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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Viroide

Mit Viroiden werden subvirale Erreger von Pflanzenkrankheiten bezeichnet, die Anfang der
siebziger Jahre von verschiedenen Arbeitsgruppen unabhingig voneinander beschrieben
wurden. Viroid bedeutet virus-dhnlich und beschreibt, dass Viroide zwar Infektionen
hervorrufen konnen, die denen einer Virusinfektion entsprechen, aber in einigen Merkmalen
deutlich von dem Charakter eines Virus abweichen. Viroide bestehen aus einer
einzelstrangigen, zirkuldr geschlossenen RNA von 246-399 Nt Lénge je nach Viroidspezies
(zur Ubersicht siehe Steger und Riesner, 2003; Flores ef al., 1997, 2000). Sie sind nicht von
einer Hiille umgeben und kodieren fiir kein Protein (Davies et al., 1974; Semancik et al.,
1977), weswegen sie fiir sdmtliche Funktionen, wie z.B. Replikation, Transport oder
Pathogenese, vollstindig auf Proteine und Faktoren des Wirts angewiesen sind. Die Viroid-
RNA besitzt einen hohen Grad an Selbstkomplementaritit, was nativ zur Ausbildung der
charakteristischen Stédbchenstruktur fithrt (s. Abb. 1.1). Innerhalb der Sekundirstruktur
konnten charakteristische Motive identifiziert werden, von denen drei nidher betrachtet werden
sollen: 1) die zentrale konservierte Region (central conserved region, CCR), 2) die terminale
konservierte Region (terminal conserved region, TCR), die sich im oberen Strang der linken
terminalen Domine befindet, und 3) der terminal konservierte Hairpin (terminal conserved
hairpin, TCH), der ebenfalls am Ende der linken terminalen Domine lokalisiert ist und dessen
Konserviertheit sich nicht nur auf die Sequenz, sondern auch auf die Sekundéarstruktur bezieht
(Flores, 2001). Die An- oder Abwesenheit der TCR oder TCH-Motive, vor allem aber die
Sequenz der CCR fiihrt zur Unterteilung der Viroide in zwei Familien, die Pospiviroidae mit
dem Viroid der Kartoffelspindelknollensucht (Potato Spindle Tuber Viroid, PSTVd) als
namensgebendem Vertreter und die Avsunviroidae mit dem Avocado Sunblotch Viroid
(ASBVd) als namensgebendem Vertreter. Im Gegensatz zu den Pospiviroidae verfiigen die
Avsunviroidae nicht tiber die beschriebenen konservierten Motive. Dariiber hinaus weisen bei
den Avsunviroidae die RNA-Stringe beider Polarititen ((+) und (-)) eine Ribozymaktivitit
auf, d.h. sie besitzen eine Hammerhead-Ribozym-Domine, {iiber welche sich die
Replikationsintermedidren dieser Viroide im Replikationszyklus selbst schneiden konnen.
AuBerdem variiert die typische Sekundirstruktur der Avsunviroidae, indem sie im Gegensatz
zu den Pospiviroidae in-vitro und wahrscheinlich auch in-vivo eher eine verzweigte Struktur
als eine Stiabchenstruktur darstellt (Flores, 2001).

Viroide treten bevorzugt in den tropischen und subtropischen Klimazonen auf, da sowohl
hohe Temperatur, als auch starke Lichtintensitit die Viroidreplikation und
Symptomausprigung favorisieren (Flores, 2001). Es werden mit Ausnahme eines einzigen
Viroids, des Coconut Cadang Cadang Viroids (CCCVd), dessen Wirt die monokotyle
Kokospalme ist, ausschlieBlich dikotyle Pflanzen wie z.B. Tomate, Kartoffel, Hopfen,
Avocado, Chrysantheme, Gurke und Zitrone befallen. Generell auftretende
Krankheitssymptome sind Internodienstauchung, Blattmissbildung, Chlorosen und in seltenen
Fillen Nekrosen (z. U. s. Riesner und Gross, 1985; Diener, 1987; Symons, 1990), wobei eine
Infektion der Kokospalme mit dem CCCVd sogar zum Absterben des Wirts fithren kann. Das
in dieser Arbeit untersuchte PSTVd bewirkt nach Infektion der Wirtspflanze charakteristische
Symptome wie gestauchte Sprossachsen, sowie spindelférmige, gewichtsreduzierte Knollen.
Die Infektion mit Viroiden verlduft systemisch. Bei PSTVd z.B. ist das Viroid nach der
mechanischen Inokulation von Tomatenpflanzen zundchst nur in Bléttern oberhalb der
Inokulationsstelle nachzuweisen. Erst spdter ist der Nachweis des Pathogens in weiter
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unterhalb liegenden Bléttern und schlieBlich der Wurzel moglich. Der betrachtete
Transportweg entspricht demjenigen, der von Photosyntheseprodukten iiber das Phloem
genutzt wird. Stark-Lorenzen und Kollegen wiesen 1997 mit ,.tissue print“-Hybridisierungs-
Experimenten PSTVd-Molekiile im vaskuldren System nach (Stark-Lorenzen et al., 1997).
Neueren Experimenten zufolge ist der systemische Transport von der Wechselwirkung
zwischen einem konservierten Motiv (,,71-Nukleotid bulged hairpin®) mit dem Wirtsprotein
VirP1 abhéngig (Maniataki et al., 2003). Neben dem Phloemgewebe ist PSTVd noch in den
Mesophyllzellen infizierter Tomatenpflanzen nachweisbar. Hier akkumuliert es zu einer
Dichte von bis zu 50000 Molekiilen pro Zelle.

1.2 Struktur der Viroide

Viroide sind insgesamt sowohl fiir den Transport und die Replikation, als auch fiir die
einzelnen Schritte wéhrend der Replikation auf die Enzyme und Proteine des
Wirtsorganismus angewiesen. Um diese nutzen zu konnen, verwenden Viroide ihre
Sekundirstruktur, um solche Strukturmotive auszubilden, die eine Erkennung durch die
Wirtsproteine und damit eine Nutzung der Wirtsmaschinerie ermoglichen. Diese Eigenschaft
der Viroide kdnnte man als ,,strukturelle Mimikry* bezeichnen, da die Viroid-RNA aufgrund
der simulierten Ahnlichkeit zu wirtseigenen Nukleinsiuren als Template fiir eine Vielzahl von
Reaktionen akzeptiert wird und so ihr Uberleben im fremden Organismus gesichert ist.

Die Viroide der Familie Pospiviroidae nehmen im nativen Zustand auf Grund der extrem
hohen Selbstkomplementaritit der Viroidsequenz eine Stdbchenstruktur ein (s. Abb. 1.1). Sie
beinhaltet kurze Helices mit bis zu neun Basenpaaren sowie ungepaarte Regionen. Die extrem
kurzen Helixbereiche, die eine Linge von neun Basenpaaren nicht iiberschreiten, werden
diskutiert als eine Art ,,Schutzmechanismus® der Viroide vor wirtseigenen Nukleasen, die
eben diese Helices aufgrund der extrem kurzen Lénge nicht erkennen und somit die Viroid-
RNA nicht degradieren konnen. Die alternierend gepaarten und ungepaarten Bereiche ver-

TL VM CCR VR TR

Abb. 1.1

Native PSTVd-Sekundirstruktur

Die Nummerierung der Nukleotide folgt der Nomenklatur von GroB3 et al. (1978). Einteilung der
Stiabchenstruktur fiir die Pospiviroidae in funktionelle Doménen nach Keese und Symons (1985).
TL: linke Terminale-Doméne, TR: rechte Terminale-Doméne, VM: Virulenz-modulierende Region,
CCR: ,,Central Conserved Region“ VR: Variable Region. Gestrichelt umrandete Bereiche sind in
Anlehnung an Flores (2001) bezeichnet. TCH: terminal conserved hairpin (Sequenz und Position;
Hostu- und Cocadviroidae; TCR: terminal conserved region (Pospi- und Avsunviroidae und in
CbVd 2 und CbVd 3), CCR; s. o.
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zweigen nicht und bilden auch keinerlei iibergeordnete Tertidrstruktur aus (z. U. s. Flores,
2001; Steger und Riesner, 2003). Sowohl die Zirkularitit, als auch die hohe
Selbstkomplementaritdt verleihen den Viroiden hohe thermodynamische Stabilitdit und
Resistenz gegen Nukleasen (Sdnger et al., 1976; Domdey et al., 1978; Henco et al., 1979;
Wild et al., 1980; Rokohl, 1982). In Abb. 1.1 sind die funktionellen Bereiche fiir die
Pospiviroidae eingezeichnet (nach Keese und Symons, 1985). Die zentrale konservierte
Region (CCR) besteht aus einem Abschnitt der oberen und unteren Hélfte der PSTVd-RNA.
Das zentrale Element der CCR ist ein GC-Palindrom. Im Bereich der CCR findet die
Strukturumwandlung bei der Prozessierung statt; aulerdem liegen hier die Schnittstellen flir
die Prozessierung (Baumstark et al., 1997). In der linken Hélfte der Stdbchenstruktur liegt die
sogenannte Virulenz-modulierende Region (VM-Region). Mutationen in diesem Bereich
fiihren zu Viroidstimmen mit sehr unterschiedlicher Pathogenitdt. Als Ursache hierfiir wird
die unterschiedliche Biegung der Nukleinsdure innerhalb dieser Region diskutiert.
Experimente lieferten Hinweise darauf, dass der Grad der Biegung mit der Stirke der
Pathogenitit korreliert (Schmitz und Riesner, 1998). Im rechten Bereich der nativen
Viroidstruktur befindet sich die sogenannte variable Region (VR). Sie weist weniger als 50 %
Homologie zwischen den verschiedenen Viroiden auf und ist somit der Bereich, der die
meisten Sequenzvariationen enthélt (Sdnger und Haas, 1987).

Die thermische Denaturierung der nativen Stébchenstruktur des PSTVd geschieht in einem
hochkooperativen Prozess, bei dem definierte Strukturzustinde durchlaufen werden (zur
Ubersicht sieche Riesner, 1990) (s. Abb. 1.2). Die Denaturierung, die in der linken
Stdbchenhilfte beginnt, generiert einzelstringige Sequenzabschnitte, die nun mit
Sequenzbereichen der rechten PSTVd-Hilfte Basenpaare ausbilden konnen, was zur
Destabilisierung der rechten Hilfte fiihrt und in einem hochkooperativen Ubergang endet, bei
dem alle Basenpaare aufgelost werden und das PSTVd eine Struktur einnimmt, die drei
stabile Haarnadelstrukturen aufweist. Diese wéihrend des Denaturierungsvorgangs gebildeten,
definierten, stabilen Haarnadelstrukturen (Hairpins HP I bis HP III), werden bei weiterer De-

a)
HPI  HPI HPIII HPIII
(@:ininnaafinianfinnnnnnfiniiiannann finnngnannnifinnnnnnnfinnagrininn@;
HP II HPII
b)

Abb. 1.2

Denaturierungsmechanismus des PSTVd

Schematische Darstellungen der Basenpaardissoziation; mit zunehmender Temperatur werden die
Zustinde a) bis e) durchlaufen. HP: Hairpin
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naturierung zugunsten des offenen Zirkels wieder aufgelost (Henco et al., 1979; Riesner et al.,
1979). Die gebildeten HP-Strukturen sind nicht in allen Viroiden zu finden; so ist HP III
ausschlieBlich auf das PSTVd beschriankt, wiahrend HP 1 und HP II von allen Pospiviroiden
ausgebildet werden konnen. Bei den gebildeten HP-Strukturen handelt es sich um Merkmale
metastabiler Strukturen (Riesner ef al., 1992). Typisch fiir metastabile Strukturen ist, dass sie
zwar fiir lingere Zeiten stabil sind, aber nicht Strukturen niedrigster Energie darstellen und
dass ein Gleichgewicht zwischen den Strukturen durch eine hohe Aktivierungsbarriere
verhindert wird. Die Lage der transienten Strukturelemente HP I und HP II ist innerhalb der
Pospiviroidae konserviert (Gross et al., 1982; Steger et al., 1984). Auf Grund dieser
Konserviertheit und ausfiihrlicher site directed-mutagenesis-Experimente (Loss et al., 1991;
Qu et al., 1993) konnte HP II eine funktionelle Relevanz im Hinblick auf die Transkription
zugeordnet werden.

1.3 Replikation von PSTVd

Da Viroide selbst nicht fiir Proteine kodieren, somit auch nicht fiir eine Polymerase, welche
die Replikation ihres RNA-Genoms garantiert, sind sie auch bei der Replikation
ausschlieflich auf die zellulire Maschinerie des Wirtes angewiesen. Die Replikation und
Akkumulation von PSTVd erfolgt im Nukleus, wihrend das Avocado Sunblotch Viroid
(ASBVd), der namensgebende Vertreter der zweiten Viroidfamilie — der Avsunviroidae — im
Chloroplasten repliziert und akkumuliert (Schumacher et al., 1983a; Harders et al., 1989;
Schindler und Miihlbach, 1992; Bonfiglioli et al., 1994; Lima et al., 1994).
Hybridisierungsexperimente ergaben, dass Viroide nicht ins Wirtsgenom integrieren (Branch
und Dickson, 1980; Zaitlin et al., 1980). Da fiir die Replikation der Viroide RNA-Stringe
beider Polaritdten nachgewiesen und diese als Replikationsintermediate interpretiert wurden,
konnte in Anlehnung an ein bereits bekanntes Replikationsschema viraler DNAs das Modell
des ,rolling-circles” entwickelt werden (Branch und Robertson, 1984). Die beiden
Viroidfamilien (Pospiviroidae und Avsunviroidae) replizieren nach unterschiedlichen rolling-
circle-Mechanismen, die je nach Verlauf als symmetrisch oder asymmetrisch bezeichnet
werden. Das hier betrachtete PSTVd repliziert nach einem asymmetrischen rolling-circle-
Mechanismus (Branch et al., 1988; Feldstein et al., 1998) (s. Abb. 1.3).

