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Ja, ich weiB es besser: Gott hat den Menschen erschaffen,

damit er die Herrlichkeit der Welt bewundere.

Jeder Autor, und sei er noch so grof3, wiinscht, dafl sein Werk gelobt werde.
Und in der Bibel, den Memoiren Gottes, steht ausdriicklich:
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I Einleitung

Die Entdeckung der Doppelhelixstruktur der Desoxyribonukleinsdure (DNA) durch Watson und
Crick im Jahre 1953 ldutete eine beispiellose Revolution in der Biologie ein. Nach jahrzehnte-
langem Ritseln iiber die Natur der Gene wurde jetzt auf einen Schlag klar, auf welche Weise
Information in lebenden Systemen gespeichert ist und wie sie verdoppelt und weitervererbt werden
kann. Die sich daraus ergebenden Fragen - wie diese Information abgelesen und umgesetzt wird,
wurden in rascher Folge gekldrt und fithrten zum zentralen Dogma der Molekularbiologie: die
Basenabfolge der DNA wird kopiert in eine komplementéire Basenabfolge der Ribonukleinsdure
(RNA), die in einem Triplettcode iibersetzt die Aminosduresequenz von Proteinen spezifiziert. Den
identisch kopierbaren Nukleinsduren kommt folglich die Rolle des Informationsiibermittlers zu, die
biochemisch so offensichtlich vielfiltigeren Proteine sind demnach die omnipotenten Werkzeuge,
die den Ablauf aller Lebensvorgéinge vermitteln - dafl hei3t auch die Genexpression steuern und
somit ihre eigene Produktion regulieren. In den letzten Jahren wird zunehmend klar, daf} dieses

tiberschaubare Szenario eine unzutreffende Vereinfachung darstellt.

1.1 Das Zeitalter der RNA

Es offenbarte sich iiberraschenderweise, dal auch RNA enzymatische Funktion haben kann. Wurde
zunachst ,,nur* die spezifische Spaltung bestimmter RNAs durch Autokatalyse entdeckt (Guerrier
Takada und Altman (1984), Cech et al. (1981)), so lieferte die detaillierte Strukturaufkldrung der
Ribosomen in den letzten Jahren nicht nur den Nachweis, dafl die Kniipfung der Peptidbindung
durch die ribosomale RNA katalysiert, sondern auch die Wechselwirkung mit der mRNA und den
tRNAs fast ausschlieBlich durch die rRNA vermittelt wird (Yusupov et al. (2001), Ogle et al.
(2001)); den ribosomalen Proteinen - immerhin bei Eukaryonten rund 80 verschiedenen - kommt
scheinbar primér die Rolle zu, die rRNA an vielen Stellen zu stabilisieren.

AuBerdem stellte sich heraus, dafl die Genregulation ein weit vielschichtigerer Vorgang ist, als man
je erwarten konnte. Es ist wohlbekannt, daf} an regulatorische Bereiche der DNA bindende Proteine
die Transkription der mRNA regulieren und mit letzterer wechselwirkende Proteine in einem
zweiten Schritt steuern, ob und wann die mRNA dann translatiert wird. Offenbar bietet dieses
Szenario jedoch weniger Regulationspotential, als fiir das Funktionieren hochkomplexer
Lebensformen vonnoten ist. Und wieder kommen den RNAs weitere Aufgaben zu. Seit langerem

bereits reift die Erkenntnis, daf mRNAs Strukturen ausbilden konnen, die ihre Stabilitit und



Translationskompetenz in cis regulieren. Vollig neu dagegen ist, daf} beide Eigenschaften durch
zusitzlich exprimierte RNAs in trans beeinfluit werden konnen. Aus letzteren miissen in jedem
Fall durch Nukleasen zunéchst die nur 21-23 Nukleotide langen, sogenannten micro-RNAs
(miRNAs) herausgeschnitten werden, die in Tieren die Translation ihrer mRNA-Zielsequenz
verhindern, in Pflanzen dagegen i.d.R. deren Abbau determinieren (zur Ubersicht: Carrington und
Ambros (2003)). Der Mechanismus der RNA-vermittelten RNA-Degradation - die sogenannte
RNA-Interference - wird dariiber hinaus von vielen Organismen auch zur Abwehr von viralen
Infektionen eingesetzt. Sogar im Bereich der Transkriptionsregulation spielen solche kleinen RNAs
eine entscheidende Rolle: grofle Bereiche der komplexen, eukaryontischen Genome sind in der
Folge kovalenter Modifizierungen von Histonen und DNA sehr kompakt strukturiert und als
sogenanntes Heterochromatin transkriptionell ,,stillgelegt. Unter anderem im Verlaufe der
Keimzellenbildung und der embryonalen Entwicklung werden diese Modifikationen allerdings
transient riickgingig gemacht, um spiter wieder in identischer Weise neu etabliert zu werden.
Kleinen RNAs scheint eine Schliisselfunktion bei der Determinierung bestimmter Bereiche zur
Heterochromatinbildung und somit der transkriptionellen Inaktivierung darin eingeschlossender und
angrenzender Gene zuzukommen (Schramke und Allshire (2003), zur Ubersicht: Grewal und
Moazed (2003)). Wenn also auch bei vielen molekularbiologischen Prozessen die RNA
entscheidende Funktionen erfiillt, so sind doch alle nur als komplexes Wechselspiel zwischen

Nukleinsiduren und an sie bindenden Proteinen zu verstehen.

1.2 Nukleinsdurestruktur und ihre Erkennung durch Proteine

Im Prinzip mufl man davon ausgehen, dal fiir die Nukleinsdureerkennung wie fiir jede
biochemische Fragestellung unendlich viele Moglichkeiten bestehen, sie durch Kombination der
,richtigen* Aminosduren zur Polypeptidkette zu erfiillen. Tatsidchlich beobachten wir jedoch, dal3
bestimmte Strukturen in Proteinen besonders hdufig und in vielfacher Abwandlung fiir die Aufgabe
der Bindung an Nukleinsduren verwendet werden. Dabei gibt es Doméinen, die offenbar zur
Erkennung von DNA und RNA geeignet sind, aber auch solche, die bislang nur mit einem der
beiden Vorginge in Verbindung gebracht werden. Die beiden Nukleinsduren unterscheiden sich in
einem winzigen Detail, was sie faszinierenderweise perfekt zu ihren jeweiligen Aufgaben befidhigt:
der DNA fehlt die Hydroxylgruppe am C2-Atom der Ribose. Dies hat zwei wichtige Konsequen-
zen: zum einen wird sie dadurch viel stabiler als die RNA, bei der die Anwesenheit der OH-Gruppe
eine Hydrolyse des Phosphatriickgrats und damit einen Bruch in der Polynukleotidkette deutlich

erleichtert. Diese chemische Stabilitét ist jedoch fiir die DNA unabdingbar, um ihre Aufgabe der



dauerhaften Speicherung von Erbinformationen zu erfiillen. Zu ebendiesem Zweck liegt sie als
durchgéngig basengepaarter Doppelstrang vor, was eine schnelle, identische Verdopplung der
Erbinformation erméglicht. Diese du3erliche Gleichformigkeit konnte jedoch eine spezifische
Erkennung bestimmter Abschnitte durch regulatorische Proteine erschweren. Auch hier erweist sich
das Fehlen der Hydroxylgruppe als vorteilhaft, weil es der Ribose eine alternative Konformation
ermoglicht, die fiir die RNA ausgeschlossen ist. Nur so kann die DNA-Doppelhelix die unter
physiologischen Bedingungen beobachtete B-Helix einnehmen, die durch eine durchgingig
geweitete ,,grofle Grube* die spezifische Erkennung der Basenabfolge durch die Seitenketten DNA-
bindender Proteine ermdéglicht (Steitz (1999)).

Im Gegensatz zur DNA sind RNAs in der Zelle einem stetigen Auf- und -Abbau unterworfen.
Daher ist in diesem Fall die durch die 2"Hydroxylgruppe vermittelte Instabilitdt durchaus sinnvoll.
Offenbar ist diese Hydroxylgruppe aber auch fiir die Funktion von RN As unabdingbar, weil sie fiir
Wechselwirkungen bendotigt wird, die die Ausbildung komplexer rdumlicher Strukturen erst
ermoglichen: in den kiirzlich aufgeklarten Rontgenkristallstrukturen der ribosomalen Unterein-
heiten (Nenad et al. (2000), Wimberly et al. (2000)) erwiesen sich diese A-minor-Motiv genannten,
vormals unbekannten Tertidrstrukturelemente als die zahlenméBig dominierenden ,,Long-Range-
Interactions‘ innerhalb der rRNA (Nissen et al. (2001). A-minor-Motive bezeichnen die Einfiigung
von Adenin-Basen in die kleine Grube von RNA-Helices, welche durch Wasserstoffbriicken zu den
2°0OH-Gruppen der Ribosen stabilisiert wird. Diese Art der Wechselwirkung dient dariiber hinaus
sogar der Uberpriifung korrekter Kodon-Antikodon-Basenpaarung in der Akzeptor-Site der
Ribosomen und damit indirekt der Gewéahrleistung des Einbaus der richtigen Aminosduren in
entstehende Proteinketten (Ogle et al. (2001)).

Die Erkennung von RNAs durch Proteine ist prinzipiell kein Problem, da sie i.d.R. einzelstriangig
vorliegen und sich intramolekular in individuelle Strukturen falten. Diese weisen an vielen Stellen
ungewohnliche Basenpaare und ungepaarte Bereiche auf, die durch Proteine spezifisch erkannt
werden konnen. AuBlerdem ist die groBe Grube der RNA-A-Helix in der unmittelbaren Umgebung
solcher Sekundérstrukturelemente oftmals aufgeweitet und so auch hier fiir die basenspezifische
Erkennung durch Protein-Seitenketten zugidnglich. Die Existenz der 2°OH-Gruppe in der RNA
schlieBlich wird von verschiedenen RNA-Bindemotiven in Proteinen durch die Ausbildung
stabilisierender H-Briicken zu dieser Hydroxylgruppe ausgenutzt. Ein Beispiel ist die in der
vorliegenden Arbeit u.a. untersuchte dsSRNA-Bindedomine (Abbildung 1), die vermittels dieser
Wechselwirkungen eine hohe Affinitit zu doppelstringigen RNA-Bereichen aufweist (Bevilacqua

und Cech (1996), Ryter und Schultz (1998), Ramos et al. (2000)). Primires Untersuchungsobjekt



a-1 B-1 B-2 B-3 a-2
XLRBPA-2.dsRBD 117 LOELAVQKGWRLPEYTVAQESGPPHKREFTITCRVET-FVETGSGT-SKQVAKRVAAEKLLTKFKTI 181
PKR-1.dsRBD 14 LNTYRQKQGVVL-KYQELPNSGPPHDRRFTFQVIIDGREFPEGEGR-SKKEAKNAAAKLAVEILNKE 78
PKR-2.dsRBD 105 INRIAQKKRLTV-NYEQCAS-GVHGPEGFHYKCKMGQKEYSIGTGS-TKQEAKQLAAKLAYLQILSE 168
HYL1-1.dsRBD 20 LQEYAQKYKLPTPVYEIVKE-GPSHKSLFQSTVILDGVRYNSLPGFFNRKAAEQSAAEVALRELAKS 85
HYL1-2.dsRBD 106 LOEYAQKMNYAIPLYQCQKVETLGRVTQFTCTVEIGGIKYTGAATR-TKKDAEISAGRTALLAIQSD 171
Staufen_3.dsRBD 582 QVHEIGIKRNMTV-HFKVLREEGPAHMKNFITACIVGS-IVTEGEGN-GKKVSKKRAAEKMLVELQKL 646

1 1 m1

Abbildung 1: Die Doppelstrang-RNA-Bindedoméne (dsRBD)

A) Rontgenkristallstruktur der zweiten dsSRBD des Proteins XLRBPA aus Xenopus (lila) im Komplex mit dsRNA (gold
und hellblau). Sauerstoffatome sind rot, Stickstoffatome blau und Phosphoratome in der RNA hellgriin dargestellt.

B) - D) Detaildarstellungen der Kontakte zwischen Protein und RNA. Wassermolekiile sind tiirkis dargestellt, Wasser-

stoffbriicken durch schwarze Linien angedeutet, 2"Hydroxylgruppen der Ribosen sind gekennzeichnet.
Region 1 (B) liegt innerhalb der Helix a-1, Region 2 (C) im Loop zwischen B-Faltblatt 1 und 2, Region 3 (D)
im Loop zwischen B-Faltblatt 3 und der Helix a-2 (vgl. E)).

E) Sequenzvergleich von dsRBDs aus verschiedenen Proteinen: XLRBPA-2.dsRBD ist die Sequenz der in A)
abgebildeten Kristallstruktur, darunter stehen die Sequenzen der jeweils ersten und zweiten dsRBD der humanen,
RNA-héngigen Proteinkinase PKR bzw. des Proteins HYL1 aus Arabidopsis thaliana (s.Abschn. 2....). Unten steht
die Sequenz der dritten dsRBD des Staufen-Proteins aus Drosophila melanogaster, deren Struktur im Komplex mit
einem RNA-Hairpin mittels NMR-Spektroskopie aufgeklirt wurde (Ramos et al. (2000)).

Uber den Sequenzen sind die Bereiche, welche a-Helices bzw. B-Faltblattstrukturen ausbilden, durch farbige Balken
markiert. Die Pfeile iiber den Sequenzen markieren die in A)-D) hervorgehobenen Aminoséduren, welche Kontakte
zur RNA ausbilden. Die schwarzen Pfeile unter den Sequenzen markieren Aminoséuren in der Staufen-Sequenz,

fiir die mittels Nuklear-Overhauser-Effekt- (NOE-) Messungen eine unmittelbare Nihe zur RNA gezeigt werden
konnte. Die Pfeile in Orange markieren Aminoséuren, deren Austausch zu Alanin die RNA-Bindung unterdriickt
(Ramos et al. (2000)). Abbildungen A-D wurden entnommen aus Ryter und Schultz (1998).

der vorliegenden Arbeit ist jedoch eine RNA, deren Existenz ebenfalls das erstaunliche Potential

dieser Substanzklasse verdeutlicht.

1.3 Die kleinsten Parasiten

1967 isolierte Theodor Diener als Erreger der Spindelknollensucht in der Kartoffel etwas, daf3 ins
Weltbild der Molekularbiologie nicht so recht passt: eine nackte und mit 359 Nukleotiden relativ
kleine RNA (zur Ubersicht: Riesner und Gross (1985), Diener (1987)). Alle bis dato bekannten
Erreger waren wenigstens in der Lage, fiir eigene Proteine zu kodieren, was fiir die Potato Spindle

Tuber Viroid- (PSTVd-) RNA nicht der Fall ist. Auch ist aufgrund der bereits erwihnten,
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Abbildung 2: Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd)

a) Sekundarstruktur der 359 Nukleotide umfassenden, zirkulidren
RNA. In der virulenzmodulierenden Region (VM-Region)
unterscheiden sich Sequenzvarianten verschiedener Pathogenitiit

b) Eine gesunde Rutgers-Tomate (links) neben Individuen, die mit
den PSTVd-Isolaten 23 (,,Mild*), 26 (,,Intermediate*) bzw.
48 (,,Lethal*) infiziert wurden. Die Aufnahme entstand 6 Wochen
nach Infektion der Pflanzen

intrinsischen Instabilitdt von RNA bemerkenswert, daf} dieses Molekiil ohne schiitzende
Proteinhiille auftritt und stabil ist. Dies konnte bedingt sein durch die Tatsache, daf} das Viroid im
Gegensatz zu allen anderen RNAs zirkulédr geschlossen ist, also kein freies Ende aufweist. Das
Fehlen eigener Proteine hat aber auch zur Folge, daf dieses parasitierende Molekiil nicht tiber
besondere Mechanismen zum Eindringen in seine Wirte verfiigt, sondern auf Verletzungen
derPflanzenoberfliche als Eintrittsstellen angewiesen ist. AuBerdem kann seine Vermehrung und
der Transport durch die Pflanze nur durch Wechselwirkungen mit wirtseigenen Faktoren erfolgen.
Da der RNA-Polymerase II-Inhibitor a-Amanitin die Viroidreplikation unterdriickt, liegt nahe, daf3
dieser Proteinkomplex die Vervielféltigung der Viroid-RNA vermittelt (Schindler und Miihlbach
(1992)). Weitere Proteinfaktoren, die fiir die Prozessierung und den Transport des Molekiils
hochstwahrscheinlich bendétigt werden, konnten dagegen bis heute nicht sicher identifiziert werden.
Der Ablauf der Viroidreplikation dagegen konnte durch die Arbeit von Branch und Robertson
(1984)) zumindest teilweise aufgeklirt werden. In einem ersten Transkriptionsschritt wird die
zirkuldre, einzelstrangige RNA demnach durch einen Rolling-Circle-Mechanismus in einen
oligomeren Strang komplementérer Sequenz iibersetzt, der dann wiederum als Matrize fiir die
Ubersetzung in die Ausgangssequenz dient. Bemerkenswert ist dabei, da die RNA durch
Umfaltungsprozesse zum einen ihre Erkennung durch das normalerweise DNA-abhingige Enzym
RNA-Polymerase II in beiden Polarititen gewéhrleisten kann, zum anderen aber auch ihre
Prozessierung zum monomeren (+)-Strang durch Ausbildung einer metastabilen Struktur selbst

ermdoglicht (Baumstark et al. (1997)). Jedes bekannte Viroid hat ein begrenztes Wirtsspektrum, im



Falle von PSTVd sind es vor allem viele Nachtschattengewéchse, in denen seine Vermehrung
effektiv verlduft. Nach wenigen Wochen erreicht es seinen endgiiltigen Titer von circa 1
Nanogramm pro Milligramm Blattmaterial, was etwa einem Promille der Nukleinsduremenge in der

Pflanze entspricht.

1.4 Der Nukleolus - Ort der Viroidanreicherung

Riesner und Mitarbeiter (Schumacher et al. (1983%)) untersuchten die subzellulire Lokalisation der
Viroid-RNA und stellten iiberraschenderweise fest, dal nahezu die gesamte Menge derselben in den
Nukleoli akkumuliert und dort rein rechnerisch eine wenigstens mikromolare Konzentration
erreicht. Dieses Ergebnis konnte spiter durch einen fluoreszenzmikroskopischen Nachweis in situ
bestitigt werden (Harders et al. (1989)). Der Umstand, daf3 die meisten Wirtspflanzen bei
Viroidbefall dennoch keinerlei Symptome zeigen, ist iiberaus irritierend, wenn man die
bemerkenswerten metabolischen Ablidufe an diesem Ort der Viroidakkumulation nédher betrachtet.
Die Nukleoli sind die Orte der Ribosomenbiogenese. Die drei groleren der insgesamt vier
eukaryontischen rRNAs werden in Form eines zusammenhédngenden Vorlaufer-Transkripts
synthetisiert. Um die grolen benotigten Mengen davon herzustellen - rRNA macht immerhin rund
70 % der zelluldiren Gesamt-RNA aus - werden viele Kopien der sie kodierenden rDNA benotigt.
Mehrere hundert (Sduger) oder tausend (Froschlurche und Pflanzen) rDNA-Einheiten sind im
Genom in tandemartigen Anordnungen aufgereiht. Um diese Bereiche bilden sich die dichtesten
Strukturen der Zelle - die Nukleoli - als Subkompartimente des Zellkerns. Innerhalb der Nukleoli
wird die pra-rRNA nicht nur transkribiert, sondern auch zu den reifen rRNAs prozessiert und mit
den circa 80 ribosomalen Proteinen zu den fertigen Untereinheiten assembliert. In jeder Sekunde
werden in einer teilungsaktiven Zelle ungefdahr 100 Primértranskripte fertiggestellt (Gonzélez-
Melendi et al. (2001), Dundr et al. (2002)). Ein einzelnes dieser Transkripte besitzt in
ausgezogenem Zustand eine Lange, die dem Durchmesser des Nukleolus entspricht. Ohne
Weiterverarbeitung der Transkripte wire dieses Organell daher innerhalb von 10-30 Minuten
vollstindig mit RNA ausgefiillt. Tatsdchlich erfolgt jedoch nach der Transkription die
Prozessierung und Modifizierung der rRNA sowie die Assemblierung mit den ribosomalen
Proteinen. Dieser Vorgang bedarf der Mitwirkung von iiber 100 zusétzlichen Proteinen, die in
jiingster Zeit groBtenteils identifiziert werden konnten (Harnpicharnchai et al. (2001), Grandi et al.
(2002)), deren jeweilige Funktion jedoch nur in den wenigsten Fillen bekannt ist (zur Ubersicht:
Fatica und Tollervey (2002)). AuBBerdem sind an diesen mehrstufigen Vorgéngen, die pro

Transkript nur wenige Minuten in Anspruch nehmen, eine Vielzahl kleiner RNAs (small nucleolar



(sno) RNAs, zur Ubersicht: Terns und Terns (2002)) beteiligt.

1.5 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Ganz wenige Spezies zeigen bei Viroidbefall deutliche Krankheitssymptome, unter ihnen die
Tomatenvarietdt Rutgers. Das Ausmalf} der Symptome ist aulerdem abhingig von der genauen
Nukleotidsequenz der replizierenden PSTVd-Variante. Insbesondere Sequenzverinderungen in der
virulenzmodulierenden Region (VM-Region) des Viroids haben drastische Auswirkungen auf ihre
Pathogenitét (Abbildung 2). Der Autor dieser Arbeit konnte zeigen, daf3 steigende Pathogenitét mit
einer zunehmenden Kriimmung der betreffenden Doméne einhergeht (Schmitz und Riesner (1998)).
Sofern diese Struktureigenschaft die Symptomatik tatsdchlich bedingt, wiirde dies eine
Wechselwirkung der Viroid-RNA mit einem Proteinmolekiil der Wirtspflanze als
krankheitsauslosendes Moment nahelegen, da die Stirke der Bindung von Proteinen an RNA von
der rdumlichen Struktur beider Partner abhédngig ist. Hiddinga und Kollegen hatten 1988 die
verstidrkte Phosphorylierung eines 68 kDa-Proteins in viroidinfizierten Pflanzen beobachtet.
Immunologische und biochemische Indizien deuteten darauf hin, daf es sich dabei um das
pflanzliche Homolog einer RNA-bindenden Proteinkinase handelt, die aus Sdugern bekannt und
mittlerweile sehr gut charakterisiert ist (zur Ubersicht: Williams (1999)). In Siugetierzellen wird
das Enzym durch Kontakt mit dsSRNA aktiviert, was in der Folge zum schnellen Erliegen der
Translation fiihrt. Dieses Protein erschien folglich als aussichtsreicher Kandidat fiir die Rolle des
pathogenen Wechselwirkungspartners von PSTVd. Die Uberpriifung dieses Sachverhalts war ein
frithes Ziel der vorliegenden Arbeit. Aus mehreren Griinden muflte jedoch die Aufgabenstellung
wihrend der Arbeit gedndert werden. So konnte weder eine Korrelation zwischen der Pathogenitit
des Viroids und dem Phosphorylierungszustand des Enzyms festgestellt noch iiberhaupt die
Beobachtung von Hiddinga beziiglich einer verstiarkten Phosphorylierung des 68 kDa-Proteins in
infizierten Pflanzen reproduziert werden. Auch eine Analyse der RNA-bindenden Eigenschaften
des angereicherten, pflanzlichen Enzyms erbrachte keine Ergebnisse, welche die Hypothese einer
pathogenititsrelevanten Wechselwirkung zwischen ihm und der Viroid-RNA erhérten wiirden. Zu
diesem Zeitpunkt der Arbeit wurde von Lu und Fedoroff (2000) die Entdeckung eines HYL1
genannten Proteins in Arabidopsis thaliana publiziert, welches wie die Proteinkinase PKR zwei N-
terminale dsSRNA-Bindedominen (dsRBDs) besitzt, jedoch im Gegensatz zur PKR
nachgewiesenermallen eine wichtige Funktion in der Steuerung des Pflanzenwachstums hat.

Daher wurde nun versucht, ein Homolog von HYL1 aus Tomatenpflanzen zu klonieren, um seine

Wechselwirkung mit PSTVd zu untersuchen. Tatsédchlich konnte ein solches Homolog mittels



RACE-PCR identifiziert werden, was sich auf hochinteressante Weise von HYL1 unterscheidet.
Allerdings gelang es nicht, die N-terminale Hilfte und damit den RNA-bindenden Teil des Proteins
zu erhalten, sodal} seine Expression unmoglich war. AuB3erdem riickte im Verlaufe der Arbeit die
Frage in den Vordergrund, warum die meisten Wirtspflanzen keine Symptome zeigen, obwohl sich
die Viroid-RNA zu so erstaunlich hoher Konzentration in den Nukleoli anreichert. Es erschien
sinnvoll, die Wechselwirkung von PSTVd mit besonders abundanten, nukleinsdurebindenden
Proteinen dieses Organells - namentlich Nukleolin und Fibrillarin - zu untersuchen. Fiir beide
Proteine gelang es nicht, ihre Homologe in der PSTVd-Wirtspflanze Tomate zu identifizieren.
Daher wurden die fiir sie kodierenden cDNA-Sequenzen schlieBlich aus Arabidopsis thaliana
kloniert und die Proteine in Escherichia coli exprimiert. Nach Aufreinigung der rekombinanten
Polypeptide verblieb nur das Nukleolin in 16slicher Form. Damit gelang erstmals die Identifikation
von durch Nukleolin gebundenen Bereichen in pflanzlicher rRNA. Seine Affinitit zu PSTVd ist
relativ gering, sodal} eine anfingliche Hypothese, wonach ein abundantes Protein des Nukleolus die
Viroid-RNA fest bindet und damit ihre Akkumulation in diesem Organell ohne schidigende
Auswirkungen fiir die Pflanze erlaubt, noch nicht sicher bestétigt werden konnte.

Eine abschlieBende in silico-Analyse der Viroidsequenz legt eine pathogene Wirkung dieser RNA
ohne Notwendigkeit einer Wechselwirkung mit Proteinen nahe. Demnach konnten Bruchstiicke der
PSTVd-Sequenz als miRNAs wirken und bei weitgehender Sequenzkomplementaritét zu
endogenen mRNAs deren Abbau vermitteln.

Der Darstellung der Untersuchungen zur pflanzlichen PKR und zum Arabidopsis-Nukleolin werden
im Ergebnisteil dieser Arbeit zwei davon unabhédngige Beobachtungen vorangestellt. Die eine
betrifft die Stabilitit der Viroid-RNA in unterschiedlichen Proteinfraktionen aus Pflanzenmaterial,
die andere eine Modifikation der grolen Untereinheit der Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase
(Rubisco) in infizierten Pflanzen, deren Ausmal ein sensitives Mal fiir die Pathogenitét der
infizierenden Viroid-RNA ist.

Der Ergebnisteil beginnt jedoch mit einer methodischen Verbesserung zur Aufreinigung und
Fraktionierung verschiedener Nukleinsduren, die in der vorliegenden Arbeit durch Fillungen mit

Polyethylenglykol erreicht werden konnte.



2 Material und Methoden

2.1 Arbeit mit Nukleinsduren

2.1.1 Préparation von Nukleinsduren aus Pflanzenmaterial

2.1.1.1 Aufreinigung von Viroid-RNA

Benotigte Losungen:

TNE-Puffer Phenol PEG-Lsg. NaCl-Lsg.
100 mM Tris/HCI, pH 7.5 Kristallines Phenol 50 % (w/v) PEGgg 5 M Na(Cl
100 mM NaCl in H,O gelost
10 mM EDTA (nicht dquilibriert)
2 % B-Mercaptoethanol 5 mM Tris/HCI, pH8.0
2 % SDS
Ablauf:
1. Mérsern des Pflanzenmaterials zu einem moglichst feinen Pulver
2. Zugabe von 2 Volumen TNE-Puffer und 2 Volumen Phenol, kriftiges Schiitteln
3. Phasentrennung durch kurzzeitige Zentrifugation, Uberfiihren der oberen Phase in neues Gefil3
4. Zugabe von 1 Pflanzenvolumen Phenol, 1 Volumen Chloroform, kriftiges Schiitteln
5. Wiederholung von 3., dann 4., jedoch mit 2 Volumen Chloroform, dann Wiederholung
von 3.
6. Einstellen der wissrigen Phase auf 6 % PEGg0, 500 mM NaCl, sorgféltiges Vermischen durch

Invertieren, Inkubation auf Eis 1 h, dann Zentrifugation bei mind. 10 000 g fiir 20 min

. Der Uberstand der Zentrifugation enthilt die PSTVd-RNA; die Konzentration an PEGggo wird im

Uberstand auf 15 % erhoht, die Konzentration an NaCl durch Zugabe von NaCl-Lsg. bei 500 mM

gehalten, Inkubation auf Eis 1 h, dann Zentrifugation

. Uberstand vollstiandig entfernen; das Pellet enthilt die PSTVd-RNA. Es wird in 1/125 des

Ausgangsvolumens der wissrigen Phase gelost (in 5 mM Tris/HCI, pH 8.0) und wie unter 6.

behandelt

. Der Uberstand der Zentrifugation enthilt die PSTVd-RNA; die Konzentration an NaCl wird

durch Verdiinnen mit H,O auf 200 mM gesenkt und die Nukleinsdure durch Zugabe von 2.5

Volumen EtOH und Inkubation auf Eis fiir 15 min prizipitiert; anschlieBend Zentrifugation

10. Pellet mit dem doppelten Volumen aus 9. an 70 %igem EtOH {iiberschichten und
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erneut zentrifugieren, anschliefend bei Raumtemperatur trocknen lassen und in gewiinschtem
Puffer 16sen.
Es ist mit ca. 0.5 ng PSTVd-RNA pro mg Blatt bei einer Gesamtmenge von ca. 2 ng Nuklein-
sdaure pro mg Blatt im finalen pellet zu rechnen.

Zur Darstellung hochreiner PSTVd-RNA wird die aus 10. erhaltene Pridparation wie unter 2.3.7

beschrieben aufgetrennt und wie in 2.3.8 erklért aus dem Gel eluiert.

2.1.1.2 Aufreinigung von mRNA

1. Vorgehen wie unter 2.1.1.1 Punkt 1.-5. beschrieben

2. Einstellen der wissrigen Phase auf 15 % PEGgq, S00 mM NaCl, sorgfiltiges Vermischen durch
Invertieren, Inkubation auf Eis 1 h, dann Zentrifugation bei mind. 10 000 g fiir 20 min

3. Uberstand vollstiandig entfernen; Pellet mit dem zweifachen Volumen aus 2. an 70 % EtOH
tiberschichten und zentrifugieren, anschliefend Pellet bei Raumtemperatur trocknen lassen

4. Pellet in 0.1 fachem Volumen des eingesetzten Pflanzenmaterials 16sen (in 5 mM Tris/HCI,
pH 8.0), 1:200 verdiinnen und die Nukleinsdurekonzentration spektralphotometrisch bestimmen

5. Behandlung der in 4. erhaltenen Gesamt-Nukleinsdure mit DNase I fiir 15 min bei Raumtempera-

tur unter folgenden Bedingungen:
20 mM Tris/HCI, pH 8.0
50 mM KCl1
2 mM MgCl,
200 pg/ml Gesamt-Nukleinsdure
2 units DNase I (GibcoBRL 18047-019) pro pug Nukleinsdure

6. Mg**-Tonen durch Zugabe von 0.5 M EDTA-Lsg. komplexieren, dann Extraktion mit Phenol,
Phenol-Chloroform und schlielich Chloroform

7. Wiederholung von 2. und 3.; Pellet in 0.8 ul pro ug eingesetzter Gesamt-Nukleinsdure 16sen,
1:100 verdiinnen und die RNA-Konzentration spektralphotometrisch bestimmen

8. Aufreinigung von polyA*-RNA aus der Gesamt-RNA mittels Oligotex® (Qiagen, Hilden)

2.1.1.3 Isolation von Kern-DNA

Benétigte Losungen: ASP-Puffer

17.2 g Saccharose 250 mM

10 ml 1M Tris/HCI, pH 7.5 50 mM

. 1 ml 2 M KCl 10 mM

Zellkern—R.esuspensmnspuffer 600 ul 1 M MgCl, 3 mM

20 mM Tris/HCI, pH 8.0 38 ul 0.8 M Spermin 152 uM

25 mM NaCl 100 pl 1 M Spermidin 502 uM
100 ng/ul RNaseA

ad 200 ml H,O
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120 ml des ASP-Puffers durch Zugabe von
720 ul NP40 auf 0.6 % NP40 einstellen (dieser Puffer wird im Folgenden ASP* genannt).

Ablauf:
1. 5 g Pflanzenmaterial in 15 ml ASP* morsern, durch 6 Lagen Miracloth filtern, Filtrat
in Zentrifugenrohrchen auf Eis auffangen
. Zentrifugation 8 min bei 800 g in Ausschwenkrotor (z.B. 2150 rpm in Heraeus-Zentrifuge RF)
. Uberstand verwerfen, pellet in 15 ml ASP* resuspendieren, Wiederholung von 2.
. Uberstand verwerfen, pellet in 1 ml ASP resuspendieren, 9 ml Percoll zugeben

. Zentrifugation 11 min bei 4300 g in Ausschwenkrotor (z.B. 5000 rpm in Zentrifuge RF)

AN L B~ W

. die in Form eines Héutchens flotierenden Kerne mit einer abgeschnittenen 1000 ul-Spitze
,schliirfend abnehmen, sodall méglichst wenig Percoll (£ 1 ml) mitgenommen wird;
anschliefend in ein neues, gekiihltes Zentrifugenréhrchen iiberfithren
7. 19 ml ASP zugeben, vorsichtig durchmischen, Zentrifugation 10 min bei 1000 g in Ausschwenk-
rotor (z.B. 2400 rpm in Zentrifuge RF)
8. Uberstand verwerfen, Zellkernpellet in 300 ul Zellkern-Resuspensionspuffer resuspendieren, in
Eppi tiberfithren und 30 min bei 37° C inkubieren
9. Einfrieren in fliissigem Stickstoff, dann auftauen, dann nochmals einfrieren und auftauen
10. SDS zu einer Konzentration von 2 % zugeben, dann Extraktion mit dquilibriertem Phenol, dann
mit Phenol/Chloroform, dann mit Chloroform
11. DNA ausfillen durch Einstellen der wissrigen Phase auf 10% PEGeo , 500 mM NaCl,
Inkubation 30 min bei Raumtemperatur, Zentrifugation bei mind. 10 000 g und Raumtemperatur
12. Uberstand vollstindig abnehmen, Pellet mit 500 ul 70 % EtOH {iiberschichten, 20 min bei mind.
10 000 g zentrifugieren
13. Pellet mit 250 ul 70 % EtOH iiberschichten und zentrifugieren, schlieBlich bei Raumtemperatur
trocknen lassen und in 50 pl 5 mM Tris/HCI pH 8.0 16sen

14. eine 1:10 Verdiinnung der geldsten Kern-DNA spektralphotometrisch vermessen.

2.1.2 PCR-Reaktionen

2.1.2.1 RT-PCR von PSTVd
A) Reverse Transkription
1. Ein PSTVd-Prip enthaltend 5 ng PSTVd wird mit 20 pmol RT-Primer (z.B. AS2) versetzt, auf
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5 ul mit H,O aufgefiillt, 90 s auf 94° C erhitzt und Mix (fiir 4 RT-Reaktionen)

auf Eis abgekiihlt. 17.87 pl 5 X First strand buffer
8.93 ul 100 mM DTT

2. den 5 pl PSTVd-Primer-Ansatz mit 15 ul Mix 4.47 ul 10 mM each ANTP

versetzen 1.11 pl Superscript II® RT (Invitrogen)
34.7 ul H,0O

3. Inkubation 80 min bei 42° C (vor Verdunstung 67 ul

schiitzen!)

4. Zugabe von 0.835 ul 5 M NaCl und 60ul EtOH, Inkubation 15 min auf Eis, dann Zentrifugation
5. pellet mit 150 pl 70 % EtOH iiberschichten und zentrifugieren, anschlieBend trocknen lassen und
in 11 ul 5 mM Tris/HCI, pH 8.0 I6sen, davon 1 ul / 25 ul PCR-Volumen einsetzen (s.u.).

B) PCR
PCR-Reaktionen von PSTVd-cDNA werden mit der Proofreading-Polymerase Platinum Pfx von
Invitrogen durchgefiihrt, wobei den Empfehlungen des Herstellers gefolgt wird. Der

Reaktionsansatz enthilt:
1 X Pfx-Polymerase-Puffer
1 X Enhancer
1 mM MgSO,
0.3 mM each dNTP
0.3 uM each Primer (z.B. AS7 und AS2)
0.2 pl Plat.-Pfx-Polymerase / 25 ul PCR-Volumen
1 ul Template aus der RT-Reaktion (s.o., Schritt 5.) / 25 ul

Da das Enzym im Komplex mit einem inhibierenden Antikorper vorliegt, miissen die PCR-Ansétze
anfanglich 2 min auf 94° C erhitzt werden.

Anschlielend werden 36 Zyklen folgender Art durchlaufen:

15 s Denaturierung bei 94° C, 30 s Annealing bei 50° C, 30 s Polymerisation bei 68° C (beim
letzten Zyklus 80 s Polymerisation bei 68° C).

Nach Beendigung der PCR wird die wissrige Phase unter dem Paraffin abgenommen, das genaue
Volumen wird nochmals bestimmt und die Losung auf 13 % PEGgu, 0.5 M NaCl und 4 mM EDTA
eingestellt. Nach sorgfiltigem Vermischen erfolgt eine 30 miniitige Inkubation bei Raumtemperatur
und eine 15 miniitige Zentrifugation bei mind. 12 000 g. Der zihfliissige Uberstand wird langsam
und vollstandig mit der Pipette abgenommen und die pelletierte DNA (i.d.R. nicht zu sehen)
zweimal durch Uberschichten mit 75 ul 70 % EtOH und anschlieBende Zentrifugation gewaschen.
Das getrocknete Pellet wird in 50 ul 5 mM Tris/HCI pH 8.0 gel6st und spektralphotometrisch
vermessen. Ungefihre Ausbeuten: 70-500 ng DNA.

