vorlagen.

Abbildung 3.2 fasst das vorgestellte, experimentelle Konzept noch einmal zusammen. Details
iiber Motivation, Reihenfolge und Durchfiihrung der einzelnen Punkte werden in den folgenden
Abschnitten bis Seite 63 ausfiihrlicher diskutiert.

3.2.1 Paramagnetische Streptavidin-Partikel

Aufgrund ihrer besonderen Bedeutung fiir das hier etablierte Isolationsverfahren soll zunéchst
ausfithrlich auf die Anwendung der paramagnetischen Streptavidin-Partikel (,Dynabeads)
eingegangen werden.

Es werden zwei experimentelle Konzepte zur Fixierung von Nukleinsidure-Liganden an Strept-
avidin-Partikel unterschieden:

Wihrend in einem direkten Ansatz zunichst die Bindung der biotinylierten Sonde an die
,2Dynabeads“ erfolgt und erst nachtréglich die Hybridisierung an die Ziel-Nukleinsiure zeigt
der indirekte Ansatz eine reziproke Reihenfolge. Primér werden die Sonden-Molekiile an die
aufzureinigenden Nukleinsduren gebunden, um anschliefend an den Partikeln immobilisiert zu
werden. Fiir komplexe Hybridisierungsreaktionen und fiir die Isolation niedrig konzentrierter
Nukleinsduren ist laut Hersteller der indirekte Weg zu bevorzugen. Abbildung 3.3 zeigt die
standardméBig durchgefiihrten ,, Dynabeads“-Anwendungen. Die Ausgangssituation entspricht
dem indirekten Verfahren, die Ziel-Nukleinsdure, also PSTVd, liegt bereits an die Sonde hy-
bridisiert vor.

Durch Zugabe der ,Dynabeads* beginnt die eigentliche Aufreinigung. Die quantitative Bin-
dung der biotinylierten Hybride bedingt dabei eine minimal einzusetzende Menge an paramag-
netischen Partikeln. Diese sollte aus 6konomischen Gesichtspunkten auch nicht iiberschritten
werden. Die genauen Konzentrationsverhiltnisse werden im Folgenden fiir jeden Einzelfall
angegeben, lagen in der Regel jedoch bei ca. 1 pg ,,Dynabeads® pro 2-3 ng Sonde. Im Gegen-
satz zu einer Biotin-Streptavidin-Bindung in Losung erfolgt die Biotin-Bindung an paramag-
netische Streptavidin-Partikel nur bei 1 M NaCl optimal. Abweichungen von diesem Wert
fithrten zu einer deutlich reduzierten Affinitdt (Daten nicht gezeigt).

7Zu kurz gewihlte Inkubationszeiten zeigen eine dhnlich suboptimale Wirkung. Mit zuneh-
mender Grofle der aufzureinigenden Fragmente sollten laut Herstellerangaben auch zunehmend
langere Reaktionszeiten gewdhlt werden. In der Literatur werden Zeitrdume bis 30 Minuten
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PSTVd/an Sonde: cmm o s,
Sonde: &—5——,

Abblldung 3.3: Schematische Darstellung des experimentellen Konzeptes einer Aufreinigung an ,Dynabeads
a : ]

95% FA: Elutionslésung mit 95% Formamid und 10 mM EDTA pH 8.2; AT: Temperaturerhéhung; 0.1 © SSC'
entspricht 15 mM NaCl
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angegeben. Da die Grofie des hier gesuchten RNA-Komplexes nicht bekannt war und eine
verldngerte Inkubationszeit keine nachteiligen Effekte mit sich bringen sollte, wurde die Vor-
gabe von 30 Minuten iibernommen. Innerhalb dieser Zeit sedimentieren die Partikel jedoch
aufgrund ihres Eigengewichtes auf den Boden des Reaktionsgefifies. Um dem entgegenzuwir-
ken erfolgte die Inkubation bei langsamer Rotation (ca. 1 Umdrehung/8 min).

Danach wurde die Probe fiir zwei Minuten in einen Magneten iiberfiihrt. Die paramagne-
tischen Partikel wurden hier an der Wand pelletiert und der Grofiteil an pflanzlicher RNA
konnte mit dem Uberstand abgenommen werden.

Fiir die Qualitit einer Aufreinigung ist die Stringenz der nachfolgenden Waschschritte mit-
bestimmend. Es gelten die gleichen Konditionen wie fiir eine Filterhybridisierung. Erh6hung
der Temperatur bei niedrigen Salzkonzentrationen in moglichst groBem Volumen fiihrt zu der
Elution nicht spezifisch gebundener Nukleinsduren. Die Temperatur sollte hier zwar moglichst
hoch, nicht jedoch hoher als 5-10 °C unterhalb des T ,-Wertes des Hybrides liegen. In der
vorliegenden Arbeit wurde wahlweise mit 0.1x SSC (15 mM NaCl) oder H2O bei wechselnden
Temperaturen gearbeitet. Dabei wurden mehrere Waschzyklen hintereinander durchgefiihrt.
Nach jeder Waschung wiederholte sich die Separation mit dem Magneten und die gebrauchte
Waschlosung konnte abgenommen werden.

Die Elution der iiber Biotin an Streptavidin verankerten Nukleinsduren erfolgte gemifl der
Herstellerangaben mit 95 % Formamid, 10 mM EDTA pH 8.2 (im Folgenden FA-Lo6sung
genannt) bei 70 °C. Durch die Auflosung der Proteinkonformation wurde das Biotin trotz
einer Dissoziationskonstanten von 107!'® aus der Bindung an Streptavidin freigesetzt. Durch
mehrfache Ausfithrung der Elution konnte die Ausbeute an aufgereinigter RNA optimiert
werden. Die Partikel waren danach nicht wieder zu verwenden (Daten nicht gezeigt).

Alternativ erfolgte die Elution nicht quervernetzter Nukleinsduren in dem zweiten Reini-
gungsschritt unter minder stringenten Bedingungen. Die Inkubation in 0.1x SSC oder HyO
bei erh6hter Temperatur erlaubte die Anreicherung von RNAs, die nur {iber wenige Nukleotide
an PSTVd gebunden vorlagen (nicht in Abb. 3.3 dargestellt). Die nach der magnetischen Se-
paration abgenommenen Fraktionen wurden direkt in einer Gelelektrophorese analysiert oder
nach einer Prézipitation weiterbearbeitet.

3.2.2 Maskierung von PSTVd mit einer Biotin-markierten Sonde

Die Erkennung von Biotin durch Streptavidin erfolgt effektiv und hoch-spezifisch. Unbiotiny-
lierte Nukleinsiuren werden nicht an den paramagnetischen Partikeln immobilisiert. Demzufol-
ge werden Selektivitit und Effektivitiat der Aufreinigung durch die Wahl der richtigen Biotin-
markierten Sonde entscheidend mitbestimmt. Um optimale Ergebnisse erzielen zu koénnen,
sind folgende Kriterien zu beriicksichtigen:

1. Nur Zielsequenzen (PSTVd) diirfen erkannt werden, um eine spezifische Isolation zu
gewihrleisten.

2. Alle Sondenmolekiile sollten mindestens eine Biotin-Modifizierung tragen, um an die
,Dynabeads“ binden zu kénnen.
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3. Die Sonden miissen die im Reaktionsansatz vorliegenden Viroide quantitativ maskieren.
Dabei ist zu beachten, dass die Assoziationsreaktionen biotinylierter Nukleinsiuren ab
einem Verhéltnis von Biotin-UTP zu UTP von iiber 5 % (bei statistischem Gesamt-UTP
Anteil) verlangsamt ablaufen. Absolut gesehen entspricht dies einem Anteil von 1.25%
markierter Nukleotide auf die Gesamtlinge (Langer et al. 1981, Gebeyehu et al. 1987).

4. Um Punkt 3. zu erfiillen, kann es notwendig sein, im Vergleich zu Viroid-RNA iiber-
proportional viel Sonde in den Maskierungsansatz zu geben. Dieser Uberschuss sollte
moglichst weitgehend entfernt werden, um die Kosten fiir die Aufreinigung, insbesonde-
re fur ,Dynabeads®, zu minimieren.

5. Die maskierten Viroide und Viroidkomplexe miissen effizient an die Streptavidin-Partikel
binden. Der Einsatz von Sonden mit niedrigem Biotin-Anteil fithrt erfahrungsgemés
wihrend der Bindung an die Partikel zu einer Diskriminierung von grofien Nukleinsiuren
(Korn et al. 1994). Unter Beriicksichtigung von Punkt 3. hat sich hier ein Biotinylierungs-
grad von 2 % auf 1.5 kbp als zufriedenstellend erwiesen. Die gleichzeitige Verwendung
von verschiedenen, geringer markierten Sonden ist ineffizient, da sich im Kontakt zu den

paramagnetischen Kiigelchen sterische Hinderungen ergeben kénnen (van Doorn et al.
1994b).

6. Eine anschlieBende Analyse erfordert die moglichst vollstindig Elution der Komplexe
von den Partikeln.

In den folgenden zwei Abschnitten werden die Sonden vorgestellt, die im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit etabliert werden konnten.

3.2.2.1 Monomere PSTVd-in vitro-Transkripte mit (—)Strang-Sequenz als Sonde

Erste Experimente mit Oligonukleotiden hatten gezeigt, dass eine vollstindige Maskierung
aller Viroidmolekiile (Punkt 3. Seite 41) nicht nur wegen der zu wihlenden Biotinkonzentra-
tion sondern auch aufgrund der Selbstkomplementaritit von PSTVd ein Problem darstellt.
Eine Komplementaritit iiber 20 bis 25 Nukleotide reichte nicht aus, um Viroidmolekiile in ei-
ner Reaktion zweiter Ordnung zu maskieren und damit die Ausbildung der thermodynamisch
optimalen Stdbchenstruktur zu verhindern. Um dies zu umgehen, war es sinnvoll, lingere
Ribonukleinséduren als Sonden einzusetzen. Bereits in einer fritheren Arbeit (Zimmat 1987)
war es gelungen, PSTVd-Molekiile nach dquimolarer Zugabe von monomeren (—)PSTVd-in
vitro-Transkripten unter geeigneten Hybridisierungsbedingungen in einer anschliefenden na-
tiven Polyacrylamid-Gelelektrophorese vollstéindig zu verzégern. Mit einer Biotin-Modifikation
versehen wéren solche in vitro-Transkripte also aussichtsreiche Kandidaten fiir die gesuchte
Sonde.

Die spezifische Biotinylierung von Nukleinsduren ist sowohl photochemisch (Forster et al.
1985) als auch enzymatisch durch Nick Translationsreaktionen (Gebeyehu et al. 1987) oder
in vitro-Transkription mit dem T7-System (Langer et al. 1981) moglich. Bakteriophagen-
Polymerase T7 erkennt Biotin-UTP (Bio-UTP) als Substrat an, welches im Vergleich zu nicht
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modifizierten Nukleotiden um einen Diskriminierungsfaktor &k schlechter in das Transkript
inkorporiert wird. Eine Reihe von Bio-UTP-Derivaten sind kommerziell erhéltlich. Allen ge-
meinsam sind die Komponenten UTP und Biotin, die iiber verschieden lange Briicken mit-
einander verbunden werden. Art und Léinge der Querverbindung haben einen Einfluss auf die
Diskriminierungsrate k£ und werden in der Bezeichnung der einzelnen Derivate durch eine Zahl
gekennzeichnet. Abbildung 3.4 stellt beispielhaft ein Biotin-16-UTP Molekiil schematisch dar.
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Abbildung 3.4: Biotin-16-uridin-5-triphosphat (Roche Mannheim,)

Der Biotinylierungsgrad von T7-in vitro-Transkripten kann sowohl durch die Wahl des Bio-
UTP-Derivates als auch durch das Konzentrationsverhéltnis von Bio-UTP zu UTP im Tran-
skriptionsansatz bestimmt werden. Es musste nun untersucht werden, ob es mdéglich ist, einen
Pool von (-)PSTVd-in vitro-Transkripten zu synthetisieren, in dem jedes Molekiil mindes-
tens eine Biotin-Modifikation (Punkt 2. Seite 41) aber hochstens 7 Bio-UTPs (Punkte 3.
und 5.) enthilt. Dies entspricht 2 % der 359 Nukleotide der PSTVd-Primérstruktur. Syste-
matische Analysen der Inkorporationsrate von Bio-4-UTP und Bio-11-UTP in (4+)PSTVd-in
vitro-Transkripten hatten bereits gezeigt, dass beide Derivate einen Diskriminierungsfaktor
von 3 bis 4 aufweisen. Bei einem Anteil von 20 % Bio-UTP zu Gesamt-UTP im Transkripti-
onsansatz lagen nahezu alle Transkripte markiert vor, wobei keine Fragmente mit mehr als 8
biotinylierten Nukleotiden nachgewiesen werden konnten. Die meisten Molekiile enthielten 3
bis 6 Modifikationen (Theissen et al. 1989 und Theissen 1987).

Keines dieser Derivate konnte jedoch fiir die gegebene Fragestellung verwendet werden.
Die Briicke zwischen Biotin und UTP besteht in Bio-4-UTP aus 4 Kohlenstoffen. Fiir eine
erfolgreiche Bindung an die Streptavidin-Partikel empfiehlt der Hersteller aber eine Léinge
von mindestens 6 Atomen. Bio-11-UTP ist zwar kduflich zu erwerben, der Preis liegt aber
um ein vielfaches iiber dem anderer Bio-UTP-Derivate. Daher wurde untersucht, ob sich die
genannten Ergebnisse auf mit Bio-16-UTP markierte Transkripte iibertragen lassen. Deren
Synthese erfolgte mit 20 % Bio-16-UTP im Reaktionsansatz.

Ein Verfahren zur Bestimmung des Biotinylierungsgrades von Nukleinsduren war bereits
bekannt (Theissen 1987). Diesem Ansatz liegt das Prinzip zugrunde, dass biotinylierte Nu-
kleinsiuren durch Biotin-bindende Proteine wie Streptavidin in einer Gelelektrophorese retar-
diert werden. Das Ausmafl der Mobilitdtsverringerung steht dabei mit dem Grad der Bioti-
nylierung in einem direkten Verhiltnis. Abbildung 3.5 zeigt das Ergebnis einer solchen Gel-
verzogerung.
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Abbildung 3.5: Streptavidin- Verzégerungsgel biotinylierter in vitro-Transkripte . Dargestellt ist ein 5 % Po-
lyacrylamidgel (29:1); 1x TBE; 15 °C nach der Silberfirbung. Erste Spur: 1 pg Streptavidin (Sta); zweite
Spur: 200 ng Biotin-markiertes (—)PSTVd-in vitro-Transkript (ivT) plus 1 pg Streptavidin; dritte Spur: 200 ng
Biotin-markiertes (—-)PSTVd-in vitro-Transkript. IvT + n Sta: Biotin-markierte Transkripte mit unbekannt vie-

len Streptavidin-Molekilen kompleziert; iwwT + 3 Sta: Komplexe aus in vitro-Transkripten mit 8 Streptavidin-
Molekiilen

Die erste Spur der Abbildung bestétigt, dass Streptavidin in einer Silberfirbung nicht nach-
gewiesen wird. In der dritten Spur sind nicht verzogerte in vitro-Transkripte sowie ein Rest
an Plasmid-DNA zu erkennen. Der Vergleich mit der mittleren Spur zeigt eine deutliche Re-
tardation durch Inkubation mit Streptavidin. Ungebundenes Transkript kann hier nicht mehr
nachgewiesen werden. Demzufolge waren alle Fragmente mindestens einmal mit Biotin modi-
fiziert. Bei genauerer Betrachtung erkennt man Banden geringer Mobilitéit. Diese werden als
Komplexe unterschiedlich biotinylierter in vitro-Transkripte interpretiert, an die dementspre-
chend 1 bis n Streptavidinmolekiile gebunden haben. Aus der Verteilung dieses Bandenen-
sembles konnte im Vergleich mit den verdffentlichten Daten (Theissen et al. 1989) geschlossen
werden, dass der Biotinylierungsgrad nach Zugabe von Bio-16-UTP dem nach Zugabe von
Bio-11-UTP entspricht. Das bedeutete, dass die meisten Transkripte 3 bis 6 mal modifiziert
wurden und keine Transkripte mehr als 8 Bio-16-UTP-Molekiile enthielten. Dies entspricht
einem maximalen Biotinylierungsgrad von 2.2 %.

Damit erfiillen Biotin-markierte (-)PSTVd-in vitro-Transkripte voller Linge Punkt 2 der
Kriterienliste zur Auswahl einer geeigneten Sonde von Seite 41.

Kriterium Nr. 3 fordert eine vollstindige Maskierung aller Viroide durch die Sonde. Fiir
nicht modifizierte Transkripte konnte dies bereits gezeigt werden (Zimmat 1987). Durch ther-
mische Denaturierung und langsame Renaturierung wurden Komplexe der PSTVd-Molekiile
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alleine, der biotinylierten in vitro-Transkripte alleine sowie der PSTVd-Molekiile mit den mo-
difizierten in vitro-Transkripten zusammen eingestellt. Wie Abbildung 3.6 zeigt, migrieren die
Transkript-Komplexe (Spur 1) in einem nativen Polyacrylamidgel im Vergleich zu unbehan-
delten Transkripten (Spur 4) in einer deutlich verzogerten Bande. HPLC-aufgereinigte Viroide
bilden unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen keine einheitliche Sekundéarstruktur bzw.
Komplexe aus. Man erkennt einen Nukleinsdure-Schmier iiber weite Bereiche von Spur 3. Nach
Inkubation beider, in d4quimolarer Konzentration zugegeben Komponenten treten hochmole-
kulare Aggregate auf, deren Retardation von der Geltasche bis zu den Plasmid-DNA Frag-
menten reicht (Spur 2). Diese konnten in keiner der Kontrollspuren nachgewiesen werden und
sind daher auf PSTVd-Transkript-Hybride zuriickzufithren. Da keine Transkripte auflerhalb
dieses Bereiches detektiert werden kénnen, liegen sie vollstindig an PSTVd gebunden vor.
Aufgrund der Intensitidt der erhaltenen Signale kann geschlossen werden, dass ebenfalls alle
PSTVd-Molekiile an die Sonde gebunden wurden. Die Biotinylierung beeinflusst demzufolge
eine Hybridisierung an PSTVd nicht.

<+—Plasmid

Spur: 1 2 3 4 5

Abbildung 3.6: Analyse von PSTVd, Biotin-markierten in vitro- Transkripten (ivT) und PSTVd-ivT-
Komplezen. Die Elektrophorese erfolgte tiber ein 5 % Polyacrylamidgel (29:1); 1x TBE bei 15 °C. Kompleze
wurden durch thermische Denaturierung und langsame Renaturierung eingestellt. Aufgetragen wurden 100 ng
wT nach Komplezeinstellung durch Hybridisierung (Spur 1); 200 ng PSTVd-ivT Komplex (Spur 2); 100 ng
PSTVd nach selbst-Hybridisierung (Spur 3) sowie 100 ng Biotin-markierte (-)PSTVd-in vitro-Transkripte (ivT)
(Spur 4). Spur M: Lingenstandard, pBR322 1 1 Fragmentlingen: 1631, 517, 506, 396, 344 bp

Biotin-markierte in vitro-Transkripte erfiillen somit Kriterium Nr. 3, und erlauben eine
vollstdndige Maskierung aller Viroide. Da die Zugabe dquimolar erfolgt, entfillt Punkt Nr. 4.
Es entsteht kein Sonden-Uberschuss, der entfernt werden miisste.

Es stellte sich nun die Frage, ob so grofle Sondenmolekiile mit einem Biotinylierungsgrad von
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ca. 1-2 % effizient an die Streptavidin-Kiigelchen binden, und ob sie von diesen wieder eluiert
werden konnen. Dazu wurden die in vitro-Transkripte mit vorbereiteten ,Dynabeads“ inku-
biert (siehe auch Abschnitt 2.9.2), der Uberstand abgenommen und die Partikel gewaschen. In
Abbildung 3.7 Spur 1 ist zu erkennen, dass lediglich Plasmid-Reste in dem Uberstand verblie-
ben. Trotz Inkubation bei 70 °C in 15 mM NaCl konnte in den Waschschritten (Spuren 2-4)
kein nennenswerter Anteil an Transkript nachgewiesen werden. Dagegen enthélt das Eluat die
durch Denaturierung des Streptavidins freigesetzten in vitro-Transkripte (Spur 6).
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Abbildung 3.7: Verhalten Biotin-markierter (-)PSTVd-in vitro-Transkripte bei Zugabe von paramagnetischen

Streptavidin-Partikeln und anschliefender Elution. Dargestellt ist ein denaturierendes 5 % Polyacrylamidgel
(29:1); 8 M Harnstoff; 1x TBE; 55 °C ; Silberfirbung. 500 ng Transkript (iwT) wurden 30 Minuten in 1 M

NaCl mit 190 pg ,Dynabeads inkubiert. Der abgenommene Uberstand wurde nach einer Ethanol-Prizipitation
vollstindig auf Spur 1 aufgetragen. Die Partikel wurden dreimal bei 70 °C in 15 mM NaCl gespilt und 1/4 des
jeweiligen Waschschrittes WI, WII und WIIII ist in den Spuren 2 — 4 dargestellt. Spur M: 25 ng Lingenstandard,
PBR322p4e 111 mit den Fragmentlingen 587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 213 bp; Spur 6 zeigt die Fraktion
nach Inkubation in FA-Lésung bei 70 °C. Es wurde 1/4 des Gesamteluates aufgetragen, das entspricht 125 ng
eingebrachter Nukleinsdure.
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Abbildung 3.8: Bindung von PSTVd an ,Dynabeads® diber Biotin-markierte (—-)PSTVd-in vitro- Transkripte.
Dargestellt ist ein denaturierendes 5 % Polyacrylamidgel (29:1); 8 M Harnstoff; 1x TBE; 55 ° C; Silberfirbung.
Nach Hybridisierung von 225 ng PSTVd an 225 ng Transkript (ivT) erfolgte die Inkubation mit 120 pg ,Dyna-
beads“. Spur 1: Lingenstandard, pBR322,. 111 mit den Fragmentldngen 587, 540, 504, 458, 434, 267, 234 bp;
Spur 2: Uberstand; Spur 3: 1/2 Waschschritt, der fiir 10 min in 15 mM NaCl bei RT durchgefihrt wurde;
Spuren 4 — 9: jeweils 1/4 von 6 Elutionen (EI — EVI), die bei 70 °C in 95 % Formamid durchgefihrt wurden;
Spuren 10-15: PSTVd Mengenstandard mit 50 ng, 25 ng, 12.5 ng, 6.25 ng, 3.15 ng und 1.5 ng; C: zirkuldres
PSTVd; ivT: Biotin-markierte (—)PSTVd-in vitro-Transkripte ; L: lineares PSTVd
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Nachdem sichergestellt war, dass mit Biotin markierte in vitro-Transkripte effizient an die
,Dynabeads“ binden kénnen, musste untersucht werden, ob dies auch fiir daran hybridisier-
te Viroide zutrifft. Parallel zu Kriterium Nr. 5 wurde noch die PSTVd-Elutionsrate von den
Partikeln gemessen (Kriterium Nr. 6). PSTVd-Transkript-Hybride wurden an ,Dynabeads®
gebunden, nach Entfernung des Uberstandes gewaschen und die RNA durch Erhitzen in
FA-Losung in 6 Fraktionen zuriickgewonnen. Jeweils ein Aliquot der erhaltenen Fraktionen
wurde elektrophoretisch analysiert. In Abbildung 3.8 erlaubt ein Vergleich mit den PSTVd-
Konzentrationsstandards eine quantitative Abschitzung der Reaktionsausbeute. Ca. 10 % der
Viroide konnten nicht an die ,Dynabeads“ gebunden werden. Im Uberstand sind sowohl zir-
kuldre als auch lineare PSTVd-Fragmente und Degradationsprodukte erkennbar. Dies ist auf
eine falsche Abschitzung der relativen Konzentrationen zuriickzufiihren, da deutlich weniger
Sonden-Molekiile in der entsprechenden Spur zu erkennen sind. Mit den ersten 3 Elutionsschrit-
ten konnten ca 90 % der gebundenen Viroide zuriickgewonnen werden. In den anschlielenden
Fraktionen eluierten nur noch in vitro-Transkripte, so dass im weiteren Verlauf dieser Arbeit
maximal 4 Elutionen hintereinander durchgefithrt wurden.

Biotin-markierte monomere PSTVd-in vitro-Transkripte mit (—)Strang Sequenz erfiillen so-
mit sowohl Kriterium 5 als auch 6. Bevor sie jedoch als Sonde in einer Aufreinigung eingesetzt
werden konnten, sollte sichergestellt werden, dass sie ausschliefllich Viroide maskieren und so
eine spezifische Selektion der Zielmolekiile erlauben (Kriterium Nr. 1 Seite 41).

Ausgangsmaterial war ein RNA-Extrakt aus PSTVd-intermediate infiziertem Lycopersicon
esculentum Blattgewebe nach Vorfraktionierung durch differentielle Prézipitationen (2.3.2).
Abbildung 3.9 zeigt in den Spuren 10-12 einen solchen Extrakt in verschiedenen Konzentra-
tionen. Viroide stellen etwa 2 % der gesamten RNA dar, wobei zirkuldre und lineare PSTVd-
Molekiile in etwa dquimolar vorlagen.

Die Aufreinigung an den ,Dynabeads® erfolgte geméfl der bereits etablierten und beschrie-
benen Bedingungen. Abbildung 3.9 fasst die dabei erzielten Ergebnisse zusammen. Weniger
als 4 % der Viroidmolekiile konnte nicht an die ,Dynabeads“ gebunden werden und wurden
im Uberstand nachgewiesen. Wihrend in der ersten Waschung noch zellulire RNAs, insbe-
sondere 5S rRNA und tRNA, von den Partikeln abgespiilt wurden, nahm der Hintergrund an
unspezifisch gebundenen Nukleinsduren mit jeder folgenden Fraktion ab. Der letzte Wasch-
schritt erfolgte bei 70 °C und 15 mM NaCl (0.1x SSC). Unter diesen Bedingungen wurden
bereits suboptimal gebundene PSTVd-Molekiile und in vitro-Transkripte wieder freigesetzt.
In den Elutionsfraktionen konnten keine abundanten, pflanzlichen RNAs wie 5S rRNA oder
tRNA detektiert werden. Im Gegensatz dazu wurden hier iiber 90 % der gebundenen Viroide
zuriickgewonnen.