Nach Inokulation, die definitionsgemdl mit dem zirkuldren (+)-Strang erfolgt, werden in
einem ersten Schritt ausgehend von dem zirkuldren, monomeren Template oligomere (-)-
Strdnge synthetisiert. Diese oligomeren (-)-RNA-Stringe dienen in einer anschlieBenden
Transriptionsreaktion als Matritze zur Neusynthese oligomerer (+)-Stringe. Beide
Transkriptionsreaktionen (sowohl von (+) nach (-), als auch umgekehrt) werden von der
DNA-abhingigen RNA-Polymerase II (Pol II) katalysiert, was durch die Hemmung der
Transkription in Gegenwart geringer Mengen des Pol II-spezifischen Inhibitors o-Amanitin
nachgewiesen wurde (Miihlbach und Sénger, 1979; Spiesmacher et al., 1985; Schindler und
Miihlbach, 1992). Dariiber hinaus konnte in Experimenten mit einem monoklonalen
Antikorper gegen eine konservierte Doméne der groflen Untereinheit der Pol I eben diese
Untereinheit zusammen mit Viroid-RNA beider Polarititen co-prézipitiert werden (Warrilow
und Symons, 1999). Weiterhin konnte die Bindung von aufgereinigter Pol I aus
Weizenkeimen an PSTVd sowohl elektronenmikroskopisch, als auch iiber analytische
Ultrazentrifugation nachgewiesen werden (Goodman et al., 1984). Fiir den ersten Schritt der
PSTVd-Replikation —der Transkription von (+) nach (-)— wurden zwei definierte
Initiationsstellen fiir die Polymerase II bestimmt. Es handelt sich hierbei um die Nukleotide
A 111 und A 325 auf dem zirkuldren (+)-Strang, welche die Initiation des ersten
Transkriptionsschrittes determinieren (Fels et al., 2001). Folgende Arbeiten zeigten die
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Abb. 1.3

Der asymmetrische ,,rolling-circle“~-Mechanismus fiir die Replikation der Pospiviroidae (Branch
und Robertson, 1984) als Kreislauf funktionaler Strukturen (Riesner ef al., 1988)

Ausgehend vom zirkuldren (+)-Strang wird die oligomere (-)-Strang-PSTVd-RNA synthetisiert. Die
(-)-Strang-RNA dient als Template fiir die Synthese oligomerer (+)-Strang-PSTVd-RNA. Diese wird
auf Einheitsldnge geschnitten und zu Zirkeln ligiert. Die fiir die Erkennung durch die Wirtsfaktoren
notwendigen PSTVd-Strukturmotive sind wiedergegeben. Pol I1I: DNA-abhingige RNA-

Polymerase II, HP II: Hairpin II, TL: Tetraloop, E: Loop E.

beiden Nukleotide, einschlieBlich der davor liegenden GC-Boxen, als relevant fiir die
Replikation des PSTVd in vivo (Hu, 2000; Bannach, 2001). Das daraus resultierende Modell
fiir die Initiation der Pol II an den Startnukleotiden A111 und A325 ist in Abb. 1.4 auf der
ndchsten Seite dargestellt.

Die Interpretation, dass die beiden angegeben Nukleotide A111 und A325 tatsdchlich den
Transkriptions-Initiationsstellen der Pol. I entsprechen, wird im Verlauf der vorliegenden
Arbeit revidiert werden.

Die im weiteren Verlauf des rolling-circle-Mechanismus (s. Abb. 1.3) als Prozessierung
bezeichneten Schritte 3 und 4, Schnitt der oligomeren (+)-RNA in exakte Monomere und
Ligation der monomeren (+)-RNA zu exakten Zirkeln, bendtigen Sekundérstrukturen, die
nicht der thermodynamisch stabilsten Struktur entsprechen, sondern metastabile Strukturen
reprasentieren (Baumstark und Riesner, 1995). Im Anschluss an die Transkription zu
multimeren (+)-RNA-Molekiilen werden diese durch zwei bisher nicht ndher identifizierte
Enzymaktivititen zu RNA-Molekiilen exakter Monomerldnge geschnitten und deren Enden
zu vollstindigen Zirkeln ligiert (Baumstark et al., 1997; Kliimper, 2002), die dann erneut den
rolling-circle-Mechanismus durchlaufen. Die Akzeptanz des Viroids als Substrat durch die
wirtseigene RNase-(Aktivitdt) wird hierbei wahrscheinlich durch die definierte Konformation
der oligomeren Viroid-RNA bestimmt (Baumstark et al., 1997). Erste Hinweise auf die
beteiligte RNase deuteten auf eine aminoacyl-tRNA-Synthetase als potentielle Enzymaktivitit
hin (Klimper, 2002).
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Abb. 1.4

Sekundéirstruktur und Basensequenz der beiden Transkriptionsstartstellen A111 und A325
des cPSTVd-Molekiils (nach Fels ez al., 2001)

Die Syntheserichtung der Polymerase II ist durch einen Pfeil angegeben. Die zwei GC-Boxen, die
als Promotorelement diskutiert werden sind umrandet

Dem gegeniiber stehen Daten aus Experimenten mit dem Coconut Cadang-Cadang Viroid
(CCCVd), die von einer autokatalytischen Schnittreaktion ausgehen (Liu und Symons, 1998).
Die Replikation iiber einen symmetrischen rolling-circle-Mechanismus, wie er fiir die Viroide
der Avsunviroid-Familie beschrieben ist, verlduft dhnlich dem der Pospiviroidae, allerdings
werden hier die multimeren (-)-RNA-Produkte zunéchst durch die endogene Ribozymaktivitit
zu exakten Monomeren geschnitten und dann zu (-)-Zirkeln ligiert. Diese miissen wiederum
den rolling-circle-Mechanismus ein zweites Mal durchlaufen, um wieder monomere Zirkel
mit (+)-Polaritit zu generieren (Bonfiglioli et al., 1994; Lima et al., 1994). Im Gegensatz zu
den Pospiviroiden wird die Replikation der Avsunviroide nicht iiber die DNA-abhingige
RNA-Polymerase II vermittelt, sondern es wird eine sogenannte ,nuclear encoded
chloroplastic Polymerase® (NEP) als verantwortliches Enzym diskutiert (Navarro et al.,
2000). Die Transkription beider Polarititen der ASBVd-RNA initiiert an spezifische Stellen
im terminalen Ende der ,,quasi“-Stibchenstruktur, weswegen es auch bei den Avsunviroiden
definierte Bereiche gibt (wobei diese Bereiche eher durch die Sekundérstruktur der RNA als
durch die Sequenz determiniert werden), an denen die Transkription startet (Navarro und
Flores, 2000; Pelchat et al., 2001; Pelchat et al., 2002).

1.4 Transkription mit der DNA-abhingigen RNA-
Polymerase I1

Die RNA-Polymerasen I, IT und III sind im Nukleus eukaryotischer Zellen lokalisiert. Obwohl
sie alle im gleichen Zellkompartiment lokalisiert sind, transkribieren sie verschiedene RNA-
Spezies. Wihrend die Polymerase I fiir die Transkription der rRNA verantwortlich ist,
transkribiert die Polymerase II die mRNA und die meisten small nuclear (sn)-RNAs. Die
tRNAs, sowie die 5S RNA und U6 snRNA werden von der Polymerase III transkribiert. Da
fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente die Polymerase II (Pol II) von Bedeutung
ist, soll diese im Folgenden néher betrachtet werden. Die RNA-Polymerase II besteht aus
mehreren Untereinheiten (bis zu 14) mit Molekulargewichten 14 und 220 kDa (zur Ubersicht
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siche Duda, 1976; Guilfoyle, 1981; Sentenac, 1985, Martinez, 2001). Das Gesamtgewicht des
Enzyms betrdgt etwa 0,5 MDa. Die aufgereinigte Pol II alleine initiiert die Transkription
unspezifisch, d.h. sie erkennt in-vitro keinerlei Initiationssignale, was sowohl zur Initiation an
Doppel-, wie auch an Einzelstrdngen fiihrt (Lewis und Burgess, 1980; Matsui et al., 1980). Da
die Erkennung einer spezifischen Startdomédne durch die Polymerase alleine offensichtlich
nicht vermittelt wird, kann postuliert werden, dass in vivo weitere Faktoren und/oder Proteine
zur Verfiigung stehen, die eben diese Spezifitit der Initiation der Transkription vermitteln.
Hierbei kann zwischen zwei verschiedenen ,,Qualititen” der Transkription unterschieden
werden. Zum einen spricht man von der sogenannten basalen Transkription, die unabhiangig
von Aktivatoren oder Repressoren stattfindet, und zum anderen von der sogenannten
aktivierten Transkription, bei der zusétzliche regulatorische Elemente eine Rolle spielen. Da
die Viroid-RNA nicht das natiirliche Template der Pol II ist, wird davon ausgegangen, dass
ihre Replikation auf dem Level einer basalen Trankription stattfindet, weswegen im
Folgenden der Schwerpunkt auf den Mechanismus der basalen Transkription gelegt wird und
nur peripher auf aktivierende oder reprimierende Elemente eingegangen wird. Die Initiation
der Transkription durch die Pol II ist in vielen Ubersichtsartikeln beschrieben (Roeder, 1996;
Hampsey, 1998; Kadonaga, 2002; Martinez, 2002).

Fiir die Transkription mit der DNA-abhidngigen RNA-Polymerase II (PolIl) werden
hauptséchlich zwei verschiedene Sequenzelemente diskutiert, die fiir die Assemblierung des
transkriptionsaktiven Komplexes essentiell sind. Neuere Untersuchungen zeigten noch ein
weiteres Element als entscheidend — das sogenannte ,,downstream promoter element* (DPE),
auf das jedoch hier nicht ndher eingegangen werden soll (Kadonaga, 2002). Eines der basalen
Promotorelemente ist die sogenannte TATA-Box, eine AT-reiche Konsensussequenz
[TATAa/tAa/t], die ~30 Nukleotide oberhalb (,,upstream®) des eigentlichen Startnukleotids
(+1) liegt. Das zweite relevante Sequenzelement ist die sogenannte Initiatorsequenz (INR) mit
der Konsensussequenz [YY(C)ANT/AYY] bei tierischen Promotoren (Corden et al., 1980;
Butcher, 1990; Javahery ef al., 1994; Lo und Smale, 1996; Smale et al., 1998) und
[TCA+1G/TTC/T] bei Drosophila (Hultmark et al., 1986; Purnell et al., 1994; Arkhipova,
1995; Kutach und Kadonaga, 2000). Das INR-Element schlieit die Initiationsstelle ein. Die
INR war zunichst fiir Sdugetiere, Drosophila und Hefe beschrieben (z.B. Corden et al., 1980;
Breathnach und Chambon, 1981; Hultmark et al., 1986; Struhl, 1987) und wurde spiter als
diskretes funktionelles Element definiert (Smale und Baltimore, 1989; Smale, 1994, 1997).

Bei Pflanzen kann der Abstand der TATA-Box von der Initiationsstelle (+1) stark variieren —
es sind Abstidnde von 23 bzw. 54 Nukleotide beschrieben (Waugh et al., 1991; Martini et al.,
1993). Dariiber hinaus ist auch das Promotorelement INR bei den Pflanzen verschieden von
der tierischen Initiatorsequenz. Hier ist eine definierte Konsensussequenz der INR nicht
beschrieben, sondern als entsprechender Bereich gilt hier ein A,C,T-reicher Sequenzabschnitt
(Schweizer, 1994).

Allgemein sind fiir die promotorspezifische Initiation neben der Polymerase noch eine
Vielzahl von Proteinen und Faktoren essentiell. Man unterscheidet hier zwischen sechs
verschiedenen Transkriptionsfaktoren (TFIIA, TFIIB, TFID, TFIIE, TFIIF und TFIIH),
sowie dem TATA-binding protein (TBP) und den TBP-associated factors (TAFs). Die
Bildung des Priinitiationskomplexes (PIC), der initiativ fiir den Start der Transkription
verantwortlich ist, gliedert sich in mehrere diskrete Schritte (s. Abb. 1.5, nichste Seite). Der
erste Schritt ist die Bindung des TFIID an den Kernpromotor. Der humane TFIID ist ein
stabiler Komplex und besteht aus dem TATA-binding protein und 14 unterschiedlichen TBP-
associated factors, die phylogenetisch konserviert sind (zur Ubersicht: Burley und Roeder,
1996; Green, 2000). Die TBP-Untereinheit des TFIID bindet an die kleine Grube der TATA-
Box (bei ~-30), was zu einer erheblichen Kriimmung der Promotor-DNA fiihrt, wéhrend eini-
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Modell der schrittweisen Assemblierung des Priinitiationskomplexes (PIC) (in Anlehnung
an Martinez, 2002)

Die Assemblierung bei Klasse II-Promotoren mit TATA-Element beginnt mit der Bindung des
»TATA-binding protein“ (TBP) an die TATA-Box, sowie der Wechselwirkung der ,,TBP-
associated factors* (TAFs) an die Initiatorsequenz (INR) oder an ,downstream® gelegene
Promotorelemente. Die Stabilisierung dieser Wechselwirkungen wird durch TFIIA vermittelt.
TFIIB stabilisiert den TBP-TATA-Komplex und erlaubt die Rekrutierung der weiteren
Transkriptionsfaktoren einschlieBlich der Polymerase II. Das Aufschmelzen des Promotorbereichs
ist ATP-abhingig und wird durch die Helikase-Aktivitit von TFIIH vermittelt. So geht der
geschlossene Komplex in den offenen Komplex iiber, was die anschlieBende Transkription
ermoglicht.

ge der TAFs mit der Initiatorsequenz (INR, im Bereich der Startstelle +1) und zusédtzlichen
»downstream® gelegenen DNA-Sequenzen (bis zu +35), einschlieBlich des DPE-Elements in
einigen Genen wechselwirken (Burley und Roeder, 1996; Oelschléger et al., 1996; Verrijzer
und Tjian, 1996; Burke und Kadonaga, 1997; Chalkley und Verrijzer, 1999; Wu et al., 2001).
Die Bindung von TFIID an den Kernpromotorbereich wird durch die Transkriptionsfaktoren
TFIIA und TFIIB stabilisiert. Die Stabilisierung durch die beiden Faktoren ist unterschiedlich,
so stabilisiert z.B. TFIIB den TBP-TATA-Komplex iiber Kontakte sowohl zum TBP, als auch
zu DNA-Bereichen, die das gebundene TATA-Element flankieren (Nikolov ef al., 1995; Tsai
und Sigler, 2000). TFIIB ist generell fiir die basale Transkription entscheidend, die entweder
durch TBP oder TFIID vermittelt wird. Im Gegensatz dazu ist TFIIA in aufgereinigten
Systemen fiir die TBP-vermittelte basale Transkription entbehrlich (Orphanides et al., 1996;
Roeder, 1996), obwohl es ebenfalls die TBP-TATA-Wechselwirkung stabilisiert, indem es
sowohl an TBP, als auch an die DNA ,,upstream‘ des TATA-Elements bindet (Geiger et al.,
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1996; Tan et al., 1996). Im Gegensatz zu TFIIB hat der Transkriptionsfaktor IIA einen
stimulierenden Effekt auf die basale TFIID-abhingige Transkription. Dariiber hinaus ist
TFIIA essentiell fiir die basale Transkription von solchen Promotoren, denen das TATA-
Element fehlt, die aber iiber eine INR verfligen (Martinez et al., 1998a). Die Bildung des
TFIID-ITA-IIB-DNA-Komplexes erlaubt die Rekrutierung von TFIIF zusammen mit der
Polymerase II. Auch der sogenannte ,,Minimal-Komplex*, bestehend aus TBP, TFIIB und
DNA kann TFIIF zusammen mit der Pol II rekrutieren und ist anschlieBend in der Lage,
Transkription sowohl von superhelicalen DNA-Plasmiden, als auch vorgeschmolzenen (pre-
melted) Promotor-Templates in-vitro zu initiieren. Der zusitzliche Einbau der Faktoren TFIIE
und TFIIH in den Komplex ist essentiell fiir das Aufschmelzen des Promotors und somit die
Bildung des offenen Transkriptionskomplexes, an dem anschlieBend die eigentliche
Transkription beginnen kann. Der Transkriptionsfaktor IIE dient hierbei ,lediglich® der
Rekrutierung und Aktivierung des folgenden Faktors TFIIH, der {iber mehrere essentielle
Aktivititen verfiigt. Zum einen enthélt er zwei DNA-Helikasen, die an dem ATP-abhidngigen
Aufschmelzvorgang des Promotors an der Startstelle (+1) beteiligt sind, d.h. den offenen PIC
generieren, sowie die Pol II-Clearance vom Promotor ermdglichen (Review: Dvir et al.,
2001). Zum anderen phosphoryliert TFIIH die Carboxy-terminale Doméne (CTD) der grofen
Untereinheit der Pol II, was ebenfalls die Promotor-Clearance erleichtert. Das zentrale
Element der CTD ist ein repetitives Heptapeptid (bei Arabidopsis 41 x, Konsensussequenz:
YSPTSPS; zur Ubersicht: Bako et al., 1994). Durch Hyperphosphorylierung der CTD, d.h.
durch die Bildung des offenen Komplexes beginnt die RNA-Synthese. Die Elongation der
nascierenden RNA geschieht mit einer Rate von ~1500 bis 2000 Nukleotiden pro Minute
(Aso et al., 1995).