Zur Sequenzierung wird ein 100 ng DNA enthaltendes Aliquot wiederum mit 13 % PEG, 0.5 M
NaCl (jetzt ohne EDTA) gefillt, zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und dann in 5 ul reinem H,O
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gelost.

2.1.2.2 PCR zum Erhalt der Templates fiir rr1- und rr2-RNA-Transkription:

Das Template fiir die PCR-Reaktionen besteht in diesem Fall aus der in 2.1.1.3 préparierten Kern-
DNA. Es werden 2 - 10° Templatekopien auf 25 ul PCR-Volumen eingesetzt, wobei mit einer
GroBe des haploiden Arabidopsis thaliana-Genoms von 7 - 107 bp und 500 rDNA-Kopien pro
haploidem Chromosomensatz gerechnet wurde. Die Parameter der PCR-Reaktion waren identisch
zu den unter 2.1.2.1 beschriebenen, jedoch wurden 42 Zyklen durchgefiihrt. Die Aufreinigung der
PCR-Produkte erfolgte ebenfalls wie unter 2.1.2.1 beschrieben.

2.1.2.3 cDNA-Synthese von mRNA und PCR

1 pg polyA™-RNA aus 2.1.1.2 Schritt 8 wird in einem Volumen von 26 ul mit 7.7 uM polydT-Primer
und 0.77 mM each dNTP versetzt, 2 min auf 70° C erhitzt und auf Eis abgekiihlt.

Sodann erfolgt die Zugabe von 8 ul 5 X First-Strand-Buffer (Invitrogen) und 4 ul 100 mM DTT,
worauf 2 min bei 42° C erhitzt wird. Nach Zugabe von 2 ul Superscript II® RT wird weitere 50 min
bei 42° C und anschlieBend 15 min bei 70° C inkubiert.

Fiir PCR-Reaktionen mit zwei spezifischen Primern und cDNA als Template kann eine Verdauung
der mRNA durch Zugabe von 1 unit RNaseH zu 8 ul RT-Ansatz und Inkubation bei 37° C fiir 30
min hilfreich sein. Sodann wird die Losung auf 5 mM EDTA, 12 % PEGggy und 0.5 M NaCl
eingestellt, 30 min bei RT inkubiert und anschlieend zentrifugiert. Das Pellet wird mit 70 % EtOH
gewaschen und zu 10 ng/ul (bezogen auf eingesetzte mRNA) gelost. Davon werden dann 2-4 pl als
Template in eine 25 pl umfassende PCR-Reaktion mit der Platinum Pfx®-Polymerase eingesetzt,
die dhnlich wie in 2.1.2.1 erfolgt, jedoch mit folgenden Anderungen:

PCR von Arabidopsis-Nukleolin mit den Primern nuf und nur: 0.25 pl Plat.-Pfx-Polymerse auf

25 ul PCR, 4 ul Template, 5 Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 47° C, dann 38 Zyklen
mit einer Ann.-Temp. von 54° C, Polymerisationszeit je 140 s, letzter Zyklus 200 s.

PCR von Arabidopsis-Fibrillarin mit den Primern fif und fir2: 0.25 ul Plat.-Pfx-Polymerse auf 25 pl

PCR, kein Enhancer (!), 2 ul Template, 5 Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 53° C, dann
30 Zyklen mit einer Ann.-Temp. von 61° C, Polymerisationszeit je 70 s, letzter Zyklus 140 s.

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgt wie unter 2.1.2.1 beschrieben.
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2.1.2.4 RACE-PCR

Fiir RACE-PCRs muB3 das Template aus dsDNA bestehen, an deren Enden partiell doppelstringige
Adapter ligiert werden. Dazu werden folgende Losungen benétigt (Chenchik et al. (1996)):

5 X Second Strand Buffer Mix I Mix II
100 mM Tris/HCI, pH 7.5 33.5 ul5 X Sec. Str. Buffer| 4.8 ul 10 u/ul DNA-Pol I
500 mM KCl 0.875 ul 10 mg/ml BSA 1.92 ul 5 u/ul E.coli DNA-Ligase
50 mM (NH,4),SO, 0.69 ul 38 mM B-NAD 0.5 pl 4 u/ul RNaseH
25 mM MgCl, 35.07 ul 0.78 ul H,O
8.0 ul

Sodann erfolgt die Zweitstrangsynthese:

64.4 ul H,O — Inkubation 90 min bei 16° C,

21.3 u Mix I — Zugabe von 4.43 ul 3 u/ul T4-DNA-Polymerase

2.13 ul 10 mM each dNTP : : ;
- 33 ﬁl R(?[-AnsZ?ZC (a(lils 2123) — Inkubation 45 min bei 16° C
5.32 ul Mix IT — Fillung mit 12 % PEGgo wie unter 2.1.2.3

106.5 pl beschrieben.

— mit 70 % EtOH gewaschenes pellet in 13 ul H,O 16sen

An die doppelstrangige cDNA muf} nun der partiell doppelstrangige Adapter ligiert werden,
welcher aus den Oligos ado und adu durch Erhitzen auf 75° C und schnelles Abkiihlen resultiert.
Das Oligo ado sollte bei dieser Hybridisierung in einem wenigstens 5fachen Uberschuf vorliegen.
In der vorliegenden Arbeit wurde die leidvolle Erfahrung gemacht, dal} die darauf folgende Ligation

des Adapters an die dsDNA nicht funktioniert, wenn die DNA zuvor nicht an ihren 5’Enden

phosphoryliert wurde. Daher: Phosphorylierung
5 X Ligationspuffer 1.93 ul cDNA
250 mM Tris/HCI, pH 7.8 0.4 pl 10 pM ATP
50 mM MgCl, 0.3 pl 160 mM DTT
5 mM ATP 0.4 ul 5 u/ul T4 Polynukleotid-Kinase (NEB)
5 mM DTT 0.85 ul 5 X Ligationspuffer
25 9 (w/v) PEGeooo 0.6 ul 10 uM Adapter (ado 5:1 adu)
45 ul

— Inkubation 30 min bei 37° C, dann 20 min auf Eis, dann
Zugabe von 0.6 pul 10 mM ATP, 0.3 ul 5 X Ligationspuffer, 0.5 ul 1 u/ul T4 DNA-Ligase (Roche)
— Inkubation 20 h bei 16° C, — Hitzeinaktivierung der Ligase 4 min bei 65° C
— Ligationsansatz 1:64 verdiinnen mit 10 mM Tricin/KOH, pH 8.4.
Von diesem verdiinnten Ligationsansatz werden 2.5 ul auf 25 ul RACE-PCR-Volumen als

Template eingesetzt.
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Die RACE-PCR-Reaktionen wurden mit einem Gemisch aus Tag- und einer Proofreading-
Polymerase, welches zudem durch Antikorper-vermittelte Inhibierung der Tag-Polymerase eine
Hot-Start-PCR ermoglicht, durchgefiihrt (Advantage® cDNA PCR-Kit (Clontech)). Es wurden
,,Jouchdown*“-PCR-Bedingungen geschaffen, d.h. anfanglich 5 Zyklen bei 72° C , dann 5 Zyklen
bei 70° C und schlieBlich 30-40 Zyklen bei 64-68° C Annealing- und Polymerisationstemperatur
durchlaufen. Dadurch soll gewihrleistet werden, dal} zunédchst nur der genspezifische Primer an die
DNA binden kann und so die spezifische Templatemenge erhoht wird, bevor mit 68° C eine
Temperatur herrscht, bei welcher der Adapterprimer ap/ an den nun doppelstringigen Adapter

bindet und eine exponentielle Amplifikation des gewiinschten Fragments erlaubt (vgl.3.6).

2.1.3 Klonierungen und Plasmidprédparation

2.1.3.1 A-Tailing

PCR-Produkte wurden i.d.R. zunichst in den Vektor pPGEM®-T (Promega) kloniert. Dieses
linearisierte Plasmid besitzt an seinen Enden 5 iiberhdngende Thymin-Nukleotide, um die schnelle
Klonierung mit Taq-DNA-Polymerase erzeugter PCR-Produkte zu erleichtern, da diese

3 liberhdngende Adenosine aufweisen. Proofreading-Polymerasen wie die in vorliegender Arbeit
verwendete Pfx-Polymerase erzeugen dagegen Blunt-End-Produkte, die jedoch durch anschlieBende
Inkubation mit dATP und Taqg-Polymerase zur Klonierung in den pGEM®-T vorbereitet werden
konnen. Dazu wird das PCR-Produkt mit PEGg gefillt (s. 2.1.2), zweimalig mit 70 % EtOH
gewaschen und nach Trocknung gelost in

0.5 ul 10 X Taq-Polym.-Puffer ohne Mg** (Promega)

249 ul H,O

0.3  pl 25 mM MgCl, — 1.5 mM
0.714 pl 1.4 mM dATP — 0.2 mM
1 ul Taqg-DNA-Polymerase (Promega) — 5 units
5 ul

Die Inkubation des Ansatzes erfolgt bei 70° C fiir 30 min.

Sofern die PCR Produkte verschiedener Linge geliefert hat, sollte der Ansatz nun zunéchst
gelelektrophoretisch aufgetrennt und das gewiinschte Produkt wie unter 2.3.8 beschrieben aus dem
Gel eluiert werden. Ist dagegen nur ein Produkt der gewiinschten Lénge entstanden, so sollte dies
aus obigem Ansatz mit PEGgy gefillt, zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und in 5 mM Tris/HCI,
pH 8.0 gelost werden.
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2.1.3.2 Klonierung in pPGEM®-T

Das Insert sollte in 2-4fachem, molaren UberschuB iiber den Vektor vorliegen, d.h. in einer
Konzentration von 8-16 ng/ul fiir ein 1000 bp umfassendes PCR-Produkt. Die Ligation erfolgt dann

mittels folgendem Mix

3.25 ul 2 X Ligationspuffer (Promega)
0.65 ul H,O
0.65 ul pPGEM®-T-DNA (33 ng)
0.65 ul T4-DNA-Ligase (Promega)
5.20 ul
Je 1.6 ul Mix wird mit 0.4 ul Insert vermischt; als Kontrolligation wird 1.6 ul Mix mit 0.4 ul H,O
versetzt. Die Ligationsreaktion wird iiber Nacht bis iiber 3 Tage bei 4° C inkubiert. AnschlieBend:
- 2 ul Ligationsansatz + 5 ul 10 mM Tricin/KOH, pH 8.4
- Inkubation bei 65° C fiir 12 min (Inaktivierung der Ligase)
- 7 ul Ligat.-Ansatz + 1.29 ul 50 % PEG + 0.921 ul 5 M NaCl, sorgfiltig vermischen,
Inkubation 30 min Raumtemperatur, Zentrifugation 20 min 17 000 rpm, 18° C
- Pellet zweimal mit 30 ul 70 % EtOH waschen
- pellet in 5 ul H,O 16sen, in 45 ul DH5a -Zellen elektrotransformieren
- sofort nach Beendigung des Entladungs-Pulses 950 ul SOC (Sambrook et al. (1989)) zugeben
- Zellen in Reagenzglas iiberfiihren, 45 min schiitteln bei 37° C
- 80 ul auf IPTG/X-Gal-Platten (Sambrook et al. (1989)) ausplattieren, die restlichen 920 ul bei
1000 g (3400 rpm in Eppifuge) pelletieren, in 80 ul SOC resuspendieren und ebenfalls
ausplattieren
Am néchsten Morgen sollten auf den Ligations-Transformationen deutlich mehr Kolonien, am

besten mehr weille Kolonien gewachsen sein als auf den Platten mit der Ligationskontrolle (H,O).

2.1.3.3 Plasmidpriparation

1. weiBe Klone auf IPTG/X-Gal-Masterplatte iibertragen und aulerdem in je 5 ml LB/Amp iiber
Nacht bei 37° C schiitteln

2. Ernte nach 15 h 30 min: Zellen bei max. 3000 g 12 min pelletieren (2400 rpm in GPKR)

3. alkalische Lyse mit je 300 ul P1, P2, P3 (Sambrook et al. (1989)), P1 enthilt 100 ng/ul RNaseA
Nicht langer als 5 min bei Raumtemperatur nach Zugabe von P2 inkubieren!
Jeweils vorsichtig 6mal invertieren!

4. Zentrifugation 15 min bei 18° C und 12 000 rpm, Uberstand abnehmen, dieser muf
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absolut klar sein, im Zweifelsfalle nochmal zentrifugieren

5. Zugabe von 166 ul 50 % PEG und 118 pul 5 M NaCl zu 900 ul Cleared Lysate, sorgfiltig
vermischen durch Invertieren, Inkubation 30 min bei Raumtemperatur

6. Zentrifugation bei 18° C, Uberstand vollstandig abnehmen, Pellet waschen mit
1 ml 70 % EtOH

7. Pellet 16sen in 15 pul 5 mM Tris/HCI pH 8.0

8. 1:50 oder ggf. 1:150-Verdiinnung im Spektralphotometer vermessen: es sind 5-90 pug Plasmid zu

erwarten.

2.1.3.4 Klonierung in pTYB®

Die PCR-Produkte, welche in den Expressionsvektor pTYB® kloniert werden sollten, lagen
zunéchst ,,subkloniert” in pPGEM®-T vor. Nach Verdauung mit den Restriktions-Endonukleasen
Ndel und Sapl wurden die gewiinschten Inserts aus Agarosegelen eluiert. Jedoch war es nicht
moglich, die so erhaltenen Fragmente in den Expressionsvektor zu ligieren. Daher wurde
schlieBlich auf eine Gelelution sowohl dieser Inserts wie des ebenso verdauten pTYB®-Vektors
verzichtet. Zu diesem Zweck mufite jedoch zum einen sichergestellt werden, dall der Vektor
pTYB® vollstiandig verdaut war, was durch mehrmalige Behandlung mit den Restriktionsendo-
nukleasen erreicht werden konnte. Das durch die Enzyme entfernte Insert konnte durch eine Faillung
der Plasmid-DNA mit 6 % PEGgp und 0.5 M NaCl abgetrennt werden. Zum anderen muf3te das
Plasmid pGEM®-T zerstort werden, da es sonst mit dem pTYB®-Vektor in der Ligationsreaktion
konkurriert hitte. Dies gelang durch den zusitzlichen Einsatz der Endonukleasen Pvull (bei
Behandlung des Fibrillarin-Inserts, besitzt 2 Schnittstellen auf pGEM®-T) bzw. Ncol (bei
Behandlung des Nukleolin-Inserts, besitzt 1 Schnittstelle auf pGEM®-T). Nach zweimaliger
Verdauung und Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme (Ndel-,Sapl-, Ncol-Verdauung von
pGEM®-T-Nukleolin) bzw. Phenol-/Chloroform-Extraktion ((Ndel-,Sapl-, Pvull- Verdauung von
pGEM®-T-Fibrillarin) wurden die Inserts mit 6 % (Nukleolin) bzw. 13 % (Fibrillarin) PEGgy und
500 mM NaCl gefillt, die pellets mit 70 % EtOH gewaschen und zu 52 ng/ul (Fibrillarin) bzw. 130
ng/ul (Nukleolin) in HO gelost. Damit wurde bei folgender Ligation ein 3facher (Fibrillarin) bzw.

3.6facher (Nukleolin) Uberschuf an Insert iiber den Mix
Vektor pTYB® gewihrleistet. Zur Ligation diente 14.06 ul 2 X Ligationspuffer (Promega)
folgender Mix: 6.58 pl H,0

1.88 ul pTYB®/Ndel/Sapl (— 470 ng)
Je 7.95 yl Mix wurden mit 1.05 pl Insert bzw. 1.05 pl 2.34 ul T4-DNA-Ligase (Promega)

H,O (Kontrolle) versetzt und die Ansitze iiber Nacht 24.9
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bei 16° C inkubiert. Nach Komplexierung der Mg**-Ionen mittels EDTA wurde die Ligase durch
Erhitzen auf 65° C fiir 12 min inaktiviert und die DNA anschlieBend mit 7 % PEGgy, und 500 mM
NaCl durch Inkubation fiir 30 min bei Raumtemperatur gefillt. Die Pellets wurden mit 70 % EtOH
gewaschen, in je 3 ul 5 mM Tris/HCI, pH 8.0 gelost und nochmals mit Ncol und Sapl verdaut, um
gegebenfalls entstandene Religate der Vektoren zu inaktivieren. Es schloss sich wiederum eine
Hitzeinaktivierung der Enzyme, eine Fillung der DNA mit 6 % PEGgy und 500 mM NaCl sowie
ein zweimaliges Waschen der Pellets mit 70 % EtOH an, worauf die Nukleinsdure in je 5 ul H,O
gelost und zur Elektrotransformation von DHS5a-Zellen - wie unter 2.1.4.2 beschrieben - eingesetzt
wurde. Allerdings war hier eine Blau-/Weiss-Selektion insertragender Kolonien nicht moglich.
Gewachsene Klone wurden wie unter 2.1.4.3 beschrieben angezogen, die Plasmid-DNA aus ihnen
prapariert und mittels Restriktionsverdauung auf das Tragen der gewiinschten Inserts hin iiberpriift.
1 ng dieser Plasmide wurden darauthin mittels Hitzeschock (Sambrook et al. (1989)) in 49 ul
Escherichia coli-Zellen des ExpressionsstammesBL21CodonPlus® (DE3) RIL (Stratagene)
transformiert. Dabei war die Ausbeute an Transformanden sehr gering: nach Ausplattieren des

gesamten Transformationsansatzes resultierten nur maximal 20 Kolonien.

2.1.4 in vitro-Transkription

In vitro-Transkriptionen wurden nach einem Protokoll von Hecker (1989) durchgefiihrt.

Benotigte Losungen:

10 X NTP 5x IVT A 5XIVTB
10 mM each NTP 10.5 mM NaH,PO, 40 mM MgCl,
90.5 mM Na,HPO, 20 mM Spermidin
50 mM DTT mit 10 M NaOH auf pH 7.7 einstellen

(sollte pH 7.7 aufweisen)

Transkriptionsansatz:

50 nM Template-DNA

I XIVT A

1 mM each NTP

1 XIVTB

1.2 ul RNAsin (Promega) / 100 pl Transkriptionsansatz
15 u/pul T7-RNA-Polymerase des Hauses

Der Ansatz wird 90 min bei 37° C inkubiert, dann wird nochmals eine gleiche Menge T7-RNA-
Polymerase hinzugegeben und die Inkubation bei 37° C fiir weitere 90 min fortgesetzt. Es schlief3t

sich die Komplexierung des Mg** durch Zugabe von EDTA und eine Fillung der Nukleinsiure
durch Einstellen der Losung auf 15-20 % PEGgp (20 % fiir Transkripte unter 300 nt Lénge) und
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500 mM NaCl sowie Inkubation bei Raumtemperatur fiir 30 min an. Die durch Zentrifugation
pelletierte Nukleinsaure wird mit 70 % EtOH gewaschen und in einem gewiinschten Puffer gelost.
Falls gewiinscht, kann die Template-DNA nun durch eine Verdauung mit DNase entfernt werden.
Sofern das Template aus linearisierter Plasmid-DNA besteht, kann es vor der Einstellung auf 15 %
PEGgoo mit nur 6 % PEGgn selektiv gefillt werden (s. 3.1.4). Es steht so fiir weitere
Transkriptionen zur Verfiigung; die Transkripte werden in diesem Fall anschlie3end durch
Erhohung der PEGggo-Konzentration im Uberstand bei Beibehaltung von 500 mM NaCl gefillt und

wie oben beschrieben gewaschen und gelost.

2.2 Arbeit mit Proteinen

2.2.1 Herstellung pflanzlicher Proteinextrakte

Die Herstellung der Proteinextrakte orientierte sich an einem Protokoll von Langland und Mitar-
beitern (1995), weist demgegeniiber jedoch folgende Verdnderungen auf: zum Schutz der RNA
wurden 10 mM statt 5 mM EDTA eingesetzt; um den in vivo-Zustand der Kinasen ,,einzufrieren®,
wurden dem AufschluBpuffer 5 mM NaF und 5 mM Aminopurin zugesetzt; die Konzentration an
PMSF betrug hier nur 200 uM statt 2 mM; an Stelle des Proteinaseinhibitors Aprotinin wurden
Pepstatin und Leupeptin (je 1 uM) verwendet.

Benotigte Losungen:

AufschluBBpuffer RSW-Puffer Dialysepuffer
50 mM Tris/HCI, pH 7.5 wie Aufschlulpuffer, jedoch 20 mM Tris/HCI, pH 7.5
100 mM KCl mit 1.5 M KCI 100 mM KCl
10 mM EDTA 5 mM MgCl,
5 mM DTE 5 mM MnSO,
10 mM NaF S mM DTE
10 mM 2-Aminopurin 10 mM NaF
200 uM PMSF 1 mM Benzamidin
1 uM Pepstatin 200 uM PMSF

1 uM Leupeptin 10 % Glycerin
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Ablauf:
Alle Arbeitsschritte werden bei 4° C oder auf Eis ausgefiihrt!

1

. Pflanzenmaterial in zwei Volumen AufschluBpuffer morsern
2.
3.

Filtration durch 6 Lagen Miracloth
Filtrat 20 min bei 10* g zentrifugieren; der Uberstand wird S10 genannt, ein Aliquot desselben

kann abgenommen werden

. Zentrifugation des Uberstandes aus 3. fiir 90 min bei 10° g; der Uberstand wird S100 genannt

. Das Pellet aus 4. enthilt die Ribosomen; es wird in einem halben Pflanzenvolumen RSW-Puffer

resuspendiert und anschlieBend wiederum 90 min bei 10° g zentrifugiert, der Uberstand heiBt

Ribosomal Salt Wash (RSW), das pellet wird verworfen

. Vor dem Einsatz der Proteinpriparationen im Phosphorylierungsexperiment miissen diese

iiber Nacht gegen das 300fache, dann je 4 h gegen das 200fache und gegen das 100fache

Pflanzenvolumen Dialysepuffer dialysiert werden

. Tritt wiihrend der Dialyse ein Niederschlag auf, so wird dieser durch Zentrifugation bei 10* g fiir

10 min entfernt; die Priparationen werden aliquotiert und bei -80° C gelagert.

2.2.2 in vitro-Phosphorylierungsexperimente

Proteinprédparationen aus Tomatenpflanzen, die mit verschiedenen Sequenzvarianten von PSTVd

infiziert waren, wurden durch Analyse von Verdiinnungsreihen in Coomassie-Blue-gefidrbter SDS-

PAGE hinsichtlich ihrer Proteinkonzentrationen verglichen. Sodann wurden vergleichbare

Proteinmengen enthaltende Aliquots durch Zugabe von Dialysepuffer auf ein gleiches Volumen von

12 ul gebracht und mit 1.7 pl Phosporylierungsmix versetzt.

37 mM DTE

15 mM PMSF

7.4 uM Pepstatin

7.4 uM Leupeptin

37 uM ATP

2.5 uCi/ul y-**P-ATP (0.54 uM)

In einzelnen Ansitzen wurde aulerdem das dsSRNA-Analog poly(IC) oder der PKR-Inhibitor

Aminopurin (beide von Sigma) zugesetzt.

Nach einer Inkubation bei 26° C fiir 5-12 min wurden 14 pl 2 X SDS-Auftragspuffer zugegeben, die

Ansitze 5 min bei 95° C denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Es folgte eine Fiarbung der

Gele mit Coomassie-Brilliant-Blue und anschlieende Autoradiographie fiir 1-27 h.
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2.2.3 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine
2.2.3.1 Anzucht der Expressionskultur

1. Eine ,,gepickte* Kolonie aus 2.1.3.4 wird in 20 ml LB-Vorkultur enthaltend 50 pg/ml Ampicillin
und 40 pg/ml Chloramphenicol angezogen

2. nach 5-9 Stunden sind 0.6 Agy erreicht, 800 ul der Vorkultur wird mit 800 ul SOB-Medium
(Sambrook et al. (1989)) enthaltend 30 % Glycerin versetzt, auf Eis gekiihlt und dann bei -80° C
eingefroren; mit 2 ml der Vorkultur wird 1 Liter LB enhaltend 50 pug/ml Ampicillin und
40 pg/ml Chloramphenicol beimpft

3. nach 4-6 Stunden sind 0.6 A4y erreicht, die Expression des rekombinanten Proteins wird nun
durch Zugabe von IPTG zu 0.4 mM induziert; anschlieBend wird die Kultur entweder 15 h bei

15° C (Nukleolin) oder 5 h bei Raumtemperatur (Fibrillarin) geschiittelt

4. Die Kultur wird in Aliquots 4 250 ml fiir 10 min bei 5000 g und 4° C zentrifugiert
(6100 rpm in JA 10)

5. Die Zellpellets werden in je 20 ml 175 mM NaCl resuspendiert, in Falconrohrchen iiberfiihrt und
die Zellen in einem Ausschwenkrotor bei max. 5000 g erneut pelletiert. Der Uberstand wird ent-

fernt, die Zellpellets werden bis zu ihrer Aufarbeitung bei -20° C gelagert.

2.2.3.2 Aufreinigung der rekombinanten Proteine

Die Aufreinigung folgt den Empfehlungen des Herstellers des IMPACT®-Expressionssystems
(NewEnglandBiolabs).

Benotigte Losungen:

Sédulenpuffer (Fibrillarin) Siulenpuffer (Nukleolin) Waschpuffer
20 mM Tris pH 8.0 20 mM Mes/NaOH, pH 6.0 wie Saulenpuffer, jedoch
500 mM NacCl 500 mM NacCl mit 0.5-1.5 M NaCl
1 mM EDTA 1 mM EDTA
0.1 % Triton X-100 0.1 % Triton X-100
Ablauf:

Alle Arbeitsschritte werden bei 4° C oder auf Eis ausgefiihrt!

1. 2 ml,,Slurry (= 1 ml Chitin-Affinitdts-Matrix) werden dquilibriert mit 10 Volumen
Saulenpuffer in einem ,,Gravity-Flow*“-Chromatographie-Rohrchen mit ca. 15 mm Durchmesser

2. Ein 250 ml-Zellpellet wird in 12.5 ml Column-Buffer enthaltend 20 uM PMSF resuspendiert und
im Falconrohrchen sonifiziert: 1 X 1 min be1 35 W, 5 X 1 min bei 31 W, 4 X 1 min bei 25 W
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(Schalter rechts auf 0.9, Einstellung ,Jow* feine Spitze am Labsonic® U (Braun Biotech)),
Abnehmen eines 50 ul Aliquots (,fotal cell)

3. Zentrifugation 30 min bei 14 000 rpm und 4° C in JA 17 (20 000g), Abnehmen eines 50 pul
Aliquots (,cleared lysate®)

4. Das Zellysat in ca. 25 min auf das Chromatographieréhrchen laden, ein 50 pl-Aliquot des
Durchflusses aufbewahren (,flow through*®)

5. Fibrillarin: Sdulchen spiilen mit 100 ml Waschpuffer enthaltend 1.5 M NaCl, anschlielend mit
24 ml Waschpuffer enthaltend 1 M NaCl
Nukleolin: Sdulchen spiilen mit 50 ml Waschpuffer enthaltend 1.5 M NaCl, anschlieBend mit
8 ml Waschpuffer enthaltend 0.5 M NaCl , dann mit 8 ml Fibrillarin-Sdulenpuffer
In beiden Fillen ein 5 pl-Aliquot der Saulenmatrix aufbewahren

6. Sdulchen spiilen mit 12 ml Fibrillarin-Waschpuffer enthaltend 1 M NaCl (Fibrillarin) bzw.
0.5 M NaCl (Nukleolin) und 50 mM DTT (Elutionspuffer)

7. VerschlieBen der Chromatographiesiule enthaltend 1Volumen Elutionspuffer, Inkubation
iber Nacht

8. Elution mit 1 ml Elutionspuffer, Chromatographiesiule erneut verschlieBen und Inkubation
fortsetzen; ein 5 pl-Aliquot der Sdulenmatrix abnehmen; Eluat mit 10 % Glycerin versetzen

9. Analyse der Aufreinigungsschritte mittels SDS-PAGE (Coomassie-Blue-gefirbt), dabei
Auftragspuffer ohne 3-Mercaptoethanol verwenden, um Inteinspaltung iiberpriifen zu konnen;
aufzutragende Proben:
- 5-20 pl ,total cell’; ,cleared lysate®; ,flow through®, am besten jeweils Verdiinnungsreihe
- 5 pl Sdulenmatrix vor und nach DTT-Spaltung
- 2-50 pl Eluat, ggf. durch Acetonfillung aufkonzentriert

10. Aufkonzentrierung und Pufferwechsel fiir das rekombinante Dialysepuffer (Nukleolin)

Nukleolin mittels Centricon® YM-30-Ultrafiltrations-Rohrchen: 10 mM Tris pH 7.5
. . . . P 50 mM KC1
2 ml Eluat bei 3000 g im Festwinkelrotor fiir 35 min filtrieren 7 mM DTT

(sollten noch ca. 500 pl iibrig sein), dann Zugabe von 1 ml
Dialysepuffer und nochmalige Filtration bei 3000 g fiir 1 h, dann Vorgang noch dreimal
wiederholen (insgesamt 4 ml Dialysepuffer zugeben); das aufkonzentrierte Nukleolin schlielich

mit Glycerin zu 30 % versetzen und aliquotiert bei -20° C lagern.
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2.3 Gelelektrophoresen

2.3.1 SDS-PAGE

Diskontinuierliche, denaturierende PAGE von Proteinen nach Laemmli (1970):
Benotigte Losungen:

4 X Trenngelpuffer 4 X Sammelgelpuffer 10 X Laufpuffer

1.5 M Tris/HCI pH 8.8 0.5 M Tris/HCI pH 6.8 250 mM Tris
1.92 M Glycin

Alle Puffer werden autoklaviert, das Trenn- und Sammelgel sowie der Laufpuffer werden au3erdem
mit SDS zu 0.1 % versetzt. Direkt nach dem Gieflen des Trenngels wird dieses mit
wassergesittigtem Isobutanol iiberschichtet. Vor dem Giellen des Sammelgels wird das Isobutanol
entfernt und zweimal mit Wasser gespiilt.

Die Proben werden mit einem Volumen 2 X SDS-Auftragspuffer versetzt, 5 min auf 95° C erhitzt
und anschlieend kurz zentrifugiert.

2 X SDS-Auftragspuffer
125 mM Tris/HCI1 pH 6.8, 5 % SDS, 30 % Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol, 0.02 % Bromphenolbl.

Die Farbung der Gele erfolgt mit Coomassie Brilliant Blue (Nachweisegrenze ca. 30 ng / Bande)

oder mit Silbernitrat (Nachweisgrenze ca. 1 ng / Bande).

Coomassie-Blue-Firbelosung Entfirbelosung
0.1 % (w/v) Coomassie Blue R250 10 % Methanol
45 % Methanol 10 % Essigsdure

10 % Essigsdure
Das Gel wird mindestens 10 min in Farbelosung geschiittelt, welche mehrfach wiederverwendet
werden kann. Die anschliefend angewendete Entfarbelosung kann zwischendurch gewechselt

werden. Ein zugefiigtes Stiick Zellstoff kann die Entfarbung durch Adsorption des Farbstoffs

erleichtern.
Firbung mit Silbernitrat
Fixierer 1 Fixierer 2 Verstérker Férbelosung
50 % EtOH 30 % EtOH 0.2 g/l Na,S,04 2 g/l AgNO;
12 % Essigsdure (frisch angesetzt) 750 pl/1 36 %ige
Stoppbad Formaldehydldsung
25 % EtOH

12 % Essigsdure
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Ablauf

- 20 min in Fixierer 1

- 20 min in Fixierer 2

- 1 min in Verstirker

-3 X 20 s waschen mit demineralisiertem H,O

- 20 min in Firbel6sung

-3 X 20 s waschen mit demineralisiertem H,O

- Schiitteln in Entwickler bis Fiarbung zufriedenstellend
-10 min in Stoppbad

2.3.2 Agarosegele

Agarosegele dienen der Auftrennung grofler (500-10 000 bp) DNA-Molekiile.

10 X Na-TAE 0.4 X Na-TAE-Auftragspuffer
1 M Natriumacetat 0.4 X Na-TAE-Puffer
400 mM Tris 40 % Glycerin
10 mM EDTA 0.02 % Bromphenolblau
Einstellung von pH 8.4 mittels Essigsédure 0.02 % Xylencyanol

Die Elektrophorese in Agarosegelen wird in einer Kammer der Firma Hoefer Scientific Instruments
durchgefiihrt. Das vertikale, zwischen zwei Glasplatten befindliche Gel ist dabei vollstdndig in das
4 1 umfassende, gekiihlte Pufferbad des Anodenraums eingetaucht. Es hat die Abmessungen

150 mm x 160 mm X 1.1 mm. Zwischen die Glasplatten wird zunéchst etwa 2 cm hoch ein 4 %iges
Polyacrylamidgel vom Vernetzungsgrad 43:1 gegossen. Sodann wird die Agarose zu 0.9-1.5 %
(w/v) in 0.2 X Na-TAE-Puffer mittels Aufkochen in der Mikrowelle gelost und nach Abkiihlung auf
etwa 50 ° C zwischen die Glasplatten auf das Polyacrylamidgel gegossen.

Die Nukleinsdureproben werden mit 1 Volumen 0.4 X Na-TAE-Auftragspuffer versetzt und in
einem Gesamtvolumen von unter 10 pl in 5 mm breite Auftragstaschen pipettiert. Die
Elektrophorese verlduft bei 12-19 V/cm und 18° C fiir 30-60 min. AnschlieBend wird das Gel fiir

5 min in einer Ethidiumbromidlosung der Konzentration 1 pug/ml und fiir 3 min in Wasser

geschiittelt. Die Nukleinsdurebanden konnen dann auf einem UV-Schirm sichtbar gemacht werden.

2.3.3 Denaturierende PAGE von Nukleinsduren

Die denaturierende Elektrophorese von Nukleinsduren verlduft in 4-7 %igen Polyacrylamidgelen
vom Vernetzungsgrad 29:1 enthaltend 8 M Harnstoff. Diese werden nicht gekiihlt - die zur

Denaturierung benétigte Erwdarmung wird durch den Stromflufl bewirkt. An die Gele der
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Abmessung 19 cm X 16 cm X 0.5 mm wird daher bereits vor

10 X TBE Auftragung der Proben eine Spannung von iiber 1000 V angelegt,
890 mM Tri
390 EM Bi)lrss'eiure woraus eine Leistungszufuhr von ca. 70 W resultiert, die zu einer

25 mM EDTA Erwirmung des Gels auf 55-60° C fiihrt. Gel und Laufpuffer ist 0.5

Puffer hat pH 8.4
uteratp X TBE. Die aufzutragenden Nukleinsdureproben werden zunéchst

in einem Volumen von 10 pl mit Formamid zu einer Konzentration
von mindestens 50 % versetzt. Daraufhin werden sie fiir 90 s auf 95° C erhitzt und anschlieBend in
einem EtOH/H,0O-Gemisch von -20° C abgeschreckt. Nach Beendigung der Elektrophorese schlief3t

sich eine Firbung der Nukleinsduren mit Silbernitrat an:

Fixierer AeNO;-Losung Entwickler Stoppbad
10 % EtOH 1.9 g/1 AgNO; 15 g/l NaOH 7.5 g/l NaHCO;
0.5 % Essigsédure 0.12 g/l NaBH,

— in H,O l6sen, dann Zugabe von
4.4 ml/1 36 %ige Formaldehydlsg.

Ablauf der Fiarbung:

- 10 min in Fixierer

- 20 min in AgNO;-Losung

- ca. 5 min in Entwickler bis Farbung zufriedenstellend
- 10 min in Stoppbad

2.3.4 Native PAGE von Nukleinsduren

Die native Elektrophorese von Nukleinsiduren unter 1000 bp verléduft in 4-10 %igen Polyacrylamid-
gelen vom Vernetzungsgrad 29:1 oder 43:1. Die verwendete Elektrophoreseapparatur ist identisch
zu der unter 2.3.2 beschriebenen. Gel- und Laufpuffer ist hier ebenfalls 0.2 X Na-TAE. Die
Elektrophorese verlduft bei 4° C - 20° C und elektrischen Feldstirken von 20-30 V/cm.

Die Nukleinsduren werden anschlieBend mittels AgNO;-Fiarbung wie unter 2.3.3 beschrieben

sichtbar gemacht.

2.3.5 Verzogerungsgele mit Proteinkinase PKR

Vor dem Auftrag auf das Polyacrylamidgel wurden die Nukleinsduren mit den Proteinen in einem

Volumen von 10 pl unter folgenden Bedingungen ca. 10 min bei Raumtemperatur und anschlieBend
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10 min auf Eis inkubiert:

PKR-Inkubationspuffer

10 mM Tris/HCI, pH 8.0
60 mM KC1

5 mM MgCl,

I mM DTT

5 % Glycerin
0.004 % Bromphenolblau

Die Proben wurden anschlieend ohne weitere Zugabe eines (Auftrags-)Puffers auf ein 5 %iges
Polyacrylamidgel vom Vernetzungsgrad 43:1 geladen. Zur Elektrophorese in der unter 2.3.2
beschriebenen Apparatur wurde ein diskontinuierliches Gelsystem von Doktycz (1993) in

abgewandelter Form verwendet:

Kathodenpuffer Gelpuffer Anodenpuffer
50 mM Tricin 35 mM Format 100 mM Tris/HCI, pH 8.25
25 mM NaOH 40 mM Tris 1 mM MgSO,

1 mM MgSO, 1 mM MgSO,
sollte pH 8.3 aufweisen sollte pH 8.2 aufweisen

Die Elektrophorese lief bei 17 V/cm und 8° oder 21° C fiir 60-75 min, der Bromphenolblaumarker
hatte dann den unteren Rand des Gels erreicht. Die Firbung der Nukleinsduren erfolgte mit

Silbernitrat wie unter 2.3.3 beschrieben.