Damit war gezeigt, dass die Spezifitit der Aufreinigung bei Verwendung der vorgestellten
biotinylierten Transkripte zufriedenstellend war. Wie in Kriterium Nr. 1 gefordert, wurden im
Rahmen der Nachweisempfindlichkeit ausschlieBlich Viroide als Zielsequenzen erkannt und an
die ,Dynabeads“ gebunden.

Monomere PSTVd-in vitro-Transkripte mit (—)Strang-Sequenz erfiillen somit alle fiir ei-
ne Sonde notwendigen Anforderungen und wurden im weiteren Verlauf der Untersuchungen
eingesetzt.
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Abbildung 3.9: ,Dynabeads“-Aufreinigung von PSTVd mit biotinylierten Einheitslingen-(—)PSTVd-in vitro-
Transkripten aus differentiell prizipitierten RNA-Extrakten. Dargestellt ist ein denaturierendes 5 % Poly-
acrylamadgel (29:1); 8 M Harnstoff; 1x TBE; 55 °C ; Silberfirbung. Es wurden 12.1 pg Nukleinsiure mit
230 ng Viroid-RNA in die Aufreinigung eingebracht. PSTVd wurde nach der Hybridisierung an biotinylierte

(-)PSTVd-in vitro-Transkripte an 240 pg ,Dynabeads® gebunden. Der Uberstand wurde durch Prizipitation
eingeengt und vollstindig in der Elektrophorese aufgetrennt. Von allen folgenden Fraktionen wurden jeweils
nur 12.5 % aufgetragen, was einem Anteil von urspringlich in die Aufreinigung eingebrachten 29 ng PSTVd
entspricht. Spur 1 (U): Uberstand; Spur 2 (M): Lingenstandard pBR322f4¢ ir mit den Fragmentlingen 587,
540, 504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 124/123 bp; Spuren 8-5 (WI-WIII): Waschungen, WI und WII in
0.1x SSC bei Raumtemperatur, WIII in 0.1x SSC bei 70 ° C . Spuren 6-9 (EI-EIV): Eluate nach Inkubation der
»Dynabeads” mit FA-Lisung bei 70 ° C. Spuren 10-12: In die Aufreinigung eingebrachter RNA-Extrakt. Spur 10
mit 1.1 pg RNA; Spur 11 mit 1.6 png RNA; Spur 12 mit 2.1 pg RNA; cPSTVd: zirkuldres PSTVd; IPSTVd:
lineares PSTVd; ivT: (-)PSTVd in vitro-Transkripte

3.2.2.2 Verkiirzte PSTVd-in vitro-Transkripte mit (—)Strang-Sequenz als Sonde

Die Verwendung von in vitro-Transkripten voller Linge erlaubte zwar eine zufriedenstellende
Aufreinigung der PSTVd-Komplexe, fithrte jedoch zu Problemen bei der Analyse der ge-
wonnenen Nukleinsiuren. PSTVd und in vitro-Transkripte stellten die Hauptmenge der aus
der Aufreinigung erhaltenen RNAs dar. In den abschlieBenden Elektrophoresen bildeten sie
einen Hintergrund, der die Identifizierung der gesuchten zelluliren RNAs erschwerte. Daher
erschien es sinnvoll auch noch kiirzere (-)PSTVd-in vitro-Transkripte als Sonden zu etablie-
ren. Diese sollten neben den bereits diskutierten Anforderungen durch eine Linge von unter
100 Nukleotiden charakterisiert sein. Damit wéren sie kleiner als die prognostizierte Grofie der
aufzureinigenden RNA von 100 bis 150 Nukleotiden (Thiel 1999).

Als verkiirzte Sonde wurde ein (-)PSTVd-Transkript mit 61 Nukleotiden Linge ausgewéhlt
(Plasmid pRH 714 geschnitten mit Ava II). Die Hybridisierung erfolgte dabei im Bereich der
LCCR (Nukleotide 221-282), also an jenen Viroidnukleotiden, die in dem postulierten PSTVd-
RNA Komplex ungepaart vorliegen sollten.

Analog zu der Etablierung monomerer (—)PSTVd-Transkripte als Sonden wurden die auf
Seite 41 aufgestellten Anforderungen auf die verkiirzten Sonden iibertragen und im Weiteren

48



+ Streptavidin
12% 21% 29% 35% 45% 12% 45% Sta M

Hu‘ U‘ =T
1 2 3 5 6 7 8

Abbildung 3.10: Streptavidin- Verzigerungsgel biotinylierter 61 nt-(—)PSTVd-in vitro- Transkripte. Verwendet
wurde ein 8 % Polyacrylamidgel (29:1); 1x TBE; nativ bei 15 ° C mit anschliefender Silberfirbung. Aufgetragen
wurden jeweils 200 ng in vitro-Transkript (ivT). Die Spuren 1-5 zeigen unterschiedlich stark biotinylierte in
vitro- Transkripte nach Inkubation mit 1 pg Streptavidin. Angegeben sind jeweils die prozentualen Anteile Bio-
16-UTP zu Gesamt-UTP im Transkriptionsansatz. Spuren 6 und 7 zeigen die entsprechenden Transkripte ohne
Streptavidin-Zugabe. Die Verzogerung in Spur 7 ergibt sich durch die hohere Biotinylierungsrate. Spur 8: 1 pg
Streptavidin. Spur 9 (M): Lingenstandard PBR322 iy [ mat der Fragmentlange: 75 bp

Spur: 4

iiberpriift:

Im Unterschied zu Volllingen-Transkripten zeigten Retardationsanalysen in Polyacrylamid-
gelen nach Vorinkubation mit Streptavidin erst ab einem Biotin-16-UTP zu Gesamt-UTP
Verhiltnis von 1:1.2 eine Verzogerung aller Transkripte (Abbildung 3.10). Um eine vollstindi-
ge Biotinylierung der Sonden zu erreichen, mussten demnach 45-47 % modifizierte Nukleotide
in den Transkriptionsansatz gegeben werden.

Bei solchen Relationen war davon auszugehen, dass ein Grofiteil der Transkripte iiber 2 %
biotinylierte Nukleotide enthielt. Es mussten nun Bedingungen etabliert werden, unter denen
so stark modifizierte kurze Sonden alle Viroide in einem Ansatz maskieren konnten. Aqui-
molare Zugabe fiihrte dabei nicht zu den gewiinschten Ergebnissen. Auch nach Zugabe ei-
nes 5-fachen molaren Uberschuff der 61nt-Transkripte zu PSTVd-Proben wurden alle Sonden
komplexiert (Daten nicht gezeigt). Da sich dieses Verhiltnis im weiteren Verlauf der Un-
tersuchungen als zufriedenstellend erwies, wurde es standardméifig eingesetzt. Unter diesen
Umsténden blieben keine Transkripte ungebunden. Es war also nicht notwendig iiberschiissige
Sonden-Molekiile aus dem Ansatz zu entfernen.

Abbildung 3.11 zeigt, dass verkiirzte, biotinylierte in vitro-Transkripte ebenso spezifisch
an PSTVd binden wie Sonden mit voller Linge. Dazu wurde PSTVd aus einem pflanzlichen
RNA-Extrakt aufgereinigt. Dieser war aus infiziertem Tomaten-Blattgewebe prépariert und
anschlieflend vorfraktioniert worden. Die Spuren 10 bis 12 zeigen das in die Aufreinigung ein-
gebrachte Ausgangsmaterial. Nach Hybridisierung der Sonden an die Zielmolekiile erfolgte die
Bindung an die ,Dynabeads* fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur in 1 M NaCl. Zur Ermitt-
lung der optimalen Menge an ,,Dynabeads“ wurden diese in zwei Konzentrationen zugegeben.
Im Versuchsteil (a) lag das Mengenverhéltnis bei 0.52 ng in vitro -Transkript pro pg ,,Dyna-
beads“, im Versuchsteil (b) bei 0.26 ng pro ug. In beiden Fillen wurden nur Viroidsequenzen
eluiert (Spuren 6-9), abundante pflanzliche RNAs wie z.B. tRNA oder 5S RNA konnten nicht
nachgewiesen werden. Die Spezifitit der Aufreinigung mit verkiirzten in vitro-Transkripten
war demnach genauso zufriedenstellend wie bei Verwendung von Volllingen-Transkripten als
Sonden.

Allerdings wurden selbst unter Einsatz noch grofilerer Mengen an ,,Dynabeads® (0.19 ng
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ivT pro ug ,Dynabeads® ) die PSTVd-Molekiile nicht quantitativ isoliert. Im Gegensatz
dazu wurden pro 2 ng Volllingen-Transkript 1 ug ,Dynabeads“ eingesetzt. Die absoluten
Liangen der Sonden ergeben sich aus der zu PSTVd komplementiren Sequenz plus zusitz-
liche Vektorsequenzen mit 368 bzw. 63 Nukleotiden. Beriicksichtigt man dies, so braucht
man fiir eine Aufreinigung mit den verkiirzten Biotin-Transkripten, bei einem 5-fachen mo-
laren Sonden-Uberschuss, 9-mal mehr , Dynabeads® als bei einer Aufreinigung mit monome-
ren Volllingen-in vitro-Transkripten. Biotinylierte 61nt-(-)PSTVd-in vitro-Transkripte stell-
ten trotzdem funktionsfihige Sonden fiir eine Aufreinigung von Viroidkomplexe an paramag-
netischen Streptavidin-Partikeln dar. Sie erfiillen alle ab Seite 41 geforderten Kriterien und
sollten einen abschlieflenden gelelektrophoretischen Nachweis der gesuchten RNA nicht be-
hindern. Aufgrund des hohen materiellen Aufwandes und der geringeren Effizienz kamen sie
jedoch nicht standardmifig zum Einsatz.

Uberstand _Wasch Eluat RNA (ug)
M a b a b 1/3a2/3a 1/3b 2/3b 0.190.37 0.74

- S — I S B | ¢cPSTVd

w L 4
IPSTVd

?;-‘___'__YE;-' 7S RNA

— 4—5S RNA
a1
<_tRNA
<+
g ivT
8 9 10 1 12
Abbildung 3.11: ,Dynabeads“-Aufreinigung von PSTVd mit 61nt-(—)PSTVd-in vitro-Transkripten (45 %)
aus differentiell prizipitierten RNA-Extrakten. Die Auftrennung erfolgte in einem denaturierenden 9 % Poly-
acrylamidgel (29:1); 8 M Harnstoff; 1x TBE mit anschlieflender Silberfirbung. Es wurden 1.1 pg Nukleinsdure

mit etwa 100 ng Viroid-RNA in die Aufreinigung eingebracht. PSTVd wurde nach Hybridisierung an 89 ng
biotinylierte 61nt-(—)PSTVd-in vitro-Transkripte (45 %) an 171 pg ,Dynabeads“ (Proben a) bzw. an 342 pg
»Dynabeads“ (Proben b) gebunden. Der Uberstand wurde durch Prizipitation eingeengt und vollstindig in der
Elektrophorese aufgetrennt. Waschungen bei RT, 50 °C und 70 ° C in 0.1zSSC wurden vereinigt und ebenfalls
vollstindig aufgetragen. Die Elution erfolgte 3-mal bei 70 ° C in FA-Liésung. Alle Fraktionen wurden vereinigt
und in Aliquots auf das Gel gegeben. Spur 1 (M): Léangenstandard, pBR322f14¢ 111, mit den Fragmentlingen:

587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 123/124, 104, 89... Nukleotiden; Spuren 2 und 3: Uberstinde;
Spuren 4 und 5: Waschung; Spuren 6-9: Eluate, angegeben ist jeweils der aufgetragene Anteil der vereinigten
Elutionen; Spuren 10-12: in die Aufreinigung eingebrachter RNA-Extrakt; cPSTVd: zirkuldres PSTVd; IPSTVd:
lineares PSTVd; wT: 61 nt-(—)PSTVd in vitro- Transkripte (45 %)

Spur: 1 2 3 4 5 6 7

3.2.2.3 Optimierung des Konzentrationsverhéltnisses Sonde/PSTVd in Gesamt-
RNA-Extrakten

Neben den Sonden selbst bestimmt das Sonden/PSTVd Konzentrationsverhéltnis die Qualitit
einer Aufreinigung. Es zeigte sich, dass durch Zugabe von zuviel Transkript nicht nur der ma-
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terielle Aufwand einer Aufreinigung iiberproportional anstieg, sondern auch die Spezifitét litt.
Wihrend der Maskierung bildeten ,freie“ Transkripte unspezifische Komplexe mit zelluliren
RNAs aus, die sich auch in den nachfolgenden Waschungen nicht vollstindig entfernen lieflen
(siehe auch Abbildung 3.27 auf Seite 78).

Um die optimale Konzentration der Sonden abschéitzen zu konnen, geniigt es theoretisch
den Gesamtgehalt an PSTVd-RNA fiir einen Extrakt zu bestimmen. In vorfraktionierten
RNA-Extrakten konnte nach denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophoresen durch Aus-
wertung von Konzentrationsreihen der relative Viroidanteil ermittelt werden. In Gesamt-
RNA-Extrakten war dies nicht méglich. Vor dem Hintergrund an pflanzlichen Nukleinsduren
kénnen PSTVd-Molekiile nicht nachgewiesen werden. Bidirektionale oder 2-dimensionale Gel-
Analysen (Schumacher et al. 1983b und Schumacher et al. 1986) erlauben zwar Nachweis
und Mengenbestimmung der zirkuldren PSTVd-RNA, geben aber keinerlei Auskunft iiber
den Anteil linearer Molekiile bzw. von Degradationsprodukten. Diese binden jedoch auch an
die Sonden und sind daher bei der Ermittlung des geeigneten Konzentrationsverhéltnisses zu
beriicksichtigen.

Ein Verfahren, das alle Anforderungen erfiillte, waren Titrationsanalysen. Dabei wurde von
der Beobachtung ausgegangen, dass PSTVd-Transkript-Hybride im Vergleich zu inter-bzw.
intramolekularen Transkriptkomplexen eine verringerte gelelektrophoretische Mobilitidt auf-
weisen (sieche Abbildung 3.6 auf Seite 45, Spuren 1 und 2). Mit zunehmender Transkript-
Konzentration sollten diese Komplexe ebenfalls zunehmen, bis ein Sittigungswert erreicht ist.
Dieser Wert entspricht der Konzentration, bei der alle Viroide im Extrakt an Transkripte
hybridisiert wurden und umgekehrt.

Voraussetzung fiir dieses Konzept ist ein Analysesystem, das zwischen Transkript-RNA
und zelluldrer RNA differenziert. Dies ist erforderlich, da der Hintergrund an pflanzlichen Nu-
kleinsduren nach der Gelelektrophorese zu einer Anfirbung der ganzen Spur fiithrt. Ausgenutzt
wurde hier, dass die Transkripte biotinyliert vorlagen. Derartig modifizierte Nukleinsiduren las-
sen sich nach Transfer auf Membranen durch Streptavidin-Alkalische-Phosphatase-Bindung
iiber eine Chemolumineszenz-Reaktion mit dem CDP-Star™-System nachweisen.

Beispielhaft fasst Abbildung 3.12 die Ergebnisse einer solchen Titration zusammen. Es wur-
den 10-80 ng biotinylierter Volllingen-(—)PSTVd-in vitro-Transkripte mit je 5 ug Gesamt-
RNA-Extrakt aus Kernen von Kartoffelsuspensionszellkulturen in 100 mM NaCl thermisch
denaturiert und langsam renaturiert. Als Standard wurde mit 10 ng desselben Transkriptes,
ohne RNA-Zugabe, entsprechend verfahren. In den ersten 8 Spuren sind deutlich verzoger-
te PSTVd-Transkript-Hybride zu erkennen, die entweder erst gar nicht in das Gel einlaufen,
oder in einer Bande retardiert werden. Ab einem Verhéltnis von 50 ng ivT zu 5 ug RNA
beginnt sich eine dritte Front auszubilden, deren Migrationsverhalten dem von Transkripten
ohne RNA-Zugabe (Spur 9) entspricht. Bis zu Spur 7 nimmt mit zunehmender Menge an in
vitro-Transkript auch die Menge an Komplex zu. Eine weitere Erh6hung der Transkriptkon-
zentration im Reaktionsansatz iiber 70 ng ivT/5 pug RNA hinaus fiithrte zu keiner weiteren
Zunahme.

Als Konsequenz wurden in diesem Fall 70 ng Volllingen-Transkript pro 5 ug RNA (das
entspricht 14 ng/1 ug) in einer Aufreinigung verwendet. Aufgrund des héheren Ty,-Wertes der
PSTVd-Transkript-Hybride konnte davon ausgegangen werden, dass bei dieser Sondenkon-
zentration keine zelluliren RN As unspezifisch an die Transkripte binden und mitaufgereinigt
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Abbildung 3.12: Titration biotinylierter, monomerer (—)PSTVd-in vitro-Transkripte gegen zellulire RNA.
Der RNA-Extrakt wurde aus Kartoffelsuspensionszellkulturen nach Anreicherung der Kerne isoliert. Es wurden
10, 20, ... 70, 80 ng in vitro-Transkript zu 5 pg RNA-Eztrakt gegeben und auf 100 mM NaCl eingestellt. Die
Denaturierung erfolgte fiir 8 Minuten bei 90 ° C, anschliefend wurden die Reaktionen in ca. 3 Stunden auf 40 °C
abgekihlt. Als Kontrolle wurde mit 10 ng in vitro- Transkript ohne weitere RNA-Zugabe analog verfahren. Alle
Ansdtze wurden ohne vorhem'ge Denaturierung vollstindig auf ein 5 % Polyacrylamidgel, 1x TBE, 8 M Harn-
stoff aufgetragen und bei 55 ° C elektrophoretisiert. Hybride aus PSTVd und (-)PSTVd-in vitro-Transkripten
blieben unter diesen Bedingungen erhalten, intramolekulare Sekunddrstrukturen wurden aufgehoben. Anschlie-
Bend wurden die Nukleinsauren elektrisch auf eine Nylonmembran transferiert, fiziert und die Transkripte mit

dem Streptavidin-Alkalische Phosphatase-CDP-Star™ -System nachgewiesen. Spuren 1-8: Zugabe von 10-80 ng
in vitro-Transkript (ivT) in den Hybridisierungsansatz; Spur 9: 10 ng in vitro-Transkript als Kontrolle

3.2.3 Einsatz paramagnetischer Streptavidin-Partikel in Schritt I der Auf-
reinigung: Isolation PSTVd enthaltender, in vitro eingestellter RN A-
Komplexe aus Kartoffelsuspensionszellkulturen

Nachdem es bereits gelungen war Viroid-Molekiile aus vorfraktionierten Proben aufzureinigen,
sollte dieses Ergebnis auf Gesamt-RNA-Extrakte aus Kartoffelsuspensionszellkulturen iiber-
tragen werden. Gleichzeitig wurde untersucht, ob Viroidkomplexe in diesem ersten Schritt der
Aufreinigung diskriminiert werden. Eine solche Diskriminierung kann durch sterische Hinde-
rungen bei der Bindung an die ,,Dynabeads® oder bei der Hybridisierung der Komplexe an die
Sonden hervorgerufen werden.

Als Testsystem kamen in vivo quervernetzte RNA-Proben nicht in Betracht, da der quan-
titative Nachweis von Viroidkomplexen hier nicht moglich war (siehe Abschnitt 3.1.1). Im
Gegensatz dazu konnten in Viroid-spezifischen , Northern“-Analysen nach in vitro-Komplex-
einstellung und anschlieBender Psoralen-Verkniipfung Signale verringerter gelelektrophoreti-
scher Mobilitit detektiert werden, die auf eine Quervernetzung der PSTVd-Molekiile zuriick-
zufithren waren (siehe Abbildung 3.1 und Thiel 1999). Derart behandelte Extrakte stellten
somit geeignete Proben dar.

Ausgangsmaterial waren PSTVd-infizierte Kartoffelsuspensionszellkulturen. Aus diesen wur-
den die Kerne angereichert und RNA extrahiert. Durch thermische Denaturierung und lang-
sames Wiederabkiihlen in Anwesenheit von 100 mM NaCl wurden alle thermodynamisch
moglichen PSTVd-Komplexe eingestellt und mit Psoralen quervernetzt. Derart behandelte
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Proben wurden in die ,Dynabeads“-Aufreinigung eingebracht. Alle Aufreinigungsfraktionen
wurden gelelektrophoretisch untersucht. Anhand eines denaturierenden Polyacrylamidgels mit
anschlieflender Silberfarbung konnte die Qualitdt der Aufreinigung iiberpriift werden. Zusétz-
lich wurden die Proben in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt, elektrisch auf
eine Nylonmembran transferiert und durch (4+)PSTVd-spezifische ,,Northern“-Hybridisierung
analysiert. Auf diese Weise konnten Aussagen iiber das Verhalten der Viroidkomplexe wihrend
des Experimentes getroffen werden. Abbildung 3.13 fasst die Vorgehensweise schematisch zu-
sammen, Abbildungen 3.14 und 3.15 stellen die experimentellen Ergebnisse dar.

Kartoffelsuspensionszellkultur
M316/PSTVd

Protoplasten

!

Kerne

|

RNA

!

Thermische Denaturierung und
Renaturierung

Inkubation mit Psoralen

UV-Licht (365 nm)

Hybridisierung an
Sonde

“Dynabeads’-
Aufreinigung

Analyse durch Gelelektrophorese und
Viroid-spezifischen “Northern”

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung einer in vitro- Quervernetzung mit anschliefender ,Dynabeads“-
Aufreinigung

Abbildung 3.14 bestétigt, dass die Aufreinigung aus Gesamt-RNA-Extrakten ebenso gut
funktioniert wie die in Abschnitt 3.2.2.1 beschriebene aus vorfraktionierten Proben. Spur 2
zeigt den priparierten RNA-Extrakt aus Kartoffelsuspensionszellkulturen. Durch Quervernet-
zung mit Psoralen entstanden hochmolekulare Komplexe, die aufgrund des kovalenten Cha-
rakters der Verkniipfung auch unter denaturierenden Bedingungen erhalten blieben. Diese
in Spur 3 aufgetragene Probe stellte das Ausgangsmaterial der Aufreinigung dar. Nach der
Bindung an die ,,Dynabeads“ konnten die zelluldren Nukleinsduren nahezu vollstindig abge-
nommen werden (Spur 4). In den Elutionsspuren 8 und 9 sind keine zelluliren RNAs, sondern
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lediglich lineare und zirkulére Viroide sowie Transkripte detektierbar.
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Abbildung 3.14: Gelanalyse in vitro eingestellter RNA-Kompleze nach ,Dynabeads“-Aufreinigung. 56.7 pg
Nukleinsiure aus Kartoffelsuspensionszellkulturen wurden an 952 ng biotinylierte Volllingen-in vitro-Transkrip-

te hybridisiert und an 370 pg ,Dynabeads gebunden. Der Uberstand wurde prizipitiert, alle anderen Fraktionen
wurden direkt auf ein denaturierendes 5 % Polyacrylamidgel (29:1) aufgetragen (1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 ° C;
Silberfarbung). Spur 1: Lingenstandard, pBR322f1,e 111 mit den Fragmentlingen: 587, 540, 504, 458, 434, 267,
284, 213, 192, 184 124/123, 89 und 80 nt; Spur 2: 1.5 ug RNA, ohne Quervernetzung; Spur 3: 1.5 ug RNA mit

Quervernetzung, Ausgangsmaterial der Aufreinigung; Spur 4: Uberstand der ,Dynabeads“-Aufreiniqung, 12.5 %
des Gesamtvolumens; Spuren & bis 7: 12.5 % der ersten bis dritten Waschung (0.1x SSC; RT); Spuren 8 und

9: 12.5 % der Elutionsfraktionen (FA-Losung; 70 °C)

Zum jetzigen Zeitpunkt konnten jedoch keine Aussagen iiber den Verbleib der PSTVd-
Komplexe getroffen werden, da diese in dem zuvor beschriebenen Experiment nicht nachweis-
bar waren. Dazu war es notwendig, dieselben Proben in einer PSTVd-spezifischen ,,Northern“-
Analyse nachzuweisen. Abbildung 3.15 gibt Auskunft {iber das Migrations- und Elutionsver-
halten der Komplexe. Wéhrend vor der Quervernetzung (Spur 1) keine Signale oberhalb der
zirkuldren Viroidmolekiile erkennbar sind, zeigt derselbe Extrakt nach Behandlung mit Psora-
len (Spur 2) PSTVd-Komplexe, die von der Geltasche bis zu den linearen Viroiden migrieren.
Abbildung 3.14 zeigte in Spur 4, dass nach Bindung an die ,Dynabeads“ zellulire RNAs fast
vollstindig im Uberstand verblieben. Der Vergleich zu Spur 3 von Abbildung 3.15 bestitigt,
dass der Anteil an Viroid-RNA in diesem Uberstand gering ist. Es lassen sich vor allem zir-
kuldre und lineare Viroide nachweisen, sowie eine deutlich langsamer migrierende Spezies.
Diese wurde als +/— PSTVd-Hybride interpretiert, die in der Pflanzenzelle wihrend des asym-
metrischen , rolling-circle“ Replikationsmechanismus der Pospiviroidae entstehen. Nach einer
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Abbildung 3.15: (+)PSTVd spezifische ,Northern“-Analyse in vitro eingestellter Kompleze nach einer
,Dynabeads“- Aufreinigung. 56.7 pg Nukleinsdure aus Kartoffelsuspensionszellkulturen wurden wie im Text be-
schrieben aufgereinigt und auf ewn denaturierendes 5 % Polyacrylamidgel (43:1) aufgetragen (1x TBE; 8 M

Harnstoff; 55 °C). Nach einem Elektro-Transfer auf eine Nylonmembran (Biodyne A) erfolgte der (+)PSTVd-
spezifische Nachweis durch Hybridisierung mit Digozigenin-markierten Transkripten. Spur 1(K): 18.9 ng RNA-
Extrakt ohne Quervernetzung; Spur 2(A): 18.9 ug RNA-Extrakt mit Quervernetzung, Ausgangsmaterial der
Aufreinigung; Spur 3(U): Uberstand der ,Dynabeads®-Aufreinigung, 87.5 % des Gesamtvolumens; Spur 4(WI):
87.5 % der ersten Waschung (0.1x SSC; RT); Spur 5(EI) und 6(EII): 87.5 % der jeweiligen Elutionsschritte
(70° C; FA-Ldsung)

Quervernetzung muss davon ausgegangen werden, dass diese eine deutlich reduzierte Affinitét
gegeniiber (—)PSTVd-in vitro-Transkripten aufweisen und daher mit geringerer Effizienz an
die ,,Dynabeads® gebunden werden. Dariiber hinaus sind jedoch keine verzogerten Signale un-
terhalb der Geltasche erkennbar. Diese treten erst in der ersten Elutionsfraktion wieder auf
(Spur 5). Eine Diskriminierung der PSTVd-Komplexe wiahrend der Aufreinigung fand somit
nicht statt.