Die beschriebene Bildung des PIC ist bestimmt durch die initiale Bindung von TBP/TFIID an
die TATA-Box. Viele Gene verfiigen jedoch nicht iiber ein solches TATA-Element und
trotzdem konnen diese Promotoren, die zwar kein TATA-Element aber eine INR besitzen, die
Transkription, sowohl in vivo als auch in zellfreien Systemen und zwar von einer einzigen
Startstelle innerhalb der INR aus, korrekt initiieren (Review: Smale, 1997). Die hierfiir
notwendigen Faktoren und Mechanismen sind allerdings noch wenig charakterisiert, jedoch
ist bekannt, dass auch TATA-lose (TATA-less) Promotoren TFIID bendétigen (Pugh und
Tjian, 1991; Zhou et al., 1992). Im Gegensatz zu TATA-haltigen Promotoren benétigen
TATA-lose Promotoren TAFs innerhalb des TFIID-Komplexes und TFIIA fiir die basale
Transkription (Martinez et al., 1994, 1998a; Review: Smale, 1997; Roeder, 1998). Es
existieren also alternative ,,Kernpromotor-selektive* Wege zur Rekrutierung von TFIID (zur
Ubersicht siehe Roeder, 1996, 1998; Verrijzer und Tjian, 1996). Interessanterweise konnte
gezeigt werden, dass humane TAFs (TAF250 und TAF150) zwar schwach, aber direkt
sequenzspezifisch an die INR binden (Chalkley und Verrijzer, 1999) und in Drosophila
binden TAFs mit Histon H3/H4-dhnlicher Struktur an die DPE (downstream promotor
element)-Sequenz, die circa bei +30 downstream der INR in einigen TATA-haltigen und
TATA-losen Genen liegt. All diese Faktoren, die unterschiedlich relevant in verschiedenen
Organismen sind, reprdsentieren die Komplexitit der Klasse-II-basalen Transkriptions-
maschinerie.

1.5 Modelle von Polymerase II-Promotorelementen fiir
Viroide, speziell fiir PSTVd

Fiir das PSTVd sowie fiir die meisten Viroide scheidet die TATA-Box als Promotorelement
fiir die Pol II aus, da Viroide weder tiber eine TATA-Box noch iiber eine Initiatorsequenz
(INR) verfiigen. Das PSTVd wverfiigt noch nicht einmal iiber ein TATA-dhnliches
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Sequenzmotiv, weswegen zu postulieren ist, dass die Struktur des PSTVd selbst (Stdbchen als
native Struktur der (+)-Polaritét und die sogenannte multi-hairpin-Struktur der (-)-RNA) einen
Sequenz- und/oder Strukturbereich reprasentiert, der fiir die Pol II als Promotorregion dient
und von dieser erkannt und akzeptiert wird. Fiir den (-)-Strang von PSTVd zeigten
Mutationsanalysen, dass der HP II, der sich wéhrend der sequenziellen Faltung als Folge der
Transkription von (+) nach (-) als Teil einer multi-hairpin-Struktur bildet (Hecker et al.,
1988), ein entscheidendes Element fiir die Infektiositidt des Viroids ist (Loss et al., 1991).
Solche Mutationen, die zu einer Fehlpaarung im Helixbereich des HP II des (-)-Strangs
fiihrten, revertierten in der Pflanze zur Wildtypsequenz oder es traten solche
kompensatorischen Mutationen auf, die HP II im (-)-Strang wieder herstellten (Loss et al.,
1991; Qu et al., 1993). Es ist nicht geklart, ob der HP II von der Polymerase selbst oder
spezifischen Transkriptionsfaktoren erkannt wird, oder ob es die Helix mit dem hohen GC-
Gehalt ist, die starke Homologie zu derjenigen GC-Box zeigt, die als Bindestelle von
Transkriptionsfaktoren, z.B. dem Transkriptionsfaktor SP1 konstitutiv exprimierter Gene
diskutiert wird. SP1 gehort zu einer Gruppe von Faktoren, die fiir die Transkription
sogenannter ,house-keeping*“-Gene essentiell sind (Gidoni et al., 1984; Watson et al., 1987).
Solche Transkriptionsfaktoren binden entweder an den TFIID oder ersetzen den TFIID und
konnen direkt den Initiationskomplex rekrutieren (Aso et al., 1994; Gerber, 1995; Goodrich et
al., 1996). Das Strukturmotiv HP II kann also prinzipiell ein Promotorelement fiir die Pol II
reprdsentieren, an den ein entsprechender Transkriptionsfaktor bindet und so die Initiation der
Pol II vermittelten Transkription ermdglicht. Dariiber hinaus ist bekannt, dass kurze GC-
reiche Helices eine Helixstruktur ausbilden, die eher einer fir RNA typischen A-Form
entspricht, als einer DNA-typischen B-Helix (Heinemann et al., 1987).

Fir die Transkription des zirkuldren PSTVd ist bisher keine eindeutige Promotorregion
definiert, obwohl es Hinweise darauf gibt, dass GC-reiche Sequenzdoménen innerhalb der
Stidbchenstruktur ebenfalls als potentielle Bindestelle von Transkriptionsfaktoren dienen
konnen (Hu, 2000; Bannach, 2001; Fels et al., 2001). Vergleiche mit anderen Viroidspezies
weisen darauf hin, dass es die terminalen stem-loop-Strukturen sind, die fiir eine solche
Promotorfunktion in Betracht kommen. So ist sowohl fiir das Avocado Sunblotch Viroid
(ASBVA), als auch fiir das Peach Latent Mosaic Viroid (PLMVd) eine solche Domine als
Erkennungsregion fiir die Pol II beschrieben (Navarro und Flores, 2000; Pelchat et al., 2001;
Pelchat et al., 2002). Auch die RNA des Humanpathogens Hepatitis Delta Virus (HDV), ein
Satelliten-Virus des Hepatitis B-Virus, das eine hohe Ahnlichkeit zur Viroid-RNA aufweist,
bildet in demjenigen Bereich, der als Startbereich der Transkription diskutiert wird, eine
Haarnadelstruktur aus, deren Disruption zum Verlust der Transkription flihrt, weswegen auch
hier die stem-loop-Struktur als Promotorelement fiir die Pol II wahrscheinlich ist (Beard et
al., 1996; Filipovska und Konarska, 2000; Macnaughton et al., 2002).

1.6 In-vitro-System zur Analyse der PSTVd-Replikation

Die detaillierte Analyse der PSTVd-Replikation erforderte ein in-vitro-System, das die
spezielle Betrachtung eines isolierten Transkriptionsschrittes erlaubte. Da die Replikation von
PSTVd sich in mehrere Schritte gliedert (s. auch 1.2), war es notwendig die Trennung der
einzelnen Transkriptionsereignisse sicherzustellen. Eine nicht vollstindige Trennung der
einzelnen Transkriptionsschritte wiirde die Untersuchung der entstehenden Replikations-
intermediate unmdglich machen. Dies gilt fiir die Transkription beider Polarititen. Sowohl die
der Transkription von (+) nach (-) nachfolgende Transkription von (-) nach (+), als auch die
an diesen Schritt anschlieBende Prozessierung der entstandenen (+)-Transkripte wiirde die
Untersuchungen der jeweils betrachteten Produkte beeintrachtigen. Zu diesem Zweck wurden
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die Transkriptionsexperimente in einem Kernextrakt einer gesunden (nicht PSTVd-
infizierten) Kartoffelzellkultur — Solanum tuberosum, HH258 — durchgefiihrt, welche die eben
beschriebene Betrachtung eines einzelnen Replikationsschrittes erlaubte. Generell sind
pflanzliche in-vitro-Transkriptionssysteme schwieriger zu etablieren und durchzufiihren als
vergleichbare Transkriptionssysteme in HeLa- oder anderen Vertebraten-Zellen. Dies liegt
daran, dass pflanzliche Zellen eine weitaus hohere Protease- und Nukleaseaktivitit aufweisen
als z.B. tierische Zellen. Dartiber hinaus sind die sekundéren Pflanzenstoffe der Vakuolen
storend, da sie inhibierend auf die Transkription wirken kénnen (zur Ubersicht: Schweizer,
1994).

Bei der Analyse der PSTVd-Replikation, bzw. generell der Viroidreplikation, existieren
zusitzliche Schwierigkeiten. Da die Viroid-RNA zwar von der Pol I transkribiert wird,
jedoch nicht das natiirliche Template ist, muss mit einer verminderten Transkriptionsaktivitit
der Polymerase beziiglich des PSTVd-Templates gerechnet werden, so dass allein der
Nachweis der entstandenen Transkriptionsprodukte einen nicht unerheblichen Teil der
kompletten Analyse darstellt. Erste Analysen erfolgten deswegen zunédchst mit aufgereinigter
Pol II aus Weizenkeimen (Rackwitz ef al., 1981). Darauf folgten Analysen der Replikation in
Systemen, welche die in-vivo-Situation besser repriasentierten, wie z.B. die Untersuchungen
an Protoplasten (mit PSTVd Miihlbach und Singer, 1981; Faustmann ef al., 1986; Schindler
und Miihlbach, 1992; mit Hop Stunt Viroid (HSVd): Yoshikawa und Takahashi, 1986). Auch
wurden Untersuchungen an Zell- und Zellkernextrakten sowie Zellkernfraktionen durch-
gefiihrt (Citrus Exocortis Viroid (CEVd): Flores und Semancik, 1982; Rivera-Bustamante und
Semancik, 1982; Semancik und Harper, 1984; Flores, 1989; ASBVd: Marcos und Flores,
1992; Navarro und Flores, 2000). Neuere Experimente basieren ebenfalls auf der
Transkription mittels einer aufgereinigten Polymerase, wie z.B. die Transkriptionsanalysen
des Peach Latent Mosaic Viroids (PLMVd; Pelchat et al., 2002). Im Unterschied zu solchen
in-vitro-Systemen, die auf der Analyse von Kernextrakten und anderen beschriebenen
Fraktionen aus infizierten Zellkulturen und /oder Pflanzen beruhen, wurden in dieser Arbeit
Zellkernextrakte aus nicht-infizierten Kulturen verwendet. Nur so konnte garantiert werden,
dass sowohl die Kontrolle {iber die Menge an zugegebenem Template gegeben, als auch die
Identitdt des entstandenen Transkripts eindeutig bekannt ist. Das verwendete Préparations-
protokoll entsprach dem von Fels (1997) modifizierten Verfahren von Nagel-Steger (1990).
Die nach diesem Protokoll préparierten Kernextrakte enthielten eine transkriptionsaktive
Pol II, deren Aktivitdt durch Filterbindungsassays nachgewiesen werden konnte (Nagel-
Steger, 1990), sowie bei erfolgreicher Priparation alle fiir PSTVd-Replikation notwendigen
Faktoren.

1.7 Problemstellung

Bei der Replikation des PSTVd werden beide Transkriptionsschritte durch die DNA-
abhingige RNA-Polymerase II vermittelt. Sowohl zirkuldre (+)-PSTVd-RNA, als auch die
multimeren (-)-PSTVd-Molekiile dienen hierbei als Template. Ziel der Arbeit war die
Detektion derjenigen Startstelle(n), die auf dem multimeren (-)-Strang lokalisiert sind und den
Beginn der Transkription von (-) nach (+) determinieren. Da, wie unter 1.5 diskutiert, das
PSTVd weder TATA- noch INR-Element aufweist, in der Sekundarstruktur des multimeren
(-)-PSTVd-Strangs aber ein Strukturelement auftritt (HP II), das als Promotorelement
fungieren kann, sollte untersucht werden, ob die Initiation der PSTVd-Transkription von (-)
nach (+) tatsdchlich im Bereich des HP II beginnt, oder ob es andere Initiationsstellen gibt, an
denen die Polymerase II mit der Synthese des oligomeren (+)-Stranges beginnt, oder ob sie
moglicherweise liberhaupt kein definiertes Initiationsnukleotid erkennt und wahllos an jedem
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beliebigen Nukleotid mit der Transkription beginnt. Sollte es eine definierte Initiationsstelle
geben, so sollte diese bestimmt und anhand dieser Initiationsstelle mogliche
Promotorelemente auf dem (-)-Strang des PSTVd diskutiert werden.

Im Zusammenhang mit der Detektion und Charakterisierung der Initiationsstelle(n) auf der
(-)-PSTVd-RNA sollten die beiden in einer vorausgegangenen Arbeit bestimmten
Initiationsnukleotide auf dem zirkuldren (+)-Strang des PSTVd verifiziert werden. Es
handelte sich hierbei um die Nukleotide A111 und A325 (s. Abb. 1.4). Durch die Arbeit von
Fels, aber auch durch erginzende site-directed mutagenesis-Daten (Hu, 2000) galt die
Initiation der Transkription auf dem (+)-PSTVd als geklart. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente zur Verifizierung der beiden Transkriptionsstartstellen ergaben
jedoch widerspriichliche Daten, die Anlass zum Zweifel an der Identitit, bzw. der Funktion
der beiden Nukleotide gaben. Aus diesem Grund wurde der Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit erneut auf den ersten Schritt der PSTVd-Replikation — der Transkription von cPSTVd
(+) zu (-)-PSTVd-RNA — gelegt. Zur Untersuchung der Transkriptionsreaktion wurde ein in-
vitro-System, bestehend aus Zellkernextrakten von nicht-infizierten Kartoffelzellkulturen
verwendet. Im Gegensatz zur Arbeit von Fels (1997), der unmittelbar im Anschluss an die
Transkriptionsreaktion im Extrakt die Primer-Extension-Analyse zur Bestimmung des 5°-
Endes der de-novo-RNA durchfiihrte, sollte in dieser Arbeit die neu-synthetisierte PSTVd-
RNA aufgereinigt und anschlieBend von der reinen de-novo-RNA das 5°-Ende bestimmt
werden. Hierzu sollte ein Aufreinigungsverfahren etabliert werden, das es erlaubt, die de-
novo-synthetisierte PSTVd-RNA von den anderen Nukleinsdauren des Transkriptionsansatzes
zu trennen und sie so weiteren molekularbiologischen Untersuchungen zuginglich zu machen.
Als  geeignetes  Verfahren  konnte  hier die  Biotin-Streptavidin-vermittelte
Affinitdtschromatographie in Form einer hochspezifischen Hybridisierung eingesetzt und
hinsichtlich der Fragestellung optimiert werden. Eine ,,falsche®, unspezifische Bindung des
Primers in der anschlieBenden Primer-Extension-Reaktion, die in der vorausgegangenen
Arbeit zu dem irrefiihrenden Signal gefiihrt hat, sollte hier auf Grund der vorgeschalteten
Aufreinigung ausgeschlossen werden konnen, da nun die de-novo-PSTVd-(-)-RNA das
einzige Template in der Primer-Extension-Analyse ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Bezugsquellenverzeichnis

o-Amanitin
B-Mercaptoethanol

(NH4)2SO4 (Ammoniumsulfat)
2,4-Dichlorphenoxy Essigsdure
Acrylamid, 2 x kristallisiert
Agar