2.3.6 Verzogerungsgele mit Arabidopsis-Nukleolin

Vor dem Auftrag auf das Polyacrylamidgel wurden die Nukleinsduren mit den Proteinen in einem
Volumen von 5 pul unter folgenden Bedingungen ca. 30 min auf Eis inkubiert:

15 mM Tris/HCI, pH 7.5
100 mM KCl
1 mM MgCl,
3 % Glycerin
0.008 % B-Mercaptoethanol
0.004 % Bromphenolblau

Die Proben wurden anschlieBend ohne weitere Zugabe eines (Auftrags-)Puffers auf ein 5 %iges
Polyacrylamidgel vom Vernetzungsgrad 43:1 geladen. Zur Elektrophorese in der unter 2.3.2
beschriebenen Apparatur wurde als Lauf- und Gelpuffer 0.2 X Na-TA (vgl. 2.3.2) ohne EDTA und
mit 0.5 mM MgSO, verwendet. Die Elektrophorese lief bei 30 V/cm und 6° C fiir 60-70 min, der
Bromphenolblaumarker hatte dann das Gel soeben verlassen. Der Pufferinhalt des Kathodenraums

wurde nach ca. 30 min ausgetauscht, da sich die Pufferkapazitit des 0.2 X Na-TA-Puffers dann
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nahezu erschopft hatte. Ein Austausch des Puffers im Anodendraum war nicht notig, da dieser mit
41 das etwa 8fache Volumen des Kathodenraums aufweist. Die Firbung der Nukleinsduren erfolgte

mit Silbernitrat wie unter 2.3.3 beschrieben.

2.3.7 Bidirektionelle PAGE zur Viroidaufreinigung

Das Verfahren der bidirektionellen Gelelektrophorese von Schumacher und Kollegen (1986) nutzt
die Eigenschaft der Viroid-RNA aus, aufgrund ihrer zirkuldren Geschlossenheit unter nativen
Bedingungen relativ gut, unter denaturierenden Bedingungen dagegen auflerordentlich verzdgert in
der PAGE zu wandern. Das Protokoll dieser Autoren wurde in der vorliegenden Arbeit dahingehend
verbessert, dall durch eine verinderte Laufpuffer- und Gelzusammensetzung ein Austausch des
Laufpuffers nach der zuerst durchgefiihrten, nativen Gelelektrophorese unnotig wird. Als
Laufpuffer wird hier 0.4 X TBE verwendet, wihrend das 5 %ige Polyacrylamidgel des
Vernetzungsgrades 43:1 0.4 X TBE und aulerdem 4 M Harnstoff enthélt. Die Elektrophorese in der
unter 2.3.2 beschriebenen Apparatur verlduft zunédchst bei einer Temperatur von maximal 15 © C fiir
etwa 1 h bei 40 V/cm, der Xylencyanolmarker sollte etwa 1 cm vom unteren Rand des Gels entfernt
sein. Sodann wird der Stromfluf unterbrochen und das anodische Pufferbad (gleichzeitig
Temperierbad fiir das eingetauchte Gel) auf mindestens 37° C erhitzt. AnschlieBend wird die
Elektrophorese mit umgekehrter Polaritit fiir etwa 35 min bei 40 V/cm wieder aufgenommen. Der
Xylencyanolmarker sollte das Gel dann bereits verlassen haben. Das Gel wird wie unter 2.3.2
beschrieben mit Ethidiumbromid geférbt, die PSTVd-Bande befindet sich etwa in der Mitte des
Gels. Es kann etwa 1 g-Blattidquivalent der unter 2.1.1.1 Schritt 10 priparierten Nukleinsédure pro

cm Slot aufgetragen werden.

2.3.8 Elution von Nukleinsduren aus verschiedenen Gelmatrices

Die Elution von DNA aus Agarosegelen erfolgte mit Hilfe des QIAquick® Gel Extraction Kits der
Firma Qiagen.

Zur Elution von Nukleinséduren aus Polyacrylamidgelen wird die ausgeschnittene Bande mit einem
Skalpell in etwa 1 mm?® groBe Stiicke zerkleinert, in ein Eppendorfgefif iiberfiihrt und mit

dem mehrfachen Volumen folgenden Elutionspuffers versetzt:
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Elutionspuffer
20 mM Tris, pH 8.0
200 mM NacCl
1 mM EDTA
0.1 % SDS
Die Ansitze werden darauthin bei 4° C fiir etwa 3 h geschiittelt. Der Elutionspuffer wird dann mit
einer Pipette abgenommen und in ein neues Gefdl} tiberfiihrt, die Nukleinsédure anschlieend durch
Zugabe von 3 Volumen kalten Ethanols 15 min auf Eis gefillt. Nach Zentrifugation wird das
Nukleinsdurepellet in 100 ul 5 mM Tris/HCI pH 8.0 geldst und die Losung einer Phenol-/Chloro-
form- und anschlieBender Chloroform-Extraktion unterzogen. Die wissrige Phase wird schlief8lich
auf 20 % PEGgop und 500 mM NaCl eingestellt und fiir 20 min bei Raumtemperatur und 20 min auf
Eis inkubiert. Das nach Zentrifugation resultierende Nukleinsdurepellet wird zweimal mit 70 %

EtOH gewaschen und nach Trocknung bei Raumtemperatur in einem geeigneten Volumen des

gewiinschten Puffers gelost.

2.4 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden in der Regel bei der Firma MWG Biotech bestellt und mittels

Massenspektrometrie auf ihre korrekte Lange hin iiberpriift.

ado CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CTC GAG CGG CCG CCC GGG CAG GT

adu ACCTGCCC

apl CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC

ASlItr G GCC GAC AGG AGT AATTCCC

AS2 GCT GGG CACTCCCCAC

fib GTG GAG TCG AT (A/G/C) CAG TTG GCC

fif GGT GGT CAT ATG AGA CCC CCA GTT ACA GGA GG

fir2 GGT GGT TGC TCT TCC GCA TGA GGC TGG GGT CTTTTGTTITCTT C

fivep GCT TCC TTC TTC GTT CTA GCT GC

gspl CAC ACT CCC AAATGC TGC CTC CTT TAA CCC

gsp2 GAA GAC AAT ACA GGC AGC TAT CCC GC

gspl GTT (A/G/T) GG (A/G/C/T) GT (A/G/T) GT (C/T) TC (A/G/T) AT (C/T) TT (C/T)
TC

gspll AC (A/T) AG (A/G) AC (A/G/C/T) AA (A/G) AA (A/G) GA (C/T) GC (A/C/T) GA

(A/G)
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gspA GAG TAT GC (T/A) CAG AAG ATG AAT TAT GC

hya TTA TGC GTG GCT TGC TTC TGT CTC C

hyb ATG ACC TCC ACT GAT GTT TCC TCT GG

nulll AAG AAA GGC AAG A (A/G) GG (A/C) TGC TG (A/C)

nuf GGT GGT CAT ATG ACA AAG CCA CTC AAG AAAGGT A

nucl AAG CAA ACC CCT TGG AAG AAC CAG

nucld AA (G/C) CAA ACC C (C/T) TTG GA (A/G) GA (A/IC) CCA G

nur GGT GGT TGC TCT TCC GCA CTC TTC ATC ATT AAA GAC CGT CTT CG

polydT TTC TAG AAT TCA GCG GCCGCT TTTTTT TTTTTT TTT TTT TTT TTT
TTT TT (G/A/C) (G/A/C/T)

QFV6 TCG CGC CCG CAG GAC CAC

RGV5 GGA AGG ACA CCC AAG AAA GGA AGG GTC AAA A
wie oben liegt RGV5 vor, ist jedoch fehlerhaft; er sollte folgendermallen aussehen:
GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG AAG GGT GAA AA

rrlf TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGG GGT GGG TGT TGA G

rrlr CTC AGC AATTTT TGT CCG AGA ACT G

rr2f TAA TAC GAC TCA CTA TAG GCA ACC ATC TTT TGA TGG GAG TC
rr2r GTG AAT TAA CTG AGA AGG ATA GGT GGT

srp9 ACA GAT CAA GC (A/T) CAA GA (A/C) GCG AAG AAG

srpl4 GAG AAG GG (A/T) TCT GT (G/C) TGG GTT AC

srp54 GGG TGA TTG GTC TGG GTT CAT GG
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3. Ergebnisse

3.1 Aufreinigung von Nukleinsduren mittels PEGggo

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde es notwendig, groBere Mengen an PSTVd-RNA aus
infiziertem Pflanzenmaterial aufzureinigen. In diesem Zusammenhang gelang eine deutliche
Vereinfachung des bestehenden Aufreinigungsprotokolls, indem fraktionierte Fallungen mit PEGgggo
aufwendigere, vormals durchgefiihrte Arbeitsschritte ersetzen. Im weiteren Verlauf wurde dann
festgestellt, dal mit Féllungen dieser Art viele molekularbiologische Arbeitsabldufe vereinfacht und

zum Teil auch verbessert durchgefiihrt werden konnen.

3.1.1 Anreicherung von Viroid-RNA

Zum Zwecke der Viroidaufreinigung wurde ein im Institut angewandtes Protokoll (Riesner et al.
(1987)) zu Rate gezogen (s. Abbildung 3a)). Um Zeit zu sparen wurde versucht, dieses
umstindliche Protokoll stark zu verkiirzen und sich auf die Abtrennung grof3er Nukleinsduren
mittels LiCl- und PEG-Féllung zu beschrinken. Dabei fiel auf, das bei einer Fillung mit

10 % PEGg durchaus nicht alle PSTVd-RNA im Uberstand verbleibt, sondern ein Teil ins Pellet
und so verloren geht. Diese Beobachtung fiihrte zur Ausarbeitung eines neuen, deutlich einfacheren
und besseren Protokolls zur PSTVd-Anreicherung: wird namlich nach der anfanglichen Phenol/
Chloroform-Extraktion die wissrige Phase auf 6 % PEGeop0 und 500 mM NaCl eingestellt, so kann
in diesem ersten Schritt circa 70 % der gesamten Nukleinsidure abgetrennt werden, ohne nennens-
werte Verluste an der gewiinschten PSTVd-RNA zu erleiden, da diese bei der verringerten PEG-
Konzentration tatsichlich vollstindig im Uberstand verbleibt. Durch Erh6hung der Konzentration
an PEG im Uberstand auf 15 % fallen alle restlichen Nukleinsiuren inklusive PSTVd aber
exklusive der unerwiinschten tRNA aus. Um verbliebene Reste an gro3en Nukleinsduren zu
entfernen, wird das resultierende pellet in einem kleinen Volumen geldst und die 6 % PEG-Fillung
wiederholt. Aus dem Uberstand wird PSTVd schlieBlich durch Zugabe von 2.5 Volumen EtOH
gefillt. Bei der zweiten 6 %-Fillung kommt es zu einem geringen Verlust an PSTVd-RNA von
etwa 10 % der Gesamtmenge. Dafiir besteht die resultierende Priparation zu wenigstens 20 % aus
PSTVd-RNA gegeniiber maximal 2 % nach dem alten Protokoll. Dieser Unterschied riihrt daher,
daf} bei dem Vorgehen nach letzterem keine Abtrennung der tRNA erfolgt. Da PEG selektiv
Nukleinsduren fillt, ist nach dem neuen Protokoll eine vorherige Abtrennung sekundérer

Pflanzenstoffe unnotig. DNA und strukturierte, groBe RNAs wiederum werden durch die 6 %-PEG-



a)
Altes Protokoll (Riesner et al. (1987))

- Blattmaterial in Waring-Blendor zer-
kleinern nach Zugabe von 1.5 Vol. Puffer

- Zentrifug., Uberst. + 1 Vol. EtOH

- Zentrifug., pellet in 0.5 Vol. Puffer 16sen

- Ph.- — Ph./Chl.- — Chl.-Extraktion

- Entfernung sekunkérer Pfl.-stoffe durch
Einstellen eines 2-Phasen-Gemischs
mit PEG und KH,PO/K,HPO,

- Nukl.-s. aus unterer Phase mittels CTAB
fillen, pellet in 0.04 Vol. Puffer 16sen
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Neues Protokoll (diese Arbeit)

- Blattmaterial in fliissigem Stickstoff
morsern, Zugabe v. 2 Vol. Puffer

- Ph.- — Ph./Chl.- — Chl.-Extraktion

- Féllung grofler Nukl.-s. durch Einstellen
auf 6 % PEG, 500 mM NaCl

- Féllung von Nukl.-s. mittlerer Grofle aus
dem Uberst. durch Erhshung auf 15 % PEG

- Pellet in 0.0125 Vol. Puffer 16sen, noch-
malige Féllung mit 6 % PEG

- Fillung von PSTVd aus dem Uberstand

- Fillung groBer, strukturierter RNAs mit durch Zugabe von 2.5 Vol. EtOH
2 M LiCl
- Fillung der restl. Nukl.s. aus dem Uber-
stand durch Zugabe von 3 Vol. EtOH
- Losen des pellets, DNase-Verdau
- Ph./Chl.-Extraktion -
- Féllung grofler Nukl.-s. mit 10 % PEG
- Féllung kleiner Nukl-s. enthaltend

PSTVd aus dem Uberstand

—s Finales pellet enhilt max. 2 % PSTVd — Finales pellet enhilt mind. 20 % PSTVd

Abbildung 3: Neues Protokoll zur Anreicherung von PSTVd-RNA
a) Gegeniiberstellung von altem und neuem Protokoll

b) Analyse der Nukleinsdurefraktionen nach dem neuen Protokoll

Denaturierende PAGE, 6 % (29:1), 0.5 X TBE, 8 M Harnstoff, 60° C, gefiarbt mit AgNO;

1: gefilltes Aliquot des Uberstands der 15 % PEG-Fillung entsprechend 1 mg Blattiquivalent

2: Pellet der ersten 6 % PEG-Fillung entsprechend 40 mg Blattdquivalent

3: Pellet der zweiten 6 % PEG-Fillung entsprechend 400 mg Blattidquivalent

4: Finales pellet entsprechend 40 mg Blattdquivalent, der obere Pfeil bezeichnet die Bande der zirkuldren PSTVd-
RNA, welche unter denaturierenden Bedingungen extrem verzogert 1duft. Das Pflanzenmaterial der dargestellten
Priparation enthielt nur etwa 1/10 der ,,normalen* PSTVd-Menge, weswegen in diesem Fall der Anteil der
PSTVd-RNA im finalen pellet unter 20 % liegt

5: Plasmid pBR 322 verdaut mit Haelll, Fragmente der Lange 587, 540, 502, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184,
123/124, 104 und 89 (Pfeilspitze) Nukleotide

Fiéllungen fast vollstindig entfernt. In der denaturierenden PAGE von Abbildung 3b) wurden
gleiche Blattiquivalente des ersten 6 %-pellets (Spur 2) und der finalen Prédparation (Spur 4)
aufgetragen. Spur 3 zeigt dagegen die zehnfache Menge an Blattiquivalent, und zwar vom zweiten
6 %-pellet. Da die Bande der cPSTVd-RNA in Spur 3 und 4 etwa gleich stark sind, in Spur 3 jedoch
10fach mehr Blattdquivalent aufgetragen wurde, entspricht der Verlust an PSTVd bei dieser zweiten
6 %-Fillung wie oben erwihnt ungefdahr 10 %. 1/40 der Blattiquivalente von Spur 2 und 4 wurde in
Spur 1 aufgetragen, und zwar ein gefilltes Aliquot des Uberstandes der 15 %-PEG-Fillung. Nur
Nukleinsiuren unter ca. 120 Nukleotiden Linge verbleiben in diesem Uberstand, darunter der

GrofBteil der unerwiinschten tRNA.

Fraktionierte Fillungen mit PEGgy wurden im weiteren Verlaufe der Arbeit auf viele Frage-
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stellungen angewandt. Kurz gesprochen ist grundsitzlich die Tatsache von Vorteil, dal Nuklein-
sauren unterhalb einer gewissen Grofe - und somit auch Nukleotidtriphosphate und Primer - bei der
PEG-Fillung im Uberstand verbleiben. Da die meisten Proteine erst bei hohen PEG-Konzentratio-
nen (15-30 %) prizipitieren und hohe Ionenstédrke ihre Ausfillung zusitzlich erschwert, wihrend
Nukleinsdure mit PEG stets in Anwesenheit von 500 mM NacCl gefillt wird, ist eine Abtrennung
von Proteinen durch Phenol/Chloroform-Extraktion i.d.R. iiberfliissig. Die hohe Reinheit auf
diesem Wege priparierter Nukleinsdure wird durch ihre UV-Absorptionsspektren belegt sowie
durch die Tatsache, da3 diese Priparationen gut sequenzierbar sind. Im Folgenden sollen nur drei

Anwendungsbereiche geschildert werden, bei denen die PEG-Fillung sehr gute Dienste leistet.

3.1.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Bakterienkultur wird zunéchst nach dem Protokoll der alkalischen Lyse (Sambrook et. al.
(1989)) bearbeitet. Nach Denaturierung der Proteine durch Zugabe der Losung enthaltend Kalium-
acetat und Essigsiure und Abtrennung des Prizipitats mittels Zentrifugation wird der Uberstand auf
7 % PEGgo0 und 500 mM NacCl eingestellt. Nach 30miniitiger Inkubation bei 20° C wird die
Plasmid-DNA durch Zentrifugation gewonnen. Entscheidend ist hier nur die vollstindige Entfer-
nung des Uberstands. Nach zweimaliger Waschung des Nukleinsiurepellets mit 70 % EtOH ist es
von hervorragender Reinheit und fiir Sequenzierungen tauglich (s. Abbildung 4a)). Es ist dariiber
hinaus moglich, linearisierte von ,,supercoiled“-DNA zu trennen, da fiir Plamide unter 4000 bp
erstere bereits bei 6 %, letztere dagegen erst bei 7 % PEGg ausfillt. Diese Trennung ist zwar nicht

vollstindig, kann aber zur schnellen Anreicherung der gewiinschten Form dienen.

3.1.3 Aufreinigung von PCR-Produkten
Die Nukleinsdure wird direkt nach Beendigung der PCR durch Zugabe von PEG und NaCl-

Losungen ausgefillt. Um eine geringstmogliche Konzentration an PEG einzusetzen, ist zu
bedenken, daf

- 900 bp DNA bei 8.5 % PEGgo0, 500 mM NaCl,

- 359 bp DNA bei 13 % PEGg0, 500 mM NaCl prizipitiert, sofern die Fillung vorher
30 min bei 20° C inkubiert wurde. Das durch Zentrifugation gewonnene Pellet ist i.d.R. unsichtbar,
wird mit 70 % EtOH gewaschen, in Puffer gelost und spektralphotometrisch vermessen. Zur Se-
quenzierung wird ein Aliquot enthaltend die erforderliche Menge nochmals mit PEGg gefillt, das
Pellet zweimalig mit 70 % EtOH gewaschen und in Wasser gelost. Abbildung 4 b) zeigt einen Aus-

schnitt aus der Sequenzierung eines PCR-Produkts, welches auf diese Weise aufgereinigt wurde.
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Abbildung 4: Sequenzierungen mittels PEG gefillter DNA

a) Elektropherogramm der Sequenzierung von Plasmid-DNA (Arabid. Nukleolin-Sequenz im Vektor pGEM-T®)
b) Elektropherogramm der Sequenzierung eines PCR-Produkts (Cytochrom C-Oxidase-Gen einer Biene)

3.1.4 Gewinnung von Transkripten nach in vitro-Transkription

Auch in diesem Fall ist eine der PEG-Fillung vorangestellte Phenol/Chloroform-Extraktion
unnotig. Transkripte bis minimal 100 nt konnen durch eine Féllung mit 20 % PEGgg, gewonnen
werden, ldngere Transkripte auch durch deutlich geringere Konzentrationen. Sofern das Template
fiir die Transkriptionen aus linearisierter Plasmid-DNA bestand und die Transkripte unter 500 nt
lang sind, hat die PEG-Fillung den zusitzlichen Vorteil, dafl die Template-DNA zunéchst durch
Inkubation mit 6 % PEGgy, und 500 mM NaCl auf Eis selektiv gefillt und erneut fiir Transkriptio-
nen zur Verfiigung stehen kann. Durch Erhohung der PEG-Konzentration des Uberstands werden in
einem zweiten Schritt die Transkripte gewonnen. Ein solches Experiment ist in Abbildung 5 ge-
zeigt. Eine Auswertung ergab, dal nur 1 % der 368 nt langen Transkripte mit dem Plasmid bei 6 %
PEG ausgefallen ist und das deutlich weniger als 10 % des Plasmids in der RNA-Priparation

verbleiben.
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Abbildung 5: Fraktionierte Fallung nach in vitro-Transkription

Denaturierende PAGE, 5 % (29:1), 0.5 X TBE, 8 M Harnstoff,

60° C

1: Plasmid pBR322, verdaut mit Hinfl, Fragmente der Lange
1632, 517/504, 396, 344, 298 und 220/221 Nukleotiden

2-6: 15 % PEG-Pellet (pRH 713-Transkript, 368 nt), 1/500 bis
1/50 000 des Ansatzes, Faktor zwischen 2 Slots: V10
7-11: 15 % PEG-Pellet (pRH 714-Transkript, 368 nt), 1/50 000

bis 1/500 des Ansatzes, Faktor zwischen 2 Slots: V10
12-13: 6 % PEG-Pellet (pRH 713/EcoRI), 1/500 bzw.
1/(500 *¥10) des Ansatzes

14-15: 6 % PEG-Pellet (pRH 714/EcoRI), 1/(500 o 10) bzw.
1/500 des Ansatzes

Die Position der linearisierten Plasmide ist mit einem Pfeil, jene
der Transkripte mit einer Pfeilspitze markiert
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3.2 RNase-Aktivitdt in pflanzlichen Proteinfraktionen

Als Vorexperiment fiir die in Abschnitt 3.4 geschilderte Phosphorylierungsanalyse wurde iiberpriift,
inwieweit extern zugegebene RNA in zwei verschiedenen Proteinfraktionen stabil bleibt: die in
dieser Arbeit untersuchte, pflanzliche Proteinkinase PKR (pPKR) liegt sowohl frei im Cytosol als
auch ribosomenassoziiert vor (Langland ef al. (1995), s. auch Abschn. 3.4). Beide Fraktionen lassen
sich durch eine Ultrazentrifugation bei 10° g voneinander trennen. Unter diesen Bedingungen
pelletieren die Ribosomen, sodal} der Uberstand (S100) nurmehr freie, cytosolische Proteine
enthélt. Die mit den Ribosomen assoziierten Polypeptide lassen sich durch Inkubation der
Ribosomen in Hochsalzpuffer von letzteren ablosen, die betreffende Priaparation wird als
Ribosomal Salt Wash (RSW) bezeichnet. Beide Préiparationen wurden in dieser Arbeit anschlieBend
mittels Dialyse auf gleiche Salzbedingungen eingestellt.

Hochreine dsRNA (s. Abschn. 3.5), 7S-RNA bzw. zirkuldre PSTVd-(+)-RNA wurde mit den
Proteinfraktionen fiir 15 min bei 26° C inkubiert, sodann wurde wie bei einem Posphorylierungs-
experiment eine ATP-haltige Losung zugegeben und fiir weitere 15 min bei 26° C inkubiert. Nach
anschlieender Phenol/Chloroform-Extraktion wurde tRNA als Fillungshilfe zugegeben, die
Nukleinsdure prizipitiert und anschlieBend mittels denaturierender PAGE aufgetrennt. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 6 dargestellt. Bei dem in Abbildung 6 a)
gezeigten Experiment wurde PSTVd- und 7S-RNA getrennt in beide Proteinfraktionen gegeben und
auBerdem iiberpriift, inwieweit der RNase-Inhibitor RNasin® (Promega) einen Einfluf} auf die
Stabilitit der RNA ausiibt.

7S-RNA wird in beiden Fraktionen in An- und Abwesenheit von RNasin® vollstindig degradiert
(vgl. Spur 1 mit 4-5 und 8-9). PSTVd dagegen wird nur im RSW abgebaut, was auch in diesem Fall
nicht durch RNasin® inhibiert werden kann (vgl. Spur 2-3 mit 10-11). Im cytosolischen Uberstand
(S100) dagegen ist die zirkuldre Viroid-RNA auch in Abwesenheit von RNasin® stabil, wenn auch
etwa 50 % der Molekiile einen Strangbruch erleiden und nach der Inkubation linear vorliegen (Spur
6-7). Bei dem in Abbildung 6 b) gezeigten Experiment wurde 7S-RNA und dsRNA vereinigt mit
den beiden Proteinfraktionen inkubiert. Hier wurde aulerdem der gebriduchliche RNase-Inhibitor
Ribosyl-/Vanadyl-Komplex in zwei unterschiedlichen Konzentrationen auf seine schiitzende
Wirkung unter diesen Bedingungen untersucht. Auch wurde in zwei Fillen ein groBer Uberschu3
tRNA zugegeben, um zu iiberpriifen, ob 7S- und dsRNA in ihrer Anwesenheit an Stabilitit
gewinnen. Wie in Abbildung 6 b) zu erkennen, vermag die tRNA keine schiitzende Wirkung

auszuiiben (Spur 16 und 20). Ribosyl-/Vanadyl-Komplex wiederum muf in einer Konzentration
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von 20 mM vorliegen, um die RNase nennenswert zu inhibieren (vgl. Spur 17 mit 18 und Spur 21
mit 22). In diesem Fall iibersteht die dSRNA unbeschadet die Inkubation im S100, wihrend die 7S-
RNA nurmehr in der Hilfte der eingesetzten Menge vorliegt (Spur 17). Im RSW bleibt auch in An-
wesenheit von 20 mM Ribosyl-/Vanadyl-Komplex nur maximal ein Viertel der 7S-RNA {ibrig,
wihrend die dsSRNA nur geringe Verluste erleidet (Spur 21). Ohne die Zugabe von Ribosyl-/
Vanadyl-Komplex werden beide RNAs in beiden Proteinfraktionen vollstindig degradiert (Spur 19
und 23).

Diese Versuche waren folglich in zweierlei Hinsicht sehr aufschluBreich: zum einen durch das

tiberraschende Ergebnis einer besonders potenten RNase-Aktivitit im RSW, die in der

a) b)
1 23 45 6 7 8 910 11 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

- e e W W W
. — e e . 4 &

Abbildung 6: Stabilitiit verschiedener RNAs in Anwesenheit cytosolischer (S100) bzw. ribosomenassoziierter (RSW)
Proteine

Denaturierende PAGEs, 5 % (a)) bzw. 6.3 % (b)) (29:1), 0.5 X TBE, 8 M Harnstoff, 60° C, silbergefirbt

a) 7S-RNA und PSTVd-RNA

1: 2 ng 7S-RNA

2-3: 1 bzw. 2 ng PSTVd-RNA

4-5: 1.8 ng 7S-RNA, inkubiert in S100, 4: + RNAsin®,

6-7: 1.8 ng PSTVd-RNA, inkubiert in S100, 6: + RNAsin®
8-9: 1.8 ng 7S-RNA, inkubiert in RSW, 8: + RNAsin®

10-11: 1.8 ng PSTVd-RNA, inkubiert in RSW, 10: + RNAsin®

b) 7S-RNA und dsRNA

13-15: 2, 1 und 0.5 ng 7S-RNA

16-19: 1 ng 7-RNA und 2 ng dsRNA, inkubiert in S100

16: + 150 ng tRNA, 17: + 20 mM, 18: + 2 mM Ribosyl-/Vanadyl-Komplex

20-23: 1 ng 7-RNA und 2 ng dsRNA, inkubiert in RSW,

20: + 150 ng tRNA, 21: + 20 mM, 22: + 2 mM Ribosyl-/Vanadyl-Komplex

24-26: 1, 2 und 4 ng dsRNA,

27: Plasmid pBR322, verdaut mit Alul, Fragmente der Linge: 908 (Pfeil), 656/659, 521, 403, 281, 257, 226, 100 nt



38

cytosolischen Fraktion fehlt, und zum anderen durch den Beleg, daf die Stabilitédt der Viroid-RNA
auch die vollstdandig basengepaarter RNA noch iibertrifft. Eine hohe RNase-Toleranz der Viroid-
RNA ist bereits bekannt. Sie wird auf zwei Faktoren zuriickgefiihrt, und zwar ihre zirkulidre
Geschlossenheit einerseits und die unverzweigte Struktur mit einem hohen Anteil intramolekularer
Basenpaare andererseits (Diener (1987)). Letzteres Argument scheint nach den oben dargestellten
Ergebnissen nicht entscheidend zu sein, da die vollstindig basengepaarte dSRNA nur in
Anwesenheit von Ribosyl-/Vanadyl-Komplex etwas stabiler ist als die strukturierte 7S-RNA,
jedoch im Gegensatz zur Viroid-RNA in Abwesenheit von Inhibtor auch in der cytosolischen
Fraktion vollstindig degradiert wird. Folglich ist es offenbar das Fehlen freier Enden, welches der

Viroid-RNA ihre hohe Stabilitit verleiht.

3.3 Modifikation der Rubisco in Proteinextrakten aus Viroid-infizierten
Pflanzen

Fiir den in Abschnitt 3.4 beschriebenen Vergleich der Phosphorylierungsintensitit der putativen
pPKR in Extrakten aus gesunden versus verschiedenen infizierten Tomatenpflanzen war es
entscheidend, moglichst gleiche Proteinmengen der verschiedenen Prédparationen einzusetzen. Zur
vergleichenden Quantifizierung wire eine summarische Bestimmung der Proteinkonzentration -
z.B. mit dem sogenannten Bradford-Assay - ungeeignet gewesen, da 30-50 % des 16slichen Proteins
hoherer Pflanzen durch das eine Enzym Ribulosebisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (Rubisco)
gestellt werden. Dagegen konnen in der denaturierenden PAGE viele verschiedene Polypeptide
hinsichtlich ihrer Menge in den verschiedenen Extrakten verglichen werden, sodal Verdiinngs-
reihen der letzteren in der SDS-PAGE einen besseren Aufschluf} iiber die Konzentrationen
verschiedener Proteine geben. Sofern sehr wenig Proteinextrakt aufgetragen wird, ist nur die
abundante, grofle Untereinheit der Rubisco zu erkennen. Unter diesen Bedingungen fiel auf, daf3
diese grofle Untereinheit (55 kDa) als Doppelbande erscheint, und daf der relative Anteil der
schneller laufenden Form ein sensitives MaB fiir die Pathogenitit des PSTVd-Stammes ist, mit dem
die Pflanze infiziert war (Abbildung 7). Der Effekt war in verschiedenen, unabhéngigen Auf-
schliissen reproduzierbar und auch bereits deutlich zu sehen, wenn die Symptome der infizierten
Pflanzen erst ganz wenig voneinander differierten. Fiir die 14 kDa schwere, kleine Untereinheit des
Enzyms konnte kein vergleichbarer Effekt detektiert werden. Es wurde in der Folge untersucht, ob
der Unterschied zwischen beiden Formen auch bereits in der Pflanze vorliegt. Dazu wurden einer-

seits frische Blitter in fliissigem Stickstoff mit einem Spatel zerstoen, anschlielend aufgetaut und
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sofort mit denaturierendem Auftragspuffer erhitzt. Zum anderen wurden intakte Chloroplasten
prapariert und die Proteine in der SDS-PAGE aufgetrennt. In keinem der beiden Fille war der oben
beschriebene Effekt festzustellen (Daten nicht gezeigt). Daraus wird geschlossen, daf3 die Rubisco
in vivo unveriandert vorliegt und erst im Verlaufe der Extraktpriparation eine Modifikation erféhrt.
Unter Umstédnden ist der Effekt nicht Rubisco-spezifisch, sondern an diesem abundanten Enzym nur
besonders gut zu erkennen. Es konnte nicht geklart werden, ob der Laufunterschied der beiden
Formen in der SDS-PAGE auf einer tatsdchlichen Lingendifferenz der betreffenden Polypeptide
beruht, was auf eine Proteaseaktivitit hinweisen wiirde, oder auf einer anderen Modifizierung wie
z.B. Phosphorylierung beruht. Auf jeden Fall bleibt festzustellen, daf3 es eine biochemische
Aktivitdt gibt, die umso mehr zunimmt, als die Pflanze durch die Viroid-RNA geschédigt wird, und
die in der Lage ist, die grole Untereinheit der Rubisco in eine Form mit hoherer elektrophoretischer

Mobilitit zu verwandeln.

Abbildung 7: Zwei Formen der grolen Untereinheit der Rubisco
Protein-SDS-PAGE, Trenngel 10 % (29:1), gefarbt mit Coomassie-Brilliant-Blue

: RSW- Proteinextrakt aus nicht infizierter Pflanze

: aus mit Isolat 23 (,,Mild*) infizierter Pflanze

: aus mit Isolat 26 (,,Intermediate*) infizierter Pflanze

: aus mit Sequenzvariante M1 (,,Intermediate®) infizierter Pflanze

: aus mit Isolat 48 (,,Lethal*) infizierter Pflanze

: Molekulargewichtsstandard mit Proteinen der Gro83e 116, 97, 90, 66, 45 und
26 (Pfeil) kDa

A U B W=
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3.4 Phosphorylierungsmuster von Proteinextrakten aus gesunden und
viroidinfizierten Tomatenpflanzen

Die Funktion vieler Proteine wird durch Phosphorylierung von Serin-, Threonin- oder Tyrosin-
seitenketten reguliert. Dabei wird die endstdndige y-Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat
durch Kinasen genannte Enzyme auf diese Seitenketten iibertragen. Durch Inkubation von Protein-
extrakten mit radioaktiv markiertem y-*P-ATP, gefolgt von elektrophoretischer Auftrennung der
Proteine und Autoradiographie, kann man die Molekulargewichte von Kinase-Substraten im
untersuchten Extrakt feststellen. Auf diesem Wege machte die Arbeitsgruppe von Don Roth die
Beobachtung, dal} die Intensitit der am stidrksten markierten Proteinbande in Extrakten aus
Tomatenblittern bei PSTVd-Infektion nochmals um den Faktor 3 zunimmt (Hiddinga et al. (1988)).
Auch die Zugabe von doppelstringiger RNA (in einer Konzentration von 10-50 ng/ul) zu Extrakten
aus gesunden Pflanzen intensivierte die Markierung dieser Doppelbande bei 68 kDa. Sidugetiere
besitzen ein PKR (Proteinkinase RNA-activated) genanntes Enzym desselben Molekulargewichts,
das sich nach Kontakt mit dSRNA selbst in trans phosphoryliert. Es wird dadurch aktiviert und kann
in der Folge sein Substrat - den eukaryontischen Translations-Initiationsfaktor 2a (elF2a) -
phosphorylieren. Diese Modifikation inaktiviert e[F2a und fiihrt schnell zum Erliegen der
Translation. Hiddinga und Kollegen konnten das markierte Protein mittels Antikorpern gegen die
Saduger-PKR prizipitieren und auch zeigen, da3 dieses Protein selbst eine Kinase ist. Sie zogen
daraus den SchluB}, daf es sich um das pflanzliche Homolog zur Sduger-PKR handelt.
Aufgrund der bei Sdugern gezeigten Inhibition der Translation nach PKR-Aktivierung wire
vorstellbar, dal auch die verstirkte Phosphorylierung des pflanzlichen Homologs bei Viroidin-
fektion einen negativen Einfluf} auf den zelluldren Metabolismus ausiibt. Sofern diesem Effekt eine
Schliisselrolle im Pathogenitidtsmechanismus zukommt, sollte das Ausmal} der Krankheits-
symptome mit dem Phosphorylierungszustand der pflanzlichen PKR korrelieren.
Wie bereits mehrfach erwihnt, sind von PSTVd verschiedene Sequenzvarianten bekannt, die zu
gleichem Titer in der Pflanze repliziert werden, jedoch unterschiedlich starke Symptome im Wirt
hervorrufen. Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunichst, das Phosphorylierungsexperiment von
Hiddinga et al. mit Proteinextrakten aus Tomatenpflanzen durchzufiihren, die mit unterschiedlich
pathogenen Varianten von PSTVd infiziert waren.

Die Herstellung der Proteinextrakte orientierte sich an einem Protokoll derselben
Arbeitsgruppe (Langland et al. (1995)) mit folgenden Modifizierungen: um den in vivo-Zustand der
Kinase bis zur Durchfiihrung des Phosphorylierungsexperimentes zu konservieren, wurde dem

AufschluBBpuffer 10 mM Aminopurin, dem Aufschlu3- und Dialysepuffer 10 mM NaF zugefiigt.
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Aminopurin sollte weitergehende Phosphorylierung der PKR im Verlaufe des Aufschlusses
inhibieren, der Phophataseinhibitor NaF ihre Dephosphorylierung. Da dem Dialysepuffer kein
Aminopurin zugesetzt wurde, sollten die Proteinpraparationen nach erfolgter Dialyse wieder
phosphorylierungskompetent sein.