Damit ist gezeigt, dass es mit dem etablierten Verfahren moglich ist, Viroide und kovalent
daran gebundene Wechselwirkungspartner aus einem pflanzlichen RNA-Extrakt zu isolieren.

3.2.4 Reversion der kovalenten Psoralenvernetzung

Durch Psoralen vermittelte, kovalente Verkniipfungen weisen gegeniiber anderen Quervernetz-
ungsstrategien den Vorteil auf reversibel zu sein. Die Aufhebung des PSTVd-RNA-Komplexes
und die anschliefende Analyse der in diesem Verbund mit aufgereinigten zelluliren Kompo-
nenten stellen Kernpunkte des in Abbildung 3.2 aufgefithrten zweiten Aufreinigungsschrittes
dar. Erst durch die Freisetzung der gesuchten RNA kann diese unabhingig von der zuvor
daran gebundenen Viroid-RNA nachgewiesen und identifiziert werden.

Verschiedene experimentelle Ansétze stehen zur Verfiigung. Die gingigste Methode ist die
Photoreversion. Hierbei werden Pyrimidin-Psoralen-Pyrimidin Diadukte durch Bestrahlung
mit kurzwelligem UV-Licht von 254 nm aufgebrochen. Es enstehen in erster Linie Furan-Seiten
Monoadukte und nur in geringem Umfang Pyron-Seiten Monoadukte (Shi et al. 1987).

Die Photoreversion kann sowohl in Losung (z.B. Calvet und Myers 1987, Lipson et al. 1987,
Rabin und Crothers 1979) als auch im Gel (z.B. Hausner et al. 1990) durchgefithrt werden.
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Dabei fillt die UV-Schidigung der Nukleinsiuren im Polyacrylamidgel geringer aus (Wulfert
miindliche Mitteilung). Es war allerdings nicht bekannt, ob dies letztendlich zu verbesserten
Reversionsergebnissen fiithrt. In Anbetracht der zugrunde liegenden Fragestellung sollten Vi-
roide und ihre Komplexe vergleichend, sowohl in Losung als auch im Gel, UV-Bestrahlung
ausgesetzt und die aus den Komplexen freigesetzten Komponenten untersucht werden.

Bei der Photoreversion in Losung wurden quervernetzte Proben direkt mit UV-Licht be-
strahlt. Die Bestrahlung erfolgte in einem Bestrahlungsgerit der Firma Stratagene (Stratalin-
ker 1800) auf Eis, wobei der Abstand zu den Lampen ca. 16 cm betrug. Die Lampen weisen ein
Emissionsmaximum bei 254 nm auf. Die erfolgreiche Reversion der kovalenten Verkniipfungen
konnte in Polyacrylamid-Gelelektrophoresen nachgewiesen werden.

Die Durchfithrung und der Nachweis einer Reversion der Quervernetzung im Gel war auf-
wendiger als bei einer Reversion in Losung. Bereits vor der Bestrahlung wurde eine erste
Elektrophorese durchgefiihrt. Nicht komplexierte Nukleinsduren migrierten entsprechend ih-
res Molekulargewichtes und ihrer strukturellen Eigenschaften, im Komplex gebundene wur-
den retardiert. Dadurch ergab sich eine Nukleinsidureverteilung iiber weite Bereiche der Spur.
Durch die Photoreversion freigesetzte RNAs wéren vor dem beschriebenen Hintergrund nicht
nachweisbar. Fiir eine Analyse musste ihre gelelektrophoretische Separation in einer zweiten
Dimension erfolgen. Dazu wurde das entsprechende Gelstiick ausgeschnitten, auf eine Glasplat-
te iiberfithrt und auf Eis in ca. 16 cm Abstand von den UV-Lampen mit Licht der Wellenldnge
254 nm bestrahlt, bevor es in das Polyacrylamidgel der zweiten Dimension einpolymerisiert
wurde. RNAs mit hohem Molekulargewicht, die in der ersten Dimension mit den Komplexen
eine Front ausbildeten, wurden durch die UV-Bestrahlung entweder nicht beeinflusst, oder
aufgrund UV-induzierter Quervernetzungen retardiert. Das gleiche galt fiir nicht erfolgreich
revertierte Psoralen-Komplexe. Durch Photoreversion freigesetzte Fragmente wurden jedoch in
einer denaturierenden Gelelektrophorese gemé&f ihres niedrigeren Molekulargewichtes stirker
beschleunigt, und lieflen sich als Flecken auflerhalb des Nukleinsdure-Hintergrundes erkennen.

Ergebnisse solcher Untersuchungen sind in Abbildung 3.16 zusammengefasst. Anhand des
Vergleiches von Block D mit Block B lisst sich der Effekt der Psoralen-induzierten in vitro-
Quervernetzung in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese nachvollziehen. Im Falle von
Block D wurde das Ausgangsmaterial, ein differentiell prézipitierter RNA-Extrakt aus PSTVd-
infizierten Tomaten-Blidttern, ohne Quervernetzung aufgetragen. Zirkuldre (2) und lineare (1)
Viroide sind als deutliche Signale zu erkennen. Durch die Quervernetzung nimmt der Anteil an
monomeren Molekiilen drastisch ab (Block B). Statt dessen zeigen sich kovalent komplexierte
Nukleinsduren in einem Bereich, der sich vom Rand des einpolymerisierten Gelstiickes bis zu
den verbliebenen zirkuldren Viroiden (2) zieht.

Blocke A und C zeigen die Proben nach der Photoreversion. In beiden Fillen erfolgte die
UV-Bestrahlung fiir 7 Minuten. Dies hatte sich in Vorversuchen fiir eine Reversion im Gel als
optimal erwiesen. Block A zeigt die Probe nach Bestrahlung im Gel. Gegeniiber Block B nahm
der Anteil an komplexierten Nukleinsiuren ab und der Anteil an monomeren Viroiden (3 und
4) zu. Mehr PSTVd-RNA wurde aber nach Reversion in Losung freigesetzt (Block C). Der
Nachweis erfolgte hier wie bei einer Reversion im Gel. Nach der Bestrahlung wurde die Probe
in einer ersten Dimension aufgetrennt, die Spur ausgeschnitten und direkt um 90 ° versetzt in
das Gel der zweiten Dimension eingebracht.

Eine Photoreversion im Polyacrylamidgel kam Aufgrund der schlechteren Effizienz fiir die
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weiteren Untersuchungen nicht in Betracht. Statt dessen wurden die Reaktionsparameter fiir
ein Reversion in Losung optimiert. Als zu optimierender Parameter verblieb die Bestrahlungs-
dauer.

Block A: Block B: Block C: Block D:
Photoreversion ohne Photoreversion ohne
im Gel Photoreversion in Losung Quervernetzung

1 3 1
) 1 3 ' { - IPSTVd

»

- el i TR Rl

Komplexe

(puaiaunieuap) uoisuswiq 'z "

1. Dimension (nativ)

dl ‘
<

Abbildung 3.16: Zwei-dimensionale Gelanalyse der Reversion Psoralen-induzierter Quervernetzungen in
Losung und im Polyacrylamidgel. Die Gelelektrophorese der ersten Dimension erfolgte unter nativen Bedin-
gungen (5% Polyacrylamid (43:1); 1x TBE; 15 °C; 400 V; 30 Minuten), die der zweiten Dimension unter
denaturierenden Bedingungen (8 % Polyacrylamid (29:1); 1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C; 475 V; 65 Mi-
nuten). Aufgetragen wurden jeweils 2.8 pg vorfraktionierte RNA aus PSTVd-infizierten Tomaten-Bldttern.
Block A: Photoreversion nach der ersten Dimension im Gel; Block B: RNA mit Quervernetzung ohne Reversi-
on; Block C: Photoreversion in Lisung; Block D: ohne Quervernetzung und Reversion. Die Reversion erfolgte
jeweils fir 7 Minuten auf Eis. Nach der ersten Dimension wurden die Spuren bis auf Hohe des stabchenformigen
Viroides ausgeschnitten und um 90 ° wversetzt in das zweite, denaturierende Gel einpolymerisiert. 1: lineares
PSTVd ohne Quervernetzung; 2: zirkulires PSTVd ohne Quervernetzung; 3: durch Photoreversion aus Kom-
plezen freigesetztes lineares PSTVd; 4: durch Photoreversion aus Komplezen freigesetztes zirkuldires PSTVd;
IPSTVd: lineares PSTVd; ¢cPSTVd: zirkulares PSTVd

In dem folgenden Experiment wurde in vitro quervernetztes RNA-Material aus PSTVd-
infizierten Kartoffelsuspensionszellkulturen in Losung fiir 0 bis 60 Minuten mit UV-Licht von
254 nm bestrahlt. Die Photoreversion der Viroidkomplexe wurde anhand einer (+)PSTVd-
spezifischen ,,Northern“-Analyse verfolgt. Spur 1 in Abbildung 3.17 zeigt die in vitro querver-
netzte RNA. Lineare und zirkuldre PSTVd-Molekiile sind als separate Signale erkennbar. Die
Viroidkomplexe zeigen dagegen ein heterogenes Migrationsverhalten. Ihre Retardation reicht
von der Geltasche bis zu den monomeren Molekiilen. Durch 7.5 miniitige UV-Bestrahlung
werden sowohl lineare als auch zirkuldre Viroide aus den Komplexen freigesetzt (Spur 2).
Entsprechend nimmt der Anteil retardierter Signale ab, bleibt aber deutlich erkennbar. Die
Verlidngerung der Bestrahlungsdauer auf 15 Minuten oder dariiber hinaus fiihrte nicht zu der
gewiinschten Optimierung. Parallel zu der Reversion der Komplexe zeigen die Spuren 3 bis 5
eine Abnahme der Intensitit aller Viroidsignale. Dies war auf UV-Schiden zuriickzufiihren,
welche eine Degradation der RNA bedingten. Eine als optimal ermittelte Bestrahlungsdauer
stellte unter Beriicksichtigung dieser beiden Effekte somit immer einen Kompromiss dar und
sollte zwischen 5 und 10 Minuten liegen. Durch Vergleich einer Reihe von Reversionsexpe-
rimenten konnten unter diesen Bedingungen Reversionsausbeuten von 40 bis 70 % ermittelt
werden.

Fiir die Reversion Psoralen-induzierter DNA-Komplexe findet man in der Literatur eine
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Abbildung 3.17: Photoreversion in vitro quervernetzter Viroide. Nach in vitro-Quervernetzung wurden je
21 pg RNA aus PSTVd-infizierten Kartoffelsuspensionszellkulturen in Lésung fir 0; 7.5; 15 und 60 Minu-
ten auf Eis mit UV-Licht von 25/ nm bestrahlt. Die Proben wurden in einem 5 % Polyacrylamidgel (29:1);
Ix TBE; 8 M Harnstoff bei 55 °C und 470 V fir 50 Minuten elektrophoretisiert, elektrisch auf eine Ny-
lonmembran transferiert, alkalisch denaturiert, fiziert und mit Digozigenin-markierten (+)PSTVd-spezifischen
in vitro-Transkripten diber Chemolumineszenzentwicklung nachgewiesen. A): Exposition fir 15 Sekunden, B):
Ezposition fir 5 Minuten; Spur 1: Quervernetztes PSTVd ohne Photoreversion; Spur 2: Bestrahlung fir 7.5 Mi-
nuten; Spur 8: Bestrahlung fir 15 Minuten; Spur 4: Bestrahlung fir 30 Minuten und Spur 5: Bestrahlung fir
60 Minuten; cPSTVd: zirkuldres Viroid; IPSTVd: lineares Viroid

weitere Strategie mit besseren Ausbeuten beschrieben (Shi et al. 1988, Yeung et al. 1988
und Sastry et al. 1997). Die Aufhebung der kovalenten Verkniipfung erfolgt hier durch al-
kalische Hydrolyse des Psoralen-Pyron-Ringes und fithrt fast ausschliefllich zu Pyron-Seiten
Monoadukten. Bei pH-Werten oberhalb von 10, erh6hter Temperatur und Anwesenheit von
3 M Harnstoff werden bei dieser als BCR (,Base-Catalyzed Reversal“) bezeichneten Verfah-
rensweise die meisten-DNA Molekiile freigesetzt. Das beschriebene Vorgehen ist jedoch nicht
direkt auf Ribonukleinsiuren iibertragbar, da diese unter solchen Bedingungen hydrolysieren.
Es konnte aber nicht ausgeschlossen werden, dass eine schonendere Behandlung in Kombi-
nation mit der Photoreversion die gesamte Reversionsausbeute verbessern wiirde. Dies war
insbesondere deshalb interessant, da eine alkalische Denaturierung der RNA-Proben vor einer
,Northern“-Analyse die Nachweisgrenzen deutlich verbesserte (Abschnitt 2.11.2). Es zeigte
sich aber, dass bereits eine der alkalischen Denaturierung entsprechende Behandlung der Pro-
ben vor der Photoreversion, d.h. Inkubation bei 50 mM NaOH (pH 13) und Raumtemperatur
fiir 15 Minuten, zu schlechteren Ergebnissen fiihrte. Eine zusétzliche alkalische Hydrolyse der
Psoralen-Bindung erschien daher nicht sinnvoll.

Gleiches galt fiir die Photoreversion bei Anwesenheit der ,Dynabeads“. Am Ende der er-
sten Aufreinigung lagen die Viroide und Viroidkomplexe an die ,,Dynabeads“ gebunden vor,
der Hintergrund pflanzlicher RNAs war bereits abgetrennt worden. Die erfolgreiche Trennung
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der kovalenten Verkniipfungen zu diesem Zeitpunkt wiirde den experimentellen und materi-
ellen Aufwand der gesamten Aufreinigung deutlich reduzieren. Weder eine zweite Hybridisie-
rung der PSTVd-Molekiile an die Sonden noch eine weitere Bindung an die paramagnetischen
Streptavidin-Partikel wiren notwendig. Mit den im Ansatz verbliebenen Partikeln gelang es
jedoch nicht, durch Photoreversion ausreichende Mengen an Fragmenten aus den Komplexen
freizusetzen. In der Losung waren die Partikel bereits optisch, aufgrund einer briunlich triiben
Verfiarbung, zu erkennen. Die schlechte Reversionseffizienz wurde daher als Schatteneffekt in-
terpretiert. Der Vorstellung nach wiirden die Partikel ein gleichméfliges Durchdringen der
Probe mit UV-Licht verhindern. Auch mehrmaliges Durchmischen der Losung wéihrend der
Bestrahlung fiihrte nicht zu Verbesserungen. Es war daher unvermeidlich die Nukleinsduren
vor der Photoreversion von den ,,Dynabeads® zu eluieren.

Im Folgenden wurde die erste Aufreinigung mit der Elution der Nukleinsiure von den ,,Dyna-
beads“ abgeschlossen. Da alle Optimierungsmoglichkeiten ausgeschopft waren, erfolgte die
Photoreversion standardméifig fiir 5 bis 10 Minuten in Losung. Die maximale Reversionseffi-
zienz belief sich dabei auf 70 %.

3.2.5 Einsatz paramagnetischer Streptavidin-Partikel in Schritt II

Mit einem zweiten Aufreinigungsschritt sollte die Qualitéit der gesamten Aufreinigung verbes-
sert werden. Auflerdem sollte versucht werden, die gesuchte, wechselwirkende RNA soweit von
Viroiden und in vitro-Transkripten zu isolieren, dass sie nachgewiesen und identifiziert werden
konnte. Nachdem im vorangegangenen Abschnitt festgestellt worden war, dass die Reversion
der Psoralen-Quervernetzung nicht an den ,Dynabeads“ erfolgen konnte, ergab sich fiir diese
Phase des Prozesses das bereits auf Seite 38 in Abbildung 3.2 angedeutete Bild:

Mit Ende des ersten Aufreinigungsschrittes lagen die Nukleinsiuren denaturiert in FA-
Losung vor. Fiir weitere Manipulationen war es unvermeidlich, diese daraus zu prézipitieren
und in einem Standardpuffer (z.B. TE) zu resuspendieren. In der Probe befanden sich zu
diesem Zeitpunkt neben Viroiden und quervernetzten PSTVd-RNA-Komplexen noch Sonden-
Molekiile sowie eventuell ein kleiner Rest pflanzlicher Nukleinsduren.

Letztere verblieben bei einer zweiten Aufreinigung wéhrend der Bindung an die ,,Dyna-
beads“ im Uberstand. Viroide sowie kovalent daran gebundene Ribonukleinsiuren sollten im
Gegensatz dazu an den Partikeln immobilisiert werden. Hierfiir war es notwendig, diese durch
eine erneute Hybridisierung mit biotinylierten (—)PSTVd-in vitro-Transkripten zu maskie-
ren. Wie bereits in Abschnitt 3.2.2.3 beschrieben, war ein ausgewogenes Sonden/PSTVd-
Konzentrationsverhéltnis fiir die Spezifitdt der ersten Aufreinigung von entscheidender Be-
deutung. Dies traf ebenfalls auf die zweite Aufreinigung zu. Zwar war das Risiko einer unspe-
zifischen Wechselwirkung zwischen Transkripten und pflanzlichen RNAs geringer, aber mit-
gefiihrte RNAs wiirden in der folgenden Auswertung filschlicher Weise zunéichst als gesuchter
PSTVd-Wechselwirkungspartner interpretiert werden. Bezogen auf die Sondenmenge befanden
sich am Ende des ersten Aufreinigungsschrittes mehr PSTVd-Molekiile in der Probe als zu Be-
ginn. Dies war auf die unterschiedlichen Elutionseigenschaften beider RNAs zuriickzufiihren.
Bereits Abbildung 3.8 zeigte, dass Transkripte noch in Elutionsfraktionen nachgewiesen wer-
den konnten, in denen keine PSTVd-Molekiile mehr erkennbar waren. Diese waren bereits in
den vorangegangenen Fraktionen nahezu vollstindig zuriickgewonnen worden. Da das genaue
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Sonde/PSTVd-Konzentrationsverhiltnis schwierig zu ermitteln war und da sichergestellt wer-
den sollte, dass keine unspezifischen Wechselwirkungen wéihrend der Hybridisierung stattfan-
den, wurde auf eine weitere Sondenzugabe verzichtet. An dieser Stelle wurde eine quantitativ
suboptimale Aufreinigung zugunsten einer optimalen Qualitit in Kauf genommen. Die ex-
perimentelle Durchfithrung erfolgte analog zu Schritt I durch thermische Denaturierung und
langsames Wiederabkiihlen auf ca. 50 °C in Anwesenheit von 100 mM NaCL

Im Anschluss an die Maskierung der Viroide bzw. der Viroidkomplexe wurde die Photore-
version auf die im vorangegangenen Abschnitt beschriebene Weise durchgefiihrt. Die Reaktion
erfolgte auf Eis unter nicht denaturierenden Bedingungen. Das heifit, dass die Komplexe zwar
noch einen Verbund ausbildeten, aber nicht mehr kovalent verkniipft waren. Die Maskierung
durch biotinylierte (—)PSTVd-in vitro-Transkripte blieb erhalten. Daher konnte die Bindung
an die , Dynabeads“direkt erfolgen. Anders als in der ersten Aufreinigung fand in der zweiten
Aufreinigung ein flieBender Ubergang zwischen Waschungen und Elution der gesuchten RNA
statt. Obwohl der genaue T,-Wert des PSTVd-RNA-Hybrides unbekannt war, konnte davon
ausgegangen werden, dass er unterhalb von 70 °C in 95 % Formamid lag. Unter diesen Be-
dingungen eluierten PSTVd und in vitro-Transkripte von den ,Dynabeads“. Daher wurden
die Elutionen stufenweise durchgefiihrt. Jede Stufe musste dabei eine signifikante Zunahme
der Stringenz beinhalten, um zu gewihrleisten, dass die gesuchte, wechselwirkende RNA in
moglichst wenigen Fraktionen akkumulierte. Es wurde wie folgt verfahren:

Die Waschungen wurden in 0.1x SSC bei Raumtemperatur durchgefithrt. Durch Tempera-
turerhohungen begannen die Elutionen. Diese erfolgten wahlweise in 0.1x SSC oder in auto-
klaviertem Wasser. Dabei wurden Temperaturen zwischen 50 und 70 °C gewihlt. In einzelnen
Experimenten erfolgte die Elution mit zunehmenden Formamidkonzentrationen bei 70 °C. Dies
erwies sich jedoch als nicht notwendig und wurde daher nicht standardméfig durchgefiihrt.
Abschliefend wurde fiir eine vollstindige Dokumentation der Hauptanteil der Viroid-RNA
sowie der in vitro-Transkripte durch Inkubation in FA-Lésung bei 70 °C zuriickgewonnen.

Die erhaltenen Fraktionen mussten nun noch auf ihren Gehalt an pflanzlichen Ribonu-
kleinsduren untersucht werden.

3.2.6 Detektion von Wirts-RNA in den Fraktionen

Im Anschluss an die Aufreinigung erfolgte die Analyse der selektiv durch Temperaturerh6hung
eluierten Nukleinsduren.

Zunichst wurden die aus der zweiten ,,Dynabeads®“- Aufreinigung erhaltenen Elutionsfraktio-
nen einer denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen und anschlieend mit
Silbernitrat angefirbt. Es zeigte sich jedoch, dass nach Aufreinigung gréflerer Nukleinséure-
mengen selbst unter minder stringenten Elutionsbedingungen eine Reihe von Fragmenten
zuriickgewonnen wurde, die spéter als PSTVd- bzw. Sonden-Degradationsprodukte identi-
fiziert werden konnten. In der Gelelektrophorese fiithrten diese zu einem Hintergrund, der es
nicht erlaubte, einzelne Signale pflanzlichen Nukleinsduren zuzuordnen.

Ein direkter, spezifischer Nachweis der gesuchten Nukleinsduren war ebenfalls nicht moglich.
Bekannt war lediglich, dass eine 100-150 Nukleotide lange RNA existierte, die eine partielle Se-
quenzkomplementaritit zu der Oberen Zentralen Konservierten Region (UCCR) von PSTVd
aufwies. Gleiches galt jedoch fiir (—)PSTVd-Replikationsintermediate sowie fiir PSTVd sel-
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ber. Aufgrund der Selbstkomplementaritit der Viroide beinhaltet eine partielle Komplemen-
taritdt zu der UCCR immer auch eine Homologie zu der unteren Zentralen Konservierten
Region (LCCR) von PSTVd. Ein Nachweis, der die Sequenzkomplementaritit der zelluldren
RNA zu der Konservierten Region von PSTVd ausnutzt, wiirde immer auch (-)PSTVd-
Replikationsintermediate und je nach T,-Wert des PSTVd-RNA-Hybrides auch PSTVd-Mo-
lekiile selber erkennen.

Ein anzuwendendes Analyseverfahren konnte daher nur indirekt durchgefiihrt werden. Vor-
aussetzung fiir diesen Ansatz war eine qualitativ hochwertige Aufreinigung. Das indirekte
Verfahren nutzte nun die Tatsache aus, dass die Sequenz der PSTVd-RNA ebenso bekannt
war wie die der Sonden. Ein gegen diese Molekiile gerichteter, spezifischer Nachweis sollte also
diejenigen Fragmente identifizieren konnen, die eindeutig nicht die gesuchte RNA darstellten.
Alle anderen Fragmente waren pflanzlichen Ursprungs.

Nach einer denaturierenden Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die Proben daher mit
zwei Farbeverfahren analysiert.

Zunéchst erfolgte der unspezifische Nachweis aller Nukleinsduren iiber eine Silberfirbung.

Als néchstes wurden die gleichen Proben auf ihren Gehalt an PSTVd-RNA und biotiny-
lierten (-)PSTVd-in vitro-Transkripten untersucht. Dabei wurden anhand einer (+)PSTVd-
spezifischen ,,Northern“-Hybridisierung Viroide sowie ihre Degradationsprodukte nachgewie-
sen, anhand einer (—)PSTVd-spezifischen ,Northern“-Hybridisierung multimere (-)PSTVd-
Replikationsintermediate, biotinylierte in vitro-Transkripte sowie deren Degradationsproduk-
te.

Durch Vergleich aller Datensétze konnten,wie in Schema 3.18 dargestellt, die Fragmente
ermittelt werden, die nur nach dem unspezifischen Nachweis aller Nukleinsiduren zu erkennen
waren und demnach aus pflanzlichem Gewebe stammten. Fraglich blieb, ob es sich dabei um
die mit PSTVd wechselwirkenden Ribonukleinsduren handelte. Reste abundanter pflanzlicher
Nukleinsduren, die zu keiner Zeit an PSTVd kovalent verkniipft vorlagen, konnten auch am
Ende der Aufreinigungen noch in einigen Proben nachgewiesen werden. Mit PSTVd wech-
selwirkende RNAs sollten aber Teil der als pflanzliche RNAs identifizierten Fragmentmenge
sein. Die Elemente dieser Menge lieferten somit eine erste Einschréinkung der Anzahl und der
Grofle der gesuchten RNAs.