Agarose

Amberlite Mischbettionenaustauscher
Ammoniumacetat

APS (Ammoniumperoxosulfat)
Blocking Reagenz

Borsaure
Bradford Enzymassay

Brij 35
Bromphenolblau
BSA (Bovine Serum Albumine)

B-UTP (Biotin-16-uridine-5’-triphosphate)

C&Clz
Cellulase ,,Onozuka R-10*

Chloroform
COClz

CuSOq
DE-81-Papier

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DNasel/ RNase-free

dNTPs

DTT (Dithithreitol)
Dynabeads M-280 Streptavidine

EDTA (Titriplex)
Essigsaure
Ethidiumbromid
Fe SO4

SIGMA, St. Louis, MO, USA

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
SIGMA, St. Louis, MO, USA

SERVA FEINBIOCHEMICA

SIGMA, St. Louis, MO, USA

SIGMA, St. Louis, MO, USA / Seakem
bestellt iiber Biozym Diagnostik GmbH,
Deutschland

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland
UCB, Leuven, Belgien

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
BioRad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Aldrich, Steinheim, Deutschland
JANSSEN CHIMICA, Beerse, Belgien
Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

ACROS ORGANICS, Geel, Belgien
SERVA FEINBIOCHEMICA
GmbH&Co.KG, Heidelberg, Deutschland
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
SIGMA, St. Louis, MO, USA

SIGMA, St. Louis, MO, USA

Whatman International Ltd., Maidstone,
England

Fluka Biochemika, Neu Ulm, Deutschland
GIBCOP BRL Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA
Deutsche Dynal GmbH, Hamburg,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
HOPKIN&WILLIAMS CHADWELL
HEATH Essex, England
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Ficoll 400

Formaldehyd (37%)
Formamid
Gelbond-Folie

Glukose
Glycerin
Glycin
Harnstoff
HCI (1M)
Hefeextrakt

HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]

-ethan Sulfonséure)
Isoamylalkohol
Kaliumcitrat
KCl

KH,PO4

KNO;

KOAc

KOH

Leupeptin
Lysozymchlorid
Mazerozym

Mannit
Masteramp '™ RT-PCR-Kit

MES (2-[N-Morpholino]-ethan Sulfonsdure)

MgCIZ

MgOAc

MgSO04

MHSO4

myo-Inositol

Na2M004

NaBH,4 (Natriumborhydrid)
NaCl

Na-Deoxycholat

NaF

NaH,PO4

NaOAc
Natriumhydrogencarbonat
NH4NO3

Nikotinsiure
N-Laurylsarcosin

Nonidet P-40
Nylonmembran Biodyne A

PEG 6000

Amersham Pharmacia Biotech. AB, Uppsala,
Schweden

Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

SERVA FEINBIOCHEMICA

GmbH &Co. KG, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland
SIGMA, St. Louis, MO, USA
Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

DIFCO, geliefert durch OTTO NORDWALD,
Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland
GRUSSING GmbH, Filsum, Deutschland
J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedel-de-Haen, Seelze, Deutschland

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

J. T.Baker, Deventer, Niederlande
SIGMA, St. Louis, MO, USA

SIGMA, St. Louis, MO, USA

SERVA FEINBIOCHEMICA
GmbH&Co.KG, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Epicentre Technologies, Madison, Wi, USA,
bestellt iiber Biozym Diagnostik GmbH,
Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluka Biochemika, Neu Ulm, Deutschland
SIGMA, St. Louis, MO, USA

FERAK, Berlin, Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
ACROS ORGANICS, Geel, Belgien

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
ACROS ORGANICS, Geel, Belgien
SIGMA, St. Louis, MO, USA

Fluka Biochemika, Neu Ulm, Deutschland
Fluka Biochemika, Neu Ulm, Deutschland
Pall Gelman Laboratory, Dreieich,
Deutschland

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe, Deutschland
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Pepstatin
PERCOLL

Phenol
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
Polynukleotidkinase (PNK)

Pyridoxal Hydrochlorid
RNase A

RNasin
rNTPs

Réntgenfilme (Kodak-X-Omat™)
Saccharose

Schwimmfilter (0,02 pm)

Screens (Verstirkerfolien Typ Extrarapid;
Empfindlichkeit 200, Calcium-Wolframat,
blauemittierend)

SDS (Sodium dodecyl sulfat)

Silbernitrat (AgNOs3)
Spermidin

Spermin

Superscript

Taq-DNA-Polymerase
TEMED (N,N,N",N",-
Tetramethylethylendiamin)
Thiamin-Dichlorid
Trinatriumcitrat- Dihydrat
TRIS (TRIZMA BASE)
tRNA

Trypton

Whatman-Papier

SIGMA, St. Louis, MO, USA

Amersham Pharmacia Biotech. AB, Uppsala,
Schweden

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

SIGMA, St. Louis, MO, USA

NEW ENGLAND Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Millipore GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland

Gerlinde Kisker, Stiddeutschland

SERVA FEINBIOCHEMICA
GmbH&Co.KG, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

SIGMA, St. Louis, MO, USA

GIBCOP BRL Life Technologies, Karlsruhe,
Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

SIGMA, St. Louis, MO, USA

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland
Roche Diagnostik GmbH, Mannheim,
Deutschland

DIFCO, geliefert durch OTTO NORDWALD,
Hamburg, Deutschland

Whatman International Ltd., Maidstone,
England

Xylencyanol FF Fluka Biochemika, Neu Ulm, Deutschland
Zitronensaure J. T. Baker, Deventer, Niederlande
2.2 Allgemeines zu Chemikalien und Puffern

Alle nicht anders gekennzeichneten Losungen wurden von gédngigen Herstellern bezogen und
mit dem Reinheitsgrad p.a. verwendet. Die Herstellung wissriger Losungen erfolgte mit
hochreinem Milli-Q-Wasser (Milli Q Water Purification System). Autoklavierbare Losungen
wurden fiir 20 Minuten bei 120°C und 2,4 bar autoklaviert. Nicht autoklavierbare Losungen
wurden durch eine 0,2 um Membran sterilfiltriert (0,2 um PorengroBe, Schleicher und
Schuell, Dassel). Verwendetes Phenol wurde mit 100 mM TRIS-HCI, pH 8,0 geséttigt und
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mit 0,1 % 8-Hydroxychinolin versetzt (Maniatis et al., 1982). Prozentangaben im Text
beziehen sich auf Gewicht pro Volumen, wenn es nicht anders vermerkt ist. Die
Zusammensetzung hdufig verwendeter Puffer wird an dieser Stelle angegeben, die anderen
werden an entsprechender Stelle vorgestellt.

23 Standardpuffer und Losungen
10 x TBE 890 mM Tris, pH 8,0
890 mM Borsaure
25mM EDTA
1xTE 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mM EDTA
10 x TNE 500 mM TRIS-HCI, pH 8,0
I M NaCl
10mM EDTA
20 x SSC 3M NaCl

0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat
pH 7,0 mit HCI einstellen

Auftragspuffer 4 M Harnstoff
45 % Formamid
5mM EDTA
0,1 % Bromphenolblau/ Xylencyanol FF
0,2x TBE

24 DNA Oligonukleotide

Die im Folgenden beschriebenen DNA-Oligonukleotide wurden als Primer fiir die RT- und
PCR-, sowie fiir die Sequenzier- und Primer-Extension-Analysen verwendet. Die in
Klammern angegebene Bezeichnung (+) oder (-) gibt an, welche Polaritit das entsprechende
Oligonukleotid hat. (+) bedeutet, dass es der cPSTVd-Sequenz entspricht und gegen (-)-
Polaritdt hybridisiert. Demzufolge bezeichnet (-) diejenigen Oligonukleotide, deren Sequenz
komplementidr zum cPSTVd ist und gegen (+)-Polaritdt hybridisiert. Soweit nicht anders
angegeben, wurden alle DNA-Oligonukleotide von Thermo Hybaid, Ulm bestellt. Die Ty-
Werte wurden z.T. von Fels (1997) iibernommen und mit dem POLAND-Programm fiir eine
Reaktion zweiter Ordnung berechnet (Steger, 1994).

Folgende Parameter wurden fiir die Berechnung der Oligonukleotide festgelegt:

Ionenstérke: 100 mM NaCl, nach Klump (1987)
Dissoziationskonstante 8 1x 10° M
Primer-Konzentration: 2x10%M
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Primer AF 6 (+), nach Fels (1997)

Sequenz (5°> 3°) GGA AAC AAC TGA AGC TCC CGA GAA C
Pos. im cPSTVd 268-292

Lange (Nt) 25

Ty-Wert 58,0-62,0°C

Primer AF 9 (+), nach Fels (1997)

Sequenz (5°> 3°) TCA CCC TTC CTT TCT TCG GGT GTC CTT C
Pos. im cPSTVd 181-209

Lange (Nt) 28

Ty-Wert 57,0-65,0°C

Primer AF 15 (+), nach Fels (1997)

Sequenz (5°> 3°) AAC CTG GAG CGA ACT GGC AAA
Pos. im cPSTVd 100-121

Lange (Nt) 21

Ty-Wert 54,0-65,0°C

Primer AF 16 (+), nach Fels (1997)

Sequenz (5°> 3°) GAG GGT GTT TAG CCC TTG GAA
Pos. im cPSTVd 324-344

Lange (Nt) 21

Ty-Wert 53,0-60,0°C

Primer AF 17 (+), nach Fels (1997)

Sequenz (5°> 3°) GAA GGC GGC TCG GA

Pos. im ¢cPSTVd 61-74

Lange (Nt) 14

Ty-Wert 57,0°C

Primer AF 21 (+), nach Fels (1997)

Sequenz (5°> 3°) CGG AAC TAA ACT CGT GGT TC
Pos. im ¢cPSTVd 1-20

Lange (Nt) 20

Ty-Wert 56,0°C

Primer XC 1 (+), nach Chen et al. (1995)

Sequenz (5°> 3°) GGA CGG TGG GGA GTG C

Pos. im cPSTVd 124-139

Lange (Nt) 16

Ty-Wert 57,0-59,0°C

Primer RGV 1 (-), nach Gruner (1992)

Sequenz (5> 3°) CCT GAA GCGCTCCTCCGAG
Pos. kompl. zu cPSTVd 87-69

Lange (Nt) 19

Twm-Wert 61,7°C
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Primer RGYV 5 (-), nach Gruner (1992)

Sequenz (5> 3°)
Pos. kompl. zu cPSTVd

GGA AGG ACA CCC AAG AAA GGA AGG GTG AAA A
208-178

Lange (Nt) 31

Tm-Wert 48,4-66,0°C

Primer NK 1 ()

Sequenz (5°> 3°) TTC CAA GGG CTA A
Pos. kompl. zu cPSTVd 344-332

Lange (Nt) 13

Tm-Wert 54,3°C

Primer NK 2 (-)
Sequenz (5°> 3°)

GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG AAGGGT G

Pos. kompl. zu cPSTVd 208-181
Lange (Nt) 28
Twm-Wert 68,7°C

Primer NK 3 (-)
Sequenz (5°> 3°)

TTT CGG CGG GAATTA CTC CT

Pos. kompl. zu cPSTVd 171-152

Lange (Nt) 20

Twm-Wert 67,6°C

Primer NK 4 (-)

Sequenz (5°> 3°) CCT GAA GCG CTC CTC CG
Pos. kompl. zu cPSTVd 87-71

Lange (Nt) 17

Twm-Wert 65,0°C

Primer NK 5 (-)

Sequenz (5°> 3°) GAG GTC AGG TGT GAA C
Pos. kompl. zu cPSTVd 41-26

Lange (Nt) 16

Twm-Wert 64,8°C

Primer NK 6 (-)

Sequenz (5°> 3°) ATC CCT GAA GCG CTC C
Pos. kompl. zu cPSTVd 90-75

Lange (Nt) 16

Twm-Wert 64,8°C

2.5 Zellkulturen

2.5.1 Kultivierung und Pflege

Alle im Folgenden beschriebenen Arbeiten wurden unter einer Sterilbank (Clean Air, Typ
DLF BSS6, Woerden) durchgefiihrt. Verwendete Glasgeridte wurden iiber Nacht bei 200°C
ausgeheizt; Silikosestopfen zum VerschlieBen der Erlenmeyerkolben wurden autoklaviert. Die
Kultivierung der Kalluskultur erfolgte auf Kallusmedium (vgl. 2.5.2) im Dunkeln bei 24°C in
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zylindrischen Polycarbonat-Dosen (Durchmesser: 6 cm; Hohe: 6,5 cm; Greiner Labortechnik,
Solingen-Gréfrath). Alle vier Wochen wurde zur Erhaltung der Kalluskultur eine
Kallusmenge von etwa 1 cm Durchmesser abgenommen und auf frisches Kulturmedium
umgesetzt. Hierbei wird die Zellmasse gut auf dem neuen Medium verstrichen, um ein
optimales Wachstum der Zellen zu ermdglichen. Ausgehend von der Kalluskultur wurde eine
Suspensionskultur angelegt. Hierzu wurde eine dhnlich grofe Kallusmenge in einen 20 ml-
Erlenmeyerkolben mit ca. 5 ml Kulturmedium iiberfiihrt (Angaben waren miindliche Mittei-
lungen der DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen - GmbH,
Braunschweig). Die Suspensionskultur wurde bei 24°C und 140 rpm im Dunkeln in einem
temperierbaren Zellkulturschiittler (Neu Brunswick, innova 4330) kultiviert. Nach einer
Anlaufphase von etwa zwei Wochen, in der sich die Zellzahl nur sehr langsam erhohte,
erreichte die Kultur ein Verdopplungsintervall von einer Woche, und konnte alle sieben Tage
im Verhiltnis eins zu eins mit frischem Kulturmedium verdiinnt werden, bis eine Kulturgrofle
von 200 ml in einem 1 I-Erlenmeyerkolben erreicht war. Auf dieser Kulturgrof8e wurde die
Suspensionskultur stabil kultiviert, indem jede Woche auf Grund der hohen Wachstumsrate
170 ml des Kulturvolumens pro Kolben abgegossen und durch frisches Medium ersetzt
wurden. Fiir eine Zellkernpriparation wurde die Kultur auf vier 1 1-Erlenmeyerkolben mit je
200 ml Kultur hochgesetzt. Der gesamte Inhalt aus zwei der vier 11-Kolben (ca. 30-40 g
Kartoffelzellen) wurde fiir die Zellkernpréparation verwendet. Die verbleibenden zwei 1 I-
Kolben dienten dem Erhalt der Suspensionskultur.

2.5.2 Kulturmedium

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Medium (modifiziert) von Murashige und
Skoog (1962; s. nachfolgende Tabelle).