Die PKR liegt sowohl frei im Cytosol als auch ribosomenassoziiert vor (Langland et al. (1995)).
Der Uberstand einer Zentrifugation bei 10* g (S10) enthilt beide Fraktionen; durch eine
Zentrifugation bei 10° g werden die Ribosomen pelletiert, sodaB der Uberstand (S100) nurmehr die
cytosolische PKR enthilt, wiahrend man durch Inkubation des Pellets in Hochsalzpuffer die mit den
Ribosomen assoziierte PKR von diesen ablosen kann (Ribosomal salt wash (RSW)). Das
Phosphorylierungsexperiment von Hiddinga und Kollegen wurde mit einer S90-Préiparation, jene
der vorliegenden Arbeit entweder mit S10-, S100- und RSW-Préparationen oder nur mit den beiden

letzteren durchgefiihrt. Abbildung 14 zeigt ein exemplarisches Ergebnis. Das stirkste Signal ist in
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Abbildung 14: in vitro-Phosphorylierungsmuster von Proteinen aus der Tomate (Lycopersicon esc. var. Rutgers)

Nach 15miniitiger Inkubation mit y-**P-ATP wurden die Proteine in SDS-haltigem Puffer denaturiert und mittels
denaturierender SDS-PAGE (10 %iges Trenngel) aufgetrennt. Nach Farbung der Gele mit Coomassie-Brilliant-Blue
wurden die radioaktiv markierten Proteinbanden durch Autoradiographie sichtbar gemacht.

a) S10 Proteinextrakte (s.Text)

1, 12 und 31: Molekulargewichtsstandard mit Proteinen der GroBe 29, 45, 66, 97, 116 und 205 kDa

2-6: nicht infiziert, 2: + 25 mM Aminopurin, 4-6: + 2, 70 bzw. 200 ng/ul poly (IC) (dsRNA), 7-11: PSTVd-infiziert, 7-
7-8: infiziert mit Isolat 23 (,,Mild*), 8: + 25 mM Aminopurin, 9: inf. m. Isolat 26 (,,Intermediate*), 10: inf. m. M1
(,,Intermediate*), 11: inf. m. Isolat 48 (,,Lethal*)

b) S100-Proteinextrakte

13-22: wie 2-11, 13-17: nicht infiziert, 13: + 25 mM Aminopurin, 15-17: + 2, 70 bzw. 200 ng/ul poly (IC), 18-19:
infiziert m. Isolat 23 (,,Mild*), 19: + 25 mM Aminopurin, 20: inf. m. Isol. 26, 21: inf. m. M1 (beide ,,Intermediate*),
22: inf. m. Isol. 48(,,Lethal*)

¢) RSW-Proteinextrakte

23-30: nicht infiziert, 23-24: + 1 mM bzw. + 10 mM Aminop., 25: + ,kaltes” ATP, 26: nach Einfrieren bei -180° C,
28-30: + 2, 70 bzw. 200 ng/ul poly (IC), 32-33: infiziert mit Isolat 23, 34-35: infiziert mit Isolat 26,

36-37: infiziert mit M1, 38-39: infiziert mit Isolat 48; in 32-39 wurden je 16 ul (1.Spur) bzw. 8 ul Ansatz aufgetragen

der S10- und der S100-Priiparation in Ubereinstimmung mit der Beobachtung von Hiddinga und



42

Kollegen eine (Doppel-)Bande bei 66-68 kDa (Abb. 14 a) + b)). Dagegen wird in der RSW-
Fraktion auch ein Polypeptid von circa 38 kDa stark phosphoryliert (Abb. 14 c¢)). Die
Phosphorylierung der 66-68 kDa-Doppelbande wird allerdings in keinem Fall durch die Zugabe von
dsRNA verstirkt (vgl. Spur 3 mit 4-6, Spur 14 mit 15-17 und Spur 27 mit 28-30) und auch nicht
durch Zugabe von Aminopurin zum Phosphorylierungsansatz inhibiert (vgl. z.B. Spur 13 mit 14).
AuBerdem ist keine Intensivierung des Signals in Extrakten aus viroidinfizierten Pflanzen
feststellbar. Ganz im Gegenteil ist die Phosphorylierung in diesen Extrakten eher schicher als in
jenem aus einer gesunden Pflanze. Es wurden insgesamt fiinf unabhingige Proteinpriparationen
und nachfolgende Phosphorylierungsexperimente durchgefiihrt. In keinem Fall korrelierte die
Phosphorylierung der 68 kDa-Doppelbande schliissig mit dem Krankheitszustand der
Tomatenpflanzen. In einem Fall variierten zwei parallel priparierte, gesunde Pflanzen diesbeziiglich
ebenso stark untereinander wie gegeniiber den viroidinfizierten. Einzig konstant blieb die relativ
schwache Markierung in Extrakten aus besonders kranken Pflanzen, welche mit dem Isolat 48
(,Lethal®) infiziert waren (Spur 11, 22, 38 + 39).

Um bestmogliche Vergleichbarkeit zu gewéhrleisten, wurden die Pflanzenspitzen (das oberste sich
entfaltende Blittchen), das erste und das zweite Blatt darunter in einem abschlieBenden Experiment
getrennt préapariert. Bei diesen Aufschliissen wurde auf den Einsatz von Aminopurin verzichtet, da
dieses Reagenz in keinem Phosphorylierungsexperiment inhibierend gewirkt hatte. Auch wurden
bei diesem Experiment keine S10- Praparationen untersucht, sondern nur die cytosolische (S100)
und ribosomenassoziierte (RSW) Fraktion analysiert. Das Ergebnis des Phosphorylierungsexperi-
ments der S100-Préaparationen ist in Abbildung 15 a), jenes der RSW-Priparationen in Abbildung
15 b) gezeigt. In den 6 rechten Spuren wurden die phosphorylierten Proteine der Pflanzenspitze, in
den 6 mittleren Spuren jene des ersten Blattes und links die des zweiten Blattes aufgetrennt. In
beiden Fraktionen ist fiir die Markierung der 66-68 kDa-Doppelbande weder in der Pflanzenspitze
noch im ersten Blatt darunter eine Korrelation mit dem Gesundheitszustand der Pflanzen zu
erkennen. Lediglich im zweiten Blatt unterhalb der Spitze wird diese Doppelbande in den
viroidinfizierten Pflanzen stirker phosphoryliert. Dieser Unterschied ist bei der cytosolischen S100-
Fraktion noch deutlicher zu sehen. Eine Korrelation dieser Verstarkung mit dem Pathogenitétsgrad
der Viroid-RNA ist jedoch wenn iiberhaupt nur schwach ausgeprégt: in der RSW-Fraktion ist die
radikoaktive Markierung der Doppelbande in Pflanzen mit milden Symptomen (inf. m. Isolat 23,
Abb. 15 b), Spur 23) ebenso stark wie in jenen, die mit zwei unterschiedlichen, intermediére
Symptome induzierenden Stammen infiziert waren (Isolat 26 und M1, Spuren 24 und 25), In der

S100 Fraktion besteht zwischen diesen Mild- (Spur 3) und Intermediate-Pflanzen (Spur 4 und 5)
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Abbildung 15: in vitro-Phosphorylierungsmuster in Proteinpriparationen aus Pflanzenspitze, 1. und 2. Blatt
Behandllung der Proben und Art des Nachweises: siche Abb. 14

1-6 und 21-26: Extrakte aus dem zweiten Blatt, 9-14 und 29-34: Extrakte aus dem ersten Blatt, 15-20 und 35-40: Ex-
trakte aus der Pflanzenspitze, 7-8, 27-28: Molekulargewichtsstandard mit Proteinen der Grofie 29, 45, 66, 97 u. 116 kDa

a) S100-Proteinextrakte
142, 9+10, 15+16: nicht infiziert, 1,9 und 15: + 100 ng/ul poly (IC), 3, 11, 17: infiziert mit Isolat 23 ((Mild*) , 4, 12, 18:
inf. m. Isolat 26 (,Intermediate®), 5, 13, 19: inf. m. M1 (,Inter-mediate®), 6, 14, 20: inf. m. Isolat 48 (,Lethal®)

b) RSW-Proteinextrakte

21422, 29430, 35+36: nicht infiziert, 21, 29 und 35: + 100 ng/ul poly (I1C),

23, 31, 37: infiziert mit Isolat 23 (,Mild*), 24, 32, 38: inf. m. Isolat 26 (,Intermediate®), 25, 33, 39: inf. m. M1 (,Inter-
mediate®), 26, 34, 40: inf. m. Isolat 48 (,Lethal®)

zwar ein deutlicher, zwischen letzteren und der besonders kranken Isolat 48-Pflanze (Spur 6) jedoch
nur ein marginaler Unterschied. Immerhin ist das Phosphorylierungssignal der Doppelbande in
diesem zweiten Blatt in beiden Fraktionen erstmals mehr oder weniger am stirksten in jenen
Pflanzen, die mit dieser besonders pathogenen Variante von PSTVd infiziert waren. Wie bei allen
vorher préaparierten Extrakten war es auch fiir die hier gezeigten in keinem Falle moglich, die
Phosphorylierung durch Zugabe von dsRNA zu steigern (vgl. Spur 1 mit 2, 9 mit 10, 15 mit 16, 21
mit 22, 29 mit 30 und 35 mit 36).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, da nur in einem von 8 Experimenten eine deutliche
Steigerung der Phosphorylierung der 66-68 kDa-Doppelbande in viroidinfizierten versus gesunden
Pflanzen feststellbar war. Eine signifikante Korrelation dieser Steigerung mit dem
Pathogenititsgrad des Viroids blieb jedoch auch in diesem Falle aus.

Sofern die verstirkte Phosphorylierung auf die Anwesenheit der Viroid-RNA in den Protein-
extrakten zuriickzufiihren wire, sollte sie auch durch externe Zugabe von PSTVd zu einem
gesunden Extrakt induzierbar sein. Zur Vorbereitung auf ein entsprechendes Experiment wurde
zunichst die Kinetik der Phosphorylierung in der S100-Fraktion mit jener in der RSW-Fraktion

verglichen (Abbildung 16 a)). Uberraschenderweise verhalten sich beide Priparationen
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diesbeziiglich sehr unterschiedlich: wihrend die Doppelbande im S100-Extrakt bereits eine Minute

nach Zugabe des y-**P-ATP stark markiert ist und diese Markierung durch Verlingerung der

Inkubation kaum zunimmt, verlduft die Phosphorylierung des Proteins im RSW viel langsamer. Es

ist denkbar, dal} eine Intensivierung der Phosphorylierung durch Zugabe von RNA sich nicht auf

das Plateau-Niveau dieser Modifikation auswirkt, sondern nur durch ein schnelleres Einsetzen der

Reaktion bemerkbar ist. Aus diesem Grund wurde die diesbeziiglich ,friagere“RSW-Fraktion fiir

das nachfolgende Experiment ausgewéhlt. Diese Priaparation hat den Nachteil einer hohen RNase-

a) b) c)
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Abbildung 16: Phosphorylierung nach Zugabe von PSTVd-RNA
zu einem Extrakt aus nicht infizierter Pflanze

a) Kinetik der Phosphorylierung ohne Zugabe von RNA

1-4: S100 Proteinextrakt, Inkubation mit y-**P-ATP fiir 1, 5, 10

bzw. 15 min,

5-8: RSW-Proteinextrakt

5-7:Inkubation mit y-**P-ATP fiir 1, 5 bzw. 10 min

8: Inkubation mit y-**P-ATP fiir 10 min, auBerdem Zugabe von
20 mM Ribosy-Vanadyl-Komplex

b) RSW-Extrakt mit Zugabe von RNA

Inkubation 10 min auf Eis, nach Zugabe von y-*P-ATP 7 min bei
26° C

1-3: ohne Zugabe von RNA, 2: + 2 yl RNAsin®

4: Zugabe von 7S-RNA zu 200 nM

5: Zugabe von ,Lethal“PSTVd-RNA zu 200 nM

c) RSW-Extrakt mit Zugabe von RNA

Inkubation 12 min auf Eis, nach Zugabe von y-*P-ATP 7 min bei
26° C

1: ohne Zugabe von RNA

2: Zugabe von ,Intermediate’“PSTVd-RNA zu 900 nM

3: Zugabe von ,Lethal “PSTVd-RNA zu 900 nM

Pfeile markieren die Position der putativen pPKR (66-68 kDa)

Aktivitat (vgl. Abschnitt 3.2), die
jedoch durch Ribosyl-Vanadyl-
Komplex unterdriickt werden kann.
Allerdings zeigten Vorexperimente, dal3
sowohl dieser RNase-Inhibitor (Abb. 16
a), Spur 8) als auch das Peptid
RNasin® (Promega) (Abb. 16 b), Spur
2) die Phosphorylierung der 66-68 kDa-
Doppelbande inhibiert, sodal auf ihren
Einsatz verzichtet werden muf3te. Daher
wurde sichergestellt, daf} die Viroid-
RNA eine Inkubation mit dem RSW-
Proteinextrakt uibersteht, sofern diese
bei 0° C durchgefiihrt wird (Daten nicht
gezeigt). Darauf folgte die Zugabe von
radioaktivem ATP und eine 7miniitige
Inkubation bei 26° C. Weder eine
Viroidkonzentration von 200 nM (Abb.
16 b), Spur 5) noch eine Erhéhung
dieser Konzentration auf 900 nM (Abb.
16 ¢), Spur 2 und 3) beforderte die
Phosphorylierung der 66-68 kDa-
Doppelbande. Die eingesetzte Menge
des Proteinextreakts zeigte in der
Coomassie-Firbung nie eine

nennenswerte Bande bei diesem
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Molekulargewicht, woraus abgeschitzt werden kann, daf} die Konzentration der putativen pPKR im
Phosphorylierungsansatz unter 100 nM gelegen haben muf3. Selbst bei einer relativ schwachen
Affinitit der PKR zur Viroid-RNA mit einer angenommenen Dissoziationskonstanten von 10° M
sollten bei 900 nM PSTVd wenigstens 40 % des Proteins im Komplex mit dem Viroid vorliegen,
sodal} eine Verstiarkung des Phosphorylierungssignals auftreten miiite, wenn die Komplexbildung
das Enzym zu verstarkter Phosphorylierung anregen wiirde. Ein solcher Effekt konnte jedoch auch
bei einer Wiederholung des in Abb. 16 gezeigten Experiments nicht nachgewiesen werden. Es ist
allerdings nicht auszuschlieen, daf3 die pPKR in den Proteinextrakten u.U. nicht
bindungskompetent ist. Sofern sie z.B. im Komplex mit einer endogenen Nukleinsdure vorliegt,

wire sie aus diesem Grunde ggf. nicht zur Bindung an die extern zugegebene Viroid-RNA beféhigt.
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3.5 Verzogerungsgelelektrophorese mit dSRNA-abhéngiger Proteinkinase
(PKR)

Die im vorangehenden Kapitel geschilderten Untersuchungen zum Einflu3 verschiedener RNAs auf
den Phosphorylierungszustand der pflanzlichen PKR sollten durch die direkte Bestimmung der
Affinitidt dieses Enzyms zu den untersuchten RNAs ergiinzt werden. Diese Bestimmung erfolgte mit
der Methode der Gelverzégerung. Grundlage dieses Verfahrens ist die Tatsache, dafl ein Komplex
(NS-Pro) aus Protein (Pro) und Nukleinsidure (NS) in der nativen Gelelektrophorese deutlich
langsamer lduft als die freie Nukleinsdure. Sofern der Komplex iiber die gesamte Dauer der
Elektrophorese stabil ist, zeichnen sich die Komplexe als diskrete Banden ab. Zerfillt er dagegen
wihrend dieser Zeit, so ist eine Bindung nur daran zu erkennen, daf} die Intensitit der freien

Nukleinsdurebande in Anwesenheit des Proteins abnimmt. Fiir die Gleichgewichtsreaktion

NS + Pro <= NS-Pro
[NS] - [Pro]

[NS-Pro]

ergibt sich die Dissoziationskonstante Kb =

wobei [X] eine Konzentration im Gleichgewicht bedeutet.
Im Gelverzdgerungsexperiment wird durch Inkubation der Nukleinsdure mit steigenden Mengen an
Protein nach dem Konzentrationsverhiltnis gesucht, bei dem nurmehr die Hilfte der eingesetzten
Nukleinsiure ([NS]o) frei vorliegt. Dann gilt also [NS] = 1/2 -+ [NS]o

und auBerdem [NS] = [NS-Pro]

weil [NS] + [NS-Pro] = [NS]o

Bei der Bedingung [NS] = [NS-Pro]
ist die Dissoziationskonstante (s.0.) folglich gegeben durch Kp = [ Pro]
Im Experiment wird auerdem gewihrleistet, daB3 die eingesetzte Menge an Nukleinsdure deutlich
unter der an Protein liegt, da die Gleichgewichtskonzentration des freien Proteins dann nahezu
seiner Ausgangskonzentration entspricht und sich die Bestimmung der Dissoziationskonstanten

weiter vereinfacht zu ~ Kp = [ Pro] =[ Pro]o

3.5.1 Reinheit der verwendeten Proteine

Als Ausgangsmaterial wurden zwei verschiedene Proteinprédparationen von Don Roth zur
Verfiigung gestellt: zum einen ein rekombinant hergestelltes, hochreines Polypeptid von etwa
20 kDa, welches das N-terminale Drittel der humanen PKR umfasst und im folgenden als p20

bezeichnet wird; zum anderen ein aus Rutgers-Tomaten angereichertes Protein von 68 kDa, welches
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Abbildung 17: Analyse der von Don Roth erhaltenen Proteinpriparationen
Protein-SDS-PAGEs, Trenngele 12 % (29:1)

a) gefarbt mit AgNO;

1-5: 0.063, 0.125, 0.25, 0.5 und 1 pl der 1:100 verdiinnten p20-Priparation
6-10: 0.094, 0.188, 0.375, 0.75 und 1.5 pl der pPKR-Préparation

11-15: 2, 4, 8, 16 und 32 ng BSA (reduziert mittels 3-Mercaptoethanol)

b) gefirbt mit Coomassie-Brilliant-Blue

1: 2.5 ul der pPKR-Préparation

2: 4 pl der 1:100 verdiinnten p20-Préparation

3-8: 1000, 500, 250, 125 und 62.5 ng BSA (nicht reduziert)

9: Molekulargewichtsstandard mit Proteinen der angezeigten Groflen

Die Laufweite der pPKR ist in beiden Gelen durch einen Pfeil gekennzeichnet

nach seinen Angaben das in den Rohextrakten des vorangehenden Kapitels stark phosphorylierte
Protein und damit die pflanzliche PKR (pPKR) darstellt. Verdiinnungsreihen beider Prédparationen
wurden auf das in Abbildung 17 a) dargestellte, denaturierende und mit AgNO; gefirbte
Polyacrylamidgel aufgetragen. Deutlich ist zu erkennen, da3 das p20-Protein rein vorliegt, wihrend
die pPKR-Priéparation aus vielen verschiedenen Proteinen besteht. Dabei ist zu bedenken, daf3
mittels der sensitiven Silberfarbung gleiche Mengen verschiedener Proteine durchaus unterschied-
lich stark angefdrbt werden konnen. Einen besseren Eindruck iiber den Anteil der pPKR in der
betreffenden Préparation liefert daher das mit Coomassie-Blue gefidrbte und in Abbildung 17 b)
dargestellte Gel. Das zur Konzentrationsabschitzung aufgetragene BSA liuft hier im Gegensatz zu
Abb. 17 a) schneller als die mit einem Pfeil markierte pPKR, da die BSA-Proben in diesem Fall in
Auftragspuffer ohne Mercaptoethanol denaturiert wurden. Aus dem in Abb. 17 b) gezeigten Gel
wurde die Menge der 68 kDa-Bande in der pPKR-Priparation zu maximal 300 ng bestimmt. Diese

Abschitzung diente zur Berechnung der pPKR-Konzentration in den folgenden Verzégerungsgel-
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experimenten. Fiir die p20-Préparation hatte Don Roth eine Konzentration von 5.5 pg/ul angegeben,
auf das Gel in Abb. 17 b) wiren folglich 220 ng dieses Proteins aufgetragen worden, was recht gut
mit den Intensitdten des BSA-Mengenstandards {ibereinstimmt, wenn man bedenkt, daf die p20-
Bande aufgrund des geringen Molekulargewichts weniger scharf fokussiert wird als die deutlich

grofleren pPKR- und BSA-Proteine.

3.5.2 Natur der untersuchten Nukleinsduren

Es wurden die Dissoziationskonstanten fiir die Reaktionen von p20 und pPKR mit folgenden
Nukleinsduren bestimmt:

- doppelstringige RNA mit 359 Basenpaaren

- 7S-RNA aus Tomate (308 Nukleotide)

- in vitro-Transkript mit (-)PSTVd-Sequenz (368 Nukleotide)

- zirkuldre (+)PSTVd-RNA der Isolate 23 (,,Mild*), 26 (,,Intermediate*) und

48 (,,Lethal*) (je 359 Nukleotide)

Die doppelstringige RNA diente als Positivkontrolle: zumindest fiir das p20-Fragment der humanen
PKR ist bekannt, daf es durchgéngig basengepaarte RNA mit hochster Affinitédt bindet (Schmedt et
al. (1995)). Zur Herstellung der dSRNA wurden in vitro-Transkripte mit PSTVd-(+)- und (-)-Se-
quenz gegeneinander hybridisiert und iiberhdngende, einzelstringige Nukleotide durch Behandlung
mit S1-Nuklease entfernt (siche Abbildung 18).
Die 7S-RNA wurde nach elektrophoretischer Auftrennung von Tomaten-Nukleinsidure aus dem

Polyacrylamidgel eluiert. Anhand der Affinitét, mit der die beiden Proteine diese RNA binden,

Plasmid pRH713 bzw. pRH714 — Restriktionsverdauung mit EcoR/
— in vitro-Transkription mit T7-RNA-Polymerase — Transkripte auftheizen und langsam abkiihlen

Entstehender Doppelstrang mit iiberhdngenden Enden:
Position 282 281 der PSTVd-Sequenz

I l
713-Transkript ((+)PSTVd-Sequenz): 5" GGCUCCCGA ...346 nt... CUGAAGGGGAAUU 3°
714-Transkript ((-)PSTVd-Sequenz): 3° UUAAGGGGAGGGCU -.-. 346 nt... GACUUCGG 5’

— Enzymatische Behandlung mit S1-Nuklease — Entstehung von ,,blunt end*- dsRNA mit 359 Basenpaaren:

5"CUCCCGA -..346 nt-.- CUGAAG 3~
3" GAGGGCU :-- 346 nt--- GACUUC 5°

Abbildung 18: Herstellung von durchgéngig basengepaarter RNA (dsRNA)
Parameter bei der S1-Verdauung: [RNA] = 30 ng/ul, 1 u S1-Nuklease / 20 ng RNA, 90 min 20° C
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sollte beurteilt werden, wie spezifisch eine Wechselwirkung der Proteine mit Viroid-RNA ist. Die
zirkuldre (+)PSTVd-RNA wurde wie die 7S-RNA ausgehend von Tomaten-Nukleinsdure infizierter
Pflanzen geleluiert. Dabei kam das von Schumacher (1983') entwickelte Verfahren der
bidirektionellen Gelelektrophorese in einer verbesserten, vereinfachten Form zum Einsatz (s. 2.3.7).
Die lineare (-)PSTVd-RNA ist diejenige, welche auch zur Herstellung der dsRNA verwandt wurde,

ihre Natur ist somit aus Abbildung 12 ersichtlich.

3.5.3 Affinitat der Proteine zu den verschiedenen Ribonukleinsiduren

Die Gelverzogerung von dsRNA mit p20 lieferte in der vorliegenden Arbeit ein entsprechendes Er-
gebnis, wie es Schmedt und Kollegen (1995) publizierten: mit steigender Proteinkonzentration
zeigen sich zunéchst ein bis mehrere, diskrete Komplexe von Protein und RNA oberhalb der freien
Nukleinsédure (Abbildung 19, Spur 4, 9, 28 und 48), die bei weiter steigender Menge an Protein in
einen zunehmend verzogerten Schmier tibergehen (Spur 5-6, 10 und 29). Manche und Kollegen
(1992) bestimmten den minimalen Platzbedarf eines PKR-Molekiils auf der doppelstrangigen RNA
zu einer Helixwindung von circa 11 Basenpaaren. Das Auftreten mehrerer Komplexe in der
Gelverzogerung wird von den Autoren folglich als zunehmende Beladung der Nukleinsdure mit
mehreren Proteinmolekiilen interpretiert. Im vorliegenden Fall wire daher als dul3erstes eine
Besetzung der 359 Basenpaare umfassenden dsRNA mit 32 p20-Molekiilen moglich. Die
Wechselwirkung von dsRNA mit p20 ist durch Zugabe von tRNA in 680fachem, molaren
UberschuB iiber die dSRNA nicht kompetitierbar und insofern hochspezifisch (Spur 11-14).

Die (-)PSTVd-RNA wird von dem Protein mit einer Dissoziationskonstanten von circa 1 uM 10fach
schlechter gebunden als dsRNA (Spur 17 und 37-38)); 7S- und (+)-PSTVd-RNA werden noch ge-
ringfiigig schlechter gebunden (vgl. Spur 38 mit 33 und 43). Die Zugabe von tRNA als Kompetitor
hat im Falle der (-)PSTVd-RNA den Effekt, die apparente Dissoziationskonstante geringfiigig he-
raufzusetzen (vgl. Spur 17 mit 21). Wenn die Stédrke der Wechselwirkung von p20 mit der tRNA
mit einem angenommenen Ky von 4 - 10® M nur ein Viertel so stark ist wie jene mit (-)PSTVd-
RNA, so wiirde bei der eingesetzten tRNA-Konzentration von 4 - 10° M nurmehr die Hilfte des
p20-Proteins frei vorliegen, sodal3 wie beobachtet eine Verdopplung der eingesetzten p20-Konzen-
tration notwendig ist, um den gleichen Verzdgerungseffekt zu erzielen, wie er in Abwesenheit der
tRNA auftritt. Dies erklirt auch, warum der Beladungszustand der dsSRNA bei einer p20-Konzentra-
tion von 10° M in Anwesenheit von 4 - 10° M tRNA geringer ausfillt als in ihrer Abwesenheit

(vgl. Spur 10 mit 14). Doppelstringige DNA wird von p20 mit einem Kpvon >4 - 10° M gebunden,



51

1 23456 7 8 9 10 11121314151617 1819 202122232425 26

M e

C cca

27 28 29 30 313233 3435363738394041 4243444546

- gl
4

- La s ! -

Abbildung 19: Gelverzogerung mit putativer pflanzlicher PKR (pPKR) bzw. der RNA-Bindedomine humaner PKR
(p20)
Native PAGEs, 5 % (43:1), diskontin. Puffersystem (s. 2.3.5) enthaltend 0.5 mM MgSO,, 8° (1-26) bzw. 21° C (27-65)

1 und 46: Plasmid pBR322, verdaut mit Haelll, Fragmente der Lange 587, 540, 502, 458, 434, 267, 234, 213, 192, 184
und 124 Basenpaaren

2-6: 12 ng dsRNA, +0, 1, 10, 100 bzw. 1000 nM p20

7-10 und 11-14: 12 ng dsRNA, + 0, 10, 100 und 1000 nM p20, 11-14: + 4.3 uM tRNA

15-18 und 19-22: 12 ng (-)PSTVd-RNA, + 0, 100, 1000 bzw. 2500 nM p20, 19-22: + 4.3 uM tRNA

23-25: 12 ng (+)PSTVd-RNA, + 0, 1000 bzw. 2500 nM p20 + 4.3 uM tRNA, 26: 4.3 uM tRNA + 2500 nM p20

27-29: 12 ng dsRNA + 0, 100 und 1000 nM p20, 30: 12 ng dsRNA + 140 nM pPKR

31-33: 12 ng 7S-RNA + 0, 1000 bzw. 2000 nM p20, 34-35: 12 ng 7S-RNA + 36 bzw. 140 nM pPKR

36-38: 12 ng (-)PSTVd + 0, 1000 bzw. 2000 nM p20, 39-40: 12 ng (-)PSTVd + 36 bzw. 140 nM pPKR

41-43: 12 ng (+)PSTVd + 0, 1000 bzw. 2000 nM p20, 44-45: 12 ng (+)PSTVd + 36 bzw. 140 nM pPKR

47-48: 12 ng dsRNA + 0 bzw. 100 nM p20, 49-50: 12 ng dsRNA + 10 bzw. 100 nM dephosphoryliertem p20

51: 12 ng dsRNA + Calf Intestine Phosphatase, 52-53: 12 ng dsRNA + 36 bzw. 140 nM dephosphorylierter pPKR

54-56: 12 ng 7S-RNA + 0, 36 bzw. 140 nM dephosphorylierter pPKR

57-59: 12 ng (-)PSTVd-RNA + 0, 36 bzw. 140 nM dephosphorylierter pPKR

60-62: 12 ng Isolat 23- (,Mild*“-) (+)PSTVd + 0, 36 bzw. 140 nM dephosphorylierter pPKR

63-65: 12 ng Isolat 48- (,,Lethal*“-) (+)PSTVd + 0, 36 bzw. 140 nM dephosphorylierter pPKR



52

d.h. etwa 4fach schwicher als die untersuchten RNAs (Ergebnis nicht gezeigt).

Im Gegensatz zur RNA-Bindedoméne der humanen PKR (p20) bindet die pPKR die 7S-,
(-)PSTVd- und (+)PSTVd-RNA besser als durchgingig basengepaarte dSRNA. Verzogerte Kom-
plexe sind mit diesem Protein nicht erkennbar, jedoch nimmt die Bande der freien Nukleinséure fiir
7S-, (-)- und (+)-PSTVd-RNA deutlich ab, wenn die pPKR-Konzentration 1.4 - 107 M betrigt,
wihrend dsRNA dann noch grofitenteils frei vorliegt (vgl. Spur 30 mit 35, 40 und 45). In einem
nicht gezeigten Experiment konnte fiir die Affinitdt der pPKR zur dsRNA eine Dissoziationskon-
stante von <7 - 107 M abgeschitzt werden. Die Wechselwirkung wire damit etwa 5fach schicher
als jene zwischen pPKR und den strukturierten RNAs.

Da die pPKR-Préparation aus mehreren Proteinen besteht, wire a priori nicht auszuschlieen, daf3
eine RNase-Aktivitit zur Abschwichung der freien Nukleinsdurebanden durch Degradation der
RNA fiihrt. Dies konnte jedoch durch Inkubation von Viroid-RNA mit pPKR und anschlieender
Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen ausgeschlossen werden, da dann die RNA in
unbeschadetem Zustand freigesetzt wurde (Ergebnisse nicht gezeigt).

Nachdem Jammi und Beal 2001 feststellten, daf} bereits phosphorylierte, humane PKR RNA
deutlich schlechter bindet als die dephosphorylierte Form, wurde ein Gelverzogerungsexperiment
mit p20- und pPKR-Priparationen wiederholt, die zuvor mit alkalischer Phosphatase behandelt
worden waren. Im vorliegenden Fall hatte die Behandlung des p20-Proteins mit diesem Enzym
keinen oder sogar einen negativen Einfluf} auf die Affinitit zu dSRNA (Abb. 19, vgl. Spur 48 mit
50). Mit alkalischer Phosphatase behandelte pPKR zeigte ebenfalls keine Verdnderung in ihrem
Bindeverhalten: noch immer wurde bei einer pPKR-Konzentration von 1.4 - 107 M keine Verzoge-
rung von dsRNA (Spur 53), wohl aber von 7S-, (-)PSTVd- und (+)PSTVd-RNAs beobachtet (Spur
56, 59, 62 und 65). Im Falle von 7S-RNA (Spur 56) ist dieser Effekt nur schwer erkennbar, da eine
punktformig angefirbte Substanz der Proteinpriparation nur geringfiigig weiter lauft als die freie
7S-RNA. In diesem Experiment wurden aulerdem zwei (+)PSTVd-Sequenzvarianten sehr unter-
schiedlicher Pathogenitit hinsichtlich ihrer pPKR-Bindung verglichen. Die PSTVd-Isolate 23
(,Mild*) und 48 (,,Lethal*) zeigen diesbeziiglich gleiches Verhalten, d.h. eine weitgehende
Verzogerung bei 1.4 - 107 M pPKR (Spuren 62 und 65).

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dal die humane PKR dsRNA deutlich besser
bindet als 7S-RNA, (-)PSTVd- und (+)PSTVd-RNA, wihrend die Praparation enthaltend die
putative pPKR eine hohere Affinitdt zu den strukturierten RNAs aufweist als zur dsSRNA. Die
Unterschiede in den Affinitdten der pPKR zu diesen verschiedenen, strukturierten RNAs sind zu

gering, um mit der Methode der Gelverzogerung zuverlédssig aufgelost werden zu konnen.
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3.6 Klonierung eines Expressed-Sequence-Tags mit dSRNA-Bindedoméne aus
der Tomate

Die Phosphorylierung des 68 kDa-Proteins aus der Tomate war weder in Proteinextrakten aus
viroidinfizierten Pflanzen signifikant verstérkt, noch lie sie sich durch externe Zugabe von
PSTVd-RNA beeinflussen. Jedoch zeigte die beziiglich dieses Proteins angereicherte Préiparation
von Don Roth eine signifikante Bindung an Viroid- und 7S-RNA, welche ihre Affinitét zu reiner
dsRNA noch iibertraf. Fiir eine weitere Charakterisierung dieser Wechselwirkungen wére eine
moglichst reine Priparation der putativen Pflanzen-PKR notwendig gewesen. So sollte ausge-
schlossen werden, daf} die librigen Proteine der angereicherten Fraktion die beobachteten Effekte
verursachten. Eine reinere Priparation der pflanzlichen PKR konnte jedoch vom Kooperations-
partner Don Roth nicht zur Verfiigung gestellt werden. Eine Klonierung und rekombinante
Expression des Enzyms wiire eine gute Alternative zu ihrer biochemischen Aufreinigung, jedoch
1aBt sich kein pflanzliches Homolog dieses Proteins in den bislang sequenzierten Genomen

identifizieren.

3.6.1 HYL1 - ein RNA-bindendes Protein mit wachstumsregulierender Funktion

Zu diesem Zeitpunkt wurde von Lu und Fedoroff (2000) die Entdeckung eines pflanzlichen Proteins
mit dsSRNA-Bindedomine publiziert, dessen Ausfall in Arabidopsis thaliana einen auffilligen
Wachstumsphénotyp verursacht: mutante Pflanzen zeigen verringertes Langenwachstum, stirkere
Verzweigungen und nach oben gekriimmte Blétter, weswegen die Autoren das Protein Hyponastic
Leaves (HYL1) nannten. Abbildung 20 veranschaulicht die verbliiffende Ahnlichkeit zwischen
HYL1 und der humanen PKR hinsichtlich der Anordnung der zwei dsSRNA-Bindedominen

(dsRBDs). Die C-terminale Hilfte von HYL1 besitzt allerdings weder zur PKR noch zu einem

9 75 100 165

PKR (Homo): N— dRBDI | dRBD2 — .. _C
15 82 101 168

HYL1 (Arabidopsis): N — dsRBDI || dsRBD2 ——— .. _C

Abbildung 20: Vergleich von PKR und HYL1 beziiglich der Anordnung der RNA-Bindedominen

Die Zahlen geben die Aminosdurepositionen an. Fiir ein Alignment der dsSRBDs siehe Abbildung 1
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anderen, bekannten Protein signifikante Homologie. Die Anwesenheit der dSRNA-Bindedoménen
und die Bedeutung des Proteins fiir die Regulation des Pflanzenwachstums lassen es denkbar
erscheinen, daf} die Wechselwirkung von PSTVd mit einem Homolog von HYL1 in der Tomate die
Krankheitssymptome verursacht. Lu und Fedoroff konnten auflerdem zeigen, da3 HYL1 im
Zellkern lokalisiert ist. Diese Tatsache macht eine Wechselwirkung mit PSTVd nicht
unwahrscheinlicher. Aus diesen Griinden fafite der Autor den Entschluf}, da3 Homolog von HYL1
aus der Tomate zu klonieren, um nach seiner Expression in Escherichia coli die Wechselwirkung

des Proteins mit PSTVd zu untersuchen.