3.2.6.1 Nachweis von Fragmenten mit (4+) oder (—)PSTVd-Sequenz

Um mit PSTVd eine stabile, durch Psoralen quervernetzbare Wechselwirkung ausbilden zu
koénnen, mussten zelluléire RNAs eine partielle Sequenzkomplementaritit zu (+)PSTVd-Mole-
kiillen aufweisen. Als Konsequenz daraus ergibt sich eine Homologie zu dem entsprechenden
Bereich des (—)Stranges. Eine solche homologe Region durfte jedoch nicht von einer (-)PSTVd-
spezifischen , Northern“-Sonde nachgewiesen werden. Andererseits enthielten die zu analysie-
renden Proben auch kurze Fragmente mit (—)PSTVd-Sequenz, die durch Degradation von
(-)PSTVd-Replikationsintermediaten oder biotinylierten in vitro-Transkripten entstanden wa-
ren. Da die zellulire RNA mit einer Sequenzkomplementaritit zu der UCCR von PSTVd eine
Lange von 100-150 Nukleotiden aufweist, mussten diese zumindest bis zu einem entsprechen-
den Groflenbereich noch zuverlissig identifiziert werden konnen. Es sollte also ein (-)PSTVd-
spezifisches Nachweisverfahren etabliert werden, das Degradationsprodukte einer Grofle von
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Abbildung 3.18: Schematische Darstellung des indirekten Nachweises. EI: unter nicht stringenten Bedin-
gungen gewonnenes Eluat der zweiten Aufreinigung; EII: im Anschluss an EI unter stringenteren Bedingungen
gewonnenes Eluat; cPSTVd: zirkulires PSTVd; m (-)PSTVd: multimere (-)Strang-PSTVd-Molckiile, diese

entstehen als Zwischenprodukt im ,rolling-circle“ Replikationszyklus von PSTVd; ivT: biotinylierte (-)PSTVd
Volllingen-in vitro Transkripte; IPSTVd: lineares PSTVd

ca. 100 Nukleotiden noch eindeutig nachwies, Fragmente mit einer Ubereinstimmung von ca.
20 Nukleotiden jedoch nicht. Dabei wurde von der Annahme ausgegangen, dass eine Wechsel-
wirkung zwischen PSTVd und einer zelluliren RNA nicht {iber mehr als 20 Basenpaarungen
stattfindet. Dieser Wert gilt als realistisch fiir intermolekulare RNA-Wechselwirkungen (Ba-
chellerie und Cavaillé 1997, Tollervey und Kiss 1997 und Staley und Guthrie 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurden fiir PSTVd-spezifische Nachweise Digoxigenin-markierte
in vitro-Transkripte voller Linge als ,Northern“-Sonden verwendet. Fiir die Ermittlung geeig-
neter Hybridisierungsbedingungen wurde die mit PSTVd wechselwirkende, pflanzliche RNA
durch ein RNA-Oligonukleotid mit PSTVd-Sequenz (In2) simuliert. Die maximale Hybri-
disierungstemperatur, die den Nachweis einer Nukleinsdure noch erlaubt, héngt direkt von
dem Tp,-Wert des Nukleinsiure—, Northern“-Sonden Hybrides ab. Aus Berechnungen mit dem
Poland-Programm (Steger 1994) ergab sich ein Ty,-Wert von 85 °C fiir ein Hybrid aus In2 und
(-)PSTVd-RNA. Dabei wurde der Parametersatz fir Oligonukleotide in 1 M NaCl bei einer
Nukleinsdurekonzentration von 1 yM eingestellt. Im Gegensatz dazu ergaben Berechnungen
mit identischen Parametern einen Tp,-Wert von 105 °C, wenn ein 20 Nukleotide langes Polyri-
bonukleotid aus der UCCR, (Nukleotide 79-98) zugrunde gelegt wurde. Im ungiinstigsten Fall
konnte also eine zellulire RNA mit einer 20 Nukleotide langen Sequenzkomplementaritéit zur
UCCR mit einer (-)PSTVd-spezifischen ,Northern“-Sonde ein Hybrid ausbilden, das einen
Tn-Wert von 105 °C in 1 M NaCl aufweist.

Mit Hilfe von ,dot-blot*“- Analysen wurde ermittelt, dass erst bei einer Temperatur von 45 °C
in 50 % Formamid und 5x SSC (0.75 M NaCl) das RNA-Oligonukleotid In2 mindestens um
einen Faktor 100 schlechter nachgewiesen wurde als ein 148 nt langes PSTVd-Minimalkon-
strukt (Daten nicht gezeigt). Aus der Differenz der errechneten Ty,-Werte ergab sich somit
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eine Hybridisierungtemperatur von 65 °C um zu gewihrleisten, dass eine zellulire RNA in
einem PSTVd-spezifischen Nachweis entsprechend diskriminiert wird.

Bevor Hybridisierungen bei 65 °C routineméfig durchgefithrt wurden, musste noch sicherge-
stellt werden, dass unter diesen Bedingungen PSTVd-Degradationsprodukte sowie degradier-
te Sonden-Fragmente einer Liénge von 100 Nukleotiden noch erkannt werden. Insbesondere
musste dabei beriicksichtigt werden, dass die in vitro-Transkripte biotinyliert vorlagen, und
damit moglicher Weise einen niedrigeren Tp,-Wert aufweisen. Die Experimente wurden da-
her mit 104 nt langen (+)PSTVd-in vitro-Transkripten wiederholt. Diese waren durch T7-in
vitro-Transkription mit 20 % Bio-UTP aus dem Plasmid pRH713 nach Inkubation mit der
Restriktionsendonuklease Dde I (Nukleotide 43-146) synthetisiert worden. Bei einer Hybridi-
sierungstemperatur von 65 °C in 50 % Formamid wurden diese Transkripte mit der gleichen
Empfindlichkeit nachgewiesen wie entsprechende unmodifizierte Transkripte oder PSTVd-
Minimalkonstrukte (Daten nicht gezeigt). Auch die absolute Nachweisgrenze blieb durch die
Temperaturerh6hung unbeeintrichtigt.

Im Folgenden wurde daher bei allen Analysen sowohl der (-) als auch der (4+)PSTVd-
spezifische Nachweis standardméflig bei einer Hybridisierungstemperatur von 65 °C in 50 %
Formamid durchgefiihrt.

3.3 Isolation und Identifikation der zelluliren Komponente von
in vitro mit Psoralen verkniipften PSTVd-RNA-Komplexen

Zunichst sollten Aufreinigungen aus in vitro quervernetzten RNA-Extrakten erfolgen. Damit
waren folgende Vorteile verbunden:

Wie in Thiel 1999 dargestellt, erfolgt die Quervernetzung in Protoplasten aus Kartoffel-
suspensionszellkulturen mit stark unterschiedlicher Effizienz. Im Gegensatz dazu zeigte die
Analyse in vitro quervernetzter Proben reproduzierbare Ergebnisse. Auflerdem erlaubte die in
vitro-Quervernetzung eine flexiblere Auswahl des in die Aufreinigung eingebrachten Ausgangs-
materials. Wiahrend die in vivo-Verkniipfung nur an Protoplasten aus PSTVd-intermediate
infizierten Zellkulturen der Kartoffel etabliert worden war, lieen sich in vitro induzierte Quer-
vernetzungen an jedem PSTVd-haltigen RNA-Extrakt durchfiihren.

Experimentell wurde wie in Schema 3.2 beschrieben verfahren. Ausgangsmaterial war durch
thermische Denaturierung und langsames Wiederabkiihlen in 100 mM NaCl komplexierte und
anschlieend quervernetzte RNA aus PSTVd-infiziertem Tomaten-Blattgewebe oder aus Kar-
toffelsuspensionszellkulturen.

3.3.1 Aufreinigung mit Biotin-markierten PSTVd-in vitro-Transkripten vol-
ler Linge aus vorfraktionierten Lycopersicon esculentum RNA-Extrakten

Die erste Aufreinigung erfolgte aus einem vorfraktionierten RNA-Extrakt unter Verwendung
von biotinylierten PSTVd-in vitro-Transkripten voller Linge. Dieser Extrakt war aus Blittern
von PSTVd (Stamm RG1) infizierten Tomaten isoliert und wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben
durch LiCl- und PEG-Prézipitationen aufbereitet worden (siehe Abbildung 3.19 Spur 1). Das
Verhiltnis von Viroid-RNA zu Wirts-RNA entsprach nicht den natiirlichen Verhéltnissen,
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da durch die Extraktionsprozedur kurze Nukleinsduren angereichert werden. Es wurde aber
erwartet, dass die weiter oben beschriebene 100-150 Nukleotide lange RN A, die {iber die UCCR
eine Wechselwirkung mit PSTVd ausbildet, in dem Extrakt enthalten und mit aufkonzentriert
worden war. Da die PSTVd-Konzentration ebenfalls erhéht war, erschien es wahrscheinlich,
dass iiberproportional viele PSTVd-RNA-Komplexe durch Psoralen kovalent verkniipft und
anschlieffend aufgereinigt werden konnten. Zusammen mit der Tatsache, dass vorfraktionierte
RNA-Extrakte in der Aufreinigung zu einem deutlich reduzierten Hintergrund an pflanzlichen
Nukleinsauren fiithrten, ergaben sich somit ideale Voraussetzungen fiir eine erste Aufreinigung.

1.Aufreinigung 2.Aufreinigung
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Abbildung 3.19: Aufreinigung von in vitro an PSTVd quervernetzter zellulirer RNA unter Verwendung
von biotinylierten (-)PSTVd-Volllingen-in vitro-Transkripten. Dargestellt ist ein denaturierendes 9 % Poly-
acrylamidgel (29:1); 8 M Harnstoff; 0.5x TBE; mit anschlieffender Silberfirbung. 1.Aufreinigung: Es wurden
112 pg RNA aus vorfraktionierten Tomaten-Extrakten in die Aufreinigung eingebracht, an 16 pg biotinyliertes
(-)PSTVd-Volllingen-in vitro-Transkript hybridisiert und an 1 pg ,Dynabeads pro 2.7 ng Sonde gebunden.

Nach Abnahme des Uberstandes erfolgten die Waschungen in 0.1x SSC zweimal bei Raumtemperatur und ein-
mal bei 52 °C . Die Elution wurde in FA-Lésung bei 71 ° C durchgefihrt. 2.Aufreinigung: Nach der erneuten
Hybridisierung folgte die Photoreversion fir 9 Minuten. Analog der 1.Aufreinigung wurde die Probe an die
»Dynabeads“ gebunden und in 0.1x SSC bei Raumtemperatur gewaschen. Die Elution erfolgte stufenweise wie
angegeben. Spur 1: 230 ng Ausgangsextrakt (Nt 11); Spur 2: 280 ng Ausgangsexrtrakt nach Quervernetzung. Die
im Folgenden aufgefiihrten Angaben beziehen sich auf die dem aufgetragenen Aliquot entsprechenden Mengen

in die Aufreinigung eingebrachter Nukleinsiure. Spuren 8-5: 1. Aufreinigung; Spur 3: Uberstand (230 ng); Spur
4: Eluat vor der Photoreversion (230 ng); Spur 5: Eluat nach der Photoreversion (230 ng); Spur 6: 50 ng
Lingenstandard pBR322f1,. 111 mit den Fragmentlingen: 587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184,

123/124, 104, 89 nt; Spur 7: 50 ng Digozigenin-markierter Lingenstandard pBR322f,. 111 mit den entspre-

chenden Fragmentlingen; Spuren 8-13: 2.Aufreinigung; Spur 8: Uberstand (47 pg); Spur 9: Waschung I, 0.1x
SSC bei RT (47 ng); Spur 10: Waschung 11, 0.1x SSC bei RT (47 pg); Spur 11: Eluat I; 0.1x SSC bei 68 °C
(47 pg); Spur 12: Eluat II, H>O bei 70 ° C (47 pg) und Spur 18: Eluat III, FA-Lésung bei 70 °C (5.7 ug)

Abbildung 3.19 fasst die Ergebnisse einer solchen Isolation zusammen. Mit dem ersten Auf-
reinigungsschritt konnte die Hauptmenge pflanzlicher Nukleinsdure abgetrennt werden. Das
Eluat in Spur 4 enthélt lineare und zirkulére Viroide, Komplexe und in vitro-Transkripte. Nach
der Photoreversion nimmt die gesamte Nukleinsidurekonzentration in der Probe ab (Spur 5).
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Diese Degradation wurde durch UV-Schidigungen hervorgerufen. Ein Vergleich mit Spur 4
zeigt keine nach der Reversion der Quervernetzung auftretende zusétzliche Bande. Also konn-
te keine zellulire RNA detektiert werden, die aus einem Komplex mit PSTVd freigesetzt
wurde.

Die Proben des zweiten Aufreinigungsschrittes wurden 200x konzentrierter aufgetragen als
die der ersten Aufreinigung. Trotzdem lieBen sich im Uberstand (Spur 8) nur geringe Mengen
an PSTVd und einer RNA, die auf einer Hohe mit 5S RNA migriert, nachweisen. Nach den
Waschungen (Spuren 9 und 10) erfolgte die Elution in drei Stufen. Zunéchst wurden die Parti-
kel in 0.1x SSC (15 mM NaCl) bei 68 °C inkubiert. Spur 11 ldsst erkennen, dass unter diesen
Bedingungen bereits ein deutlicher Anteil der Viroid-RNA eluierte und nach der Silberfarbung
die intensivsten Signale in dieser Probe zeigte. Daneben erscheint eine weitere dominante Ban-
de, die in der Abbildung mit einem Stern gekennzeichnet ist. Diese RNA weist eine Lénge von
120 Nukleotiden auf und ist in dieser Fraktion am konzentriertesten. Nach Elution in HyO bei
70 °C (Spur 12) ist ein dhnliches Bild zu erkennen. Die Relation der Signalintensititen dndert
sich jedoch. Wihrend die Menge an Viroid-RNA zunimmt, nimmt die mit Stern markierte
Nukleinsdure im Vergleich zu der vorherigen Elution ab. Dieser Trend verstéirkt sich in der
letzten Elutionsfraktion (Spur 13). Hier ist an der entsprechenden Position kein Fragment er-
kennbar, wohingegen die Viroidkonzentration in etwa der ersten Elution in Spur 11 entspricht.
Da nach Inkubation in FA-Losung bei 70 °C Viroide und in vitro-Transkripte fast vollstindig
zuriickgewonnen werden konnten, wurde in Spur 13 weniger als ein Achtel der Menge auf-
getragen, die in den bisher vorgestellten Proben in das Gel eingebracht wurden. Erst unter
diesen letzten, stringenten Elutionsbedingungen wurden die biotinylierten in vitro-Transkrip-
te und stabil daran gebundene Viroide von den Partikeln abgewaschen. Das bereits in den
vorangegangenen Spuren PSTVd und Sonden-Molekiile nachgewiesen werden konnten, wurde
als Konsequenz einer indirekten Aufreinigung interpretiert. Die Idee beruht auf der Annah-
me, dass wihrend der Maskierung der Viroide nicht nur dimere PSTVd(-Komplexe)-Sonden
Hybride entstehen, sondern multimere Konstrukte mit variablen PSTVd/Sonden-Verhiltnis-
sen. Dies wird durch die Selbstkomplementaritit der Viroidsequenz ermoglicht, welche die
Ausbildung homomolekularer Hybride mit (4) oder (~)Sequenz erlaubt. Eine resultierende
Wechselwirkung ist jedoch energetisch ungiinstiger als die eines (+)/(—)PSTVd-Hybrides und
derart gebundene Molekiile eluieren bereits unter minder stringenten Reaktionsbedingungen.

Es entsprach daher den Erwartungen, dass die Konzentration der PSTVd-Molekiile und der
biotinylierten in vitro-Transkripte mit Fortschreiten des Elutionsprozesses zunahm. Anders
sollte sich eine mit PSTVd wechselwirkende RNA verhalten. Bereits in Abschnitt 3.2.1 wur-
de diskutiert, dass eine solche pflanzliche Ribonukleinsiure, die nur iiber wenige Nukleotide
eine Wechselwirkung mit PSTVd ausbildet, bereits unter milderen Bedingungen vollstindig
eluiert. Die Tatsache, dass die mit Stern gekennzeichnete RNA ihr Elutionsmaximum be-
reits bei 68 °C in 0.1x SSC erreicht und die Elutionsintensitdt in den folgenden Fraktio-
nen stetig abnimmt, ist ein erster Hinweis darauf, dass es sich bei dieser um eine pflanzli-
che Nukleinsdure handelt. Aber erst der PSTVd-spezifische Nachweis erlaubt eine eindeutige
Aussage. Um die direkte Vergleichbarkeit der in Abbildung 3.20 dargestellten ,,Northern“-
Analysen mit dem in Abbildung 3.19 gezeigten Gel zu gewéhrleisten, wurde in letzterem ein
Digoxigenin-markierter Lingenstandard in Spur 7 mit aufgetragen. Wie der Vergleich zu ei-
nem unmodifizierten Lingenstandard mit gleichen Fragmentlingen (Spur 6) erkennen lift
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fithrt die 3’-Endmarkierung mit Digoxigenin zu einer leichten Retardation im Gel. Der gleiche
Lingenstandard wurde bei dem nachfolgenden Viroid-spezifischen Nachweis verwendet.

A) (+)PSTVd spezifischer Nachweis
(2.Aufreinigung)
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il 4104 nt
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Abbildung 3.20: Aufreinigung von in vitro an PSTVd quervernetzter zellulirer RNA unter Verwendung
von biotinylierten (—)PSTVd-Volllingen-in vitro-Transkripten. Teil A): (+)PSTVd-spezifischer Nachweis; Teil
B): (-)PSTVd-spezifischer Nachweis. Die bereits in Abbildung 3.19 dargestellten und beschriebenen Proben der
2. Aufreinigung wurden in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt (8 % PAA (29:1); 1x TBE; 8 M
Harnstoff; 55 ° C), elektrisch auf eine Nylonmembran transferiert, und mit Digozigenin-markierten ,,Northern “-

Sonden nachgewiesen. Die Hybridisierung erfolgte bei 65 °C in 50 % Formamid. Spur 1: Uberstand, 4.7 jg;
Spur 2: Waschung II, /.7 pg; Spuren 3-5: Eluate I-III, je /.7 pg; Spur 6: Digozigenin-markierter DNA-
Lingenstandard V, Roche Mannheim mit den Fragmentlingen 192, 184, 124/123, 104, 89, 80... nt

Abbildung 3.20 zeigt die bereits in Abbildung 3.19 dargestellten Proben sowohl nach einer
(+)PSTVd-spezifischen (A)), als auch nach einer (-)PSTVd-spezifischen (B)) ,Northern“-
Analyse. In beiden Teilen ist der Hintergrund an Viroid-RNA in den Elutionsfraktionen deut-
lich zu erkennen. Auch in dem Bereich, in dem Fragmente einer Grofie zwischen 104 und
123/124 Nukleotiden migrieren, sind Viroide nachweisbar. Kein Signal weist jedoch eine dem
in der vorherigen Abbildung mir Stern gekennzeichneten dhnliche Charakteristik auf, da die In-
tensitidten im Verlauf der Elutionen stetig zunehmen. Es kann kein Degradationsprodukt mit
(+) oder (-)PSTVd-Sequenz erkannt werden, das ein Elutionsmaximum bei 68 °C in 0.1x
SSC aufweist. Damit war gezeigt, dass es sich bei dem aufgereinigten, in Abbildung 3.19 mit
Stern gekennzeichneten Fragment um eine 120 Nukleotide lange RNA pflanzlichen Ursprungs
handelte. Andere zellulire RNAs konnten nicht nachgewiesen werden.
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3.3.2 Aufreinigung mit verkiirzten, Biotin-markierten (—-)PSTVd-in vitro-
Transkripten aus vorfraktionierten Lycopersicon esculentum RINA-Ex-
trakten

Die Isolation einer pflanzlichen RNA bedeutete nicht zwangsldufig, dass diese zuvor mit
PSTVd eine durch Psoralen quervernetzte Wechselwirkung ausgebildet hatte. Um dies zu
zeigen war es notwendig, die Freisetzung der zelluliren Komponente aus dem Komplex nach-
zuweisen. Konkret bedeutete dies, dass die Probe nach der ersten Aufreinigung vergleichend
vor und nach der Photoreversion gelelektrophoretisch untersucht werden musste. Zu diesem
Zeitpunkt hatte in der Aufreinigung jedoch noch keine Differenzierung zwischen zellulirer
RNA und PSTVd-RNA sowie Sonden-Molekiilen stattgefunden. Alle Fragmente befanden sich
in einer Fraktion. Abbildung 3.20 zeigt in Teil B) Spur 5 ein (—)PSTVd-Degradationsprodukt,
das ein der zelluliren RNA entsprechendes Migrationsverhalten aufwies. Die Konzentration
dieses Fragments variierte in unabhingigen Aufreinigungen und konnte so hoch sein, dass der
Nachweis im Silbergel moglich war. Der eindeutige Beweis einer Zunahme der zelluliren RNA
durch Aufhebung der kovalenten Verkniipfungen konnte vor einem solchen Hintergrund nicht
erfolgen. Da gezeigt werden konnte, dass die 120 Nukleotide langen (—)PSTVd-Molekiile auf
eine Degradation der in die Aufreinigung eingebrachten (—)PSTVd-in vitro-Transkripte voller
Lange zuriickzufiihren waren, erschien es sinnvoll fiir die folgende Untersuchung 61 nt-PSTVd-
in vitro-Transkripte mit (—)Strang-Sequenz als Sonde einzusetzen.

Experimentell wurde wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben verfahren. Ein vor-
fraktionierter RNA-Extrakt aus PSTVd (Stamm RG1)-infizierten Tomaten-Blittern wurde
nach in vitro Komplexeinstellung und Quervernetzung im Bereich der Nukleotide 221-282
(LCCR) an biotinylierte 61 nt-(~)PSTVd in vitro-Transkripte hybridisiert. Dabei wurden so-
wohl fiir die Hybridisierung als auch fiir die nachfolgende Bindung an die ,Dynabeads“ die
Konzentrationsverhéltnisse den in Abschnitt 3.2.2.2 etablierten Parametern angepasst.

Auch hier zeigte die erste Aufreinigung ein qualitativ gutes Ergebnis. Spur 1 in Abbil-
dung 3.21 stellt 1 % des nach der Bindung an die ,Dynabeads® abgenommenen Uberstandes
dar. Nach Waschungen in 0.1x SSC bei Raumtemperatur und 50 °C konnten in 1 % der Eluti-
onsfraktion (Spur 4) keine abundanten pflanzlichen Nukleinsduren mehr nachgewiesen werden.
Als diskrete Banden zu erkennen sind vor allem zirkulidre und lineare Viroide, Degradations-
produkte sowie die 61-nt-PSTVd-in vitro-Transkripte. In den Spuren 3-5 wurden verschiedene
Konzentrationen der Elutionsfraktion aufgetragen, um sie mit dhnlichen Konzentrationen der
Probe nach 9-miniitiger Bestrahlung mit UV-Licht der Wellenldnge 254 nm zu vergleichen.
Dies sollte die Identifikation von Nukleinsduren erlauben, die aus den Komplexen entlassen
worden waren und in der Gelelektrophorese als zusétzliches Signal in Erscheinung traten. Vor-
aussetzung hierfiir war, dass von den Proben nach der Photoreversion nicht mehr RNA in das
Gel eingebracht wurde als von den Referenzproben vor der Bestrahlung. Ein zu beobachtender
Effekt wire sonst auch als Konsequenz einer erhthten Nukleinsdurekonzentration interpretier-
bar. Es wurde daher von den entsprechenden Proben etwas weniger Nukleinsdure eingesetzt.
Zusétzlich konnten die 61 nt-PSTVd-in vitro-Transkripte als interner Mengenstandard ange-
sehen werden. Da sie nicht in die kovalent verkniipften Komplexe integriert worden waren,
sollte ihre Konzentration durch die Photoreversion nicht zunehmen. Wie aus Abbildung 3.21
ersichtlich, wurden in den zwei Konzentrationsreihen (Spuren 3-5 vor der Reversion und Spu-
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Abbildung 3.21: Aufreinigung von in vitro an PSTVd quervernetzter zellulirer RNA unter Verwendung
von verkiirzten, biotinylierten (-)PSTVd-in vitro-Transkripten. Dargestellt ist ein denaturierendes 8 % Poly-
acrylamidgel (29:1); 8 M Harnstoff; 1x TBE; mit anschlieflender Silberfirbung. 1. Aufreinigung (Spuren 1-8):
Es wurden 24.8 pg RNA aus vorfraktionierten Tomaten-Extrakten in die Aufreinigung eingebracht, an 2.55 pg
61 nt-(-)PSTVd-in vitro- Transkripte hybridisiert und an 1 pg ,Dynabeads® pro 0.19 ng Sonde gebunden. Nach

Abnahme des Uberstandes erfolgten die Waschungen in 0.1x SSC einmal bei RT und zweimal bei 50 °C. Die
Elution wurde in FA-Lésung bei 70 ° C durchgefiihrt. 2. Aufreinigung (Spuren 10-15): Nach erneuter Hybridi-
sierung und Photoreversion fir 9 Minuten wurden 90 % des Eluates der 1. Aufreinigung in die 2. Aufreinigung
eingebracht. Analog der 1. Aufreinigung wurde die Probe an die ,Dynabeads® gebunden und bei RT mit 0.1x
SSC gewaschen. Im Folgenden angegeben sind die prozentualen Anteile des aufgetragenen Aliquots zu der ge-

samten Fraktion. Spur 1: 1 % des Uberstandes; Spur 2: 10 % der dritten Waschung; Spuren 3-5: 0.5; 1 und
1.5 % des Eluates vor der Photoreversion; Spuren 6-8: 0.48; 0.96; 1.4 % des Eluates nach der Photoreversion;
Spur 9: Digozigenin-markierter DNA-Langenstandard V, Roche Mannheim , mit den Fragmentlingen 587, 540,
504, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184, 124/123, 104, 89, 80, 64 nt; Spur 10: 50 % des Uberstandes; Spur 11:
50 % der Waschung; Spur 12: 50 % der ersten Elution in 0.1x SSC bei 50 °C ; Spur 13: 50 % der zweiten
Elution in 0.1x SSC bei 70 ° C ; Spur 14: 50 % der dritten Elution in Ho O bei 70 ° C ; Spur 15: 10 % der vierten
Elution in FA-Lisung bei 70 °C ; cPSTVd: zirkulires PSTVd; IPSTVd: lineares PSTVd; zRNA: zellulire RNA;
wT: in vitro- Transkripte

ren 6-8 nach der Reversion) vergleichbare RNA-Mengen aufgetragen. Fragmente, die nur nach
und nicht vor der Reversion detektierbar waren, mussten daher RNAs sein, die zuvor iiber
Psoralen kovalent an PSTVd gebunden vorlagen.

Eine solche 120 Nukleotide lange Ribonukleinsdure konnte in den Spuren 7 und 8 eindeu-
tig nachgewiesen werden. In der zweiten Aufreinigung verhielt sich dieses Fragment identisch
wie die in Abschnitt 3.3.1 beschriebene und in der Abbildung 3.19 mit Stern gekennzeich-
nete pflanzliche RNA. Weder der (+) noch der (-)PSTVd-spezifische Nachweis liefl Signale
innerhalb des entscheidenden Bereiches erkennen (Daten nicht abgebildet). Dies bestitigte,
dass es sich nicht um PSTVd- oder Sonden-Degradationsprodukte handelte. Es konnte daher
geschlossen werden, dass in beiden Versuchen die gleiche zellulire RNA aufgereinigt worden
war. Wihrend zuvor die erste Elution der zweiten Aufreinigung bei 68 °C durchgefiihrt wurde
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(siehe Abbildung 3.19) konnte nun gezeigt werden, dass das Elutionsmaximum dieser RNA
bereits durch Inkubation bei 50 °C in 0.1 x SSC induziert werden konnte. Weitere Nukleinsdur-
en pflanzlichen Ursprungs konnten auch unter Verwendung verkiirzter Sonden nicht detektiert
werden.