Kulturmedium der Solanum tuberosum- Kulturen HH 258 und PC 1135 cv. Desiree

Komponente mg/1 (einfache Konz.) Stammlésung (n-fach konz.)
NH4NO; 1650 100 x

KNO; 1900 100 x

MgSO,4 370 100 x

[KH,PO, 170 100 x

CaCl; x 2 H,O 440 200 x

Na,EDTA x 2 H,O 41,3 200 x

FeSO4 x 7 H,O 27,8

H;BO; 6,2 2000 x

MnSO;4 x 4 H,O 223 2000 x

ZnS04 x 4 H,0O 8,6 2000 x

KJ 0,83 10000 x

Na,MoO4 x 2 H,O 0,25 10000 x

CuSO4x 5 H,O 0,03 10000 x

CoCl, x 6 H,O 0,03 20000 x

Nicotinic acid 0,5 100 x (in “100 x Mix 17)
Thiamine dichloride 0,1 1000 x (in “1000 x Mix 2”)
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Komponente mg/l (einfache Konz.) Stammlosung (n-fach konz.)
Pyridoxal hydrochloride 0,5 100 x (in “100 x Mix 1”)
myo-Inositol 100 100 x (in “100 x Mix 17)
Hormon:

2,4-Dichlorphenoxy 0,442 1000 x (in “1000 x Mix 2”)
|essigsdure

Glycin 2 100 x (in “100 x Mix 17)
Saccharose 20000

igar (optional) 8000

Alle Komponenten der Losungen “Mix 1” und “Mix 2” werden nach dem Ansetzen als 100-
fache Stammldsung in eine autoklavierte Glasflasche sterilfiltriert, da sie nicht autoklaviert
werden konnen. Beide “Mixe” werden bei 4°C gelagert. Das Fliissigmedium wird ohne die
beiden “Mixe” angesetzt, der pH-Wert mit KOH auf 5,8 eingestellt und das Medium
autoklaviert. AnschlieBend werden die beiden “Mixe” unter der Sterilbank durch einen
Einmal-Sterilfilter (0,2 um PorengroBe, Schleicher und Schuell, Dassel) zugegeben. Das
fertige Kulturmedium wurde bei 4°C gelagert und vor Zugabe zu der Suspensionskultur auf
Raumtemperatur erwédrmt. Fiir Kalluskulturen wurden dem Fliissigmedium vor dem
Autoklavieren 8 g Agar hinzugefiigt. Nach dem Autoklavieren wurden dem ca. 60°C heillen
Medium die sterilfiltrierten “Mixe 1 und 2” zugegeben und anschliefend das Kallusmedium
ca. 2 cm hoch in die Polycarbonat-Dosen gegossen. Die fertigen Kallus-Dosen wurden bei
4°C gelagert.

2.6 Priaparative Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Zellkultur der Linie Solanum tuberosum HH 258
wurde mir freundlicherweise in Form von Kalluskultur von Frau Dr. Lieselotte Schilde
(Institut fiir Pflanzenbiochemie, Universitidt Tiibingen) ilibergeben und konnte im Verlauf
dieser Arbeit stabil als Fliissigkultur etabliert werden. Zur Sicherheit wurde eine zweite
Zelllinie in Kultur genommen, die kommerziell von der DSMZ — Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Deutschland — erworben wurde
(Solanum tuberosum cv. Desiree, PC 1135). Dies geschah ebenfalls in Form einer
Kalluskultur, die dann stabil als Suspensionskulur etabliert wurde.

2.6.1 Priparation von hochreinen Zellkernen aus HH 258
Kartoffelzellen

Aus zwei 1-1-Erlenmeyerkolben mit je 200 ml Fliissigkultur der nicht-infizierten Solanum
tuberosum HH 258-Fliissigkultur wurden hochreine Zellkerne isoliert, um einen
transkriptionsaktiven Zellkernextrakt préaparieren zu konnen. (Dies geschieht im Hinblick auf
die Analyse der PSTVd-Transkription durch die RNA Polymerase II). Die Priparation
erfolgte weitgehend nach einem von Fels (1997) modifizierten Protokoll von Roberts und
Okita (1991). Die Zellkernpraparation geht hierbei von HH 258-Protoplasten aus, die mit
deutlich geringerem mechanischen Aufwand aufgebrochen werden konnen als intakte Zellen
und somit eine schonendere Isolation der Zellkerne erlaubt. Zudem erfolgte die Préparation
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mit Puffern, die durch Zugabe von NaF eine Dephosphorylierung von Phosphoproteinen und
den dadurch bedingten Verlust an Transkriptionsaktivitdt verhinderten. Fiir pflanzliche
Transkriptionssysteme (Bohne: Arias et al., 1993; Tabak: Fan und Sugiura, 1995) konnte
gezeigt werden, dass NaF die Phosphatasen inhibiert. Zur Zellwandverdauung wurde ein
Gemisch aus Pectolyase, Cellulase und Hemicellulase (= Mazerozym) verwendet. Aus den
préparierten Zellkernen konnte ein transkriptionsaktiver Kernextrakt gewonnen werden.

Das Préparationsprotokoll gliedert sich in mehrere Schritte, die alle, soweit nicht anders
vermerkt, bei 4°C durchgefiihrt wurden.

Verwendete Losungen zur Kernextraktion:
Plasmolytikum

0,4M Mannit
0,05M Kaliumcitrat
pH 5,8 mit Zitronenséure einstellen

Enzymlosung

1% Cellulase ,,Onozuka R-10% (10 u/ml)
1% Mazerozym (0,5 u/ml Pectolyase und 0,2 u/ml Hemicellulase)
1 x Plasmolytikum

Lysispuffer (5 x L)

100 mM  MES-KOH, pH 5,8
750 uM  Spermin

2,5mM Spermidin

50 mM  B-Mercaptoethanol
100 mM KCI

pH 5,8 mit KOH einstellen

Waschpuffer (1 x L")

IxL
ImM PMSF
0,7 uM  Leupeptin
0,15 uM  Pepstatin

10mM NaF
L', bzw. L'
Ix L'

15% (L"), bzw.
18 % (L") Ficoll 400 (w/v)

Kissenpuffer (E)

87,6 % (w/v) Percoll
0,62x L
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Kissenpuffer frisch (E")

1x E
500 uM  PMSF
10 mM NaF

Kern-Suspensionspuffer (NRB)

Ix L
30 % (v/v)  Glycerin
0,12 % (v/v) Nonidet P-40

Kern-Suspensionspuffer frisch (NRB")

500 uM  PMSF
10mM NaF

Alle Losungen wurden nach dem Ansetzen in autoklavierte Glasflaschen sterilfiltriert
(0,2 uM) und sind bei 4°C gelagert fiir mehrere Monate verwendbar. Die Enzymldsung,
sowie L', L'®, L, E" und NRB" wurden fiir jede Kernpriparation frisch angesetzt.

Zunichst werden die 2 x 200 ml Suspensionskultur durch einen Faltenfilter filtriert und die
Zellmasse mit 150 ml Plasmolytikum gewaschen. Die eigentliche Protoplastisierung der
Zellen erfolgte durch Rotation der Losung in 200 ml Plasmolytikum fiir 1 h bei 25°C und
140 rpm im Zellkulturschiittler. Die Zellen wurden anschlieBend erneut durch einen
Faltenfilter filtriert und fiir 1 bis 2 h mit 150 ml Enzymldsung bei 25°C und 140 rpm im
Zellkulturschiittler inkubiert. Es wurden Stichproben genommen und unter dem Mikroskop
auf Effizienz der Zellwandverdauung kontrolliert. Im Anschluss wurden die Protoplasten fiir
5 Minuten bei 1500 rpm, 4°C (Heraeus Sepatech Minifuge RF) sanft abzentrifugiert und das
Pellet insgesamt 3 x mit je 25 ml Plasmolytikum (4°C) gewaschen. AnschlieBend wurden die
Protoplasten in 50 ml eiskaltem L'> aufgenommen und in einen Glashomogenisator iiberfiihrt.
Die Protoplasten wurden auf Eis durch ca. 10-15 x ,,Douncen mechanisch aufgebrochen;
unter dem Mikroskop konnten mehr als 80 % freie Kerne detektiert werden.

Die Isolierung der Zellkerne geschieht mittels Filtration durch zwei Edelstahlsiebe (140 pm
und 40 um Maschenweite) mit einer typischen Ausbeute von etwa 40-45 ml Filtrat. Hiermit
wird ein Ficoll-Stufengradient iiberschichtet (10 ml Puffer E" [Boden] und 25 ml L") und fiir
1,5 h bei 5000 rpm (Heraeus Sepatech Minifuge RF) bei 4°C zentrifugiert. Im Anschluss an
die Zentrifugation befinden sich die Zellkerne in der Interphase zwischen E'-Puffer und L'®
und konnten mit einer Glaspipette abgenommen werden. Die gewonnenen Zellkerne wurden
in frische Corex-Rohrchen tiberfiihrt, mit 15 ml L™-Puffer versetzt und erneut fiir 20 Minuten
bei 3850 rpm (Heraeus Sepatech Minifuge RF) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand mit den
darin enthaltenen Zelltriimmern wurde verworfen und die pelletierten Kerne in 2 ml NRB'-
Puffer. vorsichtig durch sanftes Schwenken resuspendiert, um die Zellkerne nicht zu
beschddigen. Es wurde ein Aliquot von 5 pl abgenommen, mit Karminessigsdure angefarbt
und unter dem Mikroskop in einer Thomae-Z&hlkammer die Anzahl der Zellkerne bestimmt.
Typischerweise lieferte eine Priparation ca. 1-2 x 10° Kerne pro 30 mg Nassgewicht. Die
verbliebenen Kerne wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —70°C gelagert.
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2.6.2 Priparation eines transkriptionsaktiven Kernextraktes

Zur Préaparation des Kernextraktes wurden die bei -70°C gelagerten Zellkerne auf Eis
aufgetaut und fiir 5 Minuten bei 10000 rpm (Heraeus Sepatech Minifuge RF) abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, die sedimentierten Kerne in 2 ml X' resuspendiert und in
einen Glashomogenisator (5 ml) tiberfiihrt. Die Kerne wurden mit 5-10 StempelstoBen auf Eis
mechanisch aufgebrochen und die entstandene Suspension wurde fiir 1 Stunde bei 600 rpm
auf Eis gerlihrt. AnschlieBend diente eine Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 14500 rpm
(Beckman J2-21, Rotor: JA 20.1) bei 4°C der Trennung von hochmolekularer, genomischer
DNA und Zellmembranresten von dem Proteinextrakt. Der Uberstand wurde abgenommen
und zunéchst fiir 5 Stunden und nach Erneuerung des Dialysepuffers iiber Nacht gegen
200 ml Y dialysiert. Der Extrakt konnte anschlieBend aliquotiert, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —70°C fiir ca. 3 Monate gelagert werden, ohne nennenswert an
Transkriptionsaktivitét zu verlieren. Im Anschluss an die Praparation wurde der Proteingehalt
nach dem Protokoll von Bradford (1976) bestimmt. Die Proteinausbeute war von der
jeweiligen Priparation abhidngig und variierte zwischen 3-15 pg/ul Extrakt.

Verwendete Losungen zur Kernextrakt-Priparation:
Extraktionspuffer (X)
20 mM  HEPES-KOH, pH 7,9
600 mM NaCl
1,5 mM MgCl,
25% Glycerin

Extraktionspuffer frisch (X")

1 x Puffer X
lmM PMSF
1I0mM DTT
10 mM NaF
Dialysepuffer (Y)

20mM HEPES-KOH, pH 7,9
100 mM  KCI
20 %  Glycerin

Dialysepuffer frisch (Y")

1x PufferY
1mM PMSF
0,2mM EDTA
ImM DTT
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2.6.3 Herstellung kompetenter Zellen

Die Herstellung kompetenter Zellen erfolgte nach Dagert und Ehrlich (1979). Hierzu wurden
100 ml YT-Medium mit 1 ml einer ,iiber-Nacht“-Kultur des gewiinschten E. coli-Stamms
angeimpft und auf einem Rundschiittler (New Brunswick Scientific Gio Gyrotory) bei 37°C
bis zu einer optischen Dichte (ODgg) von 0,5-0,6 angezogen. Alle weiteren Schritte wurden
bei 4°C und mit vorgekiihlten Gerdten durchgefiihrt. Die Kulturen wurden in sterile 50 ml
Corex-Rohrchen gefiillt und fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden sie bei
4000 rpm und 4°C fiir 5 Minuten im Ausschwingrotor zentrifugiert (Heraeus Christ Megafuge
1.0 R). Der Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 0,5 Volumen 0,1 M CaCl, sanft durch
Schwenken resuspendiert, erneut fiir 1 h auf Eis inkubiert und wie oben beschrieben zentri-
fugiert. Nach Dekantieren des Uberstandes wurden die Zellen in 1/25 Volumen 0,085 M
CaCl, mit 15 % Glycerin sanft resuspendiert und in sterile Eppendorfgefdle a 200 ul ali-
quotiert. Diese wurden 1-24 h zur Glycerinaufnahme bei 4°C gelagert, anschlieBend in
fliissigem Stickstoff schockgefroren und konnten bei —70°C gelagert werden.

YT-Medium 8 g/l Trypton
5¢g/1 Hefeextrakt
5¢g/l NacCl

in HyOgest, pH 7,4 mit NaOH

2.6.4 Transformation kompetenter E. coli Zellen

Fiir den Restriktionsverdau des betrachteten Plasmids musste dieses aus einem dam-sensitiven
Stamm in einen dam(-)-Stamm umtransformiert werden. Das bedeutet, das Plasmid musste
aus den Bakterienzellen vom Typ DHS5oa in einen anderen Bakterienstamm vom Typ
GM 2199 gebracht werden. Dieser wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Rolf
Wagner (Uni Diisseldorf) zur Verfligung gestellt. Zur Transformation kompetenter E. coli
Zellen wurde die Methode nach Hanahan (1985) angewendet. 200 ul auf Eis aufgetaute
GM 2199-Zellen wurden mit 10 ng bzw. 50 ng Plasmid in einem Volumen von 20 pul versetzt
und fiir eine Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 3 min bei 42°C
einem Hitzeschock ausgesetzt und mit 800 ul auf 37°C vorgewarmtem YT-Medium versetzt
und fiir 60-90 Minuten bei 37°C inkubiert. Hiernach wurden 100 oder 200 pl auf selektive
YT-Platten mit dem jeweiligen Antibiotikum ausplattiert. Die Transformationseffizienz der
kompetenten Zellen pro ng DNA konnte nach einer ,,iiber Nacht“-Inkubation bei 37°C durch
Auszdhlen der Kolonien unter Berilicksichtigung der eingesetzten DNA-Menge und des
ausplattierten Volumens errechnet werden.

2.6.5 Plasmidisolation im analytischen Maflstab- ,,Miniprip.*

Die ,,Miniprdparation” wurde nach dem Protokoll von Birnboim und Doly (1979) durch-
gefiihrt. Hierzu wurden 2 ml einer ,,iiber Nacht“-Kultur in 2 Schritten in einem Eppendorf-
gefiB fiir 3 min bei 13000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet in 100 pl
Lysislosung I resuspendiert und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde frisch angesetzte Lysislosung II zugegeben, das Gemisch kurz gevortext und
anschlieend fiir 5 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden 150 ml 3 M KOAc, pH 4,8
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zugesetzt und 5 min auf Eis inkubiert, wodurch chromosomale DNA, sowie Zelltrimmer
ausgefillt wurden. Die folgende Zentrifugation fiir 5 min bei 13000 rpm (Hettich Mikro 22)
diente dem Abtrennen der Komponenten, wobei das Plasmid im Uberstand verblieb. Dieser
wurde in ein frisches Eppendorfgefa3 iiberfiihrt, mit Phenol/Chloroform extrahiert und mit
Ethanol gefillt. Das getrocknete Pellet wurde in 30 ml H,O,y, resuspendiert. Fiir eine
Restriktionsanalyse wurden 5 pl eingesetzt, mit 20 pg/ml RNase A hydrolysiert (30 Minuten
bei 37°C) und auf einem Agarosegel analysiert.