3.6.2 Klonierung eines HYL1-Homologs mittels RACE

Als Verfahren zur Klonierung einer zu Hyll homologen cDNA wurde die Methode der Rapid
Amplification of cDNA-Ends (RACE), modifiziert nach Chenchik und Kollegen (1996), gewdhlt.
Dieses Verfahren erlaubt die Amplifikation unbekannter 5°- und 3"-Enden von cDNAs mittels PCR,
sofern Sequenzabschnitte aus dem mittleren Bereich dieser cDNAs bekannt sind oder durch
Vergleich mit bekannten Sequenzen abgeleitet werden kénnen. Ausgehend von poly-A*™-RNA des
gewiinschten Organismus wird mittels Reverser Transkriptase cDNA synthetisiert, die mit Hilfe
von RNase H, DNA-Polymerase I und DNA-Ligase in doppelstriangige DNA iiberfiihrt wird. RNase
H und in einem zweiten Schritt zugegebene T4-DNA-Polymerase bewirken, dafl diese dsSDNA
glatte Enden (,,blunt ends*) besitzt. Ein aus den Oligonukleotiden ado und adu bestehender, partiell

doppelstriangiger Adapter wird nun an beide Enden der dsDNA ligiert. Damit ist das Template-

ady 9 ' ado

5! ) ATG, £ 3 / 3 /‘1‘{ u
' 1
a.al: J P is‘
Denaturierung apd

Basenpaarung des gsp-Primers
\/ Verldngerung des gsp-Primers

g asp 3
3 !
. 3 5!
Denaturierung k——ar’f
Basenpaarung des ap/-Primers
Verldngerung des ap-Primers
5 4sp N
a 5!t

J

weitere PCR-Zyklen

Abbildung 21: Erste Reaktionsschritte einer 3° RACE

Erlduterungen: siehe Text
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Material fiir die nun folgende PCR-Amplifikation fertiggestellt. Abbildung 21 zeigt schematisch die
nun folgenden Schritte: einer der beiden Primer jeder PCR-Reaktion ist der Adapter-Primer ap1.
Seine Sequenz entspricht dem einzelstrangigen Bereich des adu-Oligos, sodall er anfangs nicht
basenpaaren kann, da der komplementidre Gegenstrang noch fehlt. Selektive Amplifikation einer
gewiinschten Sequenz aus dem cDNA-Gemisch wird moglich durch Verwendung des zweiten PCR-
Primers, dessen Sequenz einem Teil der gewiinschten cDNA entspricht. Sofern dieser genspezi-
fische Primer (gsp) wie im Beispiel von Abb. 21 die Sequenz der mRNA aufweist, wird er im ersten
PCR-Schritt in Richtung des 3°-Endes der mRNA verldangert. Die Reaktion wird folglich als
3’RACE bezeichnet. Ein genspezifischer Primer mit einer zur mRNA komplementiren Sequenz
wird in Richtung des 5°-Endes der mRNA verlidngert, man spricht von einer 5'/RACE-Reaktion. In
jedem Fall wird durch die vom genspezifischen Primer (gsp) ausgehende Strangsynthese die zum
adu-Oligo komplementire Sequenz am Ende der cDNA geschaffen. Erst jetzt kann auch der ap -
Primer basenpaaren, allerdings nur auf die durch den gsp-Primer ,,ausgewéhlte” cDNA, deren
selektive Amplifikation in den weiteren PCR-Zyklen erfolgt. Zum Erhalt der gesamten cDNA-
Sequenz sind folglich sowohl 5'RACE als auch 3’'RACE notwendig, die beiden genspezifischen
Primer werden dazu so ausgewihlt, dal} ein iiberlappender Bereich entsteht. Im vorliegenden Fall
wurde eine adapterligierte cDNA-Bank von Lycopersicon esculentum var.Rutgers angelegt. Zum
Erhalt des Hyl1-Homologs wurden zunéchst genspezifische Primer (gsp/ und gsp2) verwendet, die
genau der Arabidopsis-Sequenz entsprachen. Die damit durchgefiihrten RACE-Reaktionen lieferten
jedoch keine spezifischen Produkte.

Daher wurden neue Primer entworfen, deren Sequenzen sich an der Aminoséureabfolge des HYL1-
Proteins orientierten und viele der sich daraus ergebenden Nukleotidsequenzen beinhalteten. Der
Primer gspl fiir die 5’'RACE war infolgedessen 864fach, der Primer gsplI fiir die 3’RACE war
768fach degeneriert. Auch mit diesen Oligonukleotiden konnte keine Hyl1-dhnliche Sequenz aus
der Tomate amplifiziert werden. Dagegen resultierten aus der 5’RACE Produkte, die an beiden
Seiten von gspl, aus der 3’'RACE solche, die an beiden Enden von gsplI flankiert waren.

In einem dritten Versuch wurde die Sequenz der HylI-mRNA mit jener der homologen Odb1-
mRNA aus Oryza sativa (Reis) verglichen, um konservierte Sequenzabschnitte zu identifizieren.
ODBI1 hat im Bereich der konservierten dsSRNA-Bindedomiine (dsRBD) groBe Ahnlichkeit zu
HYL1. Abbildung 22 veranschaulicht, wie der neue 3’'RACE-Primer gspA anhand des
Sequenzvergleichs entworfen wurde. gspA ist nur zweifach degeneriert, nimmt dafiir aber einige
mogliche G-T-Basenpaare in Kauf. Auch mit Hilfe dieses Primers konnte zunichst kein

befriedigendes PCR-Produkt amplifiziert werden. Spétestens jetzt stellte sich die Frage, ob die
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Aminosauresequenz: EY AQ K MNY A cDNA-Bank iiberhaupt

Hyl 1-mRNA-Sequenz: ° ... GAA UAC GCU CAA AAG AUG AAU UAC GCG...* funktionell war. Zur Uber-
Odb 1-mRNA-Sequenz: °'... GAG UAU GCA CAG AAG AUG AAU UAU GCC...* )

gspa-Primer: 5 GAG TAT GC ACAG AAG ATG AAT TAT GC® priifung dieser Frage wurde

Abbildung 22: Entwurf des Primers gspa durch Sequenzvergleich zweier daher zum einen ein spezi-

dsRBD-Proteine aus Arabidopsis (HYL1) und Oryza (ODB1) fisches Oli 0 ein gesetzt

Die gezeigte Aminosduresequenz liegt innerhalb der zweiten dsSRBD und ist L .
zwischen beiden Proteinen konserviert. Der Primer gspa nimmt an mehreren, welches die 3'RACE einer
fettgedruckten Stellen G-T-Basenpaare in Kauf, ist dafiir aber nur zweifach

d . bereits bekannten Tomaten-
egenerlert.

sequenz erlauben sollte
(srp54). Zum anderen wurde eine adapterligierte cDNA-Bank aus Arabidopsis thaliana hergestellt,
um mit Hilfe der bereits vorhandenen, Arabidopsis-spezifischen Primer gsp/ und gsp2 zu
tiberpriifen, ob die beiden Hilften der Hyl1-Sequenz mit dem RACE-Verfahren amplifizierbar sind.
AuBerdem wurden Primer eingesetzt, die eine End-zu-End-Amplifikation der Hyl1-DNA erlauben
sollten (hya und hyb). Die daraufthin durchgefiihrten Kontrollexperimente zeigten, daf3 die Methode
bislang grundsitzlich nicht funktionierte, obwohl die Genbanken Vollangen-cDNAs enthielten.
Eine Uberpriifung aller Arbeitsschritte fithrte zu dem Verdacht, daB die Ligation der Adapter nur
erfolgen kann, wenn die 5°-Enden der dsDNA phophoryliert sind (Bernd Esters, pers. Mitteilung).
Obwohl ein entsprechender Arbeitsschritt im publizierten Protokoll (Chenchik et al. (1996)) nicht
vorgesehen ist, wurde daher eine 5°-Phosphorylierung der cDNA mit Polynucleotidkinase
durchgefiihrt und die Adapterligation wiederholt. Tatsédchlich lieferten beide oben geschilderten
RACE-Positivkontrollen in der nachfolgenden PCR die gewiinschten Produkte. In der Folge wurde
auch in einer RACE-Reaktion mit dem Oligo gspA und Tomaten cDNA als Template erstmals ein

scheinbar spezifisches Produkt von circa 1200 Basenpaaren Linge amplifiziert (s. 6.1).

3.6.3 Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den HYL1-Homologen

Die Sequenzierung dieser DNA und eine nachfolgende in silico-Translation offenbarte, dafl das
codierte Protein tatsichlich Ahnlichkeit zu HYL1 aus Arabidopsis aufweist, in seiner C-terminalen
Hiilfte jedoch vollig von der HYL1-Sequenz abweicht. Das Protein kann aber dennoch als direktes
Homolog zu HYLI1 gelten. Dies sei im Folgenden néher erldutert: das Arabidopsis thaliana-Genom
codiert laut der Protein Families Database of Alignments and HMMs (http://www.sanger.ac.uk/cgi-
bin/Pfam/) fiir insgesamt 20 dsRBD-enthaltende Proteine, wovon 6 sogar die in der PKR und in
HYLI gefundene Anordnung von zwei dsRBDs nahe dem N-Terminus aufweisen. Ein Sequenzver-

gleich mit dem Programm Blast offenbart jedoch, daB keines dieser Arabidopsis-Proteine zu
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Consensus key (see documentation for details)
* - single, fully conserved residue

: — conservation of strong groups

. — conservation of weak groups

— Nno consensus
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KNLLQEYAQKMNYAIPSYICTKSASG-—-LAPFICTVEIWWEYKYIGAAARTKKDAEIKAA

77777777777777 IPQYECERYDSESKIISFTCTVDVG-GMKYIGAAARTKKEAEIKAA
KNLLQETAHRAGLDLPMYTSVRSGS—-CHFPGFSCTVELA-GMTFTGESAKTKKQAEKNAA
*

] ek K . . * kA ke . . e e ek kk e kK *

NEW_ [Lycopers. ]
Q8GY79_[Arabid.]

RBP2_[Brass.oler. ] RTALIATQSESKIDLANNYSTQLTVLPCEKKTVEVASPVKETI—————— IKTPKARRAQF
HYL1_[Arabid.] RTALLATQSDTKNNLAN-YNTQLTVLPCEKKTIQAATPLKET——————— VKTLKARKAQF
ODB1_[Oryza] RTALLATQGQSEGSANG--ATKYIVVPGKRVGKEVEKRPIET-—————— PKPLKVKKGGF
NEW_ [Lycopers.] RTALLAVQ--SSGFAPN--YSSYTVVP-MKKVTDLAISNQES-——————— AAALKPKKHRF
08GY79_[Arabid.] IAAWSSLKKMSSLDSQDEEKEQEAVARVLSRFKPKEVRRRETTNOWRRRTSQODSNKDLL

.k ... . * * . . .
RBP2_[Brass.oler.] KKKARKGKLK———————— VAKDLL-————— EDSTVPPQP-————————————————— TEH
HYL1_[Arabid.] KKKAQKGKRT———————— VAKNP-—————— EDIIIPPQP-————————————————— TDH
ODB1_[Oryza] KKKWNKRKFMKKDGQAVDVEKDEARVAGDAHDSDVLMQP —————————————————— TVI
NEW_[Lycopers. ] KKKQTR-NFS——————— DVSYHVR-——————— TKIFGDS—————————————————— EVQ

Q08GY79_[Arabid.] IERLRWINLLTNQASSSSSTSTPNQHKNSSFISLIPPPPPPKSSKILPFIQQYKDRSSQE

Abbildung 23: Sequenzvergleich mit dem neu entdeckten dsRBD-Protein (NEW) aus Lycopersicon esculentum

Die N-terminalen Hilften der Proteine wurden mit dem Programm CLUSTALLW aligned. Eckige Klammern iiber den
Sequenzen markieren jeweils den Anfang und das Ende der beiden dsRNA-Bindedoménen (dsRBDs).

RBP2, HYL1, ODB1 und NEW zeigen groBe Ahnlichkeit, insbesondere auch im durch eine Linie iiber den Sequenzen
gekennzeichneten Bereich. Q8GY79 ist ein hypothetisches Protein mit zwei dsRBDs aus Arabidopsis, welches jedoch
im c-terminal an die zweite dsSRBD angrenzenden Bereich keine Ahnlichkeit mit den vier anderen Proteinen aufweist.

Arabidopsis-HYL1 so dhnlich ist wie das neu entdeckte Tomatenprotein (im folgenden NEW
genannt) einerseits sowie ODB1 aus Reis und RBP2 aus Brassica oleracea andererseits.
Insbesondere die C-Termini der zweiten dsRBDs und die daran angrenzenden Bereiche weisen
durch ihre groBe Ahnlichkeit diese vier Polypeptide als Homologe aus. Im Sequenz-Alignment von
Abbildung 23 ist der genannte Bereich durch einen iiber den Sequenzen liegenden Strich
hervorgehoben. In dieses Alignment wurde au3erdem eines der Arabidopsis-Proteine mit zwei N-
terminalen dsRBDs aufgenommen, welches nicht zu den anderen vier Sequenzen homolog ist.
Obwohl die C-Termini von NEW, HYL1 und ODBI1 keine Sequenzihnlichkeit aufweisen, haben
sie doch eine interessante Eigenschaft gemein. In allen drei Fillen bestehen sie aus wiederholten

Sequenzabschnitten dhnlicher Linge. Diese wurden in Abbildung 24 hervorgehoben. Am
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pragnantesten ist diesbeziiglich HYL1, wo ein 28 Aminosduren langer Abschnitt fast ohne
Variation sechsmal wiederholt wird. Im nachhinein betrachtet war aus diesem Grunde gar nicht zu
erwarten, ein dahingehend homologes Protein in der Tomate zu finden, da die Sequenzwiederho-
lungen evolutionsgeschichtlich sehr jung sind. Dies geht zum einen daraus hervor, dafl die Wieder-
holungen auch auf DNA-Ebene beinahe perfekt sind - d.h. nur drei Austausche auf einer Lange von
504 Basenpaaren aufweisen. Zum anderen stellt das oben bereits erwédhnte Protein RBP 2 aus dem
zu Arabidopsis verwandten Kreuzbliitler Brassica oleracea (Kohl) offensichtlich die Urform von
HYLI1 dar, da es einen zu den Repeats des letzteren homologen Abschnitt in Einzahl enthilt (s.
Abb. 24). Der diesen codierende DNA-Abschnitt weicht von der homologen Arabidopsis-Hyl1-
Sequenz iibrigens durch 6 Basenaustausche und eine Insertion von 3 Basenpaaren auf einer Liange
von nur 69 Nukleotiden ab.

Die Sequenzwiederholungen in der Tomatensequenz sind etwas komplizierter aufgebaut: ein etwa
60 Aminosduren langer Abschnitt taucht zweimal auf und ist in Abbildung 24 kursiv hervorge-
hoben; ein Sequenzbereich von 44 Aminosduren ist ebenfalls verdoppelt und zwischen die beiden
Teile des 60-Aminoséduren-Repeats eingeschoben. Da die 44- Aminosduren-Verdopplung mit jener
von 60 Aminosduren iiberlappt, liegt eine Aminosdureabfolge von 27 Resten insgesamt dreimal vor

(Fettdruck in Abb. 24). Auch in diesem Fall offenbart ein hohes MaB an Ahnlichkeit auf DNA-

NEW ( Lycopersicon esculentum ):

IPQYECERYDSESKIISFTCTVDVGGMKYIGAAARTKKEAEIKAARTALLAVQSSGFAPNYSSYTVVPMKKVTDLAISNQESAAAL
KPKKHRFKKKQTRNFSDVSYHVRTKIFGDSEVQMVNQAKPEM
HENAAVMTPGTGSGPAPFAGTMGDLVPSNNLSSDYGTSNIGINSQCGGGVTTEGNAVIGV pI 3.0
DYGTSKIGINSQCGGGVTTEGNAVIGVEQVTSEVAPVAWNDNLHVQDLHLL
HENAAVMTQGTGSGPAPFAGTMGDLVPSNNCGSDYGTSNLGINSQCGEGATTEGNAGIGVEQVTSEVAPVACNDNLHVL

HYLI1 (Arabidopsis thaliana): ODBI1 (Oryza sativa)
MTSTDVSSGVSNCYVFKSRLOEYAQKYKLPTPVYEIVKEGPS
HKSLEQSTVILDGVRYNSLP GFFNRKAAEQSAAEVALRELAK MDMPPTPLPPETANTSPAPNGATAGIRVENCYVFKSRLQEYAQKTGLQTPEYHTFKEGPS
SSELSOCVSOPVHETGLCKNLLOEYAQKMNYATBLYOCOKY HEPVFKSTVVINNTSYDSLPGFFNRKAAEQSAAEVALMEIVKS IPANANIPAVOETGLCK
ETLGRVTOFTCTVEIGGIKYTGAATRTKKDAE [ SAGRTALLA NLLQEYAQKMNYAIPSYICTKSASGLAPFICTVEIWWEYKYIGAAARTKKDAEIKAARTA
LOSDTKNNLANYNTOLTVLECEKKT IQAATPLKETVKTLKARK LLAIQGOSEGSANGATKY IVVPGKRVGKEVEKRP IETPKP LKVKKGGFKKKWNKRKFMK
AQFKKKAQKGKRTVAKNPEDIIIPPQPTDHCQNDQS KDGQAVDVEKDEARVAGDAHDSDVLMQPTVIT
EKIETTPNLEPSSCMNGLKEAAFGSVET QEASCGTLFLOPCEEAKRVE
EKIETTPNLEPPSCMNGLKEAAFGSVET AEPPRDIEMVOPDK
EKIETTPNLEPP SCMNGLKEAAFGSVET pl4.1 ENQHCDAALVQPDDEARVE
EKIETTPNLEPSSCMNGLKEAAFGSVET QEPSRDISVVHPNEEAISGK  Pl4.2
EKIETTPNLEPPSCMNGLKEAAFGSVET QEPSIDAAILQPKEEASSVK
EKIETTPNLESSSCMSGLKEAAFGSVETEASHA QEPFIDTAMLOACKEAGSVE

LGPARDTVISQLNEQDRAVK

QEPAGDIVVPQPDVHARVVKE
RBP2 C-Terminus (Brassica oleracea)

AQFKKKARKGKLKVAKDLLEDSTVPPQP TEHCVNKQP
ENAETMINMEPSSCMNGFKEAVVVASVETEASHA

Abbildung 24: Sequenzen der HYL1-Homologen

NEW bezeichnet das in dieser Arbeit neu entdeckte Protein.

Die Wiederholungssequenzen in den C-terminalen Hilften der Proteine sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Die isoelektrischen Punkte der Repeats sind neben den Sequenzen vermerkt.

RBP2 scheint die Ursprungsform zu sein, aus dessen fett hervorgehobener Sequenz durch leichte Abwandlung und
Vervielfachung der Hyl1-Repeat entstanden ist.
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Ebene ein relativ geringes, evolutionsgeschichtliches Alter der Sequenzverdopplungen.

Im ODB1-Protein aus Oryza sativa schlieBlich sind die Sequenzwiederholungen weniger eindeutig.
Dennoch weisen Abschnitte von etwa 20 Aminosduren in der C-terminalen Hélfte eine signifikante
Ahnlichkeit zueinander auf.

Die Wiederholungssequenzen haben in allen drei Proteinen mit 78 bis 88 Aminosduren einen
dhnlichen Abstand von der RNA-Bindedoméne. Auflerdem weisen sie in jedem Fall einen
isoelektrischen Punkt im sauren Bereich auf, sind also unter physiologischen Bedingungen negativ
geladen. Es bleibt zu erwihnen, dafl das Kernlokalisationssignal ((K/R)(K/R)XXXXXXXX(K/R)
X(K/R)(K/R)), welches in HYL1 und ODBI1 vorliegt, im neu entdeckten Tomatenprotein durch
Sequenzveridnderung nicht mehr existiert, was aber eine Kernlokalisation fiir dieses Protein nicht
ausschlieft.

Mit einem genspezifischen Primer (fivep) wurde nun versucht, auch das 5°-Ende dieser
interessanten Sequenz und damit die N-terminale Hilfte des codierten Proteins zu bestimmen. Die
Sequenzierung verschiedener RACE-Produkte offenbarte schlieflich noch einen weiteren, fatalen
Fehler: der Adapterprimer apl endete 3 mit einem Thymin statt einem Cytosin. Dieser Fehler
wurde vom Hersteller Interactiva mittels Massenspektrometrie bestétigt und das Oligo darauthin
neu synthetisiert. Die mit dem korrekten Primer durchgefiihrten RACE-Reaktionen verliefen
sogleich mit deutlich besserer Effizienz. Leider konnte dennoch weder mit fivep noch mit irgend

einem anderen Primer je eine erfolgreiche 5-RACE durchgefiihrt werden.

3.7 Auswahl weiterer potentieller Wechselwirkungspartner von PSTVd

Da sich die Versuche zur Klonierung eines Hyl1-Homologs unerwartet schwierig gestalteten, blieb
ausreichend Zeit, die generelle Taktik zu iiberdenken.

Es erschien sinnvoll, Primer fiir weitere, putative Bindungspartner der Viroid-RNA zu entwerfen.

3.7.1 SRP9 und SRP14

Die zelluldre 7S-RNA, welche durch Assoziation mit den Proteinen SRP9, SRP14, SRP19, SRP54,
SRP68 und SRP72 den Signal Recognition Particle (SRP) bildet, dem eine essentielle Funktion im
intrazelluliren Proteintransport zukommt, weist folgende Ahnlichkeiten zur Viroid-RNA auf:

- PSTVd besitzt mit 359 nt eine vergleichbare GroBe zur 303 nt langen 7S-RNA
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- die 7S-RNA hat eine hantelférmige Struktur mit langem, unverzweigtem und insofern PSTVd-
dhnlichen Mittelteil

- es besteht eine Sequenzihnlichkeit zu PSTVd im Bereich der sogenannten Alu-Doméne
der 7S-RNA (Haas et al. (1988))

- die Arbeitsgruppe von Pederson (Politz et al. (2000)) stellte fest, da} ein Teil der 7S-RNA-
Molekiile im Nukleolus vorliegt, ebenso konnten sie in diesem Kompartiment zwei der an die
7S-RNA bindenden Proteine nachweisen. Die Autoren postulierten daraufhin, daf3 der
Nukleolus nicht nur der Ort der Ribosomen-, sondern auch der SRP-Assemblierung ist

- die Menge an aus Pflanzenmaterial isolierbarer 7S-RNA entspricht recht genau der isolierbaren
Menge an PSTVd.

Da annédhernd die gesamte Menge an Viroid-RNA in den Nukleoli vorliegt, wihrend der Grofteil
der 7S-RNA in Form der SRPs im Cytosol funktionell ist, diirfte die Konzentration von PSTVd jene
der 7S-RNA im Nukleolus deutlich iibersteigen. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der beiden
RNAs wire denkbar, dafl PSTVd mit einem oder mehreren Proteinen des SRPs wechselwirkt und
so die Assemblierung von 7S-RNA mit den SRP-Proteinen stort. Insbesondere konnte dieses
Szenario auf die beiden Proteine SRP9 und SRP14 zutreffen, da jene an die Alu-Doméne der 7S-
RNA binden, deren Basenabfolge Ahnlichkeit zur PSTVd-RNA aufweist (Haas et al.,1988). Aus
diesem Grund wurden Primer fiir 3'RACE-Reaktionen zur Amplifikation von SRP9- sowie SRP14-
cDNA aus Rutgers-Tomate entworfen. Beide Proteine sind bereits aus zwei anderen Angiospermen
bekannt. So wurden fiir das SRP9-Oligo (srp9) die fiir dieses Protein codierenden Sequenzen aus
Arabidopsis und Zea mays (Mais), fiir das SRP14-Oligo (srp14) jene aus Arabidopsis und Oryza
sativa in silico verglichen, um moglichst konservierte Sequenzabschnitte auszuwihlen. Beide

Primer wurden schlieBlich als je vierfach degenerierte Gemische eingesetzt.

3.7.2 Nukleolin und Fibrillarin

Die bereits mehrfach erwihnte Tatsache, daf das Viroid in hoher Kopienzahl in den Nukleoli der
Pflanzenzellen akkumuliert, riickte im Verlaufe dieser Arbeit immer mehr in den Mittelpunkt des
Interesses. Rein rechnerisch ergibt sich eine PSTVd-Konzentration von 0.03 bis 0.3 mM, wenn man
die von Schumacher und Kollegen (1983%) bestimmte Zahl von 10* bis 10° Viroidmolekiilen in
einem Nukleolus von 1 um Durchmesser zugrundelegt. Sofern ein putativer Bindungspartner von
PSTVd im Nukleolus dhnlich oder geringer konzentriert ist, wiirde damit mehr als die Hilfte dieses

Proteins im Komplex mit PSTVd vorliegen, auch wenn die Wechselwirkung zwischen beiden mit
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einer Dissoziationkonstanten im mikromolaren Bereich nicht besonders spezifisch ist. Da
insbesondere im Nukleolus eine Vielzahl nukleinsdurebindender Proteine benotigt werden, wire
davon auszugehen, daf} einige in ihrer Funktion erheblich beeintrichtigt werden. Die meisten
Wirtspflanzen zeigen jedoch keinerlei Symptome bei PSTVd-Befall. Diese Umstédnde legen nahe,
daB die freie Konzentration des Viroidmolekiils im Nukleolus deutlich unter dem rechnerischen
Wert liegen muf. Dies konnte z.B. dadurch gewéhrleistet werden, daf3 die Viroid-RNA von einer
bestimmten Komponente im Nukleolus fest gebunden und die freie Konzentration an PSTVd damit
deutlich gesenkt wird. Die Pathogenitit gewisser Sequenzvarianten von PSTVd konnte dement-
sprechend nicht in einer besonders starken, sondern in einer zu schwachen Wechselwirkung mit
dieser Wirtskomponente begriindet sein, wodurch eine fiir die Pflanze unvertrdglich hohe Konzen-
tration an freier Viroid-RNA im Nukleolus resultieren wiirde.

Von einer solchen Komponente wire auf jeden Fall zu fordern, daf} sie selbst in gro3er Menge
vorliegt und/oder von der Pflanze bei PSTVd-Befall stirker exprimiert wird.

Aus diesen Griinden wurde der Entschlull gefasst, besonders abundante Proteine des Nukleolus auf
ihre Wechselwirkung mit PSTVd hin zu untersuchen. Als hdufigste Proteine dieses Organells gelten
Nukleolin und Fibrillarin. Beide sind in die Bildung funktioneller rRNA involviert. Wéahrend
Nukleolin die pra-rRNA selbst bindet, ist von Fibrillarin bislang nur bekannt, daf es im Komplex
mit kleinen, nukleoldren RNAs (snoRNAs) vorliegt, die fiir die Modifizierung und Prozessierung
der rRNA essentiell sind.

Homologe des Nukleolins wurden bereits in mehreren Pflanzen identifiziert. Fiir den Entwurf eines
Primers wurden daher die Nukleolin-codierenden Sequenzen von Alfalfa, Pisum, Arabidopsis und
Mensch verglichen und so zwei besonders konservierte Bereiche identifiziert. Deren einer liegt
recht nahe am 5” Ende, der andere nahe dem 3” Ende der insgesamt circa 2 kb langen mRNAs. Es
wurde zunéchst ein Primer bestellt, der komplementér zu dem 3 gelegenen, konservierten
Abschnitt ist. Dieser Primer (nucl) ist nicht degeneriert, da unter Beriicksichtigung der
Verwandtschaftsverhéltnisse der verglichenen Organismen stets eine wahrscheinliche Alternative
bei nicht identischen Nukleotidpositionen existierte. Da mit diesem Primer kein Erfolg erzielt
werden konnte, wurde dann ein 16fach degeneriertes Gemisch dieser Sequenz bestellt (nucld),
dessen Verwendung in der PCR allerdings ebenso wenig fruchtete wie die eines 8fach degenerierten
Oligonukleotids, welches dem 5” gelegenen, konservierten Abschnitt der Nukleolin-mRNAs
entspricht (nulll).

Fiir Fibrillarin wurden die codierenden Sequenzen von Arabidopsis, Mensch und Zebrafisch

verglichen und ein 3fach degenerierter Primer bestellt (fib), der fiir 5’'RACE-PCRs eingesetzt
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wurde, die ebenfalls nicht zum Erhalt einer Tomaten-Fibrillarin-Sequenz fiihrten.

Auch mit oben erwihnten Primern srp9 und srp 14 konnten keine Homologe der betreffenden
Proteine aus der Tomate identifiziert werden.

Ein inhérentes Problem der RACE-Methode ist, da} der Adapterprimer zu unerwiinschten
Produkten fiihrt, die seine Sequenz an beiden Enden tragen. Sobald dieses Oligonukleotid auf eine
mehr oder weniger komplementire Sequenz im cDNA-Gemisch passt, fiihrt dies zur Verldngerung
und damit Generierung einer zweiten Bindestelle am nun doppelstringigen, adapterligierten Ende.
Aber auch durch die Verwendung degenerierter Primer steigt die Gefahr der Amplifikation uner-
wiinschter Sequenzabschnitte, die an beiden Seiten von diesen Oligonukleotiden flankiert sind.
Beide Artefakte traten mehrfach in dieser Arbeit auf, aber auch die ,,ordnungsgeméafe* Amplifi-
kation interessanter aber unerwiinschter Sequenzen konnte mit verschiedenen, degenerierten
Primern ,,erfolgreich* durchgefiihrt werden. Zusammenfassend bleibt festzuhalten, daf3 die RACE-
Methode fiir heterologes Screening nur sehr bedingt geeignet ist, obwohl in der Literatur
diesbeziiglich erfolgreiche Anwendungen existieren.

Im vorliegenden Fall wurde schlieBlich der Entschluf} gefaf3t, auf die Proteine aus der PSTVd-
Wirtspflanze Tomate zu verzichten und stattdessen die codierenden Sequenzen gezielt aus einer

Arabidopsis thaliana cDNA-Bank zu amplifizieren.
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3.8 Expression rekombinanter Proteine in Escherichia coli

Die kodierenden Sequenzen der Proteine wurden in den Expressionsvektor pTYB 1 von New
England Biolabs inseriert (http://biosun.bio.tu-darmstadt.de/Bioinf-Dateien/IMPACT_T7_Sys_
man.pdf). Bei diesem System wird an das gewiinschte Protein eine 58 kDa umfassende
Polypeptidsequenz angehéngt, die eine Intein- und daran anschlieend eine Chitinbindedomine
umfasst. Vermittels letzterer erfolgt die Aufreinigung des rekombinanten Proteins iiber eine Chitin-
Chromatographie-Matrix. Nach dem Spiilen der Sdule wird die Matrix mit 50 mM DTT inkubiert.
Diese Bedingungen induzieren die Abspaltung der gewiinschten Sequenz von der

Chitinbindedoméine durch die zwischen beiden inserierte Inteinsequenz.

3.8.1 Arabidopsis-Fibrillarin

Die fiir ein Arabidopsis-Fibrillarin kodierende und in 6.2.2 gezeigte Sequenz mit der GenBank
Accession-No. NM_124626 wurde mit den Primern fif und fir2 aus einer Arabidopsis-cDNA-Bank
amplifiziert und in den Vektor pPGEM-T (Promega) kloniert. Aus diesem wurde das Fibrillarin-
Insert mittels der Restriktionsenzyme Sapl und Ndel ausgeschnitten und in den ebenso
restriktionsverdauten Expressionsvektor pTYB1 inseriert. Die Expression erfolgte in BL21
CodonPlus®(DE3)RIL-Zellen (Stratagene), welche zur effizienten Expression mit extra-tRNAs fiir
in Prokaryonten seltene Arginin-, Isoleucin- und Leucin-Codons ausgestattet sind.

Abbildung 25 veranschaulicht die Expression und Aufreinigung des rekombinanten Arabidopsis-
Fibrillarins. Der Doppelpfeil am linken Rand weist auf eine Proteinbande bei etwa 86 kDa, die nach
Induktion der Expression des rekombinanten Proteins mittels IPTG im Gesamt-Zellaufschlufl
deutlich zunimmt (vgl. Spur 9 mit 4). Ein Protein desselben Molekulargewichts wird durch die
Chitinbeads aus dem Zellysat aufgereinigt (Spur 17). Die nachfolgende Inkubation des
Sédulenmaterials mit 50 mM DTT induziert die Abspaltung der Fibrillarin-Polypeptidsequenz von
der Chitinbindedomiine durch die zwischen diesen beiden inserierte Inteindomine. Spur 19 und 20
des Gels zeigen die nach dieser induzierten Abspaltung auf der Sdulenmatrix verbleibenden
Polypeptide: zum einen der Chitin-Intein-Tag bei 58 kDa, zum anderen noch ungespaltenes
Fusionsprotein bei 86 kDa (soll: 90 kDa). Das Eluat (Spur 13-15) besteht hier leider nicht nur aus
dem gewiinschten Fibrillarin, sondern aus vielen verschiedenen Proteinen. Dies legt nahe, daf3
Arabidopsis-Fibrillarin mit einer Vielzahl von Proteinen aus Escherichia coli so stark wechselwirkt,
daf ihre Assoziation trotz stringenter (1-1.5 M NaCl) Waschungen der Séule vor der Elution

erhalten bleibt. Da die Spaltung des Fusionsproteins noch nicht vollstindig erfolgt war, wurde nun
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tiaglich ein Sdulenvolumen mit DTT-haltigem Puffer eluiert. Die in Spur 6 bis 9 von Abbildung 26
aufgetragenen Eluate wurden also im Abstand von je 24 Stunden gewonnen; daf in Spur 9
analysierte dagegen 3 Tage nach dem in Spur 8 aufgetrennten. Deutlich ist zu erkennen, daf3 der

Anteil des Fibrillarins (Doppelpfeil links) im Eluat immer weiter zunimmt. Das apparente

12345678 910111213 14151617 18 19 20 Abbildung 25: Expression von rekombinantem
Arabidopsis-Fibrillarin
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Arabidopsis-Fibrillarin

Protein-SDS-PAGE, Trenngel 9.5 % (29:1),
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Molekulargewicht dieser schlieBlich klar dominierenden Bande liegt bei 34 kDa, daf} tatsdchliche

Molekulargewicht der Arabidopsis-Fibrillarinsequenz bei 33 kDa. Die Identitit der 34 kDa-Bande

als Arabidopsis-Fibrillarin konnte durch eine von Sabine Metzger durchgefiihrte Trypsin-

Verdauung und anschlieBende Analyse der entstandenen Fragmente mittels Massenspektrometrie

klar bestétigt werden (Abb. 27, s. auch Abb. 29, Spur 6). Das Protein scheint nach Abspaltung vom
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c)

Abbildung 27: Massenspektrometrie von
rekombinantem, trypsinverdau-
tem Arabidopsis-Fibrillarin

a) Massenspektrum des trypsinverdauten
Proteins aus dem Gel von Abb. 29, Spur 6

MRPPVTGGRGGGGFRGGRDGGGRGFGGGRSFGGGRSGDRGRSGPRGRGRGAPRGRGGPPR 0
— 1792.86

GGMKGGSKVIVEPHRHAGVFIAKGKEDALVTKNLVPGEAVYNEK%IfZQNEDGTKVEYR%Vgg
—_——————— 1671.96 e S — - 1636.81
— 17891

WNPFRSKLAAAILGGVDNIWIKPGAKVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPEGCVYAVEFSHRS 180
1906.10

GRDLVNMAKKRTNVIPIIEDARHPAKYRMLVGMVDVIFSDVAQPDQARILALNASFFLKT 240
——ee—— 1239. 68 -
s 1672..93

RDHACVVGGYRMP 300
16.1

2316.
— 2444.27

GGHFVISIKANCIDSTVAAEAVFQSEVKKLQQEQFKPAEQVTLEPFE
—— 1057.59 —

KKQKTPAS

308

b) Identifikation von Sequenzabschnitten aus Arabidopsis-Fibrillarin, welche die in a) bestimmten Massen aufweisen

¢) Aminosiuresequenz von Arabidopsis-Fibrillarin, in der die Sequenzabschnitte aus b) unterstrichen sind
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Chitin-Intein-Tag groBtenteils unloslich zu werden. So ist zu erklédren, daf auch nach mehrmaliger
Elution noch immer viel Fibrillarin auf der Sdulenmatrix verbleibt (Abb. 26, Spur 10 und 11). Es
wurde versucht, den Anteil an 16slichem Protein durch Austausch des NaCl gegen das
,,physiologischere* KCl zu erhohen. Dabei wurde aulerdem der pH-Wert auf 6.0 abgesenkt. Bei
diesem pH-Wert weist das Arabidopsis-Fibrillarin eine geringfiigig hohere, positive Ladung auf als
beim pH-Wert des vormals benutzten Puffers von 8.4, was seine Loslichkeit fordern sollte.
SchlieBlich kam bei diesem Versuch ein anderes Detergenz (Tween 20 statt Triton X-100) zum
Einsatz. Die Verdanderung dieser Parameter hatte jedoch keine Verbesserung der Ausbeute an
Fibrillarin zur Folge. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits an Fibrillarin aus unterschiedlichen
Organismen gemacht: auch rekombinantes Trypanosoma brucei-Fibrillarin mit einem Histidin-Tag
wird bei Elution von der Affinitdtsmatrix unloslich (Dunbar et al. (2000)). Rekombinantes Maus-
Fibrillarin wird unter denaturierenden Bedingungen aufgereinigt (Pearson et al. (1999) und Lin et
al. (2002)) und das Homolog aus Giardia lamblia liegt nach Expression bei 37° C grofitenteils in
Inclusion-Bodies vor (Gosh et al. (2001)).

Im vorliegenden Fall betrug die Konzentration an Fibrillarin im Eluat maximal 8 ng/ul. Aufgrund
dieser geringen Konzentration und der hohen Ionenstirke von 1 M NaCl im Eluat wurde versucht,
daB3 Protein zu konzentrieren, um es fir RNA-Bindestudien einsetzen zu konnen. Eine
Aufkonzentrierung mittels Ultrafiltration in Amicon® YM30-Rohrchen fiihrte ebenso wie eine
,Kklassische* Dialyse zu einem kompletten Verlust des Fibrillarins. Es liegt nahe anzunehmen, daf}
das Protein an der jeweiligen Dialysemembran prizipitierte. Daher wurde versucht, das Protein
nativ zu fillen, um es anschliefend in hoherer Konzentration und in geeignetem Puffer zu 16sen.
Mittels PEGggo konnte Fibrillarin selbst bei der relativ hohen Konzentration von 35 % nicht
ausgefillt werden. Dagegen wurde es mit Ammoniumsulfat bei 57 % Sittigung vollstidndig
prazipitiert. AnschlieBend konnte es durch lange Inkubation bei 4° C wieder partiell in Losung
gebracht werden, jedoch lag in dieser aufkonzentrierten Priparation wiederum eine hohe
Salzkonzentration oder ein extremer pH-Wert vor. Dies wird aus den damit durchgefiihrten
Gelverzogerungsexperimenten geschlossen, bei denen der Bromphenolblau-Farbmarker sich
hellblau verfirbte, was auf einen niedrigen pH-Wert hindeutet, und sehr langsam ins Gel einlief,
was durch eine hohe Ionenstirke der aufgetragenen Probe erkléart werden kann. Aus diesen Griinden
wurden die betreffenden Bindestudien nicht weitergefiihrt, obwohl {iberraschenderweise eine
Bindung aller untersuchten RNA-Proben bereits bei einer geringen Proteinkonzentrationen von ca.
40 nM beobachtet werden konnte (Abbildung 28). Stattdessen wurde sich auf die Experimente mit

dem parallel exprimierten Arabidopsis-Nukleolin konzentriert.
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234 567 8 9101112 13141516 Abbildung 28: Verzogerungsgel mit Arabidopsis-
Fibrillarin

Native PAGE (5 % (43:1)) mit 0.2 X Na-TAE-
Puffer enthaltend 0.5 mM MgSO,, silbergefarbt

908 =
659 = . .
656, . 1: Plasmid pBR 322 / Alul mit Frag-
5210 = menten der angezeigten Lingen
4033 i . e ) 2-3: 24 ng bzw. 12 ng U14-RNA
281 4-5: 24 ng U14-RNA + 40 bzw. 80 nM
257 ; Fibrillarin
226 - 6-7: 12 ng rr2-RNA + 0 bzw. 80 nM
Fibrillarin
8-9: 24 bzw. 12 ng (+)PSTVd-RNA
10: 24 ng (+)PSTVd-RNA + 80 nM
00 W - Fibrillarin
90 = : 11-12: 24 bzw. 12 ng 5S-RNA
13: 24 ng 5S-RNA + 80 nM Fibrillarin
g% 14-15: 24 bzw. 12 ng rr1-DNA
49 16: 24 ng rr1-DNA + 80 nM Fibrillarin
46

3.8.2 Arabidopsis-Nukleolin

Unter Verwendung der Primer nufund nur konnte die in 6.2.1 gezeigte Sequenz fiir Arabidopsis-
Nukleolin (GenBank Accession-No. AP001303, Protein Acc.-No. BAB02219) aus Arabidopsis-
cDNA amplifiziert und in den Vektor pPGEM-T (Promega) kloniert werden. Die Insertion in den

Expressionsvektor pTYB1 und die Expression in Escherichia coli erfolgte wie in Abschnitt 3.8.1 fiir

Fibrillarin beschrieben.