Somit war einer 120 Nukleotide lange, zellulire RNA aufgereinigt worden, die sich nach
in vitro-Komplexeinstellung in vorfraktionierten RNA-Extrakten aus Tomaten-Blittern iiber
Psoralen kovalent an PSTVd (Stamm RG1) binden lies.

3.3.3 Nachweis von 5S rRNA in den aufgereinigten Komplexen

Aufgrund der Tatsache, dass die isolierte Nukleinsdure eine Linge von 120 Nukleotiden auf-
wies, wurde vermutet, dass es sich um 5S rRNA handeln konnte. Diese ist ein Bestandteil
der groflen ribosomalen Untereinheit und gehort zu den hiufigsten zelluldren Nukleinsduren.
Durch die Vorfraktionierung des eingesetzten RNA-Extraktes wurde sie weiter angereichert
und stellte hinter tRNA die konzentrierteste Nukleinséure in dem Ausgangsmaterial dar (siehe
Abbildung 3.19, Spuren 1-3).

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde ein 5S rRNA-spezifisches Nachweisverfahren eta-
bliert. Dabei wurden Digoxigenin-markierte in vitro-Transkripte mit invertierter 5S rRNA-
Sequenz als ,Northern“-Sonden verwendet (siche Abschnitt 2.6.4).

Aliquots der bereits in Abbildung 3.21 dargestellten Proben wurden in einem denaturieren-
den Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert, alkalisch denaturiert
und mittels UV-Strahlung fixiert. Die Hybridisierung mit den Sonden erfolgte {iber Nacht bei
60 °C in 50 % Formamid. Dies erwies sich als ausreichend stringent. Nach einer Inkubation
mit Anti-DIG-F,;,-Alkalische-Phosphatase Antikorper erfolgte die eigentliche Nachweisreakti-
on mit dem CDP-Star™-System. Abbildung 3.22 gibt die Ergebnisse wieder.

Die iiber die ,,Dynabeads“ mit aufgereinigte 5S rRNA wies die gleichen Eigenschaften wie die
zuvor in Abbildung 3.21 dargestellte zellulire RNA auf. In Abbildung 3.22 konnte monomere
53 TRNA sowohl in dem Uberstand (Spur 2) sowie in den beiden ersten Elutionsfraktionen
EI und EIT (Spuren 4 und 5) nachgewiesen werden. Das Elutionsmaximum wurde dabei in
0.1x SSC bei 50 °C erreicht (Spur 4). 5S rRNA enthaltende Komplexe zeigten ein reziprokes
Verhalten. Thr Elutionsprofil entsprach dem von PSTVd. Erst durch Inkubation bei 70 °C
konnten sie zuriickgewonnen werden (Spuren 6 und 7). Unter Beriicksichtigung des Umstandes,
dass diese Komplexe in dem Uberstand nicht vorhanden waren und demzufolge vollstindig
an die ,,Dynabeads“ gebunden wurden, konnte geschlossen werden, dass es sich hierbei um
in vitro eingestellte und durch Psoralen quervernetzte PSTVd-5S rRNA-Komplexe handelte.
Diese waren zuvor nicht identifiziert worden, da sie weder in einem Sequenz-unspezifischen,
noch in einem PSTVd-spezifischen Nachweis von reinen PSTVd-Komplexen zu unterscheiden
waren.

Damit war gezeigt worden, dass es sich bei der 120 Nukleotide langen, zelluliren RNA, die
aus vorfraktionierten Tomaten-RNA-Extrakten aufgereinigt werden konnte, um 5S rRNA han-
delte. Dariiber hinaus konnten in vitro eingestellte und mit Psoralen quervernetzte Komplexe
zwischen PSTVd und 5S rRNA nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.22: 53 rRNA-spezifische Analyse der Aufreinigungsfraktionen von in vitro an PSTVd querver-
netzter zellulirer RNA unter Verwendung von verkiirzten, biotinylierten (-)PSTVd-in vitro-Transkripten. Es

wurden Aliquots der bereits in Abbildung 3.21 dargestellten Proben der zweiten Aufreinigung in einem dena-
turierenden 8 % Polyacrylamidgel (29:1) (1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C) aufgetrennt, elektrisch auf eine

Nylonmembran transferiert, alkalisch denaturiert und fiziert. Der Nachweis erfolgte mit dem CDP-Star™-
System. Im Folgenden angegeben sind die prozentualen Anteile des aufgetragenen Aliquots von der gesamten
Fraktion. Spur 1: Digozigenin-markierter DNA-Lingenstandard V, Roche Mannheim, mit den Fragmentlingen
587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 218, 192, 184, 124/128, 104 nt; Spur 2: 10 % des Uberstandes; Spur 8: 10 %
der Waschung; Spur 4: 10 % der ersten Elution in 0.1x SSC bei 50 °C; Spur 5: 10 % der zweiten Elution in
0.1x SSC bei 70 ° C; Spur 6: 10 % der dritten Elution in H>O bei 70 °C; Spur 7: 10 % der vierten Elution in
FA-Lésung bei 70 °C; K: Kompleze aus 5S TRNA und PSTVd; 55: 5S rRNA

3.3.4 Aufreinigung mit Biotin-markierten PSTVd-in vitro-Transkripten vol-
ler Linge aus Solanum demissum Gesamt-RNA-Extrakten

In dem zuvor verwendeten RNA-Extrakt entsprachen die Konzentrationsrelationen zwischen
PSTVd und 5S rRNA nicht den in der Zelle vorliegenden Verhéltnissen. Beide waren iiber
differentielle Prézipitationen angereichert worden. Es musste nun iiberpriift werden, inwieweit
die gewonnenen Erkenntnisse auf RNA-Extrakte mit natiirlichen PSTVd/5S rRNA Konzen-
trationsrelationen iibertragbar waren. Des Weiteren konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
durch die Vorfraktionierung potentielle PSTVd-Wechselwirkungspartner aus den Extrakten
entfernt worden waren. Daher war es notwendig, die vorgestellten Experimente an Gesamt-
RNA aus Zellkernen zu wiederholen.

Die Isolation der Nukleinsduren erfolgte aus PSTVd (Stamm intermediate)-infizierten Zell-
kulturen der Kartoffel Solanum demissum (Linie M316) wie in Abschnitt 2.5.3 beschrie-
ben. Nach der in vitro-Komplexeinstellung und der anschlieenden Quervernetzung wurde die
Aufreinigung der PSTVd-Komplexe mit (-)PSTVd-in vitro-Transkripten voller Linge durch-
gefithrt. Die Menge einzusetzender Transkripte war zuvor anhand von Titrationsanalysen er-
mittelt worden (s.S. 50 und folgende). Im Anschluss an den ersten Aufreinigungsschritt wurde
ein Aliquot des Eluates mit UV-Licht (254 nm) bestrahlt und gemeinsam mit einem unbehan-
delten Aliquot gelelektrophoretisch analysiert. Der grofite Teil des Eluates wurde aber direkt
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Abbildung 3.23: 55 rRNA-spezifische Analyse der Aufreinigungsfraktionen von in vitro quervernetzter, zel-
luldrer Kern-RNA unter Verwendung von biotinylierten Volllingen-(—)PSTVd-in vitro-Transkripten. Die Pro-

ben wurden in einem denaturierenden 8 % Polyacrylamidgel (29:1) (1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C) aufge-
trennt, elektrisch auf eine Nylonmembran transferiert, alkalisch denaturiert und fiziert. Der Nachweis erfolgte

mit dem CDP-Star™ -System. 180 ug RNA wurden in die Aufreinigung eingebracht. Im Folgenden angegeben
sind die prozentualen Anteile des aufgetragenen Aliquots von der gesamten Fraktion. 1. Aufreinigung: Spur 1:
0.5 % des Eluates der ersten Aufreinigung vor der Photoreversion; Spur 2: wie Spur 1 aber 2.3 %; Spur 3: 0.5 %
des Eluates der ersten Aufreinigung nach der Photoreversion; Spur 4: wie Spur 8 aber 2.8 %. 2. Aufreinigung

(Es wurden jeweils 40 % des gesamten Ansatzes aufgetragen): Spur 5: Uberstand; Spur 6: Waschung in 0.1x

SSC bei Raumtemperatur; Spur 7: erste Elution in 0.1x SSC bei 50 ° C; Spur 8: zweite Elution in 0.1x SSC
bei 70 ° C; Spur 9: dritte Elution in H> O bei 70 ° C; Spur 10: vierte Elution in FA-Ldsung bei 70 °C

in den zweiten Aufreinigungsschritt eingebracht. Waschungen und Elutionen wurden analog
zu Abschnitt 3.3.2 durchgefiihrt. Auch die Photoreversion erfolgte entsprechend. Erzielte Er-
gebnisse waren damit direkt vergleichbar.

Erste Gelanalysen bestitigten die Qualitdt der Aufreinigungen und zeigten, dass auch in
Kernextrakten aus Kartoffeln eine zellulire RNA mit einer Linge von 120 Nukleotiden isoliert
werden konnte. Erwartungsgemifl war ihre Konzentration jedoch geringer als nach einer Auf-
reinigung aus vorfraktionierten Extrakten. Abbildung 3.23 zeigt die gewonnenen Proben nach
einem 5S rRNA-spezifischen Nachweis. Das erhaltene Bild entspricht dem der Abbildung 3.21.
Am Ende der ersten Aufreinigung kénnen 5S rRNA-Molekiile durch 9-miniitige Bestrahlung
mit UV-Licht aus Komplexen freigesetzt werden. Der Vergleich der Spuren 1 und 2 mit den
Spuren 3 und 4 zeigte eine deutliche Zunahme des 5S rRNA-Signals durch die Photoreversi-
on. Auch in der zweiten Aufreinigung stimmen die Ergebnisse iiberein. Uber PSTVd an die
,Dynabeads“ gebundene 5S rRNA eluiert im wesentlichen bei 50 °C in 0.1x SSC (Spur 7). In
den nachfolgenden Elutionen kénnen nur noch geringe Mengen nachgewiesen werden.

Da das vorgestellte Experiment analog der Aufreinigung von PSTVd-5S rRNA-Komplexen
aus vorfraktionierten Tomaten-Extrakten mit verkiirzten Sonden durchgefiithrt wurde und die
in den Gelanalysen erhaltenen 5S rRNA-Verteilungsmuster identisch sind, konnten die glei-
chen Schlussfolgerungen gezogen werden. Auch in RNA-Extrakten aus Kartoffelsuspensions-
zellkulturen mit einem der Situation im Zellkern entsprechenden Konzentrationsverhéltnis von
PSTVd zu 5S rRNA konnte PSTVd durch thermische Denaturierung und langsame Renaturie-
rung Psoralen-verkniipfbare Komplexe mit 5S rRNA ausbilden. Diese Komplexe konnten mit
dem zuvor etablierten Verfahren aufgereinigt werden. Die Komponenten PSTVd und 5S rRNA
wurden durch Photoreversion freigesetzt und anschlieBend nachgewiesen.

Weitere Fragmente konnten jedoch auch nach Komplexbildung mit Kern-RNA nicht detek-
tiert werden. An dieser Stelle muss beriicksichtigt werden, das moglicherweise vorhandene,
groflere Wechselwirkungspartner, deren Migrationsverhalten in denaturierenden Gelelektro-
phoresen dem von PSTVd oder PSTVd-Komplexen entspricht, mit der angewendeten Stra-
tegie nicht identifiziert werden konnten. Vor dem Hintergrund an Viroid-RNA wiren solche
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Fragmente nicht nachzuweisen. Gleiches gilt fiir kleine pflanzliche Nukleinsduren, die zwar
einen Komplex mit PSTVd ausbilden kénnen, aber nur in so geringer Konzentration, dass ein
Nachweis mit der gewdhlten Methodik nicht méglich wire.

3.3.5 Direkte Wechselwirkung zwischen isoliertem PSTVd und 5S rRNA

Nachdem gezeigt worden war, dass in vitro ein durch Psoralen kovalent quervernetzbarer
Komplex eingestellt werden konnte, der sowohl PSTVd als auch 5S rRNA enthielt, sollte nun
sichergestellt werden, dass beide Molekiile eine Wechselwirkung miteinander ausbilden kénnen.
Dariiber hinaus musste untersucht werden, in wie weit PSTVd-Degradationsprodukte fiir eine
erfolgreich Komplexierung notwendig waren. Bereits 1988 war eine Wechselwirkung zwischen
PSTVd und 7S RNA postuliert worden (Haas et al. 1988). Dies erwies sich jedoch als biologisch
nicht relevant, da die Bindung beider Molekiile nur erfolgreich induziert werden konnte, wenn
die PSTVd-Sequenz auf geeignete Fragmentgrofle verkiirzt wurde.

Um die gegebene Fragestellung zu untersuchen, wurde ein Vergleich der Retardierungsmus-
ter in vitro eingestellter 5S rRNA-Komplexe mit und ohne PSTVd durchgefiihrt. Zirkulires
PSTVd und 5S rRNA wurden mittels Gelelution aus Tomaten-RNA-Extrakten isoliert. Zwei
Proben wurden parallel bearbeitet. Zum Einen wurde 5S rRNA alleine und zum Anderen
mit PSTVd gemeinsam thermisch denaturiert, renaturiert und mit Psoralen inkubiert. Die
5S rRNA wurde dabei in einem 2.6 fachen molaren Uberschuss in die Reaktion eingebracht.
Dies spiegelte in etwa die Konzentrationsverhéltnisse in vorfraktionierten RNA-Extrakten wie-
der.

Anhand des Verteilungsmusters retardierter Signale wurde entschieden, ob die zugrundelie-
genden Komplexe PSTVd enthielten oder nicht. Signale, die in beiden Anséitzen nachweisbar
waren enthielten nur 5S rRNA. Die Signale, die jedoch nur bei PSTVd-Zugabe zu erkennen wa-
ren, mussten auf Komplexe aus PSTVd und 5S rRNA zuriickzufiihren sein. Ein solches Signal
ist in Abbildung 3.24 Spur 2 zu sehen. Diese Komplexe wurden in der Gelelektrophorese stéirker
retardiert als alle Signale der Kontrollprobe in Spur 3. Die Kontrolle enthielt kein PSTVd.
Daher konnten retardierte Signale hier als 5S rRNA-Multimere oder als abweichende 5S rRNA-
Konformationen interpretiert werden. Beides wird in der Literatur beschrieben (Gruner 1992,
Ogata et al. 1991a). Oberhalb der monomeren 5S rRNA sind in Spur 3 zwei solcher Signale zu
erkennen. Diese sind auch bei Anwesenheit von PSTVd im Reaktionsansatz nachweisbar (Spur
2). Die Konzentration der zusitzlichen Signale nahm jedoch zugunsten der PSTVd-5S rRNA
Komplexe ab. Es kann zum jetzigen Zeitpunkt nur dariiber spekuliert werden, ob die Kom-
plexbildung der 5S rRNA mit PSTVd in Konkurrenz zu einer 5S rRNA-Multimerisierung steht
oder ob nur suboptimale 5S rRNA-Konformationen eine Wechselwirkung mit PSTVd erlau-
ben. Da nach der Gelelution in den Proben keine weiteren zelluldren Nukleinsduren vorhanden
waren, kann jedoch als gesichert angenommen werden, dass die PSTVd-5S rRNA-Komplexe
aus einer direkten Wechselwirkung beider Komponenten miteinander entstanden sind. Ca.
90 % der eingesetzten Viroide lagen zirkulir, der Rest linear vor. Nach der Gelelution konn-
ten keine Degradationsfragmente nachgewiesen werden. Somit war bewiesen, dass monomere
PSTVd-Molekiile in vitro eine direkte Wechselwirkung mit 5S rRNA ausbilden kénnen.

Mit diesem Ergebnis waren die Untersuchungen an in vitro verkniipften PSTVd-RNA-
Komplexen im Rahmen der vorliegenden Arbeit abgeschlossen.
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Abbildung 3.24: 58 rRNA-spezifische Analyse von in vitro eingestellten PSTVd-58 rRNA-Komplezen. In
vitro eingestellte Komplere aus 5S TRNA alleine oder aus 5S rRNA mit PSTVd wurden quervernetzt und
auf einem denaturierenden 5 % Polyacrylamidgel (29:1) (1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C) aufgetrennt. Nach
Transfer auf eine Nylonmembran wurden die Proben vor der Fizierung alkalisch denaturiert. Die Hybridisierung
erfolgte mit Digozigenin-markierten ()5S rRNA-in vitro- Transkripten. Spur 1: Digoxigenin-markierter DNA-
Ldngenstandard V, Roche Mannheim, mit den Fragmentlingen 587, 540, 504, 458, 434, 267, 234, 218, 192,
184, 124/123, 104, 89 nt; Spur 2: PSTVd und 5S rRNA sowie die Kompleze; Spur 3: 5S TRNA und 5S rRNA-
Kompleze; K: Kompleze aus 55 rRNA und PSTVd; 55: 5S rRNA

3.4 Aufreinigung von in vivo quervernetzten PSTVd-5S rRNA-
Komplexen

Aus dem Nachweis einer Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA in vitro folgt nicht
zwangsliufig die Existenz eines solchen Kontakts in vivo. Die theoretischen Voraussetzungen
sind jedoch giinstig. In den Zellkompartimenten weist die Lokalisation beider Molekiile Ge-
meinsamkeiten auf. Unter Verwendung unterschiedlicher enzymatischer Systeme werden beide
Molekiile im Kernplasma transkribiert. Sowohl PSTVd als auch 5S rRNA werden anschlielend
in den Nukleolus transportiert. Dariiber hinaus befallen Viroide in erster Linie neu syntheti-
sierte Gewebe. In diesen erfolgt die Synthese ribosomaler Komponenten mit besonders hoher
Aktivitat.

Eine Methode zur Induktion Psoralen-vermittelter Quervernetzungen an Protoplasten aus
Kartoffelsuspensionszellkulturen war bereits in einer fritheren Arbeit (Thiel 1999) etabliert
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worden. Wéhrend in den in vitro-Systemen durch thermische Denaturierung und langsame
Renaturierung alle thermodynamisch moéglichen Komplexe eingestellt wurden, werden hier
nur die in der Zelle tatséchlich vorliegenden Aggregate durch die Psoralen-Behandlung fixiert.
In diesem Verfahren wurden nach einem enzymatischen Zellwandabbau Protoplasten aus
Solanum demissum Zellen der Linie M316 fiir 10 Minuten in Psoralen-Puffer inkubiert und fiir
15-20 Minuten auf Eis mit UV-Licht der Wellenlédnge 365 nm bestrahlt. Das mechanische Auf-
brechen der Protoplasten erlaubte eine Anreicherung der Zellkerne, aus denen RNA nach der
sauren Guanidiniumthiocyanat-Phenol-Methode extrahiert wurde. Diese RNA konnte direkt
in das am in vitro-System entwickelte Aufreinigungsverfahren eingebracht werden. Da gezielt
eine Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA nachgewiesen werden sollte, erfolgte die
Analyse der separierten Nukleinsduren durch einen 5S rRNA-spezifischen Nachweis. Die Giite
einer Aufreinigung wurde durch Anfiarbung aller Nukleinsiduren mit Silbernitrat iiberpriift.

3.4.1 Vergleich verschiedener RN A-Extrakte aus Kartoffelsuspensionszell-
kulturen

Erste Untersuchungen ergaben, dass RNA-Extrakte nach einer Quervernetzung in vivo hoch-
molekulare Komponenten mit 5S rRNA-Sequenz enthielten. Daraus leitete sich die Frage ab,
ob es sich hierbei um PSTVd-Komplexe handelte. Wire dies der Fall, so diirften die ent-
sprechenden Signale nur in Proben aus infizierten Zellen nach Quervernetzung zu erkennen
sein.

Abbildung 3.25 stellt daher RNA-Extrakte aus infizierten und gesunden Kartoffelsuspen-
sionszellkulturen mit und ohne Quervernetzung gegeniiber. Nachgewiesen wurden nur Frag-
mente mit 5S rRNA-Sequenz. In allen Proben geht die intensivste Farbung von der Bande
monomerer 5S rRNA aus. Ebenfalls deutlich zu erkennen sind eine Reihe von Degradati-
onsfragmenten. Auffillig daran ist, dass diese iiber alle Spuren hinweg ein einheitliches Bild
ergeben. Eine Ausnahme stellt lediglich das Degradationsprodukt dar, das etwa bei 104 Nu-
kleotiden, also kurz unterhalb der 5S rRNA selber, migriert. Hier sind Schwérzungen nur in
Extrakten aus PSTVd-infizierten Zellen nachweisbar (Spuren 1-6). Ob dies eine Konsequenz
der PSTVd-Infektion ist bleibt aber fraglich. Die Zellen der infizierten und gesunden Kulturen
entstammen verschiedenen Zellinien. Abweichende RNA-Mustern kénnen daher auch immer
durch den unterschiedlichen Ursprung begriindet sein. Zukiinftige Untersuchungen an RNA
aus Tomaten-Zellkernen sollten hier Klarheit bringen.

Hochmolekulare Strukturen wurden sowohl in RNA aus PSTVd infizierten Zellen (Linie
M316) als auch in Proben aus gesunden Zellen (Linie HH258) nachgewiesen (Abbildung 3.25,
Stern). Deren Existenz in nicht-quervernetzten Proben (Spuren 4-6 und 9, 10) legte die
Schlussfolgerung nahe, dass es sich hierbei um nicht-prozessierte 5S rRNA-Primértranskripte
handelt. Vor allem in Proben aus gesunden Zellen nahm die Intensitét der Signale nach Quer-
vernetzung zu (Spuren 7 und 8). In diesen neu entstandenen Komplexen konnte kein PSTVd
integriert sein. Sie wiesen ein Migrationsverhalten auf, das denen der Primértranskripte ent-
sprach. Zusétzlich waren noch stérker verzogerte Komplexe entstanden, die im Verlauf der
Elektrophorese nur oberflichlich in das Gel eindrangen.

Ein vergleichbarer Effekt war in den Extrakten aus PSTVd-infizierten Kartoffelsuspensions-
zellkulturen zu erkennen. Hier wurden quervernetzte (Spuren 1-3) und nicht-quervernetzte
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Abbildung 3.25: Vergleich der 58 rRNA-Verteilung von RNA-Egtrakten aus PSTVd-infizierten und gesun-
den Kartoffelsuspensionszellkulturen mit und ohne Quervernetzung. Es wurden jeweils 3 pg der RNA-Extraokte
in einem 8 % Polyacrylamidgel (29:1) (1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C) aufgetrennt, auf eine Nylonmem-
bran tberfihrt, alkalisch denaturiert, fiziert und bei 60 °C in 50 % Formamid mit Digozigenin-markierten
58S rRNA-spezifischen in vitro- Transkripten hybridisiert. M316+Q.: RNA aus PSTVd infizierten Kartoffelzel-
len (Linie M316) nach in vivo Quervernetzung; M316-Q.: RNA aus PSTVd-infizierten Zellen (Linie M316)
ohne Quervernetzung; HH258+Q.: RNA aus gesunden Kartoffelsuspensionszellkulturen (Linie HH258) nach in
vivo Quervernetzung; HH258-Q.: RNA aus gesunden Zellen (Linie HH258) ohne Quervernetzung. A, B und
C bezeichnen jeweils eine Aufreinigung, bei der ein Teil der Protoplasten mit Psoralen behandelt wurde und
ein Teil als Kontrolle nicht. M: Digozigenin-markierter DNA-Lingenstandard V, Roche Mannheim, mit den
Fragmentlingen 587, 540, 504, 458, 434, 267, 2584, 213, 192, 184, 124/123, 104, 89, 80 nt; 5S: 5S rRNA; D:
5S TRNA Degradationsprodukte

Proben (Spuren 4-6) gemeinsam prapariert und in der Abbildung mit einem einheitlichen
Buchstaben gekennzeichnet. Betrachtet man jede Préparation fiir sich, so fillt die Zunahme
hochmolekularer Signale durch die Behandlung mit Psoralen deutlich geringer aus als in den
Proben aus gesunden Zellkulturen. Auch hier kann nur dariiber spekuliert werden, ob es
sich um einen PSTVd-spezifischen Effekt oder um einen durch die verschiedenen Zellinien
hervorgerufenes Artefakt handelt. Es wurde keine Zunahme retardierter Komplexe durch eine
kovalente Verkniipfung von PSTVd an 5S rRNA festgestellt. Dies schliefit die Existenz solcher
Quervernetzungen jedoch nicht aus.

Es musste im Folgenden davon ausgegangen werden, dass die beschriebenen Signale in ei-
nem 5S rRNA-spezifischen Nachweis mit denen von PSTVd-5S rRNA-Komplexen interferie-
ren. Eine Differenzierung war nicht durch einen viroidspezifischen Nachweis zu erreichen. Die
Existenz homomolekularer PSTVd-Komplexe konnte auch nach in vivo-Quervernetzung nicht
ausgeschlossen werden.
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3.4.2 Definition der zusétzlichen Aufreinigungskriterien

Um sicherzustellen, dass aufgereinigte Komplexe neben 5S rRNA auch PSTVd enthalten,
wurden folgende zusétzliche Aufreinigungskriterien definiert:

1. Die Qualitéiit einzelner Aufreinigungen kann variieren. Daher wurden nur diejenigen Auf-
reinigungen in der Auswertung beriicksichtigt, in deren Verlauf die Konzentration an
PSTVd-freien Fragmenten abnahm, die an PSTVd enthaltenden Aggregaten jedoch zu-
nahm. Dies konnte am Beispiel monomerer 5S rRNA und PSTVd-5S rRNA-Komplexen
nachvollzogen werden. Nur wenn sich deren Konzentrationsverhéltnis invertiert, wurde
dieses Kriterium der spezifischen Anreicherung erfiillt.

2. Eine Aufreinigung ist nur dann spezifisch, wenn sie reproduzierbar ist. Isolierte PSTVd-
5S rRNA-Komplexe werden in einer identischen zweiten Aufreinigung erneut vollstiandig
an die paramagnetischen Partikel gebunden. Die Anwendung dieses Kriteriums bedingt
allerdings eine Modifikation der Aufreinigungsdprozedur, da auf eine Reversion der Quer-
vernetzung zunichst verzichtet werden muss.