Verwendete Losungen
Lysislosung I

25mM  TRIS-HCI, pH 8,0
50mM  Glucose

10 mM EDTA, pH 8,0
3mg/m  Lysozymchlorid

Lysislosung 11

0,2N  NaOH
1% (w/v)  SDS

2.6.6 Plasmidisolation im priaparativen Maf}stab- ,,Maxiprap.*

Die ,,Maxipréiparation von Plasmid-DNA erfolgte nach dem Protokoll von Hillen et al.
(1981). Hierzu wurde eine ,,iber Nacht“-Kultur mit einer Einzelkolonie angeimpft. Am
nichsten Tag wurde eine Vorkultur (25 ml) 1:100 angeimpft und bei 37°C fiir mehrere
Stunden geschiittelt (New Brunswick Gio Gyrotory). Mit dieser Vorkultur wurde schlie8lich
am Abend eine Hauptkultur von 800 ml in einem 2 l-Erlenmeyerkolben angesetzt (1:100
verdiinnt) und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Alle Kulturen wurden in YT-Medium mit
Ampicilin kultiviert. Im Anschluss wurde die Hauptkultur fiir 5 Minuten bei 8000 rpm und
4°C (Beckmann Zentrifuge J2-21, Rotor: JA10) zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das
Pellet in 8 ml Saccharose-Puffer resuspendiert und in ein Ti 55.2-Polycarbonatréhrchen
(Beckmann) tiberfiihrt. Es wurden 3 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0, sowie 3 ml Lysozymlosung
zugegeben, die Suspension durchmischt und anschlieBend fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert.
Hiernach wurden 2 ml Brij-Doc-Losung zugesetzt, fiir weitere 10 Minuten auf Eis inkubiert
und im Anschluss fiir 30 Minuten bei 44000 rpm und 4°C zentrifugiert (Beckmann L8-55
Ultrazentrifuge, Rotor: Ti 55.2). Der klare Uberstand wurde in einen Messbecher dekantiert
und fiir 30 Minuten bei 37°C mit 50 pg RNase A/ml inkubiert. Danach wurden 50 pg
Proteinase K/ml zugegeben und nochmals fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschlieend
wurde die Plasmid-DNA durch Zugabe von 0,5 Volumen PEG-Losung fiir 30 Minuten bei
-20°C gefdllt und anschlieBend fiir 30 Minuten bei 10000 rpm und 4°C zentrifugiert
(Beckmann Zentrigfuge J2-21, Rotor: JA14). Das Pellet wurde in 5 ml TE-Puffer auf Eis
resuspendiert, 2 x mit 5 ml Phenol/Chloroform und 1xmit 5ml reinem Chloroform
extrahiert. Eine anschlieBende Ethanolfillung diente der Prézipitation der DNA, die im
Anschluss in 1 ml TE-Puffer resuspendiert und fiir 1 bis 2 Stunden gegen TE-Puffer dialysiert
wurde. Die Konzentration, sowie die Reinheit konnte spektralphotometrisch, sowie in einem
Agarosegel untersucht werden.
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Verwendete Losungen
Saccharose-Puffer

25 % (w/v) Saccharose
50 mM TRIS-HCI, pH 8,0

Lysozym-Losung

20 mg/ml  Lysozymchlorid
50 mM  TRIS-HCI, pH 8,0
immer frisch angesetzt

Brij-Doc-Losung

2 Volumenanteile 10 % (w/v) Brij 35
1 Volumenanteil 10 % (w/v) Na-Deoxycholat
in HyOgest, pH 8,0 mit NaOH eingestellt
Losung erfolgte nach NaOH-Zugabe

RNase A

200 pg/ml  RNase A in 10 mM TRIS-HCI, pH 8,0
(die RNase wurde vor Verwendung nach Maniatis ef al. (1982)
durch Kochen von DNase-Aktivitit gereinigt)

Proteinase K
20 mg/ml in HyO eyt
PEG-Losung

30 % (W/V) PEG6()()() n 1,5 M NacCl

2.6.7 Gelelution von radioaktiven in-vitro-Transkripten

Auf Grund der teils fehlerhaften Transkriptionsprodukte durch die T7-Polymerase, die ent-
weder ,,mehr-als-Einheitsldngen*-Transkripte darstellen, oder zu kurze Transkripte auf Grund
von Abbriichen wéhrend der Transkription, wird eine Gelelution angeschlossen. Hierbei wird
der komplette Transkriptionsansatz in einem denaturierenden PAA-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt und nur das korrekte Produkt mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Zur
Trennung der Transkriptionsprodukte mit einer Lange von 359 Nt, bzw. 727 Nt wurde ein
denaturierendes 6 % PAA-Gel (30 %, 30:1) gewdhlt. Um Produkt-Dimere auszuschlieBen,
wurden die Proben vor dem Auftragen denaturiert. Auch hier sollten sie wéhrend der Elektro-
phorese denaturiert bleiben. AnschlieBend wurde das Gel kurz (ca. 10-20s) gegen einen
Rontgenfilm exponiert, um die strahlenden Banden sichtbar zu machen. Die Position des
Films auf dem in Frischhaltefolie eingeschlagenen Gel wurde mit einem wasserfesten Lack-
stift markiert, um spiter, nach Entwicklung des Films, diesen als Schablone zum Ausschnei-
den der Banden aus der Gelmatrix verwenden zu konnen. Die Autoradiographie wurde so
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unter das Gel gelegt, dass die vorher markierten Bereiche aneinander anschlossen. An der
Stelle, wo der Film geschwirzt war, konnte man Transkriptionsprodukte erwarten. Ausge-
schnitten wurden ausschlieSlich die Fragmente der korrekten Lange. Die ausgeschnittenen
Gelstiickchen wurden in Eppendorfgefia3e liberfiihrt, die 300 pl Elutionspuffer enthielten.

Elutionspuffer
0,3 M NaOAc, pH 6,0
I mM EDTA
0,2 % SDS
ad 300 pl HaOgyto

Die Eppendorfgefie mit den Gelstiickchen wurden tiber Nacht bei 4°C geschiittelt
(Eppendorf Mixer 5432), um die Nukleinsédure aus dem Gel in den Puffer zu iiberfiihren.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen, in ein frisches Reaktionsgefif iiberfiihrt
und die darin enthaltene Nukleinsdure mittels Ethanolfdllung prézipitiert. Die Pellets wurden
in der Regel in 1 x TE-Puffer resuspendiert und bei -20°C gelagert.

2.6.8 Gelelution von unmarkierten Nukleinsauren

Die Elution von nicht-radioaktiv markierten Nukleinsduren erfolgte weitestgehend analog
dem bereits beschriebenen Verfahren fiir radioaktiv markiere Nukleinsduren (s. 2.5.8). Nach
der denaturierenden PAA-Gelelektrophorese wurde das Gel in eine Ethidiumbromid-Losung
(5 pg/ml) gelegt und fiir 15 Minuten sanft geschwenkt. Hierbei interkalieren die
Ethidiumbromidmolekiile zwischen die Basen des Einzelstranges und kénnen mittels UV-
Licht detektiert werden. Die zu eluierende Nukleinsdure wurde mit Hilfe eines Skalpells
prézise herausgeschnitten, zerkleinert und in ein Reaktionsgefdl mit 300 pul Elutionspuffer
tiberfiihrt. Anschlieend wurden die Reaktionsgefdle 2 x in fliissigem Stickstoff gefroren.
Nach dem Auftauen wurden die Proben iiber Nacht bei 4°C geschiittelt. Das Schockfrieren in
Stickstoff sollte hierbei das Aufbrechen der PAA-Gelmatrix bewirken und so den Austritt der
Nukleinsiure aus dem Gel erleichtern. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und
durch autoklavierte Glaswolle zentrifugiert. Dies erlaubt eine Abtrennung eventuell noch
vorhandener kleiner PAA-Stiickchen. Der so gereinigte Elutionsiiberstand wurde nach dem
iiblichen Protokoll mit Ethanol geféllt und das Pellet in der Regel in 1 x TE-Puffer
resuspendiert und bei -20°C aufbewabhrt.

2.7 Allgemeine molekularbiologische Methoden

2.7.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Zur Trennung von Proteinen und Nukleinsduren in wéssrigen Losungen wurde die
Phenol/Chloroform-Extraktion verwendet. Hierzu wurde die wéssrige Losung zundchst mit
einem Volumen reinem Phenol versetzt, griindlich gemischt und anschlieBend zur
Phasentrennung fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur und 13000 rpm (Hettich EBA 12)
zentrifugiert. Der wissrige Uberstand wurde vorsichtig —ohne Bereiche der Interphase —
abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefd3 iiberfiihrt. Es wurde 1 Volumen eines
Phenol/Chloroform-Gemisches (Verhéltnis 1:1) zugegeben, gut durchmischt und erneut wie
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bereits beschrieben zentrifugiert. Wiederum wurde der wissrige Uberstand abgenommen, mit
1 Volumen reinem Chloroform versetzt und verfahren wie beschrieben. Die Extraktion mit
reinem Chloroform dient der Entfernung eventuell mitiiberfiihrter Phenolreste, welche die an-
schlieBende enzymatische Reaktionen negativ beeinflussen. Der zuletzt gewonnene, wissrige
Uberstand wurde in der Regel mit Ethanol gefillt, das Pellet in einem geeigneten Volumen
eines geeigneten Puffers resuspendiert und bei -20°C gelagert.

2.7.2 Nukleinsiaure-Fillungen
2.7.2.1 Ethanol-Féllung

Zur Fillung von Nukleinsduren aus Reaktionsansidtzen wird standardmiBig die wéssrige
Losung auf 300 mM Natriumacetat eingestellt. Die anschlieBende Zugabe von 2,5-fachem
Volumen an -20°C kaltem, 96 %-igem Ethanol, sowie einer 1-stiindigen Inkubation auf Eis
fiihrt zur Prézipitation der Nukleinsdure. Eine folgende Zentrifugation fiir mindestens 60
Minuten bei 4 °C und 12000 rpm (Hettich EBA 12 R) dient dem Pelletieren. Der Uberstand
wird verworfen und das Pellet zur Entfernung eventuell mitgefallener Salze mit 70 %-igem
Ethanol gewaschen. Es schlieB3t sich eine erneute Zentrifugation bei 4°C und 12000 rpm fiir
ca. 30 Minuten an. Der Uberstand wird ebenfalls verworfen und das Pellet fiir 15 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet. Die erhaltene Nukleinsdure wird in geeignetem Volumen eines
geeigneten Puffers resuspendiert. Fiir besonders groe zu fillende Volumina (>1 ml) wurde
die Inkubation der Nukleinsdure in der Regel bei -20°C und {iber Nacht durchgefiihrt. Die
anschlieende Zentrifugationsdauer betrug zwischen 1,5h und 3 h. Beides diente der
Erh6hung der Ausbeute.

2.7.2.2 Ethanol-Ammoniumacetat-Fallung

Bei der Fillung sowohl von radioaktiv markierten in-vitro-Transkripten, als auch von 5’y-
endmarkierten Oligonukleotiden wurde der Ethanolfillung ein zusétzlicher Schritt
vorrausgestellt. Die wéssrige Losung wurde zunichst auf 2,5 M Ammoniumacetat eingestellt
und mit 2,5-fachem Volumen von 96 %-igem, -20°C-kaltem Ethanol versetzt. Die an-
schlieBende Zentrifugation, sowie das Waschen der Nukleinsdure entspricht der oben
beschrieben Ethanolfillung. Das Pellet wird in 50 pl 1 x TE-Puffer resuspendiert und erneut
mit Ethanol gefillt. Die vorgeschaltete Ammoniumacetat-Féllung dient der Abtrennung von
Mononukleotiden, da diese wesentlich schlechter zu féllen sind. Das bedeutet, dass radioaktiv
markierte Nukleotide, die wéhrend einer in-vitro-Transkription oder 5’y- Endmarkierung
nicht eingebaut wurden, nicht zusammen mit der Nukleinsiure prézipitiert werden und somit
die anschlieBende Messung der tatsdchlichen Radioaktivitit der Probe nicht verfalschen.

2.8 Gelelektrophoresen

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Gelelektrophoresen wurden Polyacrylamidmatritzen
verwendet, deren Trennbereich sich nach der Prozentigkeit und dem Vernetzungsgrad richtet.
Es wurden Polyacrylamid (PAA)-Stammlosungen verwendet, die sowohl aus 30 % PAA mit
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einem Verhéltnis von Acrylamid zu N,N’- Methylenbisacrylamid von 30:1 bestanden, als
auch 40 % PAA mit einem Verhéltnis von Acrylamid zu N,N’- Methylenbisacrylamid von
19:1. Der sogenannte Vernetzungsgrad bezeichnet das eben beschriebene Verhéltnis von
Acrylamid zu Bisacrylamid, wobei ein hoherer Anteil an Bisacrylamid zu einer stirkeren
Vernetzung fiihrt. Um eventuelle Verunreinigungen in der Gellosung zu vermeiden, wird die
Losung nach dem Ansetzen fiir ca. 1 h mit einem lonenaustauscher versetzt (Amberlite MB-
3) und anschlieBend filtriert. Die Polymerisation der PAA-Losung wird durch Zugabe von
10 % Ammoniumperoxosulfat (APS) gestartet. Zum Abfangen der entstehenden Radikale
werden dem Ansatz 0,1 % N,N,N",N"-Tetramethylenethylendiamin (TEMED) zugesetzt.