Abbildung 29: Gel vor Trypsinverdau und
Massenspektrometrie

E:ﬁu Protein-SDS-PAGE, Trenngel 10 % (29:1), gefirbt mit
Coomassie-Brilliant-Blue

1-4: 1,0.5,0.25 und 0.125 ug BSA
5:  Molekulargewichtsstandard mit Proteinen der GroBe
21 (Pfeil), 31, 37, 55, 66, 97 und 116 kDa
6-8: durch Acetonfillung aufkonzentriertes Fibrillarin-
Eluat vom 4.12.02, die ausgeschnittene Bande bei
34 kDa wurde von Sabine Metzger analysiert (s.Text)
9-11: Nukleolin-Eluat vom 25.11.02, die ausgeschnittenen
-— Banden bei 92 kDa wurden von Sabine Metzger
analysiert (s.Text)
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Abbildung 31: Molekulargewichtsbestimmung von rekombinantem Arabidopsis-Nukleolin in der analytischen
Ultrazentrifuge

Auswertung einer Ultrazentrifugation bei 14300 rpm mit dem Programm Ultrascanll 6.0 von Borries Demeler

Parameter: Dichte 0.9989 g/cm fiir den verwendeten Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM NaCl),
Partielles spez. Vol. des Proteins 0.7115 g/cm®, Temperatur 20° C, Optische Dichte der Lésung vor der

Zentrifugation 0.4 Ay
a) Auftragung der A, gegen das Quadrat des Radius nach Einstellung des Sedimentations-Diffusions-Gleichgewichts

b) Auftragung des Logarithmus der Absorption gegen das Quadrat des Radius
Aus der Steigung der Geraden wurde mit dem Auswerteprogramm ein Molekulargewicht von 62 kDa bestimmt

fiir das untersuchte Protein bestimmt.
Nach Aufreinigung des Fusionsproteins und DTT-induzierter Spaltung konnten im Eluat nur zwei
Polypeptidketten detektiert werden: eine schwache Bande bei ca. 24 kDa und eine viel stirkere bei
ca 92 kDa apparenten Molekulargewichts (Abb. 29, Spur 9-11). Dies fiihrte zunichst zu dem
SchluB, daf} die Abspaltung der Chitinbindedoméine nicht ordnungsgemal verlief, da Arabidopsis-
Nukleolin ein Molekulargewicht von nur 66 kDa aufweisen sollte. Die Identitidt der dominierenden
92 kDa-Bande als Arabidopsis-Nukleolin kann jedoch aus folgenden Griinden als gesichert gelten:

1.Das UV-Spektrum des Eluats zeigt eine sehr geringe Absorption bei 280 nm und einen
Quotienten A,s0/Azso von 2.0 (Abb. 30). Der Chitin-Intein-Tag des Fusionsproteins weist jedoch mit
22 Tyrosin- und 6 Tryptophanresten bei einer Linge von 517 Aminosduren einen hohen Anteil an
aromatischen Seitenketten auf, sodal} bei unvollstindiger Abspaltung dieses Tags eine stirkere

Absorption bei 280 nm zu erwarten wire. Das beobachtete UV-Spektrum entspricht dagegen
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C) DESSSEEEDDSSSDEEIAPAKKRPEPIKKAKVESSSSDDDSTSDEETAPVKKQPAVLEKA

Abblldung 32 Massenspektrometrie von KVESSSSDDDSSSDEETVPVKKQPAVLEKAKIESSSSDDDSSSDEETVPMKKQTAVLEKA
rekombinantem’ trypsinverdautem KAESSSSDDGSSSDEEPTPAKKEPIVVKKDSSDESSSDEETPVVKKKPTTVVKDAKAESS
Arabidopsis-Nukleolin

SSEEESSSDDEPTPAKKPTVVKNAKPAAKDSSSSEEDSDEEESDDEKPPTKKAKVSSKTS 30

KQESSSDESSDFISDKEESKDF,KVTPKKKDSDVEMVDAEQKSNF\KQPKTPTNQ'I'QGGSKTL

a) Massenspektrum

’FHGNLSYOIARSDlENFFKFI\.GEVVDVRLSSFDUGS FKGYGHIEFASPEEAQKALEMNGK 4
452 — 998.4 + 661.

b) Identifikation von Sequenzabschnitten aus

Arabidopsis-Nukleolin, Welchediein a) LLLGRDVRLDLANERGTPRNSNPGRKGEGSQSRTIYVRGFSSSLGEDEIKKELRSHFSKC 4
bestimmten Massen aufweisen GEVTRVHVPTDRETGASRGFAYIDLTSGFDEALQLSGSEIGGGNIHV DEGR
C) Amlnosﬁuresequenz von Arabidopsis- SNRAPARGAPRGRHSDRAPRGGRFSDRAPRGRHSDRGAPRGRFSTRGRGPSKPSVMESSK ¢

1451.7:

Nukleolin, in der die Sequenzabschnitte aus b)
unterstrichen sind

GTKTVFNDEE 610

durchaus den Erwartungen fiir Arabidopsis-Nukleolin, da dieses Protein mit nur 4 Tyrosin- und
keinem Tryptophanrest bei einer Linge von 610 Aminoséuren eine fiir ein Protein unterdurch-
schnittliche Absorption bei 280 nm und einen relativ groBen Quotienten Axq/A,sy aufweisen sollte.

2. Das eluierte Protein wurde von Luitgard Nagel-Steger einem Sedimentation-Diffusions-
Gleichgewichtslauf in der analytischen Ultrazentrifuge unterzogen (Abbildung 31). Dabei konnte
ein Molekulargewicht von 62 kDa bestimmt werden.

3. SchlieBlich wurde fiir die 92 kDa-Bande von Sabine Metzger eine Trypsin-Verdauung mit
anschliefender massenspektrometrischer Analyse durchgefiihrt. Dabei konnten mehrere Sequenz-

abschnitte von Arabidopsis-Nukleolin detektiert werden. Trypsinfragmente des Chitin-Intein-Tags
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traten dagegen nicht auf (Abbildung 32).

Diese Ergebnisse belegen, da3 Arabidopsis-Nukleolin im SDS-Proteingel ein anormales,
verzogertes Laufverhalten aufweist. Diese Eigenschaft zeigen auch die Nukleolin-Homologe aus
Hamster (Lapeyre et al. (1987)), Xenopus (Caizergues-Ferrer et al. (1989)) und Erbse (Tong et al.
(1997)). Sie wird auf die negative Nettoladung der N-terminalen Hilfte dieser Proteine zuriick-
gefiihrt. Es bleibt zu erwihnen, dafl das Fusionsprotein grofitenteils bereits in den Bakteriezellen
gespalten wurde. Dies ist aus einem Vergleich der Spuren 13 und 14 in Abb. 26 ersichtlich: in
ersterer ist das aufgereinigte Protein, in letzterer ein Aliquot der exprimierenden E.coli-Kultur
aufgetragen. Die prominenteste Bande im Zellaufschluf} 1auft auf derselben Hohe wie das bereits
abgespaltene Nukleolin im Eluat. Diese Spaltung in vivo ist laut dem Hersteller des pTYB-
Expressionssystems dann zu erwarten, wenn die Sequenz des eingefiigten Proteins auf
Glutaminsdure, Asparaginsdure, Histidin oder Arginin endet. Die C-terminale Aminosidure von
Arabidopsis-Nukleolin ist Glutaminsdure. Wie aus Spur 14 in Abb. 26 ersichtlich ist, wird das
rekombinante Protein jedoch in aullerordentlich groler Menge translatiert. Daher fiihrt der geringe
Anteil an nach dem Zellaufschluss noch nicht gespaltenem Fusionsprotein zu einer immer noch
guten Ausbeute von ca. 10 mg aufgereinigtem Protein je Liter Bakterienkultur. Um weitere
Selbstspaltung zumindest im Verlaufe des Zellaufschlusses zu unterdriicken, wurde dieser mit
Puffern vom pH 6.0 durchgefiihrt, da bei leicht saurem pH-Wert die Inteinspaltung nach Angaben
des Herstellers mit sehr geringer Effizienz ablauft.

Durch Ultrazentrifugation in Amicon® YM30-Rohrchen wurde das Nukleolin schlieBlich
aufkonzentriert und die Zusammensetzung des Puffers verdndert. Eine erste Priparation wurde so
auf 10 mM Tris/HCI pH 7.5, 10 mM NaCl, 2 mM DTT eingestellt. Mit diesem Protein wurden
Verzogerungsgelelektrophoresen durchgefiihrt, wobei bereits eine spezifische Bindung an die 5°-
ETS-Sequenz der rRNA von Arabidopsis thaliana (s. Abschn. 3.9) festgestellt werden konnte.
Dieses Ergebnis war jedoch nicht zufriedenstellend reproduzierbar, aulerdem konnte diese Bindung
durch einen Uberschuf an tRNA kompetitiert werden. PSTVd-RNA wurde von dem Protein bis zu
einer Konzentration von 13 uM nicht gebunden. Konsistentere Ergebnisse wurden schlieBlich mit
einer Nukleolin-Priparation erzielt, die mittels Ultrafiltration stufenweise auf 10 mM Tris/HCI1
pH 7.5, 50 mM KCI, 7 mM DTT eingestellt worden war. Durch die Ultrafiltration des Eluats - mit
einem Ausschlugewicht der Membran von 30 kDa - nahm der Anteil des 24 kDa-Proteins (vgl.
Abb. 29, Spur 9-11) noch weiter ab. Das aufkonzentrierte Eluat wurde mit Glycerin zu einer
Konzentration von 30 % versetzt. Die Bestimmung der Konzentration an Nukleolin erfolgte zum

einen durch Beurteilung der Bandenintensitét in einer mit Coomassie-Brilliant-Blue geféarbten
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Protein-SDS-PAGE, zum anderen mit Hilfe des Bradford-Assays, wobei in beiden Fillen
Verdiinnungsreihen von BSA als Referenz dienten. Beide Methoden ergaben eine Nukleolin-

Konzentration von 5 ug/ul, was bei einem Molekulargewicht von 66 kDa 76 uM entspricht.
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3.9 Identifikation durch pflanzliches Nukleolin gebundener RNA-Bereiche

Letztlich sollte untersucht werden, ob das Nukleolin aus Arabidopsis eine nennenswerte Affinitit
zur PSTVd-RNA aufweist. Zu diesem Zweck mullte zunichst tiberpriift werden, ob das
rekombinante Protein hinsichtlich seiner RNA-Bindeeigenschaften funktionell ist, d.h. sein
natiirliches ,,Substrat* erkennt.

Letzteres ist bislang jedoch bei Pflanzen noch unbekannt. Fiir Nukleolin aus Wirbeltieren konnte
die Arbeitsgruppe von Bouvet zeigen, dall das Protein mehrere Stellen am Beginn der pra-rRNA
erkennt, und dal} es sich dabei um Haarnadelschleifen mit konservierter Loop-Sequenz handelt
(Ghisolfi-Nieto et al. (1996)). Dieselbe Arbeitsgruppe identifizierte spiter als weiteres Bindemotiv
die Sequenz GAUCGAGUGUGG (Ginisty et al. (2000)), von der nicht bekannt ist, in welchem
strukturellen Kontext sie vorliegt, wohl aber, daf} sie 6 Nukleotide downstream der ersten Prozes-
sierungsstelle in der pra-rRNA beginnt. Die Bindung von Nukleolin an diesen Sequenzabschnitt ist
notwendig, damit der Schnitt an dieser Stelle erfolgen kann. Beide Bindemotive befinden sich sich
somit im 5” External Transcribed Spacer (5” ETS) der pra-rRNA. Die Sequenz des 5” ETS variiert
bereits zwischen nahe verwandten Organismen sehr stark. Auflerdem ist auch das Protein Nukleolin
zwischen Pflanzen und Tieren nicht hochkonserviert - das pflanzliche besitzt sogar nur zwei, das
tierische dagegen vier RNA-Bindemotive. Aus diesen Griinden wurde davon ausgegangen, daf3
auch die vom Nukleolin erkannten RNA-Strukturen zwischen diesen beiden Gruppen differieren.
Wahrscheinlich ist jedoch, dal die Funktion des Nukleolins in beiden Organismengruppen eine
dhnliche ist. Dies wiirde bedeuten, daf} das Protein auch in Pflanzen Bindestellen am Anfang der
pra-rRNA und im Bereich der ersten Prozessierungsstelle dieses Molekiils aufweisen sollte.
Doelling und Kollegen (1993, 1995) identifizierten den Transkriptionsstartpunkt der pra-rRNA-
Synthese in Arabidopsis thaliana. Er liegt 1837 Nukleotide upstream des Beginns der 18 S rRNA.
Die ersten 343 Nukleotide dieses 5° ETS wurden als eine erste Positivkontrolle fiir die Nukleolin-
Bindestudien ausgewdhlt. Im folgenden wird diese RNA als rr1 bezeichnet (s. Abb. 33).

Die erste Prozessierungsstelle in der pra-rRNA ist in Arabidopsis thaliana noch nicht bekannt,
wurde jedoch im verwandten Kreuzbliitler Raphanus sativa (Rettich) experimentell bestimmt
(Delcasso-Tremousaygue et al. (1988), Echeverria et al. (1994)). Demnach umfasst der 5” ETS
beim Rettich nur 740 Nukleotide und wird an Position 186 ein erstes Mal gespalten. Ein
Sequenzvergleich der 5” ETS von Arabidopsis und Raphanus mit dem Programm BLAST liefert ein
interessantes Ergebnis: demnach ist die Sequenz des ETS ab der Raphanus-Prozessierungsstelle

zwischen beiden Organismen konserviert - sie weist hier eine Identitdt von 75 % auf. Es liegt daher
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nahe, fiir die Arabidopsis pra-rRNA eine erste Prozessierungsstelle bei Nukleotid 1280 zu
postulieren - der zum Raphanus-“Prozessierungsnukleotid** dquivalenten Position. Folglich wurde
die RNA-Sequenz um diese putative Spaltstelle herum als zweite Positivkontrolle ausgewihlt, und
zwar der Bereich zwischen Nukleotid 1136 und 1476 des Arabidopsis 5” ETS. Diese RNA hat
somit eine zu rrl dhnliche Lange von 341 Nukleotiden und wird im folgenden als rr2 bezeichnet
(Abbildung 33). Zur Herstellung der rr1- und rr2-RNAs wurden zunéchst Zellkerne aus Arabidopsis
-Pflanzen isoliert, aus diesen die DNA prépariert und letztere als Template zur PCR-Amplifikation
mit den Primern rrlfund rrir bzw. rr2fund rr2r eingesetzt. rrif und rr2f enthalten 57seits der
Arabidopsis rDNA-Basenabfolge die Sequenz des Promotors fiir die RNA-Polymerase des Phagen
T7. Die PCR-Produkte konnten folglich direkt zur in vitro-Transkription eingesetzt werden, aus
welcher die RNAs rrl und 112 resultierten.

186

Raphanus - 5" ETS ' — \74‘;0\
NARRARNRN S Sy
Arabidopsis - 5" ETS g & o ot et N o DN
Y “r 1837
1230
rrl 12 18S-rRNA

Abbildung 33: Auswahl der Positivkontrollen rrl und 112 fiir Verzogerungsgele mit Arabidopsis-Nukleolin

Der 5° External Transcribed Spacer (5 ETS) der pra-rRNA umfasst 740 nt im Rettich (Raphanus sativa) und 1837 nt in
Arabidopsis thaliana. Der durch Schrégstriche markierte Bereich ist zwischen beiden Pflanzen konserviert. Fiir
Raphanus sativa ist die Lage der ersten Prozessierungsstelle in der pra-rRNA bekannt (Pos. 186).

Die Positivkontrolle rr2 ist ein Transkript, welches einen Bereich von 341 nt um die dquivalente Position 1280 im
Arabidopsis 5” ETS reprisentiert.

Die Positivkontrolle rr1 umfasst den Bereich vom Beginn der Arabidopsis pra-rRNA bis zur Position 343.

3.10 Verzogerungsgelelektrophorese mit Arabidopsis-Nukleolin

Die Dissoziationskonstanten fiir Komplexe, die Nukleolin mit verschiedenen Nukleinsduren
ausbildet, wurden mit der Methode der Verzogerungsgelelektrophorese bestimmt. Das Prinzip
dieses Verfahrens wurde unter 3.5 bereits erldutert. Folgende Nukleinsduren wurden hinsichtlich
ihrer Affinitdt zu Arabidopsis-Nukleolin untersucht:

- 1r1-RNA (23 nM, in vitro-Transkript vom PCR-Produkt)

- 1r2-RNA (23 nM, in vitro-Transkript vom PCR-Produkt)

- 7S-RNA aus Tomate (26 nM, durch Gelelution aufgereinigt)

- zirkuldre (+)PSTVd-RNA der Isolate 23 (Mild), 26 (Intermediate) und 48 (Lethal) (je 22 nM)

- (-)PSTVd-RNA, in vitro-Transkript vom EcoRI-gedauten Plasmid pRH714 (22 nM)

- dsRNA mit PSTVd-Sequenz (vgl. 3.5) (11 nM)
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- dsDNA verschiedener Sequenz:

- das Template fiir die rr1-Transkription (11 nM)

- das Template fiir die rr2-Transkription (11 nM)

- Promotorbereich des Rbcs2-Gens aus Tomate mit zentral gelegener TATA-Box

- PSTVd-cDNA
Es wurden je 13 ng Nukleinsdure mit dem Protein inkubiert, was in einem Reaktionsvolumen von
5 ul die in Klammern angegebenen Nukleinsdurekonzentrationen ergibt. Da minimal 83 ng
Nukleolin eingesetzt wurden, was in selbigem Volumen 250 nM entspricht, war in jedem Fall ein
wenigstens 10facher, molarer Uberschuf an Protein gewihrleistet. Jeder Proteinkonzentrationsreihe
der in Abbildung 34 gezeigten Verzdgerungsgele ist eine Spur vorangestellt, in welcher die halbe
Menge (je 6.5 ng) der betreffenden Nukleinsdure ohne Protein aufgetragen wurde. Anhand dieser
Referenz wurde jeweils die Proteinkonzentration bestimmt, bei welcher die Menge an freier
Nukleinsdure auf die Hélfte abgenommen hatte. Diese Proteinkonzentration entspricht
nidherungsweise der Dissoziationskonstanten fiir die Reaktion der jeweiligen Nukleinsidure mit
Nukleolin (s. 3.5). Diese Dissoziationskonstanten wurden fiir die RNAs rrl, rr2, 7S, (+)PSTVd und
dsRNA auch in Anwesenheit von 1.7 uM tRNA bestimmt. Fiir die putativen Positivkontrollen rr1l
und 112 wurde auB3erdem untersucht , ob die Bindung durch Zugabe von Heparin zu einer
Konzentration von 20 ng/ul bzw. von dem dsDNA-Analog poly(dIdC) zu einer Konzentration von

50 ng/ul kompetitierbar war. Die ermittelten Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Bindung von Arabidopsis-Nukleolin an verschiedene Nukleinsduren

Bei allen Proben aufler der letzten Spalte handelt es sich um RNAs.
Die Dissoziationskonstanten (Kp) sind in pM angegeben
n. b. : nicht bestimmt; n. g.: nicht gezeigt

Probe rrl 2 7S (-)PSTVd |(+)PSTVd | dsRNA [ dsDNA
KD ohne <0.5 <0.5 <1 ~3 4 ~ 10 ~3
Kompetitor Abb. 34 Abb. 34 Abb. 34 Abb. 34 Abb. 34 Abb. 34 Abb. 34
Spur 3, 25, 44 |Spur 76 Spur 52 Spur 55/56 Spur 31, 35, 39(Spur 80/81 Spur 61/62, 69/70
Kp in Gegenwart von | < 0.85 <0.85 ~2.6 b ~10 > 15
1.7 uM tRNA Abb. 34 ng Abb. 34 n. b. Abb. 34 Abb. 34 n.b.
Spur 5 Spur 14/15 Spur 11 Spur 20
Kompetition durch ;
ja
20 ng/ul Heparin n.b. ng n.b. n. b. n.b. n.b. n. b.
Kompetition durch nein nein
. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Abb. 34 n g n
50 ng/ul poly(dIdC) Spun 4
. 3 2
Anzahl sichtbarer Abb. 34 Abb. 34 0 0 0 0 0
Komplexe Spur 3, 25, Spur 49, 76

45
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Abbildung 34: Analyse der Affinitit von Arabidopsis-Nukleolin zu verschiedenen Nukleinsiduren
Native PAGEs (5 % (43:1)), 0.2 X Na-TA enthaltend 0.5 mM MgSO,, 7° C, silbergeférbt

1, 21, 41, 58, 72: Plasmid pBR322, verdaut mit Alul, Fragmente der Linge 908, 659, 656, 521, 403, 281, 257,
226, 100, 90, 63, 57 und 49 bp

2: 6 ng rr1-RNA, 3-6+8: 12 ng rr1-RNA, 3+4: + 0.5 pM Nukl., 4: + 50 ng/ul poly(dIdC), 5-8: + 40 ng/ul tRNA,

5: 4+ 0.85 uM Nukl., 6-8: + 1.7 uM Nukl., 8: nach Vorinkubation EtOH-gefillt

9: 6 ng (+)PSTVd-RNA, 10-11: 12 ng (+)PSTVd-RNA, 10: + 6.8 uM Nukl., 11+12: +15 uM Nukl. + 40 ng/ul tRNA

13: 6 ng 7S-RNA, 14-16: 12 ng 7S-RNA + 40 ng/ul tRNA, 14: + 1.7 uM, 15: + 3.4 uM, 16: + 6.8 uM Nukl.

17: 6 ng dsRNA, 18-20: 12 ng dsRNA + 40 ng/ul tRNA, 18: + 3.4 uM, 19: + 6.8 uM, 20: + 15 uM Nukl.

22: 12 ng rr1-RNA, 23: 6 ng rr1-RNA, 24-26: 12 ng rr1-RNA, 24: + 0.25 uM, 25: + 0.5 uM, 26: + 1 pM Nukl.

27: 6 ng rr2-RNA, 28: 12 ng rr2-RNA + 1 uM Nukl

29: 6 ng (+)PSTVd-RNA (Mild), 30-32: 12 ng (+)PSTVd-RNA (Mild), 30: + 2 uM, 31: + 4 uM, 32: + 8 uM Nukl.

33-36: wie 29-32, jedoch (+)PSTVd-RNA (Intermediate), 37-40: wie 29-32, jedoch (+)PSTVd-RNA (Lethal)

42: 6 ng rr1-RNA, 43-45: 12 ng rr1-RNA, 43: + 0.25 uM, 44: + 0.5 uM, 45: + 0.75 uM Nukl.

46: 6 ng rr2-RNA, 47-50: 12 ng 1r2-RNA, 47: + 0.5 uM, 48: + 0.75 uM, 49+50: + 1 uM Nukl.,

50: nach Vorinkubation hitzedenaturiert und EtOH-gefallt

51: 6 ng 7S-RNA, 52+53: 12 ng 7S-RNA, 52: + 1 uM, 53: + 2 uM Nukl.

54: 6 ng (-)PSTVd-RNA, 55-57: 12 ng (-)PSTVd-RNA, 55: + 2 uM, 56: + 4 uM, 57: + 8 pM Nukl.

59: 6 ng rr1-DNA, 60-62: 12 ng rr1-DNA, 60: + 1 uM, 61: + 2 uM, 62: + 4 uM Nukl.

63- 66: wie 59-62, jedoch PSTVd-cDNA, 67-70: wie 59-62, jedoch rr2-DNA

71,73, 75-77: 12 ng r12-RNA, 74: 6 ng 112-RNA, 75: + 0.25 uM, 76: + 0.5 uM, 77: + 1 uM Nukl.

78: 6 ng dsRNA, 79-81: 12 ng dsRNA, 79: + 3.3 uM, 80: + 6.6 uM, 81: + 13 puM Nukl.
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Da die drei untersuchten Sequenzvarianten der zirkulidren (+)PSTVd-RNA einerseits und insgesamt
vier verschiedene dsDNA-Sequenzen andererseits je gleiche Affinitit zum Protein zeigten, sind die
Ergebnisse in der Tabelle in nur je einer Spalte zusammengefasst.

Tatédchlich weist Nukleolin zu den putativen Positivkontrollen rrl und rr2 die héchste Affinitédt auf
(Kp £0.5 uM). Im Vergleich zu diesen RNAs muB fiir 7S-RNA die doppelte, fiir (-)PSTVd-RNA
und dsDNA die sechsfache, fiir (+)PSTVd-RNA die achtfache und fiir dSRNA die zwanzigfache
Menge an Nukleolin zugegeben werden, um Halbbindung der Nukleinsidure zu erreichen.
Bemerkenswert ist das Auftreten mehrerer Komplexbanden fiir die rRNA-Fragmente (Abb. 34,
Spur 45 und 76). Diese Beobachtung legt nahe, daf} auf den ersten 343 Nukleotiden der pra-rRNA
von Arabidopsis drei und im Bereich von 341 Nukleotiden um die putative Prozessierungsposition
herum zwei Bindestellen fiir dieses Protein vorliegen. Bei hohen Nukleolinkonzentrationen
verschwinden die Komplexbanden von rrl und rr2 zugunsten eines stark verzogerten ,,Schmiers*
(Abb. 34, Spur 26 und 77). Dies konnte auf eine Selbstassoziation der Nukleolin-Molekiile
zuriickzufiihren sein, wie sie von Sapp und Kollegen (1986) beschrieben wurde.

Ghisolfi-Nieto und Kollegen konnten 1996 mittels Gold-gekoppelter Antikorper und Elektronen-
mikroskopie zeigen, dall Nukleolin bereits mit kurzen rRNA-Transkripten assoziiert ist. Daher
wurde in der vorliegenden Arbeit vermutet, dall auf der rRNA Strukturen erkannt werden, die sich
in vivo wihrend der rRNA-Transkription transient ausbilden. Aus diesem Grunde wurden die rrl-
und 11r2-RNAs, aber auch die 7S- und die (-)PSTVd-RNA durch Denaturierung und blitzartiges
Abkiihlen vorbehandelt, da unter diesen Bedingungen kinetisch bevorzugte Strukturelemente
ausgebildet werden, die denen gleichen konnten, die sich wiahrend der Synthese der RNA ausbilden.
Diese Behandlung fiihrte jedoch bei der rr2-RNA nicht stets zum gleichen Ergebnis: zwar wurden
stets zwei Komplexe mit Nukleolin beobachtet, jedoch lag die fiir Halbbindung der RNA
erforderliche Menge an Nukleolin bisweilen bei 1 uM (Abb. 34, Spur 49). Die betreffende rr2-
Préparation wurde in Spur 71 einer solchen gegeniibergestellt, die Halbbindung bei < 0.5 uM
Nukleolin aufwies (Spur 73). Deutlich ist zu erkennen, daf} die schlechter gebundene Priparation
aus vier diskreten Banden, die besser gebundene dagegen aus einer dominierenden Bande besteht.
Es ist daher davon auszugehen, daf} erstere ein Ensemble verschiedener Strukturen beinhaltet, von
denen nur eine Subpopulation mit hoher Affinitit von dem Protein gebunden wird.
Interessanterweise bindet Nukleolin die 7S-RNA (Kp< 1 uM) nur geringfiigig schwicher als die
rRNA. Eine dhnlich hohe Affinitit des Nukleolins zur tRNA konnte erklidren, warum beim Einsatz
dieses Kompetitors auch fiir die Positivkontrollen rr1 und rr2 eine Erhohung der eingesetzten

Menge an Nukleolin erforderlich ist, um Halbbindung zu gewéhrleisten: eine Dissoziationskon-
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stante von 1 uM wiirde bei eingesetzten Konzentrationen von 1.7 uM tRNA und 0.5 uM Nukleolin
bedeuten, dal nurmehr 0.21 uM Nukleolin frei - d.h. zur Bindung an das eigentliche Bindetarget -
vorliegen. Bei eingesetzten 1 uM Nukleolin ldgen dagegen wieder 0.46 uM des Proteins frei vor.
Heparin unterdriickt die Bindung des Nukleolins an die RNA vollstindig, das dsDNA-Analog
poly(dIdC) beeinfluflt sie dagegen nicht. Letzteres kann mit der geringen Affinitdt von dsDNA zum
Nukleolin erklidrt werden (Kp ~ 3 uM).

Noch geringer fillt die Affinitit des Proteins zur PSTVd-RNA aus (Kp ~ 4 uM). Die (+)PSTVd-
RNA wurde vorher keiner kinetischen Struktureinstellung unterzogen, da das Viroid im Nukleolus
wahrscheinlich in seiner thermodynamisch giinstigsten Konformation akkumuliert. Die
Zwischenstellung der Viroid-RNA beziiglich einer Wechselwirkung mit Nukleolin hat gewisse
Parallelen hinsichtlich ihrer raumlichen Struktur: die strukturierte 7S-RNA wird vom Nukleolin
relativ stark, durchgéngig basengepaarte dSRNA dagegen sehr schwach gebunden (Kp ~ 10 uM).
Die Viroid-RNA ist unverzweigt und gewihrleistet ein hohes Mal} an Basenpaarung, ohne den
Zustand einer durchgéngigen Doppelhelix zu erreichen. Die verwendete (-)PSTVd-Sequenz
wiederum weist im Gegensatz zur zirkuldren (+)PSTVd-RNA kurze, iiberhingende Enden auf, was
nach obiger Argumentation die etwas hohere Affinitidt (Kp ~ 3 uM) des Proteins zu diesem in vitro-
Transkript erkldren konnte.

Abschlielend bleibt zu erwihnen, daf} die Denaturierung eines Komplexes aus dem rekombinanten
Arabidopsis-Nukleolin und der rr1-RNA durch Erhitzung und anschlieBende Féllung mittels
Ethanol die Nukleinsidure unbeschadet wieder freisetzt (Abb. 34, Spur 50). Damit ist
ausgeschlossen, daf} die beobachtete Abnahme der freien Nukleinsdurebanden in den
Verzogerungsgelen auf eine RNase-Aktivitit in der Proteinpridparation zuriickzufiihren wire.
Bemerkenswert ist, daf3 die Komplexe aus diesen beiden Bindepartnern eine Féallung mit Ethanol

ohne vorherige Hitzedenaturierung teilweise iiberstehen (Abb. 34, Spur 8).



78



79

3.11 Sequenzanalyse von PSTVd-RNA

Im Verlaufe der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Nachtschattengewédchse mit PSTVd
infiziert. Neben unterschiedlichen Varietiten der Tomate waren dies:

- Cyphomandra spec. (Tomatenbaum)

- Scopolia carniolica bzw. lurida (Tollkraut)

- Solanum nigrum (schwarzer Nachtschatten)

- Solanum dulcamarae (bittersiiBer Nachtschatten).

All diese Pflanzen zeigten keine erkennbaren Krankheitssymptome. Cyphomandra und Solanum
nigrum wurden mit mehreren Sequenzvarianten unterschiedlicher Pathogenitét infiziert und auf
ihren Gehalt an PSTVd-RNA hin untersucht. Dabei wurden stets wie in der Tomate Mengen von
0.3-1 ng Viroid-RNA pro Milligramm Blatt festgestellt, was circa 1 %o der isolierbaren
Nukleinsdure entspricht. Fiir die verschiedenen Sequenzvarianten von PSTVd gab es dabei keinen
erkennbaren Zusammenhang zwischen ihrer Pathogenitit in der Rutgers-Tomate und dem Titer, zu

dem sie in den verschiedenen Pflanzen repliziert wurden.

3.11.1 Alte und neue Sequenzvarianten von PSTVd

Einzelne Individuen der oben genannten Pflanzen wurden in infiziertem Zustand iiber Monate oder
Jahre kultiviert. Um die Pathogenitit der jeweiligen PSTVd-RNA zu tiberpriifen, wurde diese
schlieBlich aus den Pflanzen pripariert und in je 2 Rutgers-Tomaten inokuliert. Eine der beiden
Tomatenpflanzen wurde jeweils mit ca 0.5 ng, die andere mit 5 ng zirkulidrer PSTVd-RNA infiziert.
Es resultierten Krankheitssymptome aller Schweregrade. Nach 4 Wochen wurde aus allen Pflanzen
die Viroid-RNA isoliert und mittels RT-PCR in doppelstringige DNA iiberfiihrt, worauf sich die
Sequenzierung der letzteren anschlofl. Abbildung 35 zeigt Photographien der verschiedenen Toma-
tenpflanzen sowie die Abweichungen der in ihnen replizierten Viroid-RNA gegeniiber der Refe-
renzsequenz PSTVd 1 (Gross et al. (1978)). AuBerdem ist in Abbildung 35 vermerkt, mit welchem
PSTVd-Isolat die Pflanzen infiziert worden waren. Fiir jede Sequenzvariante wurde die thermody-
namisch optimale Sekundérstruktur mit dem Programm M-Fold (Zuker (2003)) berechnet. Die
freien Energien dieser optimalen Strukturen sowie das jeweilige Basenpaarungsmuster im Bereich
der VM-Region sind ebenfalls in der Abbildung dargestellt. Die Sequenzen von acht der PSTVd-
Isolate (Pflanze 1, 3,5, 6,9, 16, 17 und 18, in der Abbildung griin umrandet) wurden durch eine
zweite RT-PCR mit einem anderen Primerpaar iiberpriift, was in jedem Fall die zuerst erhaltene

Sequenz bestitigte. Die Ergebnisse der Untersuchung konnen wie folgt zusammengefal3t werden:



Pflanze Nr. 1 4 8 13 20 5 15 19 3 17 14 11 12 6 9 18 10 16
Sequenzunter- | 1A, | nicht lesbar Gui—C keine| |Gu—C | [Gu—C ||Gi—C ||Gy—C ||Gi—C Gu—C | |wie| |wie wie | |Gu—C ||Gu—C | |Gu—C
schiede gegen- +Uson Cy—A Cy—A | [Co—U [|Co—A ||ChroA Cy—A C,y;,—U 11 5 11 Cy—A ||Co—U | |CyoU
iiber PSTVd 1 -Ag(z.T.) -Ag Cie—A | |CA) ganz -Ago +Clasa
(GenBank- Uios—C schwach Cig—A
Acc.-No. 309 U+A Cios—U Guy—C
V01465) : Usw—A || UsgyoA Cy—U (M | | Us—A)
Cys—U Usi3—A || Us—A Usi—A | |Usn—A
Usi—C) U;,—C/| |Usi7—C | |Us—C ||U3,—C Us—C Us;—C Us;;—C ||Usi7—C | | U3, —C
Name der
Sequenz: QFA PSTVdl PSTVdl (vgl 19) PSTVdl M3/M1 Neu  Neu Neu RG] (ohne -Ag) (vgl.10) Neu  Neu Neu
Preie Enersie —_1 60 5 -160.7 -158.1 -154.2 -156.1 -156.9 -157.2 -156.8 -157.6 -157.3
er PSTVd-RNA
(kcal/mol):
Isolat 23 Durch Durch Durch Variante wie 8| |Isolat26 ||Durch wie 20 wie 4| |Neue wie 13 ||Durch wie| |wie| |Isolat48 wie wie 9 wie 15
Pflanze war  |(,,Mild*“) ||Solan.dulcam. | |Scopolia Solanum 6-800: (,Inter- || Solanum Variante Solanum 11 5 | |(,Lethal®) || 17
infiziert Gemisch ||(13 Monate), | |lurida dulcamarae ||Gs—C mediate®) ||dulcamarae 3-800: nigrum Gy—C
worden mit:  |enthaltend ||anschl.durch | (17 Monate) |(30 Monate) S;::A Gemisch |/(30 Monate) Gy—C (33 Monate) Cy—Un)
+Aga Scopolia carn. | |passagiertes |passagiertes ||U,,—A nicht passagiertes Cy—A passagiertes Usis—A/U
+Us02a (14 Monate) 310 G: 310 G: ||Usw—C lesbar Isolat 48 -Ag Isolat 48 U317—C
passagiertes | |A;,0—G As—G entstanden (..Lethal*): Us—A (,;Lethal®):
M1: aus Ml., Gu—C U;,—C Gyu—C
Gy—C passagiert C—Un) entstanden C—Un)
Cosh durch Uss—A/U aus M1, Usis—A/U
Solanum U, —C passagiert U;,—C
dulcamarae durch
(13 Monate) Solanum
dulcamar.
(13 Monate)
Intermediate Pflanze 1 Pflanze 5 Pflanze 15 Pflanze 19 Pflanze 3 Pflanze 17 Pflanze 9-12 Pflanze 18 Pflanze 16
a0 50 60 ||40 50 =] Aan 50 B0 * v oc !:-l ll-ll-ll-ll'Ell an 5 en ||40 50 3] a0 50 3 a0 50 50 a0 50 T 50 3
H Li] AR ARAA- o AR AR- A o AR ARARR- CIOC G UAZ  ARCA ACH o - ARR ARR— o - ETEY EETEES H L ARRR- o - AARR- H o - AR AR o - ARA AARR-
CUCC GRGCAS  RAGR AGA||CUCC CACCAC ARGA AR RCRA||CUC  GRCAARG AAGR AGR||GEoc OF GUU WO o CARG  AGR aca||ovec on cane aon oA || CUCC G CARG  ARCR non || cvce o cong  ARGR ACR GA CAAS ARSR nch || cvce cr comz AR RCR
COCO UUODUU  TCT U || SSCS ROSRT OO0 I N | (iG55 (AGTRRS URRCU Liii) c C Ch RO o e Wv e || ooos ov cas wow WA || cooo OO GRS DUoT v || cooo ov A UoOw (] o s ew ww || cooo OO GRC UCU (]
H [+ Ch RUCTC < Ch AR T (=] A OIS e c AR-  AUCUC c c RA-  RUCUC ' [ B pli i [ A e H [ -] A AUCUC c C AR—  AUCUC
320 310 300 320 alo 300 |20 310 300 310 300 20 310 300 320 310 300 320 10 200 320 3140 300 @0 310 300 320 310 300

Abbildung 35: Neue und alte Sequenzvarianten von PSTVd

Erlduterungen: siehe Text
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1. Zwei Sequenzvarianten wurden in jeweils mehreren Pflanzen gefunden, obwohl diese mit
unterschiedlichen Isolaten infiziert worden waren. Bei diesen Sequenzvarianten handelt es sich um
die Referenzsequenz PSTVd 1 (Gross et al. (1978)) und um eine bislang unbekannte Variante mit
den Sequenzaustauschen G;—C, C;7—U, Us;3—A und Us;;—C. Daraus kann geschlossen werden,
daf} diese Varianten besonders optimale, konkurrenzfihige Alternativen fiir die Viroidsequenz
darstellen. Eine solche Durchsetzungsfihigkeit wurde fiir die Sequenz PSTVd 1 kiirzlich auch von
anderen gefunden (Owens et al. (2003)). Ein gegenteiliger Effekt 146t sich fiir Varianten
beobachten, die durch in vitro-Mutagenese erzeugt wurden. Die PSTVd-Sequenzen 310G (Owens
et al. (1991)) und M1 (Hammond (1992)) wurden in keiner Pflanze gefunden, obwohl sie das
Ausgangsinokulat fiir verschiedene Isolate darstellten. Die Variante 310G revertiert zu PSTVd 1,
die Variante M1 mutiert zu verschiedenen neuen Sequnenzen; stets jedoch erfolgt hier ein

Austausch an Nukleotidposition 317 von U nach C.