3. Es musste sichergestellt werden, dass durch die Quervernetzung entstandene Komplexe
nicht mechanisch an den ,,Dynabeads®“ zuriickgehalten werden.

4. Es war zu gewéhrleisten, dass die biotinylierte Sonde zur Maskierung der Viroide nicht
an die PSTVd-freien 5S rRNA-Komplexe bindet.

Zu Punkt 3:

Theoretisch wire es moglich, dass netzartige Komplexe an der ,Dynabeads* Oberfliche
verhaken. Geschieht dies, so konnten die Komplexe eventuell erst nach Denaturierung der auf
der Partikeloberfliche verankerten Streptavidin-Molekiile abdissoziieren und wiirden in den
Elutionsfraktionen der Aufreinigung zuriickgewonnen. 5S rRNA-Komplexe, die kein Viroid
enthalten, wiirden daraufhin filschlicherweise als Aggregate aus PSTVd und 5S rRNA inter-
pretiert. Um einzuschétzen, inwieweit eine solche Vorstellung realistisch ist, wurde in vivo
quervernetzte RNA aus nicht infizierten Kartoffelzellen (Abbildung 3.25 Spur 8) mit ,,Dyna-
beads* inkubiert. Das Konzentrationsverhiltnis von RNA zu ,Dynabeads“ entsprach dem
der nachfolgenden Aufreinigungen von in vivo quervernetzter PSTVd-RNA aus infiziertem
Gewebe. Anschliefend wurden die Partikel gewaschen und gebundene Nukleinsiure in FA-
Losung eluiert. Abbildung 3.26 fasst die erzielten Ergebnisse nach einem 5S rRNA-spezifischen
Nachweis zusammen. Der RNA-Extrakt vor Zugabe der ,,Dynabeads“ zeigt neben monomerer
53 rRNA auch 5S rRNA-Komplexe (Spur 2). Letztere sind in dem von den Partikeln abgenom-
menen Uberstand nicht mehr zu erkennen, da das aufgetragene Aliquot zu wenig RNA enthielt.
Nach einem ersten Abspiilen der ,,Dynabeads“ sind in Spur 4 wieder alle Signale sichtbar, al-
lerdings weniger intensiv als in dem Ausgangsmaterial. Mit jeder weiteren Waschung nimmt
die Konzentration sowohl der monomeren 5S rRNA als auch die der Komplexe weiter ab.
Bereits in der zweiten Waschung (Spur 5) konnen nur noch 5S rRNA Molekiile nachgewiesen
werden. Verzogerte Signale sind auch nach lingeren Expositionszeiten nicht vorhanden. Nach
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Abbildung 3.26: Verteilung von 5S rRNA nach Inkubation in vivo quervernetzter RNA aus nicht-PSTVd-
infizierten Kartoffelsuspensionszellkulturen mit ,Dynabeads®. 500 pg RNA wurden mit 2.19 mg ,Dynabeads®
inkubiert und ,aufgereinigt®. Anschlieffend wurden die Proben in einem 5 % Polyacrylamidgel (29:1) (1x

TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C) aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert, alkalisch denaturiert, fiziert
und mit Digozigenin-markierten 5S rRNA-spezifischen ,Northern“-Sonden nachgewiesen. Spur 1: Digozigenin-
markierter DNA-Léingenstandard V, Roche Mannheim, mit den Fragmentlingen 587, 540, 504, 458, 434, 267,

284, 213, 192, 184, 124/123, 104 nt; Spur 2: 5 ug RNA; Spur 3: weniger als 1 % des abgenommenen Uber-

standes; Spur 4: 20 % der ersten Waschung in 0.1x SSC bei Raumtemperatur; Spuren 5-7: 50 % der zweiten
bis vierten Waschung in 0.1x SSC bei 55 °C; Spur 8: 50 % der Elution in FA-Lésung bei 70 °C

Inkubation in FA-L6sung bei 70 °C &dndert sich das Bild nicht (Spur 8). 5S rRNA-Komplexe
sind unter diesen Voraussetzungen nicht nachweisbar.

Die in das Experiment eingesetzte und in der Gelanalyse aufgetrennte RNA-Menge lag
um einen Faktor 4-6 iiber dem von PSTVd-Aufreinigungen nach in vivo-Quervernetzung.
Da keinerlei verzogerte Elutionssignale auftreten, kann geschlossen werden, dass der eingangs
beschriebene Storeffekt irrelevant ist.

Zu Punkt 4:

Wie bereits in Abschnitt 3.2.2.3 diskutiert, binden biotinylierte (-)PSTVd-in vitro-Tran-
skripte wiahrend der Maskierung auch zelluldre Nukleinsduren. Um dieses Problem zu umge-
hen wurde in den ,,Dynabeads®“-Aufreinigungen die Konzentration der Sonden immer so gering
wie moglich gewéhlt. Selbst unter diesen Bedingungen konnte jedoch nicht vollstéindig aus-
geschlossen werden, dass ein geringer Teil der Transkripte eine Wechselwirkung zu PSTVd-
freien 5S rRNA-Komplexen ausbildet. Je nach Stabilitit des entstandenen Hybrides wiren
diese Komplexe am Ende der Aufreinigung in den Elutionsfraktionen nachweisbar.

Kontrollexperimente belegten jedoch, dass dies nicht zutraf. Das dabei zugrundeliegende
experimentelle Konzept beruhte darauf, dass der beschriebene Fehler sowohl bei der Aufrei-
nigung von PSTVd-Komplexen als auch bei einer fingierten Aufreinigung aus PSTVd-freien
RNA-Extrakten auftreten miisste. Wéhrend bei einer tatséichlichen Aufreinigung nicht zwi-
schen PSTVd-enthaltenden und PSTVd-freien Komplexen unterschieden werden konnte, durf-
ten die aus einer fingierten Aufreinigung stammenden Komplexe kein PSTVd enthalten. Die
Reaktionsparameter wurden dabei so gewéhlt, dass die Nachweisempfindlichkeit einer fingier-
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ten Isolation signifikant h6her war als die nachfolgender Aufreinigungen in vivo quervernetzter
PSTVd-Komplexe.
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Abbildung 3.27: ,Dynabeads“-Aufreinigungen in vivo quervernetzter RNA aus PSTVd-infizierten und ge-
sunden Kartoffelsuspensionszellkulturen. Dargestellt ist ein denaturierendes 8 % Polyacrylamidgel (29:1); 8 M
Harnstoff; 1x TBE; 55 °C ; Silberfirbung. Die Spuren 1-6 zeigen eine Aufreinigung aus 612 pg in vivo quer-
vernetzter RNA aus PSTVd-infizierten Kartoffelzellen. Die experimentelle Durchfihrung erfolgte analog der

Kontrollaufreinigung aus nicht infiziertem Gewebe. Spur 1: 0.5 % des Uberstandes; Spur 2: 20 % der ersten
Waschung in 0.1x SSC bei RT; Spuren 8 und 4: 20 % der zweiten und dritten Waschung in 0.1x SSC bei 55 ° C;
Spur 5: 20 % der vierten Waschung in 0.1x SSC bei 70 °C; Spur 6: 5 % des Eluates; Spur 7: Digozigenin-
markierter DNA-Lingenstandard V, Roche Mannheim, mit den Fragmentlingen 587, 540 504, 458, 434, 267,
284, 213, 192, 184, 124/123, 104, 89 80, 64, 57 nt; Spuren 8-13: Aufreinigung aus 1 mg in vivo quervernetzter
RNA aus gesunden Kartoffelzellen; Spur 8: 20 % des Eluates; Spur 9-11: 20 % der vierten, dritten und zweiten
Waschung in 0.1x SSC bei 55 °C; Spur 12: 20 % der ersten Waschung in 0.1x SSC bei RT; Spur 13: 0.8 %

des Uberstandes

Wie Abbildung 3.25 auf Seite 75 in den Spuren 7 und 8 zeigt, ist der Anteil an retardierten
5S rRNA-Signalen in quervernetzten RNA-Extrakten aus nicht infizierten Zellen grofler als
bei den Proben aus infiziertem Gewebe in den Spuren 2 und 3. Diese Priparationen B und C
kamen in spéteren Untersuchungen zum Einsatz, nicht jedoch Praparation A, da der Anteil an
5S rRNA-Primértranskripten iiberproportional hoch war (sieche Spur 4). Die Konzentration
an PSTVd-freien 5S rRNA-Komplexen war demnach in den Extrakten aus gesunden Zellen
hoher als in denen aus infizierten. Wenn es sich um einen systematischen Fehler handelt, sollte
eine hohere Ausgangskonzentration auch immer zu gréfieren Mengen dieser Komplexe in dem
Eluat der Aufreinigung aus nicht infiziertem Gewebe fithren.

Analog der Aufreinigung von PSTVd-Komplexen aus infiziertem Gewebe erfolgte nun die
Behandlung von 1 mg RNA des in Abbildung 3.25 Spur 8 dargestellten in vivo querver-
netzten RNA-Extraktes aus gesunden Kartoffelzellen. Entsprechend einer Viroid-Maskierung
wurde die Probe einer Hybridisierung mit biotinylierten (—)PSTVd-in vitro-Transkripten vol-
ler Linge unterworfen. Das mit 97 ug RNA pro 1 ug Sonde gewéhlte Konzentrationsverhiltnis
war typisch fiir tatsédchliche Aufreinigungen. Bei einer PSTVd-Maskierung binden die Sonden
fast ausschliefilich an Viroide. Nur ein kleiner Anteil steht fiir unspezifische Wechselwirkungen
zur Verfiigung. RNA-Extrakte aus nicht infiziertem Gewebe enthalten jedoch kein PSTVd.
Die zugefiihrten in vitro-Transkripte konnen daher vollstindig mit zellulirer RNA interagie-
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Abbildung 3.28: 55 rRNA-Verteilung nach einer ,Dynabeads“-Aufreinigung in vivo quervernetzter RNA
aus nicht infizierten Kartoffelzellen. Die bereits in Abbildung 3.27, Spuren 8, 9, 11 und 13 dargestellten Proben
wurden in einem denaturierenden Gel aufgetrennt (8 % Polyacrylamid (29:1); 1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 ° C),
elektrisch auf eine Nylonmembran transferiert, alkalisch denaturiert; fiziert und mit Digoxigenin-markierten
58S rRNA-spezifischen ,Northern“-Sonden nachgewiesen. Spur 1: Digozigenin-markierter DNA-Lingenstandard
V, Roche Mannheim, mit den Fragmentlingen 587, 540, 504, 458, 434, 267, 284, 213, 192, 184, 124/123, 104,
89, 80 nt; Spur 2: 10 % des Eluates; Spur 8 und 4: jeweils 10 % der vierten und zweiten Waschung; Spur 5:

1 % des Uberstandes; Spur 6: RNA-Extrakt

ren. Ein auftretender Fehler sollte hier deutlich ausgeprigter sein als in einer tatsichlichen
Aufreinigung. Nach der Bindung an die ,Dynabeads“ unter Standardbedingungen wurden die
Waschungen maximal bis zu einer Temperatur von 55 °C durchgefiihrt. Das Eluat wurde durch
dreimalige Inkubation in FA-Losung bei 70 °C erhalten. Die gewonnenen Fraktionen sind in
Abbildung 3.27 in den Spuren 8-13 zu sehen. In den Spuren 1-6 ist eine analog durchgefiihrte
Aufreinigung aus PSTVd-infizierten Zellen dokumentiert. Wahrend hier eine eindeutige Selek-
tion einzelner Fragmente erreicht wurde, finden sich in dem Eluat der fingierten Aufreinigung
fast alle abundanten pflanzlichen Nukleinsduren wieder (Spur 8).

Ein 5S rRNA-spezifischer Nachweis bestétigte jedoch, dass keine hochmolekularen 5S rRNA-
Komplexe angereichert wurden. Obwohl in Abbildung 3.28 die 2 bis 3 fache Menge dessen auf-
getragen wurde, was fiir die Aufreinigungen von in vivo quervernetzten PSTVd-Komplexen
typisch war, konnten in der Elutionsfraktion auch nach ldngeren Expositionszeiten keine
verzogerten Signale detektiert werden. Monomere 5S rRNA blieb jedoch nachweisbar. Eine
wie unter Punkt 1 geforderte Inversion des Konzentrationsverhéltnisses monomerer 5S rRNA
zu 5S rRNA-Komplexen fand somit nicht statt.

Das Ausgangsmaterial der Aufreinigung enthielt mehr hochmolekulare 5S rRNA-Sequenzen
als Extrakte aus infiziertem Gewebe. Alle in die Aufreinigung eingebrachten in vitro-Transkrip-
te standen fiir unspezifische Wechselwirkungen mit pflanzlichen Nukleinsduren zu Verfiigung.
Des Weiteren wurde mehr Probe in den abschlielenden Gelelektrophoresen untersucht als nach
einer Aufreinigung von PSTVd-Komplexen. Dass trotzdem keine Anreicherung von PSTVd-
freien 5S rRNA-Komplexen nachgewiesen werden konnte, belegte, dass eine Interaktion zwi-
schen diesen und biotinylierten (—)PSTVd-Volllingen-in vitro-Transkripten nicht beriicksich-
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tigt werden musste.

3.4.3 Nachweis der PSTVd-5S rRNA-Interaktion in vivo

In den vorangegangenen Abschnitten waren die Voraussetzungen fiir einen Nachweis in vivo
verkniipfter PSTVd-5S rRNA-Komplexe geschaffen worden. Nun sollte ihre Existenz bewiesen
werden. Dabei fanden nur jene Aufreinigungen Beriicksichtigung, die zu einer Inversion des
Konzentrationsverhéltnisses monomerer 5S rRNA zu 5S rRNA-Komplexen gefithrt hatten.
Die Eluate dieser ersten Aufreinigungen wurden ohne Photoreversion der Quervernetzung in
eine zweite Aufreinigung eingebracht und die resultierenden Fraktionen auf ihren Gehalt an
55 rRNA untersucht. Komplexe wurden als PSTVd-enthaltend interpretiert, wenn alle in der
ersten Aufreinigung isolierten Aggregate in der zweiten Aufreinigung erneut an die ,Dyna-
beads“ banden und nur unter Formamid-Einfluss bei erhohter Temperatur eluiert werden
konnten.

Mit Konzentrationsverhiltnissen von 97 pug RNA pro 1 ug biotinyliertes (—-)PSTVd-in vi-
tro -Transkript voller Lange und 2.7 ng Transkript pro 1 ug ,Dynabeads* wurde die erste
Aufreinigung den Standardbedingungen entsprechend durchgefiihrt. Nach vier Waschungen in
0.1x SSC bei Raumtemperatur und 55 °C wurden PSTVd-Molekiile und -Komplexe in FA-
Losung bei 70 °C zuriickgewonnen. Die Qualitit dieser ersten Aufreinigung wurde zunéchst
in einer denaturierenden Gelelektrophorese mit anschlieffender Silberfarbung iiberpriift. Da in
dem Eluat keine pflanzlichen Nukleinsduren mehr nachgewiesen werden konnten, wurde eine
identische zweite Aufreinigung angeschlossen. Ein Teil der hierbei eluierten Komplexe wurde
direkt analysiert, ein Teil durch UV-Bestrahlung (254 nm) in Komponenten zerlegt.

1. Aufreinigung 2. Aufreinigung
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Abbildung 3.29: Verteilung der 5S rRNA nach ,,Dynabeads“- Aufreinigung von PSTVd-5S rRNA-Komplezen
aus einem in vivo quervernetzten RNA-Extrokt. 1.55 mg in vivo quervernetzte RNA aus PSTVd-infizierten
Kartoffelsuspensionszellkulturen wurden standardmdifig aufgereinigt. Im Anschluss daran wurden 82 % des
Eluates einer identischen zweiten Aufreinigung ohne vorherige Reversion der Quervernetzung unterzogen.
Nach der Aufreinigung wurden die Proben in einem 8 % Polyacrylamidgel aufgetrennt (29:1) (1x TBE;
8 M Harnstoff; 56 °C), elektrisch auf eine Nylonmembran transferiert, alkalisch denaturiert, fiziert und mit
Digozigenin-markierten 5S rRNA-spezifischen ,Northern“-Sonden nachgewiesen. Spuren 1-4: 1.Aufreinigung;
Spur 1: 1.55 pg RNA-Egtrakt; Spur 2: 0.01 % des Uberstandes; Spur 8: Digozigenin-markierter DNA-Ldngen-
standard V, Roche Mannheim ; Spur 4: 2.25 % des Eluates. Zuvor waren die Partikel einmal bei Raumtemperatur
und dreimal bei 55 °C in 0.1x SSC gewaschen worden. Spuren 5-11: 2. Aufreinigung; Spur 5: 81 % des Uber-
standes; Spur 6: 31 % des Eluates vor der Photoreversion; Spur 7: 81 % des Eluates nach der Photoreversion
fiir 9 Minuten; Spuren 8-10: 81 % der vierten, dritten und zweiten Waschung in 0.1x SSC bei 55 °C ; Spur 11:
31 % der ersten Waschung in 0.1x SSC bei Raumtemperatur
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Abbildung 3.29 zeigt Proben aus beiden Aufreinigungsschritten nach einem 5S rRNA-
spezifischen Nachweis. Der in den ersten Aufreinigungsschritt eingebrachte RNA-Extrakt in
Spur 1 entspricht dem bereits bekannten Bild. Dieses ist auf den ersten Uberstand (Spur 2)
iibertragbar. Monomere 5S rRNA und Degradationsprodukte in der Probe fithren zu einer
intensiven Schwérzung. Aber auch verzogerte 5S rRNA-Signale kénnen in den Spuren 1 und 2
nachgewiesen werden. Die Waschungen wurden nicht untersucht. In dem Eluat (Spur 4) sind
nur noch geringe Anteile monomerer 5S rRNA zu sehen. Verzigerte Signale mit 5S rRNA-
Sequenz sind dagegen deutlich erkennbar. Damit wurde das Konzentrationsverhéltnis im Ver-
lauf der bisherigen Aufreinigung invertiert.

Die Proben des zweiten Aufreinigungsschrittes wurden etwa 11X konzentrierter aufgetragen
als die des ersten Schrittes. Daher sind die im Uberstand (Spur 5) verbliebenen monomeren
55 rRNA-Molekiile deutlich zu sehen. Da in keiner der weiteren Fraktionen 5S rRNA nach-
weisbar war, entsprach ihr Verhalten dem von unspezifisch mitgefithrten Nukleinsiduren.

Im Gegensatz dazu wiesen in dem ersten Aufreinigungsschritt isolierte 5S rRNA-Komplexe
eine fiir PSTVd-Molekiile typische Charakteristik auf und konnten daher zweifelsfrei als
PSTVd-5S rRNA-Komplexe identifiziert werden. In dem in Spur 5 dargestellten Uberstand
der zweiten Aufreinigung waren sie nicht nachzuweisen. Gleiches gilt fiir die in den Spuren
8-11 dargestellten, nachfolgenden Waschungen. Erst durch Behandlung der ,Dynabeads“ mit
FA-Lo6sung bei 70 °C wurden die Komplexe von den Partikeln eluiert (Spur 6).

Da im Kernplasma sowohl maturierte 5S rRNA als auch 5S rRNA-Primértranskripte nach-
zuweisen sind, blieb jedoch zu kldren, ob es sich bei den identifizierten Komplexen um Aggre-
gate aus PSTVd und maturierter 5S rRNA oder aus PSTVd und 5S rRNA-Primértranskripten
handelte.

Spur 7 zeigt das Eluat der zweiten Aufreinigung nach 9-miniitiger UV-Bestrahlung (254 nm).
Obwohl eine leichte Abnahme der Komplexkonzentration zu erkennen ist, konnten keine
zusétzlichen Signale freigesetzter 5S rRNA oder 5S rRNA-Primértranskripte nachgewiesen
werden. Dies gelang in einer Reihe weiterer Versuche ebenfalls nicht. Zwar nahm die Kon-
zentration der PSTVd-5S rRNA-Komplexe immer mehr oder weniger signifikant ab, eine Zu-
nahme anderer Signale konnte jedoch nicht beobachtet werden. Es wurde daher spekuliert,
dass die Menge freigesetzter Nukleinsiduren die durch UV-Strahlung beschédigter nicht iiber-
steigt. Unter diesem Aspekt erschien es sinnvoll die Bestrahlungsdauer der Photoreversion zu
variieren.

Die fiir eine Photoreversion angewendete Bestrahlungsdauer wurde daher auf 3 bzw. 6 Mi-
nuten verkiirzt. Abbildung 3.30 zeigt in Spur 1 das Eluat einer ,Dynabeads“-Aufreinigung
in vivo quervernetzter RNA aus PSTVd-infizierten Kartoffelsuspensionszellkulturen. Mono-
mere 5S rRNA ist nicht nachweisbar, die zu erkennenden Komplexe wurden daher spezifisch
aufgereinigt und enthalten sowohl PSTVd als auch 5S rRNA. Die Bestrahlung dieser Pro-
be fiir 9 Minuten hatte zu keinem Ergebnis gefiihrt. Spuren 2 und 3 bestétigen jedoch, dass
kiirzere Bestrahlungszeiten zu der Freisetzung monomerer 5S rRNA aus den Komplexen fiihrt.
Zusétzliche Signale konnten nicht detektiert werden.

Die in vitro erzielten Ergebnisse konnten somit vollstdndig auf das in vivo-System {iiber-
tragen werden. FEine im Anschluss an eine Protoplastierung von Kartoffelzellen durchgefiihrte
kovalente Quervernetzung mit Psoralen fixierte in der Zelle vorliegende PSTVd-Komplexe.
Diese wurden iiber eine Biotin-Streptavidin-Affinitdtschromatographie isoliert. Nach Entlas-
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Abbildung 3.30: Verteilung der 5S rRNA nach Photoreversion von PSTVd-5S rRNA-Komplezen. PSTVd-
58S rRNA-Komplexe wurden aus in vivo quervernetzter RNA aufgereinigt und fir verschiedene Zeitrdume UV-
Licht (254 nm) ausgesetzt. Die Aufreinigung erfolgte unter Standardbedingungen, die Waschungen wurden in
0.1x SSC bei Raumtemperatur, 55 °C (2z) und 70 ° C durchgefihrt. Die Proben wurden in einem denaturie-
renden 8 % Polyacrylamidgel (29:1) (1x TBE; 8 M Harnstoff; 55 °C) aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferiert, alkalisch denaturiert, fiziert und mit Digozigenin-markierten 5S rRNA-spezifischen Sonden nach-
gewiesen. Spur 1: PSTVd-55 rRNA-Kompleze in dem Eluat der ,Dynabeads“-Aufreinigung; Spur 2: wie Spur

1 aber nach Bestrahlung mit UV-Licht fiir 3 Minuten; Spur 3: wie Spur 2, aber die Bestrahlung erfolgte fir 6
Minuten

sung der Komplexkomponenten aus der kovalenten Verkniipfung konnte gezeigt werden, dass
die Komplexe neben PSTVd auch 5S rRNA enthielten. Die Fahigkeit beider Molekiile eine di-
rekte Wechselwirkung miteinander auszubilden, war in in vitro Untersuchungen belegt worden.
Demnach konnte geschlossen werden, dass PSTVd in infizierten Kartoffelzellen eine Wechsel-
wirkung mit monomerer 5S rRNA ausbildet. Damit gelang zum ersten Mal die Identifikation
einer zelluliren RNA, welche in vivo Komplexe mit PSTVd ausbildet.
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Kapitel 4

Diskussion

Das experimentelle Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Aufreinigung und Identifizie-
rung eines zelluldiren RNA-Wechselwirkungspartners von PSTVd.

Vorausgegangene Arbeiten hatten die Existenz mindestens einer Wirts-RNA belegt, die
mittels Psoralen kovalent an die Obere Zentrale Konservierte Region von PSTVd gebun-
den werden konnte (Gruner 1992 und Thiel 1999). Eine Wechselwirkung in vivo wurde hier-
bei aufgrund von Primer Extension-Analysen postuliert und die Nukleotide Ugz und Ugg
als Wechselwirkungspositionen auf dem PSTVd-Molekiil angegeben. Die Hybridisierung und
anschliefende Quervernetzung eines radioaktiv markierten Oligoribonukleotids, welches der
RNA-Binderegion von PSTVd entsprach, erlaubte eine erste Langenabschéatzung der zelluldren
RNA. Unter diesen Bedingungen konnten Komplexe einer Gréfie von 140 und 150 Nukleotiden
nachgewiesen werden.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Aufreini-
gungssystem entwickelt, welches die Isolation durch Psoralen kovalent an PSTVd verkniipfter
Nukleinsduren erméglichte. Eine zellulire RNA mit der in Thiel 1999 vorhergesagten Grofle
konnte sowohl nach in vitro als auch nach in vivo Quervernetzung aufgereinigt und identifiziert
werden.

Im Folgenden soll zunéchst auf methodische Aspekte der Aufreinigungsprozedur eingegan-
gen werden. Danach folgt eine Analyse der PSTVd-RNA-Wechselwirkung, bevor ihre mégliche
Funktion diskutiert wird.

4.1 Methodische Aspekte

Die im Verlauf dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen basierten auf zwei experimen-
tellen Strategien. Grundlage beider Vorgehensweisen war die Quervernetzungsfihigkeit der
gesuchten zelluliren RNA mit PSTVd.

Zunichst wurde ein Verfahren gewéhlt, bei dem zellulire RNAs mittels géngiger Chro-
matographie- und Prizipitationstechniken selektiv aufgereinigt werden sollten. Es zeigte sich
jedoch, dass ein anschlieBend durchzufithrender Nachweis der Quervernetzungsfihigkeit auf-
konzentrierter Nukleinsduren nicht mdéglich ist. Dieses Verfahren wurde daher nicht weiter
verfolgt.
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Als erfolgreicher erwies sich eine Strategie, bei der die Aufreinigung der gesuchten Wirts-
RNA durch eine Biotin-Streptavidin vermittelte PSTVd-Affinitdtschromatographie gelang.
Hierbei wurde PSTVd zunichst mit einer geeigneten biotinylierten Sonde maskiert, um an-
schlielend nach Zugabe von paramagnetischen Streptavidin-Partikeln mit einem Magneten
separiert zu werden. Das gesamte Verfahren bestand aus zwei hintereinander durchgefiihr-
ten Isolationsschritten dieser Art. In einer ersten Phase wurden Viroide und kovalent daran
gebundene zelluldre RNAs von der restlichen RNA separiert. Nach der Reversion der Psoralen-
Quervernetzung folgte in einem zweiten Schritt die Trennung der Wirts-RNA von den Viroid-
Molekiilen. Dies erlaubte den eindeutigen Nachweis und die Identifikation der zuvor an PSTVd
gebundenen zelluliren RNA. Fiir die erfolgreiche Etablierung und Optimierung der Aufreini-
gungsprozedur waren folgenden Punkte besonders zu beriicksichtigen:

1. Es mussten biotinylierte Sonden entwickelt werden, die eine spezifische und quantitative
Maskierung méglichst aller Viroidmolekiile einer Probe mit Biotin gewéhrleisten.