2.8.1 Leistungsgesteuerte, denaturierende Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

Die Gelanalyse von PCR-Produkten, in-vitro-Transkripten, cPSTVd, sowie die standardisierte
Langenkontrolle von Nukleinsduren erfolgte mittels der leistungsgesteuerten, denaturierenden
Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Die hierbei beabsichtigte, thermische Denaturierung der
Nukleinsdure erfolgt nicht durch die Verwendung eines Wasserbads oder einer temperier-
baren Gelkammer, sondern die erforderliche Warme wird direkt im Gel durch den Stromfluss
erzeugt. Um eine gute und gleichmdBige Temperaturverteilung iiber das gesamte Gel, bzw.
iiber die gesamte Glasplatte zu gewéhrleisten, wird zusétzlich eine Aluminiumplatte vor die
dem Pufferbad abgewandte Glasplatte gespannt. Zur erleichterten Handhabung wurden die
Gele auf die hydrophile Seite einer Gelbond-Folie (SERVA FEINBIOCHEMICA GmbH &
Co. KG, Heidelberg, Deutschland) gegossen, auf die sie dann aufpolymerisieren. Um die
Denaturierung der Proben von Beginn der Elektrophorese an zu gewéhrleisten, wird das Gel
vor dem Auftragen der Proben fiir ca. 20 Minuten bei 50 W vorgeheizt, um zum Zeitpunkt des
Probenauftrags auf etwa 50-60°C temperiert zu sein. Wéhrend der eigentlichen Elektropho-
rese wird eine Leistung von ca. 30 W am Gel aufrechterhalten. Diese Temperatur und der dem
Gel zugesetzte Harnstoff reichen aus, um die Proben in einem denaturierten Zustand zu
halten. Zusétzlich zu den Gelbedingungen werden die Proben vor dem Auftragen denaturiert,
indem sie in einem Auftragspuffer (s. 2.2) fiir ca. 3 Minuten (je nach Probenvolumen) iiber
90°C erhitzt und anschlieBend schnell auf Eis abgekiihlt werden. Die jeweilige PAA-
Konzentration, bzw. die Prozentigkeit des Gels, wird je nach Linge der zu trennenden
Nukleinsdure-Fragmente gewahlt. Fiir die RT-PCR-Produkte mit einer Lange von 85 Nt bis
105 Nt, sowie in-vitro-Transkripte mit einer Lange von 368 Nt bis731 Nt wurde ein 12 %-
iges, bzw. 8 %-iges PAA-Gel (30 %; 30:1) verwendet. Der PAA-Matrix wurden neben der
jeweiligen Polyacrylamidkonzentration zusétzlich Harnstoff und TBE-Puffer zugesetzt, so
dass sich eine Endkonzentration von

X % PAA
8 M Harnstoff
1x TBE

ergab. Die Gellosung wurde anschlieBend auf 0,1 % TEMED und 10 % APS eingestellt. Fiir
solche Gele, in denen radioaktiv markierte Nukleinsduren getrennt wurden, wird zum Schutz
des Laufpuffers vor Kontamination DE-81-Papier (Ion-Exchange Chromatography-Papier,
Whatman) unter den unteren Rand der beiden Glasplatten gelegt. So konnen eventuell
auslaufende, radioaktive Mononukleotide oder sehr kurze Fragmente an das Papier gebunden
werden, wenn sie aus dem Gel austreten und gelangen nicht ins untere Pufferbad, wodurch
eine Kontamination verhindert wird. Die Dauer der Elektrophorese variierte je nach
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Experiment und wird bei der Beschreibung des jeweiligen Experiments angegeben. Im
Anschluss an die Elektrophorese wurden die Gele entsprechend der aufgetragenen Proben
entweder silbergefirbt oder bei -70°C gegen Rontgenfilme (Kodak-X-OMAT ™, Sigma, St.
Louis, USA) exponiert.

2.8.2 Bidirektionelle Gelelektrophorese

Die Elution von zirkuldrem PSTVd aus vorfraktionierten, pflanzlichen Rohextrakten, die von
Herrn Bernd Esters prépariert wurden, geschah mittels bidirektioneller Gelelektrophorese
(Schumacher et al., 1983). Sie bietet eine besonders einfache, sowie effiziente Moglichkeit,
cPSTVd von anderen pflanzlichen Nukleinsduren innerhalb des Rohextraktes zu trennen. Die
Separation der Viroidmolekiile erfolgt nach folgendem Prinzip: In der ersten Dimension
werden unter nativen Bedingungen die pflanzlichen Nukleinsduren von der Viroid-RNA
durch das charakteristische Laufverhalten der beteiligten Nukleinsduren getrennt. Die kleinen
Nukleinsduren haben nach einer gewissen Elektrophoresedauer die Gelmatrix bereits
verlassen. Das Viroid ist auf Grund seiner nativen Stibchenstruktur relativ weit im Gel
gelaufen und die groBeren pflanzlichen Nukleinsiduren befinden sich weiter ,,oberhalb® in der
Gelmatrix. Die Elektrophorese der ersten Dimension wird gestoppt, wenn sich das Viroid
etwa 1 cm oberhalb des unteren Gelrands befindet (gut zu erkennen, da einer der Blaumarker,
Xylencyanol, in etwa auf Hohe der nativen Viroid-RNA lduft). In der zweiten Dimension
werden denaturierende Bedingungen gewdhlt (Temperaturerhohung) und die Pufferbader
umgepolt. Als Konsequenz denaturiert das Stibchen und wird im Gel extrem verzogert, so
dass die verbliebenen pflanzlichen Nukleinsduren die Gelmatrix verlassen und nahezu
ausschlieBlich die Viroid-RNA im Gel zuriickbleibt, die nun problemlos eluiert werden kann.
Die hierfiir gewéhlten Bedingungen sind wie folgt:

Vernetzungsgrad von 5 % PAA (43:1),
4 M Harnstoft,
0,4 x TBE als Gel- und Laufpuffer

In der ersten Dimension lief das Gel spannungsgesteuert (800 V) fiir 75 Minuten bei 15°C. In
der zweiten Dimension wurde das Gel auf 40°C erwiarmt und die Elektrophoresezeit nach
Umpolung der Pufferbidder betrug 45 Minuten bei 800 V. Die Einstellung der Temperaturen
erfolgte liber Wasserbéder.

2.8.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und priparativen Auftrennung doppelstringiger DNA (Plasmid-DNA,
Restriktionsfragmente) wurden horizontale Agarosegele mit 0,8-2,5 % (w/v) Agarose
verwendet (Maniatis et al., 1982). Die jeweilige Agarosemenge wird in 80-100 ml 1 x TAE-
Puffer aufgekocht, nach dem Abkiihlen auf ca. 60°C mit 0,5 pg/ul Ethidiumbromid versetzt
und als Flachbettgel (14 x 11 cm) gegossen. Als Laufpuffer diente ebenfalls 1 x TAE-Puffer,
der mit 0,5 pg/ul Ethidiumbromid versetzt war. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf
1 x TAE-Puffer eingestellt und bei einer konstanten Spannung von 90-120 V aufgetrennt.
Nach der Elektrophorese wurde die DNA im Gel iiber die Fluoreszenz der in den
Doppelstrang interkalierten Ethidiumbromidmolekiile bei Bestrahlung mit langwelligem UV-
Licht (302 nm) auf einem UV-Transilluminator (Appligene oncor) sichtbar gemacht.
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2.84 Sequenziergele

Sequenziergele wurden zur Analyse von Primer-Extension-Reaktionen eingesetzt. Um eine
nukleotidgenaue Auftrennung zu garantieren, verfiigen die Sequenziergele iiber eine langere
Trennstrecke, sowie eine erweiterte Breite, die eine Auftragung sehr vieler Proben ermoglicht
(Abmessung der Sequenziergele 350 x 430 x0,4 mm). Die Gelelektrophorese fiir Sequenz-
analysen wurde in einer senkrechten Gelkammer (Electrophoresis Apparatus, Modell S2,
GibcoBRL Life Technologies, Gaithersburg, USA) durchgefiihrt. In die Gelkammer integriert
ist eine Aluminiumplatte, die der GroBe des Gels entspricht. Hiervor werden nun die
Glasplatten mit dem dazwischengegossenen Gel gespannt. Ein Sequenziergel hat die Zusam-
mensetzung;:

8 % PAA-Endkonzentation (40 % PAA-Stammldsung, 19:1)
I x TBE
&M Harnstoff
0,1 % TEMED
ad 80 ml HyOuyt0

Die Gellosung wird fiir ca. 5 Minuten entgast, anschlieend mit APS versetzt und damit das
Gel gegossen. Die Polymerisation erfolgte fiir mindestens 2 h. Der Elektrophoresepuffer war
1 x TBE. Das Gel wurde bei 100 W fiir ca. 30 Minuten vorgeheizt. AnschlieBend wurden die
denaturierten Proben aufgetragen und die Elektrophorese wurde fiir mehrere Stunden
durchgefiihrt. Auch hier richtete sich die Elektrophoresedauer nach der Linge der entspre-
chenden Nukleinsdure. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf Whatman-Papier
(Whatman Chromatography paper 3 MM Chr) aufgezogen und bei -70°C gegen Rontgenfilme
(Kodak-X-OMAT ™, Sigma, St. Louis, USA) exponiert.

2.8.5 Autoradiographien

Zum Nachweis radioaktiver Nukleinsduren werden auf die entsprechenden Gele Rontgenfilme
gelegt, die bei -70°C mit Verstdrkerfolie (Typ Extrarapid; Empfindlichkeit 200, Calcium-
Wolframat, blauemittierend; Gerlinde Kisker, Siiddeutschland) exponiert werden. Die
Expositionsdauer in dieser Arbeit variierte in der Regel zwischen 1 und 14 Tagen.

2.8.6 Silberfirbung von Polyacrylamid-Gelen

Die Anfirbung der Nukleinsédure, die nicht radioaktiv markiert war, geschah mit Hilfe der
Silberfarbung. Angewendet wird hierzu eine nach Schumacher et al. (1983) verdnderte
Silberfarbung fiir Proteingele (Sammons ef al., 1981). Die Dauer der einzelnen Schritte wurde
nach Baumstark (1989) modifiziert. Mit Hilfe der Silberfarbung kann noch 1 ng Nukleinsiure
nachgewiesen werden.
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Losung Dauer
Fixieren 10 % (v/v) Ethanol 10 min

0,5 % (v/v) Essigsédure
Farben 0,19 % AgNO;3 15 min
Waschen HyOudest 3x15s
Entwickeln 15 g/l NaOH 15 min

90 mg/l NaBH4
3,75 ml/l Formaldehyd 37%
Neutralisieren 0,75 % NaHCO;3 15 min
2.9 UV/VIS-Spektroskopie
2.9.1 Spektralphotometrische Bestimmung der Konzentration von
Nukleinsiuren

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

RNA: 1 Ay =40 pg/ml
DNA: 1 A =50 pg/ml
Oligonukleotide: 1 Azgo =33 pg/ml

PSTVd: 1 Asg =43 pg/ml

2.9.2 Spektralphotometrische Bestimmung der Konzentration von
Proteinen

Zur Bestimmung der Konzentration des Proteingehalts in praparierten Kernextrakten wurde
ein Bradford-Microassay (Bio-Rad) verwendet. Die Konzentrationsbestimmung nach
Bradford beruht auf der Anfiarbung von Proteinen mit dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-
Blue, die einen Anstieg der Absorption bei 595 nm bewirkt. Zunédchst wurde eine Eichgerade
mit bekannten Proteinkonzentrationen erstellt. Hierzu wurde als Referenzprotein BSA
verwendet. Anhand der Eichgerade konnte die unbekannte Proteinkonzentration ermittelt
werden. Entsprechend den Hersteller-Angaben wurden 800 pl Proteinlésung mit 200 pl Dye-
Reagenz vermischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im Spektralphotometer
(Beckmann, Modell 640) vermessen.
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2.10 Northernblot-Analysen

2.10.1 Transfer der Nukleinsiuren auf eine Nylonmembran

Zum spezifischen Nachweis einer Nukleinsdure mit PSTVd-Sequenz wurde ein Sequenz-
spezifischer Northernblot durchgefiihrt. Er erfolgte im Anschluss an eine denaturierende
PAA-Gelelektrophorese. Zunichst miissen die im Gel aufgetrennten Nukleinsduren auf eine
Nylonmembran (Biodyne A, Pall Europe Ltd., Portsmouth, England) transferiert werden.
Dieser Transfer erfolgte in einer ,,semi dry“-Kammer (Modell TransBlot SD, Biorad,
Miinchen). Auf die in der Apparatur enthaltenen Elektroden werden je vier Lagen, in 1 x TBE
getrinktes Whatman-Papier (Whatman International Ltd., Maidstone, England) gelegt. Das
Gel sowie die Membran werden so dazwischen gebettet, dass die Nukleinsdure durch den
Stromfluss aus der Gelmatrix auf die Membran fliet. Der Nukleinsduretransfer erfolgte fiir
ca. 1 h bei 400 mA und maximal 15 V.

2.10.2 Alkalische Denaturierung und Fixierung der Nukleinsiure auf
der Membran

Der Elektrotransfer von RNA auf eine Nylonmembran erfolgte nicht unter denaturierenden
Bedingungen, sondern die RNA wurde erst nach dem Transfer auf der Membran denaturiert.
Die Denaturierung war notwendig, da Vorversuche gezeigt hatten, dass dadurch die
Nachweisempfindlichkeit deutlich gesteigert werden konnte. Speziell die RNA von PSTVd
muss auf Grund ihres hohen Grades an Selbstkomplementaritit denaturiert und denaturiert auf
der Membran fixiert werden. So sind fiir spitere Sondenmolekiile die komplementéren
Bereiche frei und nicht durch selbstkomplementidre Paarungen unzugénglich, so dass eine
Bindung an diese erfolgen kann. Die Denaturierung der RNA wurde durch Inkubation der
Membran fiir 15 Minuten in 50 mM NaOH bei Raumtemperatur erreicht. Dabei wurde die
Membran nicht mit NaOH {iberspiilt um ein Abwaschen der RNA von der Membran zu
verhindern, sondern auf mit 50 mM NaOH getrinktes Whatmanpapier gelegt. Die
Natronlauge saugte sich durch die Membran und denaturierte auf der Oberfliche die
transferierte RNA. AnschlieBend erfolgte, ebenfalls bei Raumtemperatur, nach dem gleichen
Prinzip eine Neutralisierung mit 20 x SSC. Die fiir die Hybridisierung notwendige kovalente
Fixierung der RNA auf der Nylonmembran erreichte man durch Bestrahlung mit UV-Licht
der Wellenldnge 254 nm. Hierfiir wurde eine UV-Crosslink-Apparatur, Modell Stratalinker
der Firma Stratagene (La Jolla, USA, Funktion ,,Auto Crosslink®) verwendet. Die so auf der
Membran fixierte RNA konnte nun in die Hybridisierung eingesetzt werden.

2.10.3 Hybridisierung von PSTVd-RNA an Nylonmembranen

Die kovalent an der Membran fixierte RNA wurde durch Hybridisierung mit radioaktiv
markierten in-vitro-Transkripten nachgewiesen. Hierzu wurde die Membran zusammengerollt
in Hybridisierungsrohrchen tiberfiihrt und zunichst mit 25 ml Prahybridisierungslosung bei
60°C fiir mindestens 2 h in einem Hybridisierungsofen (Modell OV 2, Biometra, Gottingen)
rotiert. Die Préhybridisierungslosung wurde anschlieBend entfernt und durch 15 ml frische
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Hybridisierungslosung ersetzt, die nun die radioaktiv markierte Sonde enthélt. Die Inkubation

erfolgte fiir PSTVd-spezifische Nachweisreaktionen bei 65-70°C iiber Nacht.

Prahybridisierungslosung:

5% Blocking-Reagenz (Roche, Mannheim)
5x SSC
0,1 % N-Laurylsarcosin, Na-Salz
0,02 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
50 % Formamid

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

Hybridisierungslosung:
5% Blocking-Reagenz (Roche, Mannheim)
5x SSC
0,1 % N-Laurylsarcosin, Na-Salz
0,02 % Natriumdodecylsulfat (SDS)
50 % Formamid
~100000 cpm  radioaktiv markiertes in-vitro-Transkript,

das zuvor 3 min > 90°C denaturiert und rasch
auf Eis abgekiihlt wurde

die Losung wurde in der Regel nur einfach verwendet

Um ungebundene Sondenmolekiile zu entfernen, bzw. um Spezifitit zu gewihrleisten, wurde
die Membran mehreren Waschschritten unterzogen. Zunéchst wurde sie fiir 5 min bei 60°C
mit Losung I (2 x SSC; 0,1 % SDS) und anschlieBend 2 x fiir 30 min bei 75°C mit Losung I1
(0,1 x SSC; 0,1 % SDS) gewaschen (Temperaturen nach Aschermann, 2001). Die so
behandelte Membran wurde in Polyethylenfolie eingeschweillit und bei -70°C gegen einen
Rontgenfilm exponiert.