2. Es wurden sechs neue, d.h. noch nicht in die GenBank aufgenommene Sequenzvarianten von
PSTVd entdeckt. Dabei handelt es sich um die in den Pflanzen 3, 9-12, 15, 16, 18 und 19
replizierten PSTVd-RNAs; sie sind in Abbildung 35 rot gekennzeichnet.

3. In der Regel beschrinken sich die Sequenzunterschiede auf die obere und untere VM-Region.
Einzige Ausnahmen sind die Nukleotidpositionen C,¢, welche in Pflanze 3, und C,s;, welche in
Pflanze 16 zu einem A mutierte sowie die in Pflanze 3 mutierten Positionen U,¢, und C,¢s. Pflanze
16 enthilt auBBerdem ein zusitzliches C zwischen den Nukleotidpositionen C;5 und G 4.

4. In einigen Fillen zeigen Tomatenpflanzen Symptome unterschiedlicher Stirke, obwohl
dieselbe Sequenzvariante von PSTVd in ihnen gefunden wurde. Aus den Elektropherogrammen der
Sequenzierungen geht hervor, daf in drei dieser Félle eine der beiden Pflanzen au3erdem
zusitzliche Sequenzvarianten enthielt. Solche Gemische fanden sich in Pflanze 20 (milde
Symptome) und Pflanze 17 (intermedidre Symptome), deren PSTVd-Population auch die
Sequenzvariante enthielt, welche in Pflanze 18 lethale Symptome induzierte . In Pflanze 14
dominiert die in den Pflanzen 8, 7 und 13 milde Symptome bedingende Referenzsequenz
Intermediate (DI). Ein ganz schwacher Untergrund von Viroid-RNA abweichender Sequenz
verdndert das Krankheitsbild von Pflanze 14 aber zu schweren Symptomen. Fiir die Pflanzen 5 und
6 konnte trotz zweimaliger Sequenzierung kein Unterschied in ihren PSTVd-Populationen
detektiert werden, obwohl Pflanze 5 nur intermediire, Pflanze 6 dagegen schwere bis lethale
Symptome zeigt. Letztere wurde allerdings mit der zehnfachen Menge (5 ng) PSTVd-RNA infiziert
wie Pflanze 5. Dies macht deutlich, dal bei Pathogenititsuntersuchungen auf gleiche

Inokulatmengen geachtet werden sollte.



82

5. Die freie Energie der PSTVd-Sequenzvarianten korreliert nicht schliissig mit der Pathogenitiit.

6. Die in silico bestimmten Basenpaarungsmuster in der VM-Region konnen identisch sein,
obwohl von den betreffenden Sequenzvarinaten unterschiedliche Symptome im Wirt hervorgerufen
werden. Jeweils gleiche Sekundarstruktur weisen demnach die PSTVd-Sequenzen aus den Pflanzen
3 (intermedidre Symptome) und 16 (lethale Symptome) sowie 17 (intermedidre Symptome) und 9-
12 (lethale Symptome) auf. Die lethalen Sequenzvarianten aus den Pflanzen 16 und 9-12 haben die
Austausche C;—U und U;;3—A gemein, sodall das Basenpaar Us;-Asi3 gebildet wird.
Demgegeniiber findet sich in den intermedidre Symptome induzierenden Varianten aus den
Pflanzen 3 und 17 das Basenpaar A47-Usis.

7. Pflanze 17 enthielt wie unter 3. erwihnt ein Sequenzgemisch von PSTVd. Die in geringerer
Menge enthaltene Variante induziert in ,,Reinkultur* lethale Symptome, wie die selbige tragende
Pflanze 18 zeigt. Paradoxerweise sollte die in Pflanze 17 dominierende PSTVd-Sequenz jedoch
auch lethale Symptome hervorrufen - es handelt sich um die pathogene Variante RG1 - obwohl
Pflanze 17 ganz deutlich nicht ein solches Krankheitsbild aufweist. Zweifel an der RG1
zugewiesenen Symptomatik werden auch durch einen anderen Umstand genéhrt: ein im hiesigen
Institut mit RG1 gekennzeichnetes, altes PSTVd-Isolat (Nr. 48) wurde nach RT-PCR ebenfalls
sequenziert. Dabei stellte sich heraus, daf} auch in diesem Fall ein Gemisch von Sequenzen vorliegt,
unter denen sich die ,,offizielle* (Datenbank-) RG1-Sequenz befindet. Mit dem Isolat 48 wurden im
vorliegenden Fall die Pflanzen 9 und 10 infiziert, welche beide lethale Krankheitssymptome
entwickelten. Jedoch setzte sich in beiden Féllen eine Sequenzvariante durch, die nicht der RG1-
Sequenz entspricht. Nach Erhalt dieser Ergebnisse wurden nochmals Pflanzen infiziert, und zwar
wiederum mit Isolat 48 sowie aulerdem mit in vitro-Transkripten, welche RG1-Sequenz aufwiesen.
Tatsdchlich konnte so bestitigt werden, daf3 die RG1-Sequenz keine lethalen, sondern allenfalls
schwere Symptome in den Tomatenpflanzen induziert, wihrend sich die Symptomatik des Isolats
48 als erheblich schwerwiegender - d.h. lethal - erweist. Die Sequenzierung der darauthin in den
Pflanzen replizierten PSTVd-RNAs nach RT-PCR bestitigte aulerdem die neue, in Abb. 35 den
Pflanzen 9-12 zugewiesene Sequenz.

Dieser Umstand ist von groler Wichtigkeit, da die am Beginn dieser Arbeit stehende Hypothese,
daf steigende Pathogenitit mit einer zunehmenden Kriimmung der VM-Region einhergeht, sich u.a.
auf die besonders starke Kriimmung der Sequenzvariante RG1 stiitzt (Schmitz und Riesner (1998)).
Ein weiteres Argument der Hypothese war das Fehlen einer Kriimmung bei der Sequenzvariante
Mild, wobei sich auf Sequenz- und Pathogenititsdaten gestiitzt wurde, welche von Owens und

Mitarbeitern (1996) publiziert worden waren. Sequenzierungen von PSTVd-cDNAs im Verlaufe
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einer im hiesigen Institut durchgefiihrten Diplomarbeit zeigten jedoch, daf die Autoren offenbar
irrtimlich eine Mild-Sequenz angegeben haben, die nicht derjenigen entspricht, mit welcher sie die
Pflanzen infizierten.

Aus diesen Griinden ist es jetzt mehr als zweifelhaft, da eine Kriimmung der VM-Region

ursidchlich die Pathogenitit der PSTVd-RNA bestimmt.

3.11.2 Suche nach PSTVd-homologen Sequenzen

Im Verlaufe der Sequenz-Alignments von PSTVd wurde die Viroidsequenz in silico mit
Nukleotidsequenzen verschiedener Organismen verglichen. Dabei fiel auf, dal speziell ein kurzes
Teilstiick der PSTVd-Sequenz komplementér zu Abschnitten vieler verschiedener mRNAs
unterschiedlicher Organismen ist. Dieses Teilstiick von etwa 20 Nukleotiden ist der obere Strang
der Virulence-Modulating-Region (VM-Region).

Wie in der Einleitung dieser Arbeit erwéhnt, vermitteln kurze RNAs von 20-24 nt die posttranskrip-
tionelle Regulation vieler mRNAs. So exprimieren Tiere verschiedene RNA-Molekiile von etwa

70 nt, die eine unverzweigte Haarnadel-(Stem-Loop-)Struktur ausbilden. Aus deren Stamm wird
spezifisch ein microRNA (miRNA) genannter Abschnitt von 20-24 nt herausgeschnitten, der mit
der 3°'UTR einer Ziel-mRNA partiell basenpaaren kann und ihre Translation verhindert. Seit
kurzem ist bekannt, daf} in Pflanzen ein dhnlicher Mechanismus zur Genregulation existiert.
Allerdings weisen pflanzliche miRNAs ein hoheres Mal3 an Sequenzkomplementaritit zu ihren
Zielsequenzen auf als die tierischen.

Papaefthimiou und Kollegen (2001) fanden in viroidinfizierten Pflanzen 22-23 nt lange RNAs mit
PSTVd-Sequenz. Die Tatsache, dal die obere VM-Region komplementér zu verschiedenen mRNA-
Sequenzen ist, legt nahe, daf} sie vom pflanzlichen Organismus als miRNA interpretiert werden
konnte und die Expression komplementdrer mRNAs dadurch negativ beeinfluf3t wird. Die unter-
schiedliche Pathogenitit verschiedener Sequenzvarianten von PSTVd wiirde sich in diesem Modell
zwangsldufig aus einem mehr oder weniger hohem Maf} an Sequenzkomplementaritit zu den
mRNAs ergeben. Abbildung 36 zeigt das Beispiel einer mRNA aus der Kartoffel, die in ihrer
3°UTR 131 nt hinter dem Stoppcodon einen Bereich aufweist, der komplementir zur oberen VM-
Region der Sequenzvariante PSTVd 1 (Gross et al. (1978)) ist. Das von dieser mRNA kodierte Pro-
tein weist keine Ahnlichkeiten zu Proteinen bekannter Funktion auf, ist jedoch in hoheren Pflanzen
offenbar hochkonserviert, wie Sequenzvergleiche mit Proteinen aus Arabidopsis (Abb. 36 ¢)) und

Oryza (nicht gezeigt) belegen.
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a)
>gi 121922394 | gbl BQ506533.2 | BQ506533
EST613948 Generation of a set of potato cDNA clones for
microarray analyses mixed potato tissues Solanum
tuberosum cDNA clone STMGK87 3' end.
Length = 761
Score = 40.1 bits (20), Expect = 2.5 Query (PSTVdL) 240 T?TT???TT?TTTTTT?TT? ed
Identities = 20/20 (100%)

j DNA cl TMGK87) :
Strand = Plus / Plus Sbjct (c clone STMGK87) 66 agcagaaaagaaaaaagaag 85

b)
L b b sS E S wW TR E L A L s L I L E M L

-3 ttagatgattctgagtcatggacaagggaacttgccctatctctgattcttgaaatgectg -62
K N9 K N A M E D S V E I I I E K L L H

-63 aagaatcagaaaaatgctatggaggactctgttgagatcataattgaaaagctgctccat -122
v T K b b VvV A K V A N E A E N C L s T I

-123 gtgaccaaggatgatgttgcaaaagttgcaaatgaagctgagaattgtttatctacaatt -182
L s 9 Yy b p F R CUL s Vv I VvV P L L V T E

-183 ttgtcccagtacgacccattcagatgcctaagtgttattgttcctttacttgtcaccgaa -242
p £ K T . v T C I N C L T K L V G R L S

-243 gatgagaagactcttgtaacttgtattaactgtttgacgaagcttgttggaaggctctct -302
Q E E L. M S QO L P S F L P S L F D A F G

-303 caggaggaattgatgtctcagcttccttcattcttgccttcectgtttgatgettttgga -362
N Q0 S A DV R K T V Vv F C L VvV D I Y I M

-363 aaccagagtgctgatgtccgcaagactgttgtattctgtttggttgacatatacatcatg -422
L G K A F M P Y L E G L N S T Q L R L V

-423 ctgggcaaagcatttatgccatacttggaagggctgaacagcacacagttacgattggtg -482
T I ¥ A N R I S Q A R T G T P V D A S H

-483 accatttatgcaaatcgaatatcacaggccagaacaggtactccggtagatgcaagccat -542
s * v F F F F F F W V F I Vv G I D V C I

-543 agttaggtttttttctttttctttttttgggtattcattgtaggtatagatgtgtgtatt -602
c b L I F DAF CTI s Vv *» M C I S F L V

-603 tgtgatttaatatttgatgccttttgtatatctgtgtgaatgtgtatttcttttttggtg -662
G E Vv Vv ¥F F F F L F C * L V G S F G V R

-663 ggtgaggttgtattcttcttttttcttttctgctaattggttggtagttttggagtgaga -722
T 1 v I L Y T Vv N F E L I

-723 acaattgtgatattgtacacagtgaactttgagctcata -761

c)
>SDSCNR: 1915698 expressed protein [Arabidopsis thaliana] NP_849997.1
[NM_179666]
Length = 1330
Score = 295 bits (754), Expect = 3e-79

Identities = 148/178 (83%), Positives = 164/178 (92%)

Query (Solanum-ORF (s.b)): 1 LDDSESWIRELALSLILEMLKNQKNAMEDSVEIIIEKLLHVTKDDVAKVANEAENCLSTI 60
LDD + +ELALSLI EMLK+QK+AMEDSVEI+IEKLLHV+KD V KV+ EAE CL+T+
Sbjct (Arabidopsis-Protein): 1151 LDDEDFSIKELALSLISEMLKSQKDAMEDSVEIVIEKLLHVSKDTVPKVSTEAEQCLTTV 1210

Query: 61 LSQYDPFRCLSVIVPLLVTEDEKTLVTCINCLTKLVGRLSQEELMSQLPSFLPSLFDAFG 120
LSQYDPFRCLSVIVPLLVTEDEKTLV CINCLTKLVGRLSQEELM QL SFLP++F+AFG

Sbijct: 1211 LSQYDPFRCLSVIVPLLVTEDEKTLVACINCLTKLVGRLSQEELMDQLSSFLPAVFEAFG 1270

Query: 121 NQSADVRKTIVVEFCLVDIYIMLGKAFMPYLEGLNSTQLRLVTIYANRISQARTGTPVDA 178
+QSADVRKTVVFCLVDIYIMLGKAF+PYLEGLNSTQ+RLVTIYANRISQAR G P+DA

Sbjct: 1271 SQSADVRKIVVECLVDIYIMLGKAFLPYLEGLNSTQVRLVTIYANRISQARNGAPIDA 1328

Abbildung 36: mRNA-Sequenz aus Kartoffel mit Sequenzkomplementaritit zu PSTVd1

a) Bester pflanzlicher ,Ireffer*eines Sequenzvergleichs aller ESTs der GenBank mit PSTVd1 durch das Programm
BLASTN.

b) Translation des insgesamt 761 nt umfassenden cDNA-Abschnittes aus a); die zur oberen VM-Region
komplementére Sequenz ist rot markiert, sie liegt 131 nt hinter dem ersten Stoppcodon (Stoppcodons sind durch rote
Sternchen gekennzeichnet)

c) Sequenzvergleich der aus b) erhaltenen Peptidsequenz mit dem Programm BLASTP. Hochste Homologie zur
Solanum-Sequenz weist das gezeigte Protein aus Arabidopsis thaliana auf
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In Abbildung 37 ist die Komplementaritit einer besonders pathogenen Sequenzvariante von PSTVd
zu einer mRNA gezeigt, die fiir eine Stearoyl-Acyl-Carrier Protein Desaturase kodiert. Wieder liegt
der zur oberen VM-Region komplementére Bereich in der 3 UTR der mRNA, und zwar 214 nt
hinter dem Stoppcodon. Abbildung 38 verdeutlicht, dal endogene, pflanzliche miRNAs ihre

regulierende Funktion ebenfalls durch Basenpaarung mit der 3 UTR von mRNAs ausiiben konnen.

a)
>gi169564|gb|M91238.1|POTSACPD Solanum tuberosum stearoyl-acyl carrier protein desaturase mRNA,
complete cds
Length = 1507

Strand = Plus / Minus

PSTVd: 43 tgactagaaaagaaaaaa—-gaa 63

FEEEE TRt
Sbijct: 1472 tgacttgaaaagaaaaaaagaa 1451

b)
1201 tttcagctgg atttttggta aagagattaa gctgtaagca cttgtgttgc agggcaatgce
1261 catattactt tctgatcata taaatttgcc ataaatttat gttaagaaac tttaagggta
1321 tgatatgaag tctgtgcagg gtagttgaag ctacttcgct agagtactgg tttttctttt
1381 tgcaattgtg tttaggccat agggaaaaac atagttctta gcaataaaga tgaacctttt
1441 ggtacccttt ttcttttttt cttttcaagt caagattatg cattatatat atgacttatt
1501 aggcggc

Abbildung 37: mRNA-Sequenz aus Kartoffel mit Sequenzkomplementaritit zur pathogenen PSTVd-Variante aus den
Pflanzen 9-12 (vgl. Abb. 35)

a) Ergebnis eines Vergleichs von Solanum- und Lycopersicon-Nukleotidsequenzen mit der PSTVd-Sequenz durch das
Programm BLASTN.

b) Laut Datenbank befindet sich auf der in a) identifizierten mRNA ein ORF zwischen den Nukleotiden 56 und 1237.
Das Ende der mRNA-Sequenz ist gezeigt; das Stoppcodon ist unterstrichen, der zur oberen VM-Region
komplementire Abschnitt ist rot markiert.

a)

Os 04048: 5 UAGGCAACUCAUUCUUGGCUG 3~

Lttt
miRNA 169: 3 AGCCGUUCAGUAGGAACCGAC 5°

b)
s I ¥ E H E b M D H F H S F D H L R T H

903 agcatatatgaacacgaagacatggaccacttccatagctttgatcatctccggacacac 962
F F T P L P S L M D V E H G A G N P F K

963 ttcttcaccccgctececgagectcatggatgtcgagcacggggetggtaaccecttcaag 1022
w T A A S D G C ¢C D L L K A * L E G G Y

1023 tggacagcagcctctgatggctgctgtgacctcctcaaagcatgactagaggggggatac 1082
T G @ P K L. AN I S S F C W I H C P A P

1083 accgggcagccgaagctggcaaacatcagcagtttctgectggatacattgecccagetecca 1142
G ¢ G L s L L v L AV C R QUL I L G * S

1143 ggtcagggattgtccctgctggtattggectgtctgtaggcaactcattecttggetgateg 1202
v p L I A Y L S R K L Q H R F L G S C G

1203 gttccgctcatcgecctacttgtcccggaaactccagcaccggtttectgggatecctgeggt 1262

Abbildung 38: microRNA 169 aus Oryza sativa (Reinhart et al. (2002))

a) imperfekte Komplementaritit zwischen der miRNA und ihrer wahrscheinlichen mRNA-Zielsequenz. Zwar steht fiir
miRNA 169 wie fiir die meisten miRNAs der biochemische Nachweis ihrer Funktionalitit aus, jedoch ist letztere
hochwahrscheinlich aufgrund der Konservierung sowohl der miRNA wie der Ziel-mRNA zwischen Arabidopsis und
Reis.

b) Lage der miRNA-Bindestelle im 3° UTR der mRNA. Es ist nur ein Ausschnitt der mRNA gezeigt; der zur miRNA
komplementére Abschnitt ist rot markiert; Stoppcodons sind durch rote Sternchen gekennzeichnet.



86

Im gezeigten Fall findet sich die zur miRNA partiell komplementire Sequenz 113 nt hinter dem
Stoppcodon auf der mRNA.

Llave und Mitarbeiter (2002) identifizierten in Arabidopsis auch kurze, endogene RNAs, die
komplementir zu Intron-Bereichen sind, sodal} hier eine Regulation u.U. {iber ein verdndertes
mRNA-Splicing erfolgt. Wie in Abbildung 39 gezeigt, wurde im vorliegenden Fall fiir die
pathogene PSTVd-Sequenz aus den Pflanzen 9-12 (vgl. 3.11.1) gleichfalls eine Komplementaritét
zum Rande eines Introns in Solanum tuberosum gefunden. Die betroffene mRNA kodiert fiir

Patatin, das abundanteste Speicherprotein der Kartoffelknolle.

gi | 21511 | emb | X03932.1 | STPATG Solanum
tuberosum gene for patatin
Length = 5313

Score = 32.2 bits (16), Expect = 0.50
Identities = 19/20 (95%)
Strand Plus / Minus

Query (PSTVd) : 40 tcctgactagaaaagaaaaa 59

LR trrr el
Sbjct: 1294 tcctgactcgaaaagaaaaa 1275

Abbildung 39: genomische Sequenz aus Kartoffel mit Sequenzkomplementaritéit zur pathogenen PSTVd-Variante
aus den Pflanzen 9-12 (vgl. Abb. 35)

Gezeigt ist das Ergebnis eines Vergleichs von Solanum-Nukleotidsequenzen mit der PSTVd-Sequenz durch das
Programm BLASTN. Das Programm zeigt stets Identitdten an, im vorliegenden Fall ist es die Sequenz des codogenen
Stranges der DNA. Im GeneBank-Eintrag X03932.1 ist vermerkt, das im 5313 nt umfassenden Patatin-Gen die
Nukleotide 736-903, 1293-1474, 1812-1968, 2423-2587, 2676-2963, 3758-3900 und 4717-4774 die Exons darstellen.
Die Komplementaritit der VM-Region von PSTVd zu den Nukleotiden 1275-1294 der pra-mRNA liegt somit am
Rande des ersten Introns im Ubergangsbereich zum zweiten Exon
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4. Diskussion

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Annahme, daf} die Pathogenitit verschiedener
Sequenzvarianten des Potato Spindle Tuber Viroids mit einer Kriimmung der virulenzmodulieren-
den Region des Molekiils korreliert. Wihrend die Stirke der Wechselwirkungen von Nukleinsduren
untereinander durch das Ausmal ihrer Sequenzkomplementaritit bestimmt wird, ist fiir die Bindung
von Proteinen an RNA-Molekiile die rdumliche Struktur der Partner von entscheidender Bedeutung.
Im Falle der Viroid-Pflanze-Beziehung wurde daher davon ausgegangen, daf die Kriimmung der
VM-Region die Affinitdt der PSTVd-RNA zu einem Protein der Pflanze moduliert und die Krank-
heitssymptome des Wirtes mit der Stirke dieser Wechselwirkung variieren. Von einem solchen
Protein wire somit zu fordern, daf} es einen erheblichen Einflufl auf den Stoffwechsel der Pflanze
ausiibt. Diese Bedingung wiirde u.U. erfiillt von einer Proteinkinase, deren verstédrkte Phosphory-

lierung in viroidinfizierten Pflanzen von Hiddinga und Mitarbeitern (1988) beobachtet worden war.

4.1 Die Proteinkinase PKR wird nicht durch Viroid-RNA aktiviert

In der vorliegenden Arbeit wurde somit zuerst iiberpriift, ob das Ausmal} der Phosphorylierung
dieses Enzyms mit den Symptomen der Wirtspflanze korreliert. Dabei konnte weder ein
diesbeziiglicher Zusammenhang festgestellt noch iiberhaupt die verstirkte Phosphorylierung des
Proteins in infizierten Pflanzen beobachtet werden. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von Don
Roth legen nahe, daf3 es sich bei dem Enzym um das pflanzliche Homolog der Proteinkinase PKR
handelt, die sich nach Kontakt mit dSRNA durch Phosphorylierung in trans selbst aktiviert und
dann den Initiationsfaktor der Translation e[F2a durch Phosphorylierung inaktivieren kann, was
zum Erliegen der Translation fiihrt. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch durch Zugabe von
dsRNA keine Verstiarkung der Phosphorylierung des pflanzlichen Enzyms induziert werden. Dies
deckt sich mit Ergebnissen von Krishna und Mitarbeitern (1997), die keine Inhibition der
Translation in pflanzlichen Proteinextrakten nach Zugabe von dsRNA beobachten konnten. Nach
den Aussagen von Don Roth ist es unberechenbar, ob ein solcher Proteinextrakt hinsichtlich seiner
Translationsaktivitdt dSRNA-sensitiv ist oder nicht (Langland et al. (1996) und miindliche
Mitteilung). Es wird spekuliert, dall dies von dem jeweiligen Level eines proteindsen Inhibitors der
PKR abhingig ist (Langland et al. (1996)).

Beriicksichtigt man die subzellulidre Lokalisation von PSTVd und PKR, so ist eine Wechselwirkung

zwischen beiden in vivo nur im Nukleolus wahrscheinlich, da nahezu die gesamte Viroid-RNA in
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diesem Organell akkumuliert (Schumacher et al. (1983)). Die PKR konnte in Sdugerzellen ebenfalls
im Nukleolus nachgewiesen werden, ihre Hauptmenge liegt jedoch hochstwahrscheinlich im
Cytosol frei und ribosomenassoziiert vor. Erst im Verlaufe der Proteinpréaparation aus infizierten
Pflanzen kommt dieser Hauptanteil der PKR folglich in Kontakt mit dem Viroid. In der
vorliegenden Arbeit wurde wie in jener von Hiddinga und Mitarbeitern beobachtet, daf} die putative
pflanzliche PKR auch ohne Behandlung mit dsSRNA die am stirksten markierte Bande in
Phosphorylierungsexperimenten von S100-Proteinextrakten darstellt. Diese hohe konstitutive
Aktivitdat der PKR war nach Aussage von Hiddinga und Mitarbeitern in Extrakten aus
viroidinfizierten Pflanzen nochmals um den Faktor 3 erhoht. Sofern diese Erhohung auf der
Wechselwirkung des Proteins mit PSTVd beruht, miiite folglich davon ausgegangen werden, daf3
ein nennenswerter Anteil der Kinase im Komplex mit der Viroid-RNA vorliegt. Bei der Herstellung
der Proteinextrakte wird 1 g Pflanzenmaterial in 2 ml Puffer homogenisiert, nach Dialyse resultiert
dann ein Volumen der S100-Priparation von etwa 1 ml. Selbst bei vollstandiger Freisetzung der
Viroid-RNA aus den Zellkernen wiirde die Konzentration von PSTVd im Proteinextrakt S100 somit
5 nM nicht iiberschreiten. Damit ein nennenswerter Anteil der pflanzlichen PKR unter diesen
Bedingungen im Komplex mit der Viroid-RNA vorliegt, miissten drei Bedingungen erfiillt sein:
erstens miifite die pflanzliche PKR bindungskompetent sein, sollte also nicht bereits im Komplex
mit endogenen Nukleinsiduren vorliegen. Zweitens miifite die Konzentration des Enzyms @hnlich
niedrig sein wie jene der PSTVd-RNA und drittens miifite die Dissoziationskonstante fiir die
Wechselwirkung des Viroids mit der pflanzlichen PKR einen Wert unter 5 nM aufweisen. Eine so
hochaffine Bindung des Enzyms an die PSTVd-RNA konnte in den Gelverzogerungsexperimenten
jedoch nicht beobachtet werden (Kapitel 3.5). Die Dissoziationkonstante fiir diese Wechselwirkung
wurde in diesen Versuchen zu 140 nM bestimmt. Aus diesem Grunde ist es so gut wie
ausgeschlossen, daf} ein signifikanter Anteil der PKR im S100 aus infizierten Pflanzen im Komplex
mit PSTVd vorliegt. Die Tatsache, daf} die Zugabe von PSTVd-RNA zu einer Konzentration, die
tatsdchlich 40 % der PKR komplexieren sollte, keine verstiarkte Phosphorylierung des Enzyms
bewirkt (s. Kapitel 3.4) macht es dariiber hinaus unwahrscheinlich, daf die von Hiddinga und
Mitarbeitern beobachtete, verstiarkte Phosphorylierung der PKR in Extrakten aus infizierten
Pflanzen auf eine Wechselwirkung mit dem Viroid zuriickzufiihren ist.

Als Wirtsfaktor, dessen differentielle Affinitit zu den verschiedenen Sequenzvarianten von PSTVd
eine unterschiedliche Symptomatik der Wirtspflanzen bedingt, muf3 die Proteinkinase PKR folglich

ausscheiden, obgleich sie die Viroid- wie auch die 7S-RNA erstaunlich gut bindet.
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4.2 Weder thermodynamische Instabilitdt noch eine Biegung der Viroid-RNA
korrelieren mit ihrer Pathogenitit

Ein erstes Modell zur Erkldrung der unterschiedlichen Pathogenitédten verschiedener PSTVd-
Sequenzvarianten wurde von der Arbeitsgruppe Sédnger entwickelt (Schnolzer et al. (1985)). Ein
Vergleich von vier verschiedenen Viroidstimmen fiihrte zu dem Ergebnis, dal die thermodyna-
mische Stabilitit der Viroid-Sekundérstruktur in dem Malle abnahm, wie die Pathogenitit des
betreffenden Stammes zunahm. Die Allgemeingiiltigkeit dieser Korrelation wurde jedoch von
Owens und Kollegen dadurch widerlegt, da3 diese Autoren deutlich mehr Sequenzvarianten des
Erregers hinsichtlich ihrer Pathogenitit wie ihrer thermodynamischen Stabilitit verglichen. Auch
die in der vorliegenden Arbeit neu entdeckten Sequenzvarianten zeigen keine Korrelation zwischen
diesen Parametern im Sénger schen Sinne (s. 3.11.1, Abb. 35). Owens und Kollegen postulierten
aufgrund der Basenpaarungsmuster in der Virulence Modulating Region der PSTVd-RNA ein
alternatives Pathogenitéts-Modell, wonach Mild- und Severe-Stimme in diesem Bereich des
Molekiils in entgegengesetzte Richtungen gebogen wiren, wihrend eine intermedidre Symptome
induzierende Sequenzvariante hier eine gestreckte Konformation einndhme. Die experimentelle
Uberpriifung dieses Sachverhalts durch den Autor der vorliegenden Arbeit fiihrte tatsichlich zu dem
Ergebnis einer zunehmenden Biegung mit zunehmender Pathogenitit, wobei allerdings der
Sequenzvariante Mild die gestreckte Konformation zugesprochen werden muflte (Schmitz und
Riesner (1998)). Diese Ergebnisse wurden an isolierten VM-Regionen der verschiedenen Stimme
gewonnen, ohne die Pathogenititen der letzteren nochmals zu iiberpriifen.

Sequenzierungen von PSTVd-cDNAs im Rahmen einer im hiesigen Institut angefertigten Diplom-
arbeit (Steinigk (2003)) offenbarten einen ersten Fehler in der Publikation von Owens und Kollegen
(1996): die in der Publikation angegebene Sequenz der PSTVd-Variante Mild entspricht nicht jener
der Viroid-RNA, mit der die Pflanzen tatsédchlich infiziert wurden. Daher ist fraglich, welche
Pathogenitit die in der Publikation angegebene Viroidsequenz ,,Mild®, fiir welche Schmitz und
Riesner das Fehlen einer in allen anderen untersuchten Varianten vorhandenen Biegung diagnosti-
zierten, tatsdchlich hat. Bedeutet dieser Fehler also aufgrund ungeklérter Symptomatik nur den
Wegfall eines von 6 MeBpunkten in der Arbeit von Schmitz und Riesner, so hat die am Ende der
vorliegenden Arbeit gemachte Entdeckung einer intermedidren Symptomatik fiir die vermeintlich
lethale Sequenzvariante RG1 noch schwerwiegendere Folgen fiir die ,,Biegungshypothese. Es 43t
sich nun sicher feststellen, dafl die Biegung der VM-Region nicht mit der Pathogenitit des Viroids
korreliert, denn die VM-Region von RG1 ist auf jeden Fall besonders stark gebogen - nur resultiert

daraus offenbar keine schwere Symptomatik.
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Die Frage nach der Ursache der pathogenen Wirkung der Viroid-RNA ist damit wieder génzlich

offen.

4.3 Ein neues Pathogenitidtsmodell - Wirkung von Viroidbruchstiicken als miRNA

Die am Ende der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Sequenzvergleiche von PSTVd mit mRNA-
Sequenzen legen eine génzlich andersartige, pathogene Wirkungsweise der Viroid-RNA nahe. Wie
in Kapitel 3.11 gezeigt, ist ein etwa 20 Nukleotide langer Bereich der (+)PSTVd-Sequenz komple-
mentédr zu Abschnitten verschiedener pflanzlicher mRNAs. Dieser Bereich umfaf3t die Nukleotidpo-
sitionen 40-60 der PSTVd-RNA und damit den oberen Strang der virulenzmodulierenden Region
des Viroids. Tabler und Mitarbeiter (Papaefthimiou (2001)) konnten zeigen, daB in viroidinfizierten
Pflanzen 21 bis 23 Nukleotide umfassende RNAs vorliegen, die sich durch Hybridisierung mit
PSTVd-Sequenz nachweisen lassen. Aufgrung dieser Tatsache konnen zwei unterschiedliche
Szenarien entworfen werden:

1) die Viroid-RNA wird von der Pflanze als virale RNA doppelstringigen Charakters interpretiert
und in die fiir interfering-RNAs (iIRNAs) typische Linge von 21-23 Nukleotiden geschnitten. In
diesem Fall sollte jeder Bereich der PSTVd-RNA in diesem Pool kurzer RNAs représentiert sein.
i1) die unverzweigte Struktur der PSTVd-RNA &hnelt einem oder mehreren Vorldufern endogener
microRNAs (miRNAs) der Pflanze. Diese der Genregulation dienenden miRNAs werden aus ihren
Vorldufern, welche unverzweigte Stem-Loop-Strukturen ausbilden, spezifisch herausgeschnitten,
haben aber gleichfalls eine Linge von 20-23 Nukleotiden. In diesem Fall wire zu erwarten, daf3 nur
ein oder wenige Sequenzabschnitte von PSTVd mit einer Linge von 20-23 nt akkumulieren.
Papaefthimiou und Kollegen (2001) konnten die kurzen RNAs mit Sonden nachweisen, welche zur
rechten, aber auch mit solchen, welche zur linken Hélfte der (+)PSTVd-RNA komplementir sind.
Sie konnten nicht entscheiden, ob jeder Abschnitt der PSTVd-Sequenz im ,,Kurzen-RNA-Pool*
reprisentiert ist, oder ob nur zwei definierte Abschitte, von denen einer in der rechten, der andere in
der linken Hilfte der PSTVd-RNA liegt, in der Pflanze akkumulieren.