2. Nur eine effiziente Reversion der Quervernetzung ermoglicht den anschlielenden Nach-
weis der zelluldren RNA.

3. Ein Sequenz-unabhéngiges Analyseverfahren war zu etablieren, welches zwischen einer
zelluliren RNA mit einer kurzen Sequenzkomplementaritit zu PSTVd und Degradati-
onsfragmenten von (-)PSTVd-in vitro-Transkripten sowie von (-)PSTVd-Replikations-
intermediaten differenziert.

Die Entwicklung der experimentellen Vorgehensweise wurde ausfiihrlich im vorherigen Ka-
pitel auf den Seiten 39 bis 63 dargestellt. Im Anschluss an die Optimierung konnte gezeigt
werden, dass dieses Aufreinigungsverfahren effizient und spezifisch ist. Unter den aufgefiihr-
ten Bedingungen wurde nur eine einzige zellulire RNA isoliert. Keine weiteren Fragmente
pflanzlichen Ursprungs konnten in den Aufreinigungsfraktionen nachgewiesen werden. Das
bedeutet, dass 7S RNA nicht nachgewiesen wurde, obwohl sie eine signifikante Sequenzkom-
plementaritit zu PSTVd aufweist (Haas et al. 1988). Dieses Ergebnis deckt sich mit fritheren
Ergebnissen, nach denen PSTVd und 7S RNA in ihrer vollen Lénge in vitro keine Wechselwir-
kung miteinander ausbilden (Gruner 1992). Durch vergleichende Gel-Analysen vor und nach
der Reversion der Quervernetzung konnte eindeutig gezeigt werden, dass die selektionierte
RNA wihrend der Aufreinigungsprozedur iiber Psoralen an PSTVd gebunden vorlag. Somit
waren keine Wirts-RNAs unspezifisch, d.h. ohne mit PSTVd quervernetzbar zu sein, isoliert
worden.

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass weitere pflanzliche RNAs existieren, die
eine Wechselwirkung mit PSTVd eingehen. Folgende Umsténde wiirden einen Nachweis solcher
RNAs mit dem hier entwickelten Verfahren verhindern:

1. Nicht jede Wechselwirkung ist durch Psoralen quervernetzbar. Nicht kovalent verkniipfte

Komplexe wiirden wihrend der Viroid-Maskierung mit biotinylierten Sonden auseinan-
derdissoziieren.
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2. Das abschlielende Analyseverfahren basiert auf einem unspezifischen Nachweis aller auf-
gereinigter Nukleinsduren durch Anfirbung mit Silbernitrat. Liegt die Konzentration ei-
ner mit PSTVd interagierenden Nukleinsdure am Ende der Aufreinigung unterhalb der
fiir dieses Verfahren gegebenen Nachweisgrenze, so wére sie nicht detektierbar.

3. Gering konzentrierte zellulire RNAs, die auf einer Héhe mit PSTVd-Fragmenten oder
aulerhalb des Trennbereiches der verwendeten Polyacrylamidgele migrieren, wiren eben-
falls nicht nachweisbar. Eine Differenzierung zwischen solchen Wirts-RNAs und Viroid-
sequenzen bzw. Viroidkomplexen, die keine zellulire RNA enthalten, wire nicht mehr
moglich.

Diese Einschrinkungen sind prinzipieller Natur und sprechen keinesfalls gegen die Lei-
stungsfihigkeit des entwickelten Aufreinigungsverfahrens. Das Verfahren ist gleichermaflen fiir
die Isolation in vitro und in vivo quervernetzter Nukleinsduren anwendbar und kann allgemein
auf vergleichbare Fragestellungen iibertragen werden. Bei der Suche nach bisher unbekannten
RNA-Wechselwirkungspartnern muss lediglich gewihrleistet sein, dass beide Nukleinsduren
einen durch Psoralen quervernetzbaren Komplex ausbilden. Dann kann nach dem beschrie-
benen Muster eine auf die Ziel-Nukleinsdure zugeschnittene Sonde entwickelt werden. Alle
anderen Verfahrensschritte sind direkt iibertragbar.

4.2 Theoretische Analyse der PSTVd-5S rRNA-Wechselwir-
kung

In dieser Arbeit konnte zum ersten Mal der Nachweis einer Wechselwirkung zwischen PSTVd
und einer bekannten zelluliren RNA in vitro und in vivo erbracht werden. Die fiir den Nach-
weis notwendige Quervernetzung von 5S rRNA an PSTVd kann nur erfolgen, wenn in beiden
Molekiilen Pyrimidinbasen an diagonal gegeniiberstehenden, benachbarten Positionen vorlie-
gen. Die Bindekonstante von Psoralen fiir Uracil ist dabei deutlich héher als fiir Cytosin,
einzelstringige Nukleinsiduren werden kaum erkannt (Cimino et al. 1985). Fiir die theoreti-
sche Analyse der Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA bedeutet dies, dass die
nachgewiesene Interaktion auf der Existenz einer intermolekularen Doppelhelix beruht, de-
ren Sequenz eine Quervernetzung mit Psoralen erlaubt. Uber die Funktion dariiber hinaus
gehender Wechselwirkungen kann nur spekuliert werden. Auch wenn in den letzten Jahren
eine Fiille neuer Erkenntnisse die fundamentale Bedeutung von nicht-kanonischen Wechsel-
wirkungen fiir RNA-RNA Kontakte belegt, finden sie daher in den nachfolgenden Betrachtun-
gen keine Beriicksichtigung. Gleiches gilt fiir die Ausbildung intermolekularer Doppelhelices,
deren Sequenz keine durch Psoralen verkniipfbaren Elemente enthalten. Sie werden nur im
Zusammenhang mit Psoralen-sensitiven Helices betrachtet.

Die theoretische Analyse der Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA erfolgte mit
Hilfe des DotPlot-Algorithmus (www.biophys.uni-duesseldorf.de/local/DotplotForm.html).
Ausgegeben wurde hierbei eine zweidimensionale Matrix, deren waagerechte Koordinaten der
PSTVd-Sequenz entsprechen, die senkrechten der 5S rRNA. Mogliche Basenpaarungen wer-
den in der Matrix gekennzeichnet. In Abbildung 4.1 ist eine solche DotPlot-Analyse, bei der
eine Helixlinge von mindestens 5 Basenpaaren vorgegeben wurde, dargestellt. Die Abbildung
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Abbildung 4.1: DotPlot-Analyse einer Wechselwirkung zwischen PSTVd und 58 rRNA. Horizontal ist die
PSTVd-Sequenz aufgetragen, senkrecht die der 5S rRNA. Eingezeichnet wurden nur Helices einer Ldnge von
b Basenpaaren oder mehr. Mit Klammern wurden die Nukleotide der PSTVd-Sequenz markiert, die dem RNA-
Oligonukleotid entsprechen, das an eine zellulire RNA quervernetzt werden konnte (Thiel 1999). Eingekreist

wurden 9 Basenpaare lange Helices.

zeigt eine Vielzahl moglicher Interaktionspositionen. Diejenigen mit einer Mindestlinge von
7 bp sind zur Ubersicht in Abbildung 4.2 zusammengefasst. Wihrend die Wechselwirkungspo-
sitionen gleichméBig iiber die ganze 5S rRNA verteilt liegen (nicht gezeigt) konzentrieren sie
sich im wesentlichen auf wenige Bereiche der Viroidsequenz. Dabei handelt es sich vor allen
um die erweiterte Pathogene-Region, die Zentrale Konservierte Region, die GC-reiche Sequenz
innerhalb der Variablen Region und den rechten Terminus. Die Funktionale Bedeutung dieser

Regionen wurde bereits in Kapitel 1 erldutert.
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Abbildung 4.2: Wechselwirkungspositionen zwischen PSTVd und 5S rRNA. Dicke Balken: Helices iiber neun
Basenpaare, mittlere Balken: Helices tiber acht Basenpaare, diinne Balken: Helices iiber sieben Basenpaare.

4.2.1 Wechselwirkungen im Bereich der Oberen Zentralen Konservierten
Region von PSTVd

Grundlage der vorliegenden Arbeit waren frithere Untersuchungen, in denen die Existenz min-
destens einer zelluldiren RNA belegt wurde, die mit der Oberen Zentralen Konservierten Region
von PSTVd eine Wechselwirkung ausbildet. Hierbei wurde ein radioaktiv markiertes RNA-
Oligonukleotid (Nukleotide 73-92 der PSTVd-Sequenz) durch thermische Denaturierung und
langsames Wiederabkiihlen an zellulire Gesamt-RNA komplexiert und mit Psoralen querver-
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netzt. In einer anschliefenden Gelanalyse konnten zwei markierte Komplexe nachgewiesen
werden, deren Grofie mit 150 und 140 Nukleotiden abgeschitzt wurde (Thiel 1999).

Da die 5S rRNA eine Linge von 120 Nukleotiden aufweist, stimmt ihre Grofie gut mit den
zuvor beschriebenen Ergebnissen iiberein. Bevor jedoch geschlossen werden konnte, dass es
sich bei der zelluliren RNA um 5S rRNA handelt, musste zunéchst iiberpriift werden, ob
eine durch Psoralen quervernetzbare Wechselwirkung mit den Nukleotiden 73-92 der PSTVd-
Sequenz ausgebildet werden kann. In Abbildung 4.1 wurden die entsprechenden Nukleotide mit
einer Klammer markiert. Wie zu erkennen ist, sind in diesem Bereich eine Reihe verschiedener
Wechselwirkungen moglich. Eine davon wird beispielhaft in Abbildung 4.3 wiedergegeben. Die
durch Psoralen quervernetzbare Position wurde grau unterlegt.

Da 5S rRNA gelelektrophoretisch in zwei Konformationen nachgewiesen werden kann (Ogata
et al. 1991a), konnen beide der in Thiel 1999 beschriebenen Komplexe einer Grofie von 150 und
140 Nukleotiden, schliissig durch eine Wechselwirkung der UCCR von PSTVd mit 5S rRNA
erklart werden.

80 90
i GCGC Al ¢
BSTVS 5 GAGGA T YYGAGEG T UG
5SrRNA 3° CUCCU GAA GGGUCCCCC/IAG
100 90

Abbildung 4.3: Wechselwirkung zwischen PSTVd und 58 rRNA im Bereich der Oberen Zentralen Kon-
servierten Region von PSTVd. Dargestellt sind die Nukleotide 73-92 der PSTVd-Sequenz, sowie 89-107 der
5S rRNA-Sequenz. Eine durch Psoralen quervernetzbare Position wurde grau unterlegt.

Die Sequenz, der von Frau Thiel verwendeten und radioaktiv markierten Oligonukleotid-
Sonde, ergab sich urspriinglich aus den in Thiel 1999 beschriebenen Primer-Extension-Ab-
bruchsignalen an den Positionen Ugs und Ugg. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch-
gefithrten Analysen hatten jedoch keine Hinweise auf eine Wechselwirkung im Bereich dieser
Nukleotide ergeben. Die Sequenz an Nukleotid Ugs erlaubt keine Psoralen-abhéngige Quer-
vernetzung. Primer Extension-Abbruchsignale konnten an Position Ugy auch an in vitro-
komplexierten und anschliefend quervernetzten dimeren (+)PSTVd-in vitro-Transkripten
nachgewiesen werden. Somit war nicht mehr auszuschliefilen, dass hier oligomere (+)PSTVd-
Replikationsintermediate (Baumstark und Riesner 1995, Baumstark et al. 1997) verkniipft
wurden.

Auch wenn eine Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA im Bereich der PSTVd
Nukleotide 73-92 grundsétzlich moglich ist, gibt es demzufolge keine Anhaltspunkte mehr
dafiir, dass sie tatsichlich in diesem Bereich ausgebildet wird. Vielmehr erscheint es sinnvoll
weitere Wechselwirkungspositionen zu betrachten.

4.2.2 Die Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA in vitro

Bei der Analyse der PSTVd-5S rRNA-Wechselwirkungspositionen muss zwischen der Ausbil-
dung eines Komplexes in vitro und in vivo unterschieden werden. Wiahrend eine Interaktion
in vitro auf das thermodynamisch giinstigste Aggregat zuriickzufiihren ist, kénnen in vivo
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weitere Effekte, wie z.B. die kotranskriptionelle Faltung lokaler Strukturelemente oder der ka-
talytische Einfluss weiterer Wirtsfaktoren, die Ausprigung anderer Komplexe ermdglichen. Es
erscheint jedoch plausibel, dass thermodynamisch giinstigere Wechselwirkungen auch in vivo
bevorzugt erfolgen. Daher soll zunéichst eine Analyse méglicher Wechselwirkungspositionen in
vitro erfolgen. Als Referenz zeigt Abbildung 4.4 die Sekundérstruktur der 5S rRNA aus To-
mate. Die komplette Sekundérstruktur von PSTVd wurde bereits auf Seite 2 in Abbildung 1.1
vorgestellt.

Abbildung 4.4: Sekunddirstruktur der 5S TRNA aus Lycopersicon esculentum.

Neben der bereits in Abbildung 4.3 dargestellten Sequenzkomplementaritit existieren alter-
native Wechselwirkungspositionen im Bereich der Oberen Zentralen Konservierten Region von
PSTVd. In einigen Féillen erlauben die aus der intramolekularen Bindung entlassenen Gegen-
stringe erneut eine intermolekulare Wechselwirkung. In dem in Abbildung 4.5 aufgefiithrten
Beispiel kann sowohl die UCCR als auch der untere Loop E-Bereich der Viroidsequenz eine
Wechselwirkung mit 5S rRNA eingehen. Nach einem ersten Kontakt ligen beide Molekiile in
einer Orientierung vor, die auch die Ausbildung der zweiten Wechselwirkung begiinstigt. Da
es sich bei dem Loop E um ein bekanntes RNA-Strukturmotiv handelt, und seine Bedeutung
fiir RNA-RNA-Interaktionen bekannt ist, wird die hier vorgestellte Wechselwirkungsposition
spéater noch eingehender diskutiert.

Signifikante Sequenzkomplementarititen zwischen PSTVd und 5S rRNA lassen sich eben-
falls im Bereich der Virulenzmodulierenden Region nachweisen (Abbildung 4.6). Ein Zusam-
menhang zwischen der Pathogenitéit einzelner PSTVd-Stdmme und ihrer Féhigkeit einen Kom-
plex mit 5S rRNA auszubilden kann jedoch nicht erkannt werden.

Eine moégliche Wechselwirkung iiber die Variable Region von PSTVd wird in Abbildung 4.7
vorgestellt.

Auch der rechte Terminus der Viroidstruktur erlaubt eine Aggregation mit 5S rRNA. Ab-
bildung 4.8 zeigt, dass sich das Stdbchenende iiber den zentralen Bereich der 5S rRNA lagern
kann. Auf diese Weise kdnnen zwei lange, intermolekulare Helices entstehen. Ein méglicher Zu-
sammenhang zwischen einer postulierten Wechselwirkung in dieser Region und dem Transport
der Viroide in der Pflanze wird ausfiihrlich in den Abschnitten 4.2.3 und 4.4 erértert.

Weder die genaue Berechnung der Energiebilanz des in Abbildung 4.3 dargestellten Hy-
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PSTVd: CCR 58 rRNA: Helix IV und V

PSTVvd
5S rRNA

5S rRNA
PSTVd

Abbildung 4.5: Sequenzhomologie zwischen PSTVd und 5S rRNA im Bereich der Zentralen Konservierten
Region von PSTVd und dem Bereich des Loop E-Heliz IV-Loop D der 5S rRNA. Grau hinterlegt sind die
Positionen, an denen eine Quervernetzung mit Psoralen erfolgen kann.
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Abbildung 4.6: Sequenzhomologie zwischen PSTVd und 5S rRNA im Bereich der erweiterten Virulenzmo-
dulierenden Region von PSTVd und dem Bereich Heliz I1I-Loop B-Helixz II-Loop A—Heliz V-Loop E-Heliz IV
der 5S rRNA. Grau hinterlegt sind die Positionen, an denen eine Quervernetzung mit Psoralen erfolgen kann.

brides, noch die der in den Abbildungen 4.5 bis 4.8 dargestellten komplexeren Aggregate ist
derzeit moglich. Es stehen keine Parameter zu Verfiigung, welche es erlauben, den Energiebei-
trag derjenigen Sequenzen zu kalkulieren, die aus den intramolekularen Strukturen entlassenen
wurden, in dem neugebildeten Hybrid jedoch einzelstringig vorliegen. In einer Abschitzung
wurde angenommen, dass diese einzelstringigen Bereiche wie Loops zu berechnen sind. Unter
Verwendung der in Steger 1984 verdffentlichten thermodynamischen Parameter ergab sich das
keines der in den Abbildungen dargestellten Hybride thermodynamisch giinstiger ist als die
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Abbildung 4.7: Sequenzhomologie zwischen PSTVd und 58 rRNA im Bereich der Zentralen Konservierten
Region und der Variablen Region von PSTVd und dem Bereich Heliz III-Loop B-Helixz II-Loop A-Heliz V der
58S rRNA. Grau hinterlegt sind die Positionen, an denen eine Quervernetzung mit Psoralen erfolgen kann.

PSTVd: rechter Terminus 58S rRNA: Helix Il und IV

Abbildun% 4.8: Sequenzhomologie zwischen PSTVd und 58 rRNA im Bereich der rechten Terminalen Re-
gion von PSTVd und dem Bereich Heliz II-Loop A-Helix IV-Loop E der 58S rRNA. Grau hinterlegt sind die
Positionen, an denen eine Quervernetzung mit Psoralen erfolgen kann.

nativen Molekiile. Demnach wird ein intermolekularer Komplex in vitro nicht alleine iiber
eines dieser Aggregate ausgebildet.

Thermodynamisch giinstiger sind kiirzere Kontakte, bei denen zumindest ein Teil der Nu-
kleotide innerhalb der Ausgangsstrukturen einzelstringig vorlagen. Die Abbildungen 4.5 und
4.8 auf den Seiten 89 und 90 zeigen unter anderem solche Elemente. Abbildung 4.5 stellt eine
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Wechselwirkung der Loop E-Motive von PSTVd und 5S rRNA vor. Reduziert man die abgebil-
dete Helix auf die tatsichlichen Loop E-Nukleotide, so muss keine Energie aufgebracht werden,
um den Komplex auszubilden. Dies ist in der Loop E-Struktur begriindet, bei der diejenigen
Protonen-Donoren und -Akzeptoren nach auflen ragen, die normalerweise an der Ausbildung
kanonischer Basenpaare beteiligt sind (Abbildung 4.9 und Wimberly 1994). Die aus der Kom-
plexierung resultierende freie Energie ergibt sich dadurch mit -27.6 kJ/mol (berechnet nach
Steger 1984).

PSTVd ° CI;(éaé ééCoCI 3
3 CAPC:?\[:JCG 5

5S rRNA | 2 o ool lij 3
CUGA AGGG 5

Abbildung 4.9: Schematische Darstellung einer Wechselwirkung zwischen PSTVd und 55 rRNA dber die Loop
E-Motive. Die Loop E-Strukturen sind aus NMR-Daten und Quervernetzungstudien bekannt (nach Leontis und
Westhof 1998). |: kanonisches Basenpaar; o: nicht-kanonisches Basenppar (AoG: sheared A/G; UoA: U/A trans
Hoogsteen; AoA: A/A parallel); ?: die Struktur der pflanzlichen 5S rRNA ist in diesem Bereich nicht bekannt;
gepunktete Linie: postulierte Basenpaarungen zwischen PSTVd und 55 rRNA

Auch die in Abbildung 4.8 dargestellte Wechselwirkung zwischen den PSTVd-Nukleotiden
173-181 (durchgezogene schwarze Linie) des rechten Terminus und den im Bereich des Loop E
liegenden Nukleotiden 98-106 (eng gepunktete Linie) der 5S rRNA-Sequenz lasst unter Ver-
wendung der gleichen Parameter eine giinstige Energiebilanz erwarten. Da aber weder die
genauen Energiebeitriige der durch das Hybrid entstandenen einzelstrédngigen Bereiche, noch
die des aufzulésenden Loop E-Motives bekannt sind, kann an dieser Stelle keine konkrete freie
Energie angegeben werden. Bleibt die Wechselwirkung auf die Nukleotide beschrinkt, die in-
nerhalb des Loop E-Motives fiir einen intermolekularen Kontakt zu Verfiigung stehen, so ergibt
sich fiir die Komplexierung eine freie Energiedifferenz von -12.3 kJ/mol. Dabei wurden die in
dem entstanden Hybrid einzelstrangigen Nukleotide des PSTVd-Molekiils als ,,bulge“-Loop in
die Rechnung einbezogen.

Die Ausbildung dieser zuletzt vorgestellten kurzen Hybride ist mit einem Energiegewinn
verbunden. Da sie durch Psoralen quervernetzbar sind, ist es wahrscheinlich, dass sie die
Grundlage fiir eine Wechselwirkung in vitro darstellen.

4.2.3 Die Wechselwirkung zwischen PSTVd und 5S rRNA in vivo

Molekiilabschnitte, die in vivo miteinander interagieren, werden gingiger Weise durch Muta-
tionsanalysen, bzw. durch Vergleiche natiirlich auftretender Sequenzabweichungen untersucht.
Unter Einbeziehung solcher, dlterer Daten, erscheint es wahrscheinlich, dass eine Wechsel-
wirkung in vivo unter Ausbildung der gleichen Komplexe erfolgt, wie sie am Ende von Ab-
schnitt 4.2.2 fiir eine Interaktion in vitro diskutiert wurden (siehe auch Abbildungen 4.9 und

91



4.8, Mitte). In vivo erlauben solche kiirzeren Antisense-Wechselwirkungen hoch-spezifische
Regulationsmechanismen. Beispiele in eukaryotischen Zellsystemen sind unter anderem die
snU6-snU4 und snU6-snU2 Wechselwirkung in Spliceosomen (Staley und Guthrie 1998) oder
die iiber Antisense sno RNAs vermittelte Methylierung ribosomaler RNAs (Bachellerie und
Cavaillé 1997 und Tollervey und Kiss 1997). Im Folgenden werden die Argumente vorge-
bracht, die fiir eine in vivo-Wechselwirkung in der Loop E-Region und dem rechten Terminus
von PSTVd mit 5S rRNA sprechen.

Die in Abbildung 4.5 dargestellte Wechselwirkung zwischen der Zentralen Konservierten
Region von PSTVd und 5S rRNA beinhaltet einen intermolekularen Kontakt der Loop E-
Motive beider Molekiile. Dabei handelt es sich um ein verbreitetes RNA-Strukturmotiv, dass
neben 5S rRNA und PSTVd auch in 16S, 23S, 28S rRNA sowie im Hairpin Ribozym nachge-
wiesen wurde (Wimberly 1994). Der hochkonservierte Teil des Loop E besteht aus drei nicht
kanonischen Basenpaaren (GoA; AoU; AoA) mit einem ungepaarten Nukleotid zwischen dem
AoU und dem AoA Basenpaar. Es folgen zwei weniger konservierte, ebenfalls nicht kano-
nische Basenpaare. Das ungepaarte Nukleotid ist in allen ribosomalen RNAs ein Guanosin,
im Hairpin Ribozym ein Uracil und bei PSTVd ein Cytosin (vergleiche Abbildung4.9). In-
nerhalb der Pospiviroidae ist dieses Cytosin vollstindig konserviert, konnte jedoch bisher in
keiner anderen RNA nachgewiesen werden. Die Ursache fiir diese Abweichung der konser-
vierten Loop E-Sequenz ribosomaler RNAs ist noch unverstanden. Gerade dieses ungepaarte
Guanosin stabilisiert die Loop-Struktur und ist wesentlich an der Erkennung durch zellulire
Wechselwirkungspartner beteiligt.

Eine in diesem Bereich postulierte Interaktion zwischen PSTVd und 5S rRNA liefert eine
schliissige Erklarung fiir das beschriebene Phénomen. Wie Abbildung 4.5 zeigt, liegt dieses
ungepaarte Cytosin in der Mitte der PSTVd-Region, die eine durchgingige Helix mit dem
Loop E der 5S rRNA ausbilden kann. Das Cytosin bildet hier ein Watson-Crick-Basenpaar
mit dem ungepaarten, konservierten Guanosin der 5S rRNA. Ein Guanosin an dieser Posi-
tion der PSTVd Sequenz wiirde die Ausbildung des zentralen Basenpaares, und damit der
Wechselwirkung in diesem Bereich verhindern.

Die Mutation dieses Cytosin zu Uracil erlaubt die PSTVd-Infektion von Nicotiana taba-
cum, einer ansonsten nicht fiir PSTVd sensitiven Wirtspflanze (Wassenegger et al. 1996).
Die an dem Komplex beteiligte Sequenz der 5S rRNA in Tabak entspricht der aus Tomate.
Die Mutation des Cytosin in ein Uracil beeintréchtigt demzufolge den beschriebenen Kontakt
kaum. Statt eines G-C Basenpaares liegt nun ein G-U Basenpaar in der Mitte der Helix. Die
Uberwindung der Speziesbarriere kann auf diese Weise jedoch nicht erklirt werden und zeigt,
dass noch weitere Wirtsfaktoren mit diesem PSTVd Strukturmotiv interagieren. Dies deckt
sich mit neueren Erkenntnissen des Prozessierungsvorganges von PSTVd (Schrader, miindliche
Mitteilung).