2.11 Enzymatische Reaktionen

2.11.1 in-vitro-Transkription mit der T7-RNA-Polymerase

Alle in-vitro-Transkriptionen wurden mit der T7-RNA-Polymerase durchgefiihrt, die in
unserem Institut von Michael Schmitz pripariert und zur Verfligung gestellt wurde. Die T7-
Polymerase erkennt au3er ,,normalen®, unmodifizierten NTPs sowohl radioaktive Nukleotide
(o [32P]-UTP [Hartmann Analytik] ), als auch Biotin-markierte Nukleotide (Biotin-16-Uridin-
5’-triphosphat [Roche, Mannheim]) und erméglicht ihren Einbau wihrend der Transkription.
Fiir die Transkription von PSTVd-Sequenzen wurde folgende Plasmide verwendet:

Plasmid Orientierung und Linge |Sequenzbereich (5°>3°) PSTVd-Stamm
pRH 715 (+)-Monomer (368 Nt) 146-359/1-145 intermediate
pRH 716 (-)-Monomer (368 Nt) 146-1/359-147 intermediate
pRH 717 (+)-Monomer (368 Nt) 282-359/1-359/1-281 intermediate
pSH 3 (-)-Dimer (731 Nt) 337-1/359-1/359-338 intermediate
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Die Plasmide verfiigen alle iiber einen T7-Promotor, der eine in-vitro-Transkription mit der
T7-Polymerase ermdglicht. Die hier verwendeten Vektoren enthalten Sequenzen, die dem
PSTVd-Stamm ,,intermediate Di*“ entsprechen. Nach EcoRI Linearisierung der pRH 7XX-
Vektoren und anschlieBender in-vitro-Transkription erhédlt man Transkripte, die zusétzlich
zwei vektorbedingte Nukleotide am 5’-Ende (GG) und sieben vektorbedingte Nukleotide
(GGGAAUU) am 3’-Ende aufweisen. In-vitro-Transkripte von pSH 3 weisen sechs vektor-
bedingte Nukleotide am 5’-Ende (GGCAAG) und sieben vektorbedingte Nukleotide
(GGGAAUU) am 3’-Ende auf.

Sowohl fiir die in-vitro-Transkription ohne Markierung, als auch fiir die Transkriptions-
ansitze, die den Einbau von radioaktiven Nukleotiden, bzw. Biotin-markierten Nukleotiden
zum Ziel hatten, wurde der Ansatz nach Hecker (1989) gewihlt. Der Transkriptionsansatz
enthielt folgende Komponenten. Die optional zugesetzten Komponenten (je nach gewiinschter
Markierung) sind kursiv dargestellt:

Reaktionsansatz: 2 ug EcoRl-linearisiertes Plasmid
4ul  IVT-A (100 mM NaH,PO4, pH 7,7
50 mM DTT)

4 pul  IVT-B (40 mM MgCl,
20 mM Spermidin-HCI, pH 7,7)
0,5 ul  RNasin (40 u/pl; Promega, Mannheim)

alternativ 2 ul rNTPs (10 mM)
oder 1 pul  rNTP-UTP-Mix (250 uM UTP
5SmM ATP
5 mM GTP
5mM CTP)
und 0,4 ul  Biotin (Biotin-16-Uridin-5 -triphosphat [ Roche, Mannheim]
bzw. 5ul  of’P]-UTP (3000 Ci/mmol)

1 ul  T7-Polymerase (250-300 u/pul)
ad 20 pl  HyOgueo

Die eingesetze Menge an Biotin-markiertem UTP entspricht einem Anteil an Gesamt-UTP
von 20 %, weswegen davon auszugehen war, dass die entstandenen Transkriptionsprodukte
ebenfalls einen Biotinylierungsgrad von 20 % aufweisen.

Die Proben wurden insgesamt fiir 3 h bei 37°C inkubiert, wobei nach 1 h 30 min erneut 1 pl
Enzym zugegeben wurde. Um die Transkripte aus dem Reaktionsansatz zu gewinnen, wurden
sie einmal mit 2,5 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumen Ethanol gefillt. Die Fillung mit
Ammoniumacetat diente, wie in 2.7.2.2 beschrieben, der Abtrennung nicht eingebauter
Mononukleotide. AnschlieBend wurde eine ,,normale” Ethanolfillung durchgefiihrt. Die
gefillte Nukleinsdure wurde bei Raumtemperatur getrocknet und in der Regel in 1 x TE-
Puffer resuspendiert und bei -20°C aufbewahrt. Ein Aliquot wurde in einer denaturierenden
PAA-Gelelektrophorese auf ihren Reinheitsgrad hin tiberpriift.

2.11.2 in-vitro-Transkription von PSTVd-Templates mit dem
Kernextrakt

Die in-vitro-Transkriptionsanalysen wurden sowohl nach einem von Fels (1997)
modifizierten Protokoll von Nagel-Steger (1990), als auch nach dem Protokoll von Roberts
und Okita (1991) durchgefiihrt. Weitere Modifikationen, die wihrend dieser Arbeit eingefiihrt
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wurden, sind an entsprechender Stelle erwdhnt. Alle Angaben, die sich auf die nach Fels
durchgefiihrte Transkription beziehen sind mit ,,a* beschrieben, alle nach Roberts und Okita
durchgefiihrten Schritte sind mit ,,b* markiert. Zundchst wurde der Transkriptionsansatz
anstatt 10 Minuten (Fels) lediglich fiir 5 Minuten priinkubiert, da diese Zeit reichen sollte um
die Ausbildung von Polymerase II-Initiationskomplexen zu ermoglichen (Wagner, pers.
Mitteilung). Der Transkriptionsansatz nach Roberts und Okita verlangte generell eine
»Prainkubationszeit™ von lediglich 5 Minuten. RNase-freie DNase sollte die Ausbeute an de-
novo-PSTVd-RNA steigern. Bei Analysen an zugegebenem DNA-Termplate wurde natiirlich
auf die Zugabe von DNase verzichtet. Die Transkriptionsreaktion wurde durch Zugabe von
rNTPs gestartet. Im Ansatz mit 10° M o-Amanitin sollte die Polymerase II-Abhéngigkeit der
untersuchten Transkriptionsaktivitidt kontrolliert werden. Als Nullkontrolle diente ein Ansatz
ohne Template. Die verwendeten Templates waren geleluiertes cPSTVd, geleluierte pSH 3-
intermediate-(-)-Dimer-in-vitro-Transkripte, sowie geleluierte pRH 718-intermediate-(-)-
Dimer-in-vitro-Transkripte.

Verwendete Losungen
Transkriptionspuffer (5 x) (nach Fels, 1997) (a)
250 mM  TRIS-HCI, pH 7,9
300 mM  (NH4)2SOq4
25mM  MgCl,

STOPP-Losung (verindert nach Fels, 1997) (a)

20mM EDTA, pH 8,0
200mM NaCl
1% SDS
kein  Glycogen (vgl. mit Fels)
STOPP-Losung (nach Roberts und Okita, 1991) (b)

20mM TRIS-HCI, pH 7,5

04M NaOAc
5mM EDTA, pH 8,0
0,1% SDS

Transkriptionsansatz (a)

0,1-5ng cPSTVd oder

0,1-5pg pSH3
6 ul 5 x Transkriptionspuffer
40u RNasin

20 ug BSA (molekularbiologische Qualitit)
20u DNase I (RNase frei)
3ul  10°M a-Amanitin
5-15 ng Protein (aus Kernextrakt)
ad 28,2 ul  HaOuuto
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Transkriptionsansatz (b)

0,1-5nug pSH 3 oder
0,1-5 ug cPSTVd oder
0-4 ng pRT 103-GUS/ Eco RV-restringiert
20mM HEPES-KOH, pH 7,9
10 mM MgOAc
2mM Spermidin
0,4 u/ul  “pancreatic ribonuclease inhibitor” (= RNasin)
10 mM  B-Mercaptoethanol
100mM KOAc
~33 ug Protein (aus Kernextrakt)
ad 25 ul - HyOuyeo

Der Ansatz wurde zunichst fiir 5 Minuten ohne Template und ohne NTPs bei 28°C im
Heatblock inkubiert, um die gesamte Losung gleichméBig auf 28°C zu erhitzen. AnschlieSend
wurde das Template zugegeben und fiir weitere 5 Minuten bei 28°C inkubiert. Der eigentliche
Start der Transkription erfolgte durch die Zugabe von 1,8 ul 10 mM NTP-Losung (Ceng:
600 uM (a und b), bzw. 1,8 pl NTP-UTP (a), 1,8 ul NTP-ATP (b) + 10 uCi a **P-UTP (a),
10 uCi o **P-ATP (b)).

Die Transkriptionsreaktion erfolgte fiir 30 Minuten bei 28°C und wurde durch die Zugabe von
70 pul der jeweiligen STOPP-Losung abgebrochen. Der Ansatz wurde 2 x mit reinem Phenol,
1 x mit Phenol/Chloroform und 1 x mit reinem Chloroform extrahiert, um Proteine aus dem
Ansatz zu entfernen. Anschlieend wurde die Nukleinsdure mit Ethanol geféllt und die resus-
pendierten Pellets optional fiir 30 Minuten gegen 1 x TE-Puffer dialysiert (a) (4°C,
Schwimmfilter [0,02 pm, Millipore GmbH, Neu-Isenburg]). Bei der spiter entwickelten,
anschlieenden Aufreinigungsmethode konnte auf eine Dialyse verzichtet werden. Die resus-
pendierten Pellets wurden je nach anschlieBendem Experiment unterschiedlich weiter-
verwendet.

2.11.3 Radioaktive 5’-Endmarkierung von Oligonukleotiden

5’-markierte DNA-Oligonukleotide wurden fiir die Primer-Extension-Analysen benétigt. Die
Markierung erfolgte mit der Polynukleotidkinase (PNK) durch den Transfer der radioaktiven
y-Phosphatgruppe des y[**P]-ATP auf das 5’-OH-Ende des Oligonukleotids.

Markierungsansatz: 5 pmol  Oligonukleotid
I ul 10 x PNK-Reaktionspuffer (Roche, Mannheim)
10 U T4-Polynukleotidkinase (Roche, Mannheim)
5ul  y[**P]-ATP (5000 Ci/mmol)
ad 10 I HzOuut0

Die Inkubation erfolgte iiber Nacht auf Eis. AnschlieBend wurde der Markierungsansatz mit
Ammoniumacetat und Ethanol gefdllt. Das getrocknete Pellet wurde in 10 pl 1 x TE-Puffer
resuspendiert und durch Auf- und Abpipettieren gelost. Eine anschlieBende Messung der
Proben im Scintillationszdhler (Modell LS 5000 TD, Beckman Coulter, Miinchen) gab die
Effizienz der Markierung bzw. die Gesamtradioaktivitit der Probe an.
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2.114 Primer-Extension-Analyse (PE)

Die Primer-Extension-Analyse wird zur Bestimmung des 5’-Endes der untersuchten RNA
eingesetzt. Als Reverse Transkriptase wurde die Superscript II RNase H (Gibco BRL,
Karlsruhe) verwendet. Der RT-Reaktionspuffer (5 x RT-Puffer) wurde vom Hersteller
mitgeliefert. Die Temperatur, bei der die Primer-Extension-Reaktion durchgefiihrt wurde,
hing vom jeweiligen Primer und dessen Ty-Wert ab, und wird an entsprechender Stelle
angegeben. Die Primer-Extension-Reaktion erfolgte nach folgendem Protokoll:

2.11.4.1 Hybridisierung des Primers:

1-5ul  IVT-Ansatz / gesamtes Pellet nach DB- Aufreinigung /
1-100 pg T7-in-vitro-Transkript
2 ul 10 x TN-Puffer (0,5 M Tris-HCI, pH 8,0
1 M NaCl)
Sug tRNA
1000000 cpm  5°- y[**P]-ATP-markierter Primer
ad 20 I HzOuueo

Der Reaktionsansatz wurde fiir 1 Minute bei 85°C denaturiert und kiihlte im Heatblock in ca.
3 h auf ~35°C ab. Anschlieend wurde der gesamte Ansatz mit Ethanol gefallt, wobei auf die
Zugabe von Salz verzichtet werden konnte, da der Ansatz durch den TN-Puffer iiber genug
Salz verfiigte. Auch hier richtete sich die Inkubationszeit auf Eis bzw. bei -20°C nach der
abgeschitzten Menge des zu fillenden Produkts. Die Inkubationszeit variierte zwischen 1 h
und ,,iiber Nacht“. Nach dem Pelletieren der Nukleinsdure durch 1-stiindiges Zentrifugieren
bei 4°C und 12000 rpm, sowie anschlieBendem Waschen des Pellets, wurde die Nukleinsdure
in 20 pl Primer-Extension-Losung resuspendiert.

2.11.4.2 Primer-Extension-Ansatz:

4 ul 5 x RT-Puffer (Gibco BRL)

2ul 0,1 M DTT (Gibco BRL)

1 ul 10 mM dNTPs

40u RNasin

1 ul  Superscript IT Reverse Transkriptase (Gibco BRL)
ad 20 pl  HzOuyto

Der Ansatz wurde fiir 1 h bei der Hybridisierungs-Temperatur des verwendeten Primers im
Heatblock inkubiert und anschlieend mit Ethanol gefillt. Die RT-Temperaturen (s. 2.11.6)
sind an entsprechender Stelle angegeben. Nach Zentrifugation des gefillten PE-Ansatzes,
wurde das komplette Pellet in 10 pl Auftragspuffer resuspendiert und zur Analyse vollstindig
auf ein in Abschnitt 2.8.4 beschriebenes Sequenziergel aufgetragen.
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2.11.5 Sequenzierung von Plasmid DNA

Parallel zur Primer-Extension-Analyse wurden Sequenzierungsreaktionen durchgefiihrt. Diese
erlaubten die Zuordnung einzelner Abbruchsignale der Primer-Extension-Reaktion zu
definierten Nukleotiden innerhalb der PSTVd-Sequenz. Die Reaktion erfolgte nach Sanger et
al. (1977) mit dem ,,Sequenase II*-Kit (USB, Cleveland, Ohio, USA) anhand der vom
Hersteller mitgelieferten Anleitung.

2.11.51 Denaturierung des Plasmids

4 ug Plasmid-DNA (in 1 x TE)
1 ul 4 MNaOH
ad 10 ul 1xTE

Die Denaturierung erfolgte fiir 30 Minuten bei 37°C und wurde durch Zugabe von 3 ul 3 M
NaOAc, pH 4,5 und 7 pl HyOuyo gestoppt. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz mit
Ethanol gefillt und das gewaschene Pellet konnte direkt fiir die Hybridisierungsreaktion
verwendet werden.

2.11.5.2 Hybridisierung des Primers

Die Primerhybridisierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers; es wurden 5 pmol
Primer und das komplette denaturierte Plasmid verwendet.

2.11.5.3 Sequenzierungsreaktion

Die