In jedem Fall konnten entstehende Bruchstiicke der PSTVd-Sequenz, die zu Bereichen pflanzlicher
mRNAs komplementir sind, mit dem Metabolismus der Pflanze interferieren, denn sowohl die aus
langen dsRNAs entstehenden interfering RNAs als auch die endogen exprimierten microRNAs
fithren zur Inaktivierung komplementirer mRNAs. Diese Inaktivierung verlduft in Pflanzen entwe-
der durch Degradation der mRNAs (Tang et al. (2003), Palatnik et al. (2003)) oder durch die

Unterdriickung ihrer Translation (Chen (2003)). Als auslosendes Moment der Krankheitssymptome
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ist eine solche Wirkungsweise der PSTVd-RNA nicht unwahrscheinlich, weil wie erwihnt speziell
der obere Strang der virulenzmodulierenden Region komplementir zu einem Sequenzmotiv ist,
welches in vielen mRNAs vorkommt. Es wurde beobachtet, dal der Austausch eines Nukleotids in
pflanzlichen miRNAs bereits einen profunden Einfluf auf ihre Wirksamkeit haben kann (Palatnik
et al. (2003)). Daher ist unmittelbar einleuchtend, dal Sequenzunterschiede zwischen PSTVd-
Varianten unterschiedlicher Pathogenitit sich mehr oder weniger storend auf den mRNA-Metabo-
lismus der Pflanze auswirken konnten. Perfekte Sequenzkomplementaritit scheint fiir pflanzliche
miRNAs eine Ausnahme zu sein. In der Regel werden 1 bis 3 Mismatches zwischen einer miRNA
und ihren Target-mRNAs beobachtet (Rhoades et al. (2002), Tang et al. (2003) und Palatnik et al.
(2003)) und sind vielleicht sogar notwendig, damit die betreffende mRNA durch die miRNA
effizient reguliert werden kann (Tang et al. (2003)). Daher 146t sich a priori nicht vorhersagen,
welche Wirts-mRNA durch pathogene Varianten von PSTVd besonders beeintrachtigt wiirde.
Jedoch konnen exprimierte Wirtssequenzen benannt werden, die die angesprochene Komplementa-
ritdt zur oberen VM-Region des Viroids aufweisen (s. Kap. 3.11). Eine solche wére die mRNA fiir
das abundanteste Speicherprotein der Kartoffelknolle - Patatin. In diesem Fall liegt die zum Viroid
komplementire Sequenz zwar am Rande eines Introns - ist also nicht Bestandteil der reifen mRNA,
jedoch wurden solche Komplementarititen zu Intron-Bereichen auch fiir pflanzliche miRNAs
beschrieben (Llave et al. (2002)) und schlieBen eine regulatorische Funktion fiir die betreffenden
miRNAs nicht aus.

Auch Sequenzaustausche in der unteren VM-Region - welche weit weniger komplementire mRNA-
Treffer im in silico-Sequenzvergleich liefert - konnen einen erheblichen Einfluf3 auf die Pathogeni-
tit des Viroids haben. Dies lie3e sich am ehesten mit der oben unter ii) genannten Alternative
erkldren, dal ndmlich die Viroid-RNA von der Pflanze als eigene miRNA-Vorlduferstruktur inter-
pretiert wird. Letztere weisen wie erwdhnt Stem-Loop-Strukturen auf, aus deren Stem spezifisch die
miRNA-Sequenz herausgeschnitten wird. Daher ist es denkbar, dall auch Sequenzaustausche auf
der der spiteren miRNA gegeniiberliegenden Seite des Stems einen Einfluf} auf die Effizienz der
Prozessierungsreaktion und damit auf die Abundanz der reifen miRNA - oder im vorliegenden Fall
von PSTVd auf die Abundanz der oberen VM-Region als irreguldre miRNA - haben konnten.

Es soll nicht unerwéhnt bleiben, dafl andere bereits die Idee einer Wirkung von Viroidsequenzen als
interfering RN As geduflert haben (Papaefthimiou ef al. (2001), Itaya et al. (2002)). Die Komple-
mentaritit speziell der oberen VM-Region zu vielen mRNA-Sequenzen wurde von diesen Autoren
jedoch nicht diskutiert.

Wie konnte die Hypothese einer Wirkung der oberen VM-Region als interfering RNA {iberpriift
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werden? Zum einen sollte untersucht werden, mit welchen viroidspezifischen Oligonukleotiden sich
21-23 nt lange RNAs in infizierten Tomatenpflanzen detektieren lassen. Dies konnte eine Antwort
auf die Frage liefern, ob die gesamte Viroid-RNA von der Pflanze in Abschnitte dieser Linge
geschnitten wird, oder ob nur wenige, definierte Bereiche von PSTVd in Form der kleinen RNAs
akkumulieren. Zum anderen sollte durch weiterfithrende in silico-Analysen eine umfassendere
Identifikation moglicher Target-mRNAs erreicht werden. Analog dem Vorgehen von Palatnik und
Mitarbeitern (2003) sollte anschlieBend durch Northern-Blotting und Hybridisierung mit geeigneten
Sonden iiberpriift werden, ob in viroidinfizierten Pflanzen die vorhersagbaren Spaltprodukte der
betreffenden mRNAs auftreten. Demselben Zweck sollten parallel durchgefiihrte RACE-Analysen
zur Bestimmung der RNA-Enden dienen. Da alternativ eine Wirkungsweise von Viroidsequenzab-
schnitten als translationale Repressoren ohne Spaltung der mRNAs denkbar ist (Chen (2003))
konnte mittels Antikorpern gegen u. U. betroffene Proteine die Abundanz der letzteren in infizierten
versus gesunden Pflanzen bestimmt werden. Eine gleichfalls aufwendigere Herangehensweise wire,
transgene Pflanzen zu erzeugen, die die obere VM-Region von PSTVd konstitutiv exprimieren. Das
Auftreten von Symptomen, die denen einer Viroidinfektion entsprechen, wire ein iiberzeugendes
Argument fiir die miRNA-Pathogenitéts-Hypothese.

Die Arbeitsgruppe von Ding (Itaya et al. (2002)) verglich die mRNA-Expressionsmuster gesunder
mit denen Viroid- bzw. TMV-infizierter Tomatenpflanzen. Sie fanden 52 Gene, deren Expression
durch Viroidinfektion induziert und 8 Gene, deren Expression supprimiert wurde. Sie konnten fiir
letztere keine signifikante Sequenzkomplementaritit zu PSTVd beobachten, jedoch lagen den
Autoren auch nur Teilbereiche der jeweiligen, kodierenden Sequenzen vor, sodal} eine Suppression

durch interfering-RNA-Wirkung des Viroids nicht ausgeschlossen werden kann.

4.4 Modifikation der Rubisco in Extrakten aus infizierten Pflanzen

Zwei der von Itaya und Kollegen als in Folge von Viroidinfektion induziert gefundenen mRNAs
kodieren fiir Proteasen. Beide wurden zudem in Pflanzen, welche mit einem pathogenen Stamm von
PSTVd infiziert waren, stirker induziert als in solchen, die eine milde Sequenzvariante des Viroids
trugen. Es bleibt zu klidren, ob eine der beiden Proteasen fiir die in der vorliegenden Arbeit
beobachtete Modifikation der groen Rubisco-Untereinheit verantwortlich ist (Kap. 3.3). Eine der
beiden Proteasen ist Subtilisin-dhnlich und wurde von Tornero und Mitarbeitern (1997) aus der
Tomate kloniert. Proteasen dieses Typs spalten Proteinketten allerdings zwischen zwei basischen

Aminosduren. Die grole Untereinheit der Rubisco weilit kein solches Sequenzmotiv an Stellen auf,
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die die beobachtete Verdnderung ihrer elektrophoretischen Mobilitét erkldaren wiirde. Als Erklarung
fiir dieses Phdnomen kommen jedoch auch Modifikationen wie Glykosylierungen oder Phospho-
rylierungen in Frage. Unter den von Itaya und Mitarbeitern gefundenen, differentiell exprimierten
Sequenzen finden sich zwar keine Enzyme, die solche Modifikationen ganz offensichtlich kataly-
sieren, jedoch schliefen sie auch mehrere Genprodukte mit unbekannter Funktion ein. Generell ist
zu bedenken, daB der EinfluB3 des Viroids auf das Level der Aktivitit, welche die Rubisco in vitro
modifiziert, durchaus indirekt sein kann. So ist z.B. denkbar, da3 die Anwesenheit von PSTVd die
Abundanz eines Proteins veriandert, welches seinerseits eine translationale Kontrolle auf die
Rubisco-modifizierende Aktivitét ausiibt. Ein solcher indirekter Einfluf3 wére folglich durch eine
Erforschung des mRNA-Expressionsmusters infizierter Pflanzen - wie von Itaya und Mitarbeitern
durchgefiihrt - nur schwer zu entschliisseln.

Eine biochemische Fraktionierung der Proteine aus infizierten Pflanzen bleibt somit die vielleicht
beste Methode zur Identifikation jener Aktivitit, der u. U. eine Schliisselrolle im Krankheitsverlauf

zukommt, da sie auf frappierende Weise mit der Stirke der Krankheitssymptome korelliert ist.

4.5 PSTVd und der Nukleolus

Einem Verstindnis der Funktionsweise von Viroid-RNA steht die Uberbetonung ihrer pathogenen
Wirkung gewissermaBlen im Wege. Im Grunde ist vielmehr die Tatsache verwunderlich, daf} die
allermeisten Wirtspflanzen keinerlei Symptome bei Viroidbefall zeigen, da PSTVd in einem sehr
geschiftigen Organell zu einer beachtlichen Menge akkumuliert. Es gibt Hinweise, dal Makromo-
lekiile im Zellkern relativ ungehindert diffundieren konnen und in einem Teilkompartiment wie
dem Nukleolus dann lingere Zeit verweilen, wenn sie durch geeignete Wechselwirkungspartner
gebunden werden (Phair und Misteli (2000), Politz et al. (1999)). Aus diesem Grunde ist es
wahrscheinlich, da3 die Lokalisation von PSTVd im Nukleolus auf die dortige Anwesenheit eines
hochaffinen Bindungspartners zuriickzufiihren ist. Durch eine solche feste Bindung wire die freie
Konzentration an Viroid-RNA wiederum gering, soda8} storende Wechselwirkungen mit der Viel-
zahl an RNA-bindenden Faktoren, die die Funktionalitit des Organells gewihrleisten, vermieden
wiirden. Es liegt nahe, die im Nukleolus besonders abundanten Proteine Fibrillarin und Nukleolin
auf ihre Affinitdt zu PSTVd hin zu untersuchen.

Zwar konnten beide Proteine in der vorliegenden Arbeit rekombinant exprimiert werden, jedoch
verblieb nur Nukleolin nach der Aufreinigung in einer 16slichen Form. Mittels Verzogerungs-

Gelelektrophorese wurde eine Dissoziationskonstante von 4 uM fiir die Bindung von PSTVd an
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dieses Protein bestimmt. Zur Abschitzung der Konzentration von Nukleolin in den Nukleoli
miissen Daten herangezogen werden, die an reifen Xenopus-Oocyten erhalten wurden, da diese
aufgrund ihrer Grofe und der Amplifikation von Nukleoli in diesen Zellen besonders gut hinsicht-
lich verschiedener Aspekte der rRNA-Synthese charakterisiert sind. Roger und Kollegen (2003)
bestimmten die Menge an Nukleolin pro Oocyte mittels Immunoblotting auf 20 ng. Da in einer
solchen Oocyte die rDNA selektiv amplifiziert ist, weist ihr Zellkern etwa 1000 Nukleoli mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 10 um auf (Shah et al. (1996)). Geht man davon aus, daB} sich
der GroBteil des Nukleolins in diesen Nukleoli befindet, so ergibt sich eine Nukleolinkonzentration
von ungefihr 500 uM. Sofern sich dieser Wert auf Pflanzenzellen iibertragen 14t, wiirden 90 -

99 % der PSTVd-RNA im Komplex mit Nukleolin vorliegen - die Konzentration an freiem PSTVd
betriige dann maximal 0.4 uM, minimal 50 nM. Diesen Werten liegt eine Berechnung mit 10*
PSTVd-Molekiilen pro Nukleolus (Schumacher et al. (1983%)) zugrunde, die oberen und unteren
Grenzen der Angaben ergeben sich bei Berechnungen mit angenommenen Nukleoli-Durchmessern
von 1 bzw. 2 um. Diese Abschitzung belegt, dal eine Wechselwirkung von PSTVd mit Nukleolin
eine relativ geringe Konzentration an freier Viroid-RNA gewihrleisten wiirde. Dennoch kann
daraus nicht sicher geschlossen werden, dal} dieser Wechselwirkung in vivo eine Bedeutung zu-
kommt. Es ist durchaus vorstellbar, daB ein anderes Protein PSTVd deutlich fester bindet und eine
Wechselwirkung des letzteren mit Nukleolin u.U. weitgehend unterdriickt. Diese Uberlegungen
verdeutlichen exemplarisch ein allgemeines Problem: es fehlen Daten zur Abundanz der verschie-
denen Proteine und zu ihren Affinititen untereinander sowie zu ihren RNA-Bindungspartnern, um
die Abldufe im Nukleolus biophysikalisch besser beschreiben zu konnen. Ein grundsitzlich Para-
doxon laBt sich jedoch benennen: die hohen Konzentrationen von RNAs und Proteinen in diesem
Organell sollten einen koordinierten Ablauf der Prozesse eigentlich erschweren, da dadurch die
Wahrscheinlichkeit unspezifischer Wechselwirkungen steigt. In diesem Zusammenhang ist die in
dieser Arbeit gemachte Beobachtung interessant, dal Nukleolin zur 7S-RNA eine recht hohe Affi-
nitdt aufweist, die allerdings unterhalb derjenigen liegt, mit der das Protein seine Zielstrukturen auf
der pra-rRNA erkennt. Sofern dieser Umstand generell auf strukturierte RNA-Bereiche zutrifft,
konnte dem Nukleolin gegebenenfalls die Rolle einer ,,biochemischen Puffersubstanz‘ zukommen,
die durch eine relativ hohe Affinitét viele RNA-Strukturen maskiert und dadurch die Wechselwir-
kung der letzteren mit unspezifischen Partnern verhindert, jene mit den ,,richtigen®, spezifischen
Proteinen jedoch zulédBt, da es durch diese selbst von der RNA verdringt wird. Eine solche Funktion

ist selbstverstiandlich auch fiir andere, abundante Proteine dieses Organells vorstellbar.
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4.6 Ausblick

Die vorliegende Arbeit nahm ihren Ausgang bei der Frage nach der pathogenen Wirkungsweise von
Viroid-RNA. Sie fiihrte jedoch schlieBlich zur Beschiftigung mit dem Phinomen der i.d.R.
komplikationslosen Koexistenz dieses molekularen Parasiten und seiner Wirtspflanze. Dies wieder-
um lenkte den Blick auf den Ort der Viroid-Akkumulation - den Nukleolus - und die in gro3en
Teilen unverstandenen Prozesse in diesem faszinierenden Organell.

So wurde in dieser Arbeit erstmals ein Volldngen-Nukleolin rekombinant exprimiert und aufge-
reinigt. Die Untersuchung dieses Proteins in der Verzégerungsgelelektrophorese zeigte, daf} das
pflanzliche Homolog von Nukleolin offenbar mehrere, spezifische Bindestellen am Beginn der pré-
rRNA und im Bereich der ersten Prozessierungsstelle derselben aufweist. Dies belegt ein hohes
MaB an funktioneller Konservierung des Ablaufs der rRNA-Synthese, obwohl die Sequenzen der
pra-rRNA wie des Nukleolins zwischen Pflanzen und Tieren erheblich divergieren. Es wird von
Interesse sein, die gebundenen Strukturen in pflanzlicher rRNA genauer einzugrenzen und mit
denen in tierischer rRNA zu vergleichen, um zu verstehen, warum das letztere fiir die Erkennung
gewisser Elemente vier RNA-Bindemotive bendtigt, wihrend das pflanzliche Homolog nurmehr
zwei davon aufweist.

Die Synthese verschiedener, nicht-ribosomaler RNAs sollte es ermdglichen, die oben aufgestellte
Vermutung einer allgemeinen RNA-Bindeeigenschaft des Proteins zu tiberpriifen.

Dem Protein kommt eine zentrale Rolle im Proze3 der Ribosomenassemblierung zu (Roger et al.
(2003), Ginisty et al. (2000)), ohne dal} seine genaue Wirkungsweise - iiber die Bindung der rRNA
hinaus - bislang verstanden ist. Die Verfiigbarkeit des rekombinanten Nukleolins kann die
Aufkldrung von Wechselwirkungen mit weiteren Komponenten, aber auch die Erforschung bislang
unzureichend verstandener Eigenschaften des Proteins selbst - wie eine ungewohnliche Helikase-
Aktivitét in der C-terminalen Doméne (Tuteja et al. (1995), Tuteja und Tuteja (1998)) - deutlich
erleichtern. Die Produktion von Antikorpern gegen das pflanzliche Nukleolin und ihr Einsatz in situ
konnte erhellen, ob wie fiir das tierische Homolog eine zweite Lokalisation auflerhalb des
Nukleolus in der Zellmembran existiert und welche Bedeutung derselben zukommt (Jordan et al.
(1994) und Hovanessian et al. (2000)). Sduger Nukleolin konnte bislang nicht in voller Lénge
rekombinant produziert werden (Hanakahi et al. (1999)). Es ist denkbar, dall dieser Umstand von
der Art des Expressionssystems abhiingt und das Sduger-Homolog mit dem in dieser Arbeit
angewandten IMPACT®-System ebenfalls rekombinant exprimierbar ist. Seine Verfiigbarkeit in
dieser Form wiirde auch die Erforschung medizinisch relevanter Eigenschaften des Proteins

erleichtern. So gilt Nukleolin als zelluldrer Wechselwirkungspartner GC-reicher Oligonukleotide,
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die als antiproliferatives Agenz eingesetzt werden (Bates et al. (1999), Xu et al. (2001)). Auch ist
bekannt, dafl ihm eine Funktion als Autoantigen bei verschiedenen Autoimmunerkrankungen
zukommt (zur Ubersicht: Srivastava und Pollard (1999).

Um die Relevanz der Wechselwirkung zwischen Viroid-RNA und Nukleolin besser beurteilen zu
konnen, wire die Klonierung des Proteins aus der PSTVd-Wirtspflanze Tomate wiinschenswert.
Diese Klonierung sollte durch die mittlerweile bekannte Sequenz aus dem Nachtschattengewéchs
Tabak erleichtert werden. Noch aufschluBBreicher fiir die Erkldrung der nukleoldren Lokalisation des
Viroids wire jedoch die Charakterisierung seiner Wechselwirkungen mit weiteren, nukleolidren
Proteinen; so kann Fibrillarin gegebenenfalls durch eine verdnderte Expressionsstrategie - z.B. als
N-terminale Intein-Chitinbindedoméine-Fusion, auf rekombinantem Wege produziert und
anschliefend in 16slicher Form aufgereinigt werden.

SchlieBlich ist jedoch auch vorstellbar, dal PSTVd gar keines proteindsen Wechselwirkungs-
partners im Nukleolus bedarf, sondern selbst unter den dortigen Bedingungen aggregiert und so
seine freie Konzentration senkt. Ein solches Phidnomen ist zwar noch fiir keine Nukleinsédure
nachgewiesen worden, jedoch werden diese i.d.R. nicht unter zelluldren Salzbedingungen (= 100
mM KCI, 2 1 mM MgCl,) und den dort herrschenden Konzentrationsverhiltnissen (im Falle von
PSTVd im Nukleolus 2 500 ng/ul) gehandhabt, sodall ggf. vorhandene Aggregationstendenzen aus

diesen Griinden vielleicht unentdeckt geblieben sind.
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6. Anhang

6.1 Neuer Expressed Sequence Tag aus Lycopersicon esculentum

Dargestellt ist der ldngst-translatierbare Open reading frame. Stoppcodons sind als rote Sternchen
gekennzeichnet. Der Beginn der Aminosduresequenz (EYAQKMNYA) wurde im Text (3.6) nicht
dargestellt, da er der Bindestelle des verwendeten genspezifischen Primers GSPA entspricht und
insofern keine bislang unbekannte Sequenz représentiert.

E Yy A Q K M N Y A I P Q Y E CE R Y D S

1 gagtatgctcagaagatgaattatgcaatcccacaatatgaatgcgagaggtatgactce 60
E s K 1 1 s ¥ T C T V D V G G M K Y I G
61 gaaagcaaaattatatcatttacatgtactgttgacgtagggggaatgaaatatattgga 120

A A A R T K K E A E I K A A R T A L L A

121 gcagcagctagaacgaagaaggaagcagagatcaaagctgctcgaactgcattgttgget 180
v ¢ S s G F AP N Y S S Y T V V P M K K

181 gttcagtctagcggttttgcgcctaattattcttcatacactgtcgttccaatgaagaag 240
v T b L A I S N Q E S A A A L K P K K H

241 gtcacagatttggcaatcagcaatcaggagagtgcagcagctctgaaaccaaagaaacac 300
R F K K K 9 T R N F S D V S Y H V R T K

301 agattcaagaaaaagcagacaaggaatttttcagatgtcagttatcatgtacgcacaaag 360
I #» G D S E VvV o M vV N Q A K P E M H E N

361 atttttggtgactcggaagttcagatggtaaatcaagctaaaccagagatgcatgaaaat 420
A AV M T P G T G S G P A P F A G T M G

421 gctgctgtgatgactccaggtacaggatctggacctgcaccttttgcaggcactatgggt 480
p L. v P S NN L S S D Y G T S N I G I N

481 gatctagttccatccaacaatttgagttctgattatggaacttcaaatattggaatcaac 540
s ¢ ¢ 6 6 G VvV T T E G N A V I G V D Y G

541 tctcagtgtggtggaggagtaacgactgagggaaatgccgttattggagttgattatgga 600
T s K I 6 I N s ¢ ¢ G G G Vv T T E G N A

601 acttcaaaaattggaatcaactctcagtgtggtggaggagtaacgactgagggaaatgcec 660
v 1 6 V. £E. ¢ v T S E V A P V A W N D N L

661 gttattggagttgagcaggtaacttcagaggtggcaccagttgcttggaacgacaatctt 720
H v o D L H L L H E N A A V M T QO G T G

721 catgtacaggacctgcaccttttgcatgaaaatgctgctgtgatgactcaaggtacagga 780
s G p A P F A G T M G D L V P S N N C G

781 tccggacctgcaccttttgcaggcactatgggtgatctagttccatccaacaattgtggt 840
s by 6 T s N L G I N S Q C G E G A T T

841 tctgattatggaacttcaaaccttggaatcaactctcagtgtggtgaaggagctacaacec 900
FE G N A G I GV E Q V T S E V A P V A C

901 gagggaaatgccggtattggagttgagcaggtaacttcagaggtggcaccagttgcttgt 960
N D N L H V L * M Q I K D D I o T W R Q

961 aacgacaaccttcatgtgctatagatgcagatcaaggacgacatacaaacatggaggcag 1020
K v L x T ¢ s F C R I S Y I R W W E G Q

1021 aaatatcttaaaacatgttcgttttgcaggattagctatatcagatggtgggaaggacag 1080
F I I E N T *» A A Q K K I R E L V K L

1081 ttttagattatagagaatacataggccgctcaaaaaaaaattcgcgagttggttaagett 1140
¥ I 6 T s R L K E L L T A C F A R V L *

1141 ttcattggaacatccagattgaaagagttgttgacggcgtgtttcgccagagtgttataa 1200
r . » L L VvV H A K C VvV Vv * L H S L R C M

1201 cttttatagttactagtacatgccaaatgtgtggtgtagttgcacagtctcaggtgcatg 1260
N 0 §$ * H Y L VvV Yy I C L N I * * G N L

1261 aatcagtcttgacattacttggtttacttcatttgcttgaacatttgatgaggtaacctg 1320
¥F Yy p NI * V F M L L ¥ T I G R S N I L

1321 ttctatgacaatatttaagtatttatgctgttatttacaattggaagaagtaacatatta 1380
AV K K K P A R A A A R AL * * V V L G

1381 gcagttaaaaaaaaacctgcccgggcggccgctcgagecctatagtgagtegtattagga 1440
W N H * C G R L Q VvV D H M G X L P T R W

1441 tggaatcactagtgcggccgcctgcaggtcgaccatatgggagmgctcccaacgegttgg 1500
M H S L S I L * C H L N K

1501 atgcatagcttgagtattctatagtgtcacctaaataagh 1540
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6.2 Sequenzen der rekombinant exprimierten Arabidopsis-Proteine

6.2.1 Nukleolin  GenBank: cDNA-Acc.-No. AP001303, Protein-Acc.-No. BAB02219

M T K p L K K 6 K R D A E E D L D M Q V

1 atgacaaagccactcaagaaaggtaagagagatgcggaagaggatttggacatgcaagtt 60
T K K ¢ K K E L I D VvV vV Q K E K A E K T
61 acgaagaagcagaagaaagagttgattgatgttgttcagaaggagaaagctgagaaaacg 120

v P K K v E s s s s D A S D S D E E E K

121 gtacctaagaaggtagagagtagcagttctgacgcttctgattctgatgaagaggagaag 180
b g s s s E E E D D S s s D E E I A P A

181 gatgagtcttcttctgaagaggaggatgactcttcttcagatgaggaaattgcgecctgeg 240
K K R P E P I K K A K V E S S S S D D D

241 aagaagcgaccagaacctattaagaaggctaaggtagagagcagctcatctgatgatgat 300
s T s D E E T A P V K K O P A V L E K A

301 tctacttcagacgaggaaactgcccctgtgaagaagcaaccagcagtccttgagaagget 360
K v £ s s s s b DD s s s D E E T V P V

361 aaggtagagagcagctcatctgatgatgattcttcttcagacgaggaaactgtccctgtg 420
K K ¢ P AV L E K A K I E S s s s D D D

421 aagaagcaaccagcagtccttgagaaggctaagatagagagcagctcatctgatgatgat 480
s s s D E E T V P M K K @ T A V L E K A

481 tcttcttcagacgaggaaactgtccctatgaagaagcaaacagcagtccttgagaagget 540
K A E s s s s b Db G s s s D E E P T P A

541 aaggcagagagcagttcatccgacgatggatcttcttcggacgaggaacccacccctgeca 600
K K E P I V V XK K D s s D E s s S D E E

601 aagaaagaaccaatcgttgttaagaaagacagctcagatgaatcttcttcagatgaggaa 660
T p VvV V XK K K p T T Vv V K D A K A E S S

661 acccccgttgtgaagaagaagccaacaacagttgttaaggatgccaaggcagaaagcagt 720
s S BE E E S S s D D E P T P A K K P T V

721 tcatcagaggaggaatcttcttcggacgatgaaccaacacctgccaagaagccaacagtt 780
vV K N A K P A A K D s s s S E E D S D E

781 gttaagaatgctaaaccagctgcaaaagattcatcatcctcagaggaagattctgatgag 840
E E s D D E K P P T K K A K V S S K T S

841 gaggaaagtgatgatgaaaaacctcctacgaagaaggctaaagtttcatcaaaaacttct 900
K ¢ £ S s s b E S S D E S D K E E S K D

901 aaacaagaaagctctagtgatgaatctagtgatgaatctgataaggaggagagtaaagat 960
E K v T P K K K D s D Vv E M VvV D A E Q K

961 gagaaagtgacaccaaagaaaaaggattctgatgttgaaatggtggatgcagagcagaaa 1020
S N A K ¢ p K T P T N O T O G G S K T L

1021 tctaatgcaaagcagccgaagacacctactaatcagactcagggaggatcaaagacgcta 1080
F A G N L S Y @ I A R S D I E N F F K E

1081 tttgctggaaatctttcctatcaaattgcgagatctgacatagagaatttcttcaaagaa 1140
A G E Vv Vv DV R L S S F D D G S F K G Y

1141 gctggtgaagttgtcgatgttagactttcttcatttgatgatgggagttttaagggatat 1200
G H I E F A S P E E A Q K A L E M N G K

1201 gggcatattgaatttgcttctccagaagaagctcagaaggcattggaaatgaacggtaaa 1260
L L. L G R DV R L D L A N E R G T P R N

1261 ttgttactaggccgcgatgttcgtcttgatcttgctaacgagaggggtactccacgaaac 1320
s N P G R K G E G S ¢ S R T I Y V R G F

1321 agcaatcctggtcgcaaaggagaaggaagccaaagtcgaacgatttacgttagaggatte 1380
s s s L G E D E I K K E L R S H F S K C

1381 agttcttctcttggcgaagatgaaatcaagaaagagttgagaagtcattttagcaagtgt 1440
G £ v T R V H v P T D R E T G A S R G F

1441 ggagaggtgacaagggttcatgttccaacagatcgtgagactggtgcttccaggggettt 1500
A Yy I Db L T S GG F D E A L O L S G S E I

1501 gcttacatagatttgacgagtggattcgatgaggcgttgcaactgagcggaagtgaaatt 1560
G G G N I H V E E S R P R D S D E G R S

1561 ggaggagggaacatacatgtggaagagtctagaccaagagatagtgatgagggccgttce 1620
S N R A P A R G A P R G R H S D R A P R

1621 tcaaacagagcacctgctagaggagcacctcgtggccgtcactcagatagagcacctcecgt 1680
G G R F S D R A P R G R H S D R G A P R

1681 ggaggacgtttctcggatagagcaccacgtggacgtcactcagatagaggagcacctcgt 1740
G R F S T R G R G P S K P S V M E S S K

1741 ggccgtttcagtacgcgtggaagaggacccagcaaaccaagtgtaatggaatcatccaaa 1800
G T K T VvV F N D E E *

1801 gggacgaagacggtctttaatgatgaagagtag 1833
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6.2.2 Fibrillarin GenBank: cDNA-Acc.-No. NM_124626, Protein-Acc.-No. NP_568772

M R P P V T G G R G G G G F R G G R D G

1 atgagacccccagttacaggaggacgtggtggtggaggattcagaggtggaagagatggt 60
G 6 R G F 6 6 G R S F 6 G G R S G D R G

61 ggtggaagaggttttggaggtggaagaagctttggaggaggccgtagtggtgacagagge 120
R S G p R G R G R G A P R G R G G P P R

121 cgtagtgggcctcgcggcagaggacgtggtgcgectecgtggtcgtggaggaccacctegt 180
G G666 M K G G S K v I VvV E P H R H A G V F

181 ggaggaatgaaaggaggaagcaaagtgattgttgagcctcacagacatgcgggagtgttt 240
I A K G K E D A L V T K N L V P G E A V

241 attgctaagggtaaagaagatgctcttgtcactaagaatttggttcctggtgaagctgtt 300
Yy N E K R I S v Q@ N E D G T K V E Y R V

301 tacaatgagaagagaatctctgttcagaatgaagatggaactaaggttgaatacagagtt 360
w N P F R S K L A A A I L G GV D N I W

361 tggaatccgtttagatctaagttagctgctgcaattcttggtggtgtcgacaacatttgg 420
I XK P G A K V L ¥ L G A A S G T T V S H

421 atcaaacctggtgccaaagttctttacttgggtgctgcttctgggaccactgtctctcat 480
v s D L VvV G P E G C V Y A V E F S H R S

481 gtttctgacctcgttggccctgagggatgtgtttatgctgttgagttttctcatagaagt 540
G R D L VN M A K K R T N V I P I I E D

541 ggtagagatttggtgaacatggccaagaagagaactaacgttattccaatcattgaagat 600
A R H P A K Y R ML V G M V D V I F S D

601 gctagacatccggctaagtacagaatgctcgtgggcatggttgatgtcatattctctgat 660
v A 0 P D O A R I L A L N A S F F L K T

661 gttgctcagccagatcaggcaagaatcttggccctgaatgcecctcatttttcctcaaaact 720
G G H F Vv I s I K A N C I D S T V A A E

721 ggtggacactttgttatctcaatcaaggccaactgtatcgactctacagttgcagcagaa 780
AV F ¢ S E VvV K K L 0 0 E O F K P A E Q

781 gcagtcttccagagcgaggtgaagaagctgcaacaagagcagtttaagccagcagaacag 840
v T L B P F E R D H A C V V G G Y R M P

841 gtgactctcgagccgtttgagcgtgaccatgecctgtgttgttggtggttaccgcatgeecg 900
K K Q K T P A S *

901 aagaaacaaaagaccccagcctcatag 927
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6.3 Neue Sequenzvarianten von PSTVd

Pflanze 3: G4—C, Cy—A, Ci6—A, Ujos—C, Cio6—U, Uspy—A, U ;;—C

Chromas 1.45  File: 03 _CO1_Schmitz 3 HS  Sequence Name: HS 1148 _9.07.  Run ended: Jul 9, 2003 Page 1 of |
50 50
CT GNNT I‘*TTTEF‘GCT‘EI"G..T‘TLGG'I"""”:.‘Tf:'fGGT?G(':"—":"—'??G-‘r'—G(‘"."“‘f?G‘G -'-—'u-'“G""‘T"'F"‘—' "">G—*rCGGGE CGA Eg
P>Tvd_ [szr? >
Pas
238
J J k l - L A
123 140 150 160 130 3
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Pflanze 10: G46—>C, C47—>U, U313—)A, U317—>C
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Pflanze 18: G4—C, C;—A, -Ag, Uz 17— C
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7 Zusammenfassung

Viroide sind kleine, nicht kodierende RNA-Molekiile, die in geeigneten Wirtspflanzen zu einem
beachtlichen Titer vermehrt werden. Das Untersuchungsobjekt der vorliegenden Arbeit - das Potato
Spindle Tuber Viroid (PSTVd) - akkumuliert dabei im Nukleolus des Zellkerns, ohne die meisten
Wirte erkennbar zu schiadigen. Die Tomatenvarietit Rutgers gehort zu den wenigen Pflanzen, die
bei PSTVd-Befall deutliche Krankheitssymptome entwickeln. In der vorliegenden Arbeit wurden
zwei pflanzliche Proteine auf ihre Wechselwirkung mit der Viroid-RNA hin untersucht. Zum einen
die RNA-bindende Proteinkinase PKR, fiir welche eine wichtige Funktion im Krankheitsverlauf
angenommen wurde, zum anderen eines der abundantesten Proteine des Nukleolus - Nukleolin.
Die Proteinkinase bindet demnach die Viroid-RNA erstaunlich gut, jedoch weist sie diese Affinitit
auch zu der zelluldaren 7S-RNA auf und unterscheidet auch nicht zwischen unterschiedlich patho-
genen Varianten der PSTVd-RNA. Aullerdem ist ihre Aktivitdt im Gegensatz zu der am Anfang
stehenden Hypothese offensichtlich unabhiingig von einer Viroidinfektion, soda8 eine ursédchliche
Bedeutung dieser Wechselwirkung fiir den Krankheitsverlauf unwahrscheinlich ist.

Das Nukleolin wurde aufgrund der Uberlegung ausgewihlt, daB eine abundante Komponente des
Nukleolus die Viroid-RNA fest bindet und so ihre Akkumulation in diesem hochaktiven Organell
ohne schidigende Auswirkungen fiir die Pflanze erlaubt. Diesem Protein kommt eine entscheiden-
de Rolle bei den ersten Schritten der ribosomalen RNA-Prozessierung zu. In dieser Arbeit gelang
erstmals die rekombinante Expression von Nukleolin und in der Folge der Nachweis, da} dieses
Protein auch in Pflanzen mehrere Bindestellen am Beginn der pra-rRNA und im Bereich der ersten
Prozessierungsstelle dieses Molekiils aufzuweisen scheint. Seine Affinitit zur Viroid-RNA ist im
Vergleich zu diesen natiirlichen Bindemotiven relativ gering, jedoch hoch genug, um rein rechne-
risch bis zu 99 % der PSTVd-RNA im Nukleolus zu binden.

Der Versuch, einen weiteren putativen Wechselwirkungspartner des Viroids - das RNA-bindende
Protein HYLI1 - aus der Tomate zu klonieren, fithrte zum Erhalt der partiellen Sequenz eines
entsprechenden Homologs und zu dem Ergebnis, daf} dieses Protein sich zwischen verschiedenen
Pflanzen auf hochinteressante Weise unterscheidet.

AuBerdem wurden im Verlaufe der Arbeit verschiedene PSTVd-Stdmme in unterschiedlichen
Pflanzen iiber relativ grofle Zeitrdume kultiviert. Ihre Sequenzierung fiihrte schlieBlich neben der
Entdeckung verschiedener neuer Sequenzvarianten zu dem Ergebnis, dal} eine bislang giiltige
Theorie, wonach steigende Pathogenitit der Viroid-RNA mit einer zunehmenden Kriimmung des
Molekiils einhergeht, hinfillig ist. Stattdessen offenbarten in silico-Sequenzvergleiche, dal der
pathogenitidtsdeterminierende Abschnitt der PSTVd-RNA komplementir zu Abschnitten
verschiedener mRNAs ist und insofern als Interfering-RNA wirken konnte, die den Abbau der

betroffenen mRNAs determiniert oder ihre Translation unterdriickt.
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Amp

d.h.
DNA
DNase
dsDNA
dsRNA
DTE
EDTA
EtOH

HYL1
i.d.R.
KCl
MgCl,
min

ul

pm
uM
mRNA
NaCl
NaF
ng

nM
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dNTP
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PCR
PEG
PKR
PMSF
PSTVd
RNA
RNase
rpm
rRNA
RT
SDS
Tris
tRNA
u.a.

VM
z.B.
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Abkiirzungsverzeichnis

Ampicillin

Basenpaare

das heif3t
Desoxyribonukleinsdure
Desoxyribonuklease
doppelstrangige DNA
doppelstrangige RNA
Dithioerythreitol
Ethylendiamintetraacetat
Ethanol

Erdbeschleunigung

Stunde

Hyponastic Leaves 1

in der Regel

Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid

Minuten

Mikroliter (10 Liter)
Mikrometer ((10° Meter)
Mikromolar (10 mol/Liter)
Messenger-RNA
Natriumchlorid
Natriumfluorid

Nanogramm (10 Gramm)
Nanomolar (10 mol/Liter)
Nukleotide
Nukleotidtriphosphat
desoxy-Nukleotidtriphosphat
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerase Chain Reaction
Polyethylenglykol

Protein Kinase RNA-activated
Phenylmethylsulfonylfluoride
Potato Spindle Tuber Viroid
Ribonukleinsdure
Ribonuklease

revolutions per minute
ribosomale RNA

Reverse Transkriptase
Sodium Dodecyl Sulfate
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
transfer-RNA

unter anderem

Volt

Virulenz-modulierend

zum Beispiel
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