Untersuchungen der rechten Haarnadelstruktur von PSTVd belegten die Eigenschaft von
gewissen Mutanten (Abbildung 4.10 Mu), dass sie nur nach Agrobakterium vermittelter In-
okulation infektios waren (Hammond 1994). Dabei waren die infizierten Pflanzen in zwei Kate-
gorien einzuteilen. In allen analysierten Tomaten konnten Viroide in dem Gallbereich sowie in
den Wurzeln nachgewiesen werden. Aber lediglich 10 % der Pflanzen waren auch im Blattbe-
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reich befallen. Sequenzanalysen der aus einzelnen Geweben isolierten Viroide zeigten, dass die
inokulierte Mutante in den Zellen nicht amplifiziert worden war. Neben einer Riickmutation
zur urspringlichen PSTVd Sequenz (Abbildung 4.10) konnten drei weitere Varianten iden-
tifiziert werden, die alle in Gall- und Wurzelgewebe nachgewiesen werden konnten. Von den
beschriebenen Varianten V1-V3 wurde jedoch nur V1 in griinen Bléttern detektiert. Wurde
eine weitere Generation von Tomatenpflanzen mechanisch mit RNA-Extrakten aus den ur-
spriinglich iiber Agrobakterium infizierten Pflanzen inokuliert, so zeigte sich, dass in diesen
Pflanzen Variante 3 nachgewiesen wurde. Die Infektiositdt der Mutante lag jedoch um einen
Faktor 10-100 unter der des Wildtyps.

Die Autorin leitet aus ihren Ergebnissen die Hypothese ab, dass die hoch konservierte,
terminale rechte Haarnadelstruktur von PSTVd an dem Langstrecken- bzw interzelluliren-
Transport beteiligt ist oder alternativ die Gewebespezifitit der Replikation determiniert.

. u . .
wr 2 APEEY U PSTVd 5" AGEEPIYYE S AG = -59.8 kJ/mol
3 UCCCA U 5SRNA 3' UCCUGAAGG 5
5 A???%@AA PSTVd 5 AGGGGAAUUC) 3
u A ;
Mo g ucce, U 5SRNA 3 UCCUGARGE 5 AG = -15.3 kJ/mol
u
5 AGGGA-U PSTVA 5 AGGGATUNNC 3
Vg bgggﬁcﬂ 5SRNA 3 E(CF‘EUGAAGG 5 AG = -59.8 kJ/mol
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A
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Abbildung 4.10: Mutanten der rechten Haarnadelstruktur von PSTVd und ihre mogliche Wechselwirkung mit
5S rRNA. WT: PSTVd Sequenz; Mu: Mutante; V1 Variante 1; V2: Variante 2; V3 Variante 8. Unterstrichen
wurden die Nukleotide, die in der Mutante von dem Wildtyp und in den Varianten von der Mutante abweichen.
Grau unterlegt wurde die Wechselwirkung, die ohne Auflosung der Loop E-Struktur der 5S rRNA ausgebildet
werden kann. Die Nukleotide des rechten terminalen Loops von PSTVd wurden in den Hybriden umrahmit.
Zusdtzlich wurde jeweils die freie Energie des Hybrides angegeben (berechnet nach Steger 1984).

Abbildung 4.10 stellt in ihrem mittleren Teil die Sequenzkomplementarititen der verschie-
denen PSTVd-Varianten zu den Nukleotiden 98-106 der 5S rRNA dar (siehe auch Abbil-
dung 4.8). Sowohl die PSTVd-Wildtyp-Sequenz, als auch Variante 1 erlauben die Ausbildung
einer iiber 9 Nukleotide reichenden, durchgingigen Helix, die bereits in Abbildung 4.8 dar-
gestellt wurde. Variante 1 trigt die Mutationsreversion, die eine Infektion des Blattgewebes
ermoglicht. Weder die eigentliche Mutante, noch Variante 2 erlauben den dargestellten, inter-
molekularen Kontakt in irgendeiner Form. Keine von ihnen gelangte in die Mesophyllzellen.
Variante 3 hingegen erlaubt wieder eine Wechselwirkung. Diese ist energetisch jedoch deutlich
ungiinstiger, da ein ungepaartes Dinukleotid im Zentrum der Helix liegt. Reduziert man die
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Wechselwirkung auf den Bereich der fiir intermolekulare Kontakte zur Verfiigung stehenden
Loop E-Nukleotide (grau unterlegt), so ergibt sich unter Anwendung der bereits genannten
thermodynamischen Parameter eine freie Energiedifferenz von 0.5 kJ/mol. Wird dieses Hybrid
noch weiter auf die terminalen Loop-Nukleotide der PSTVd-Sequenz (umrahmt) beschrinkt,
so erhélt man durch verschieben einer der Sequenzen um ein Nukleotid eine Wechselwirkung
iiber drei Basenpaare. Diese ist nicht mit dem Verlust eines Strukturelementes der Ausgangs-
molekiile verbunden und fiihrt daher zu einem Energiegewinn. Eine vergleichbare Wechselwir-
kung kann allerdings nicht Grundlage der vorliegenden experimentellen Ergebnisse sein, da sie
innerhalb der nicht mutierten PSTVd-Sequenz nicht durch Psoralen quervernetzbar wére. Es
zeigt jedoch, dass Variante 3 in dieser Region zumindest eine eingeschrinkte Wechselwirkung
mit 5S rRNA ausbilden kann. Diese Variante war nach mechanischer Inokulation infektios.

Bevor die in vivo relevant erscheinenden Wechselwirkungspositionen im Zusammenhang mit
einer moglichen funktionellen Bedeutung in Abschnitt 4.4 diskutiert werden, ist es zunéchst
notwendig einen Uberblick iiber Lokalisation und Funktion der 5S rRNA in eukaryotischen
Zellen zu geben.

4.3 5S rRNA in eukaryotischen Zellen

In allen lebenden Organismen wird die mRNA-abhingige Proteinsynthese durch Ribosomen
katalysiert. Die ribosomale 5S RNA ist Bestandteil der grolen Untereinheit aller Ribosomen,
mit Ausnahme der Mitochondrien einiger Pilze und hoherer Tiere (Barciszewska et al. 2000).
Die Funktion der 5S rRNA in eukaryotischen Zellen bleibt aber nicht auf die Translation
beschrinkt. Vielmehr ist die 5S rRNA an einer Reihe von Ribonukleoproteinpartikeln beteiligt,
deren Funktion zum Teil noch ungeklirt ist. Abbildung 4.11 gibt einen Uberblick iiber solche
Partikel und ihrer Lokalisation in der Zelle.

Die Transkription der 5S rRNA erfolgt im Kernplasma durch die RNA Polymerase III unter
Verwendung des genspezifischen Transkriptionsfaktors ITTA (Campell et al. 1992, Paule und
White 2000). Als einziger bekannter Transkriptionsfaktor bindet TFIIIA nicht nur an das Gen
selber, sondern auch an das Genprodukt (Pieler et al. 1986 und Searles et al. 2000). Solche
Komplexe aus 5S rRNA und TFIITA werden als 7S Partikel bezeichnet und kénnen entwick-
lungsspezifisch in das Zytoplasma der Zelle transportiert werden (siehe Abbildung 4.11). Nach-
gewiesen wurden 7S Partikel im Zytoplasma von Xenopus-Oozyten (Tafuri und Wolffe 1993),
in Mais-Embryonen (Rincén-Guzman et al. 1998) sowie in Tulpen-Stempeln (Wyszko und
Barciszeoska 1997). In Xenopus-Oozyten konnte gezeigt werden, dass der Gen-TFIITA-Préin-
itiationskomplex deutlich instabiler ist als in somatischen Zellen, in denen andere 5S rRNA-
Gene transkribiert werden. Dies fiihrt zu der verstérkten Ausbildung von 7S Partikeln, die als
Vorrats-Form der beteiligten Komponenten wihrend der Ruhephase verstanden werden. In
der Embryogenese wird die Translationsaktivitéit in den Oozyten dramatisch erhoht. Die Syn-
these des ribosomalen Proteins Lb nimmt zu. L5 bindet ebenfalls spezifisch 5S rRNA. TFIITA
wird dadurch aus der Bindung an 5S rRNA verdringt, und der entstandene 5S Ribonuklein-
partikel (5S RNP) wird zuriick in den Zellkern transportiert (siehe Abbildung 4.11) (Tafuri
und Wolffe 1993). Dariiberhinaus wurden in Xenopus-Oozyten weitere Partikel mit Vorrats-
Funktion nachgewiesen. Diese als 42S Partikel bezeichneten Komplexe enthalten neben der
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5S rRNA ein Protein mit einem Molekulargewicht von 43000, zweimal ein identisches Protein
mit 50 kDa und drei beliebige, aber gréfitenteils aminoacetylierte tRNAs.

Gr.Ribo. UE—— » Gr.Ribo. UE— Ribosom

58 rDNA

Pol.lll

o
(2]
0 —>
Z
)

5S rRNA

428 Partikel 58 RNP

A
7S Partikel Komplex mit
Aminoacyl-tRNA
Synthetasen

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung der Lokalisation und Funktion von 5S rRNA in eukaryotischen
Zellen. Dunkelgrau wurde der Nukleolus, hellgrau der Zellkern dargestellt.

Das an den 5S RNPs beteiligte, ribosomale Protein L5 ist wesentlich fiir den intrazelluliren
Transport der 5S rRNA verantwortlich. In somatischen Zellen bindet L5 im Kernplasma an die
neu synthetisiert 5S rRNA und erlaubt so die Lokalisation im Nukleolus (Michael und Dreyfuss
1996). Dort erfolgt die Assemblierung der ribosomalen Untereinheiten. Als letzter Bestandteil
wird der 5S RNP in die grofle Untereinheit eingebaut, bevor diese ins Zytoplasma transportiert
wird (Bogdanov et al. 1995). Dabei iibersteigt die Anzahl der 5S RNPs im Nukleolus den
ribosomale Bedarf um ein Vielfaches (Michael und Dreyfuss 1996). Aus Untersuchungen zur
Lage der 5S rRNA in den Ribosomen konnte auf eine moglich Funktion geschlossen werden.
Es wird derzeit davon ausgegangen, dass die 5S rRNA in die Signaliibertragung zwischen dem
Peptidyltransferasezentrum und dem Translokationszentrum involviert ist (Bogdanov et al.
1995, Holmberg et al. 1992, Nygard und Nilsson 1987, Sergiev et al. 2000). Aulerdem zeigten
Analysen mit kompetitiven Oligonukleotiden, dass vermutlich eine direkte Wechselwirkung
iiber 10 Nukleotide zwischen 5S rRNA und 18S rRNA an der reversiblen Assemblierung der
ribosomalen Untereinheiten beteiligt ist (Azad et al. 1998).

In Abbildung 4.11 sind weitere zytosolische Komplexe dargestellt, die 5S rRNA enthal-
ten. Bei Sdugetieren liegen die Aminoacyl-tRNA-Synthetasen als Multienzymkomplexe vor.
In Rattenleberzellen sind an einigen dieser Komplexe 5S RNPs beteiligt und aktivieren selek-
tiv Aminoacyl-tRNA-Synthetasen (Ogata et al. 1991a, Ogata et al. 1991b, Ogata et al. 1994,
Ogata et al. 1995 und Ogata et al. 1996). Allgemein stehen die zytosolischen 5S RNPs in
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Rattenleberzellen mit der nukleoldren Fraktion in keinem Zusammenhang. Vielmehr werden
diese Partikel direkt nach der Synthese aus dem Zellkern in das Zytosol transportiert (Ogata
et al. 1993).

Die Vielzahl der zytosolischen Komplexe die 5S rRNA enthalten, macht es wahrscheinlich,
dass ein 5S rRNA-spezifischer Exportmechanismus aus dem Zellkern heraus existiert. Dieser
Mechanismus wird von dem HIV-1 Protein Rev fiir den nukleozytoplasmatischen Transport
unvollsténdig gereifter viraler mRNAs genutzt (Schatz et al. 1998). Dabei kann Rev sowohl
indirekt, iiber den eukaryotischen Elongationsfaktor 5A, mit dem L5-Protein, als auch direkt
mit der 5S rRNA wechselwirken (Lam et al. 1998). In wie weit TFIITA an diesem Prozess
beteiligt ist, bleibt ungeklart.

4.4 Diskussion der funktionellen Bedeutung einer Wechselwir-
kung zwischen PSTVd und 5S rRNA: Entwicklung eines
Transportmodells

Zusammengefasst erlauben die vorgestellten Daten die Aufstellung eines auf der Wechselwir-
kung zwischen PSTVd und 5S rRNA basierenden intrazelluliren Transportmodells. In euka-
ryotischen Zellen existiert ein komplexes 5S rRNA-spezifisches Transportsystem, welches die
Translokation der 5S rRNA aus dem Kernplasma in den Nukleolus oder das Zytoplasma, aus
dem Nukleolus in das Zytoplasma und aus dem Zytoplasma in den Zellkern ermdéglicht und
reguliert (sieche Abbildung 4.11). Fiir das humane Pathogen HIV-1 konnte bereits gezeigt wer-
den, dass der iiber das Rev-Protein vermittelte Export nicht maturierter viraler mRNAs aus
dem Zellkern den 5S rRNA-Exportweg nutzt (Schatz et al. 1998 und Lam et al. 1998).

Von PSTVd ist bekannt, dass es innerhalb der Wirtszellen aus dem Zytoplasma in den
Zellkern, aus dem Kernplasma in den Nukleolus und aller Wahrscheinlichkeit nach aus dem
Zellkern wieder in das Zytoplasma transportiert wird (siehe Abschnitt 1.2). Dem Modell nach
wiirde mindestens einer dieser Schritte durch die Wechselwirkung mit 5S rRNA ermoglicht.
Eine Reihe von Betrachtungen unterstiitzen diese Vorstellung:

1994 konnte R. Hammond durch Mutationsanalysen einen Zusammenhang zwischen der
Sequenz des rechten Terminus von PSTVd und Transportprozessen in Tomaten nachweisen
(Hammond 1994). In Abbildung 4.10 wurde gezeigt, dass eben diese mutierten Nukleotide an
der Ausbildung einer thermodynamisch giinstigen intermolekularen Helix mit 5S rRNA betei-
ligt sind. Nur die Varianten werden aus dem Wurzelgewebe in die Blédtter transportiert und hier
erfolgreich vermehrt, die in der Lage sind diese Wechselwirkung auszubilden. Zwar diskutiert
die Autorin in ihrer Verdffentlichung lediglich Wechselwirkungen zu einem den Langstrecken-
oder den interzelluldren Transport vermittelnden Faktor als Ursache fiir die mangelnde Ver-
breitung der mutierten Viroide in den Pflanzen. Dies begriindete sich jedoch aus dem Befund,
dass PSTVd in allen untersuchten Pflanzen im Gallbereich, sowie in den Wurzeln nachzuwei-
sen war. Hier wurde es erfolgreich repliziert, und war demzufolge in den Zellkern eingedrungen.
Aufler Acht gelassen wurde bei dieser Interpretation, dass die Infektion mit Hilfe des Agrobak-
terium tumefaciens durchgefithrt worden war. Das transgene Ti-Plasmid enthilt Sequenzen,
welche den Transport der inserierten DNA und ihre Integration in das Wirtsgenom ermégli-
chen. Auf diese Weise gelangte PSTVd-cDNA in die Zellkerne der durch das Agrobakterium
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befallenen Zellen, also eben jener Gewebeanteile, die in allen untersuchten Pflanzen PSTVd re-
plizierten. Somit kann nicht unterschieden werden, welcher der notwendigen Transportschritte
durch die Mutationen beeintriachtigt wurde.

Dariiberhinaus zeigt eine neuere Veroffentlichung (Zhu et al. 2001), dass eine eindeutige
Trennung des Langstrecken- von dem intrazelluliren Transport nicht méglich ist. Danach
ist der Phloemtransport von der Replikation der Viroide in den Geleitzellen der Siebrohren
abhingig. Die fiir Angiospermen charakteristischen plasmareichen Geleitzellen sind durch zahl-
reiche Plasmodesmata mit den Siebrohrengliedern verbunden. Im Anschluss an die Synthese
werden die neu entstandenen Molekiile hieraus in die Siebrohren entlassen. Nur auf diese Weise
soll die Viroidkonzentration wihrend des Transportes aufrecht erhalten werden kénnen.

Unter der Annahme, dass die Wechselwirkung mit 5S rRNA {iber die Nukleotide des rechten
Terminus ausgebildet wird, und dies einen der notwendigen intrazelluldren Transportschritte
von PSTVd ermoglicht, liefert diese Beobachtung auch eine Erkldrung dafiir, dass Variante
3 (Abbildung 4.10) nicht in der Lage war eine systemische Infektion aus der Wurzel, wohl
aber aus den Kotyledonen heraus zu induzieren. Die ungepaarten Nukleotide in der Mitte
der intermolekularen Helix reduzieren die Wechselwirkungsrate und somit die Effizienz des
intrazelluliaren Transportes. Dadurch sinkt die Anzahl der in den Geleitzellen synthetisier-
ten PSTVd-Molekiile ab. Somit ist es nicht mehr méglich die notwendige Viroidkonzentration
iiber ldngere Distanzen im Phloem aufrecht zu erhalten. Der Weg von der Wurzel zu den wach-
senden Blittern ist deutlich ldnger als der von den Kotyledonen. Wihrend ersterer aufgrund
des Dosiseffektes nicht mehr zu bewéltigen wire, konnte letzterer noch erfolgreich beschritten
werden. Da PSTVd nur in den Bldttern nachzuweisen ist, die nach der Infektion neu gebildet
wurden (Palukaitis 1987), kann der weitere Transport auf zwei Weisen erfolgen. Zum Einen
werden die bisher diskutierten Mechanismen genutzt. Zum Anderen wird PSTVd wéhrend der
Zellteilung an die neuentstandenen Blitter weitergegeben. Dieser Weg wiirde auch einer intra-
zelluldren Transportmutante zu Verfiigung stehen. Fiir einen Phloemtransport ist er jedoch
undenkbar, da dieses Gewebe zum Zeitpunkt der Infektion schon ausdifferenziert war.

Zu diskutieren bliebe, welcher der intrazelluldren Transportprozesse durch eine Wechselwir-
kung mit 5S rRNA ermoglicht wird. Hierfiir kime jeder der genannten Schritte in Betracht.
Da es nach den in diesem Kapitel formulierten Uberlegungen Hinweise auf zwei Interaktions-
positionen in vivo gibt, die nicht gleichzeitig ausgebildet werden kénnen, erscheint es durchaus
moglich, dass PSTVd zwei oder mehr unterschiedliche Komplexe unterschiedlicher Funktion
mit 5S rRNA ausbildet. Mit dem jetzigen Kenntnisstand ist es jedoch unmoglich eine weitere
Differenzierung vorzunehmen.

4.5 Ausblick

Mit den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen einen Wirts-
faktor aufzureinigen und zu identifizieren, der in vitro und in vivo eine Wechselwirkung mit
PSTVd ausbildet. Zwar konnte ein Modell fiir die funktionelle Bedeutung dieser Wechselwir-
kung entwickelt und diskutiert werden, doch fehlt noch eine experimentelle Bestéitigung. Wei-
terfiihrende Untersuchungen miissen sich daher eine endgiiltige Aufkldrung der Funktion dieser
Interaktion zum Ziel setzen. Zwei experimentelle Strategien konnen dabei verfolgt werden. So
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ist es notwendig, zunichst die genauen Interaktionspositionen zu bestimmen. Dariiberhinaus
konnen in vitro-Analysen mit bekannten 5S rRNA-Wechselwirkungspartnern in der Zelle zei-
gen, ob ein Kontakt zwischen diesen und PSTVd durch 5S rRNA vermittelt wird.

Ermittlung der genauen Interaktionspositionen

Die Ermittlung der Interaktionspositionen in vitro sollte durch vergleichende Primer
Extension-Analysen der einzelnen Partner PSTVd und 5S rRNA, sowie des quervernetzten
Komplexes erfolgen. Methodisch wére hierbei wie in Thiel 1999 beschrieben vorzugehen. Al-
ternativ kann untersucht werden welche der PSTVd-Sequenz entsprechenden Oligonukleoti-
de in einer Hybridisierungsreaktion die Ausbildung des intermolekularen PSTVd-5S rRNA-
Aggregates behindern. Thre Sequenz entspricht dann der 5S rRNA-Binderegion von PSTVd.
Hat man die Position der Wechselwirkung eingegrenzt, so sind ausgedehnte phylogenetische
Sequenzvergleiche der entsprechenden Regionen unumgénglich, um auf eine Interaktionspositi-
on und Funktion in vivo zuriickschliefen zu kénnen. Nur wenn diese Wechselwirkung innerhalb
der Pospiviroidae konserviert ist, kann auf eine allgemeingiiltige Funktion geschlossen werden.
Experimentell sollte dies nachtréiglich durch Mutationsanalysen in vivo bestitigt werden. Dazu
ist es zunéichst notwendig, die in der vorliegenden Arbeit an Kartoffelsuspensionszellkulturen
erzielten Ergebnisse auf ein flexibleres System, wie zum Beispiel Tomatenpflanzen zu iiber-
tragen. Hieran konnte die Infektitsitit gezielt im Bereich der Wechselwirkung zu 5S rRNA
mutierter Viroide iiberpriift werden.

Untersuchungen mit zelluldiren Faktoren, die eine Wechselwirkung mit 5S rRNA
ausbilden

Untersuchungen zur Aggregation von PSTVd mit 5S rRNA und 5S rRNA bindenden Wirts-
faktoren wiirden weitere Aufschliisse iber die Funktion der nachgewiesenen Wechselwirkung
liefern. Eine Reihe von zelluldren Faktoren sind bekannt, die mit 5S rRNA assoziiert vor-
liegen. In einigen Fillen konnte die physiologische Bedeutung dieser Interaktionen bestimmt
werden. Der Nachweis einer Wechselwirkung zwischen einem dieser Wirtsfaktoren und dem
PSTVd-5S rRNA-Komplex wiirde Riickschliisse auf die Folgen und damit die Bedeutung der
PSTVd-5S rRNA-Wechselwirkung ermoglichen. Beispielhaft wéren hier die Komponenten des
55 rRNA-Translokationssystemes zu nennen. RNAs werden normalerweise als Ribonuklein-
proteinkomplexe transportiert (Izaurralde und Adam 1998). Der 5S rRNA-Import aus dem
Zytoplasma in den Zellkern und aus dem Zellkern in den Nukleolus erfolgt durch Aggregation
der 5S rRNA mit dem ribosomalen Protein L5. Der Export aus dem Nukleolus findet vorwie-
gend im Ribosom statt. Aber auch der Transkriptionsinitiationsfaktor TFIITA bindet unter
bestimmten Umsténden 5S rRNA und erlaubt so den Export aus dem Nukleus in das Zytoplas-
ma. Die entsprechenden Komponenten kénnen isoliert oder bezogen werden und anschliefend
auf ihre Interaktionsfihigkeit mit PSTVd, 5S rRNA und dem aus beiden bestehenden Kom-
plex untersucht werden. Die erhaltenen Ergebnisse sollten es erlauben, das in der vorliegenden
Arbeit vorgestellte intrazelluldre Transportmodell zu bestétigen oder ein alternatives Modell,
zu entwickeln.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Viroide sind kleine, einzelstringige und pathogene RNAs, die ausschlieflich Pflanzen infizieren.
Obwohl sie nicht fiir eigene Proteine kodieren, replizieren Viroide in den Zellkernen autonom
und werden systemisch durch die Wirtspflanzen transportiert. Demnach muss die Viroid-RNA
eine Folge spezifischer Wechselwirkungen mit Wirts-Faktoren eingehen. Uber solche zelluliren
Partner war bisher wenig bekannt. Die Lokalisation der Viroide im Zellkern bzw. Nukleolus
lies Wechselwirkungen zu zelluliren RNAs jedoch wahrscheinlich erscheinen.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren etabliert, welches die Isolation zuvor mit
Psoralen kovalent an PSTVd gebundener zellulirer RNAs ermoglichte. Das Prinzip bestand
aus zwei hintereinander durchzufithrenden Biotin-Streptavidin vermittelten PSTVd-Affini-
tatschromatographien. Das Streptavidin war dabei an paramagnetischen Partikeln verankert.
Die Viroide wurden, unabhingig von daran fixierten zelluliren RNAs, mit geeigneten Biotin-
markierten Sonden hybridisiert, um anschliefend mit einem Magneten separiert zu werden.
In einem ersten Aufreinigungsschritt erfolgte die Isolation der Viroide und kovalent daran ge-
bundener Wechselwirkungspartner. Nach der Reversion der kovalenten Quervernetzung konnte
in einem zweiten Schritt die Trennung der zelluliren RNA von den Viroiden und Sonden-
Molekiilen durchgefiihrt werden.

Die Anwendung dieses Verfahrens erméglichte die Isolation einer zelluliren RNA, die nach
in vitro Komplexeinstellung kovalent iiber Psoralen an PSTVd gebunden wurde. Hybridisie-
rungsanalysen bewiesen, dass es sich hierbei um 5S rRNA handelt. Die Komplexierung konnte
mit geleluierten Komponenten reproduziert werden.

Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurde gezielt nach einer Wechselwirkung zwi-
schen PSTVd und 5S rRNA in vivo gesucht. Ein System zur Induktion von Psoralen-
Quervernetzungen an PSTVd-infizierten Protoplasten aus Kartoffelsuspensionszellkulturen
stand zu Verfiigung. Nach entsprechender Modifikation des Aufreinigungsverfahrens konnten
in vivo quervernetzte PSTVd-5S rRNA-Komplexe isoliert und 5S rRNA daraus freigesetzt wer-
den. Damit war es zum ersten Mal gelungen, einen zelluliren RNA-Wechselwirkungspartner
von PSTVd zu identifizieren.

Vergleichende Sequenzanalysen belegten eine Vielzahl méglicher PSTVd-5S rRNA-Interak-
tionspositionen. Berechnungen ergaben, dass ein Komplex nur dann thermodynamisch stabil
ist, wenn er iiber wenige Nukleotide ausgebildet wird, welche in den Ausgangsstrukturen zu-
mindest teilweise einzelstringig vorlagen. Es wurden Hinweise darauf gefunden, dass zwei sol-
cher Hybride sowohl in vitro als auch in vivo ausgebildet werden. Dabei handelt es sich um ein
Hybrid der Loop E-Motive beider Molekiile und um ein Hybrid des rechten PSTVd-Terminus
mit dem Loop E-Motiv der 5S rRNA.

Zusammen mit neueren Erkenntnissen der Lokalisation und Funktion von 5S rRNA in eu-
karyotischen Zellen wurde daraus ein Modell abgeleitet, wonach der intrazelluldre Transport
von PSTVd durch die Wechselwirkung mit 5S rRNA erméglicht wird.
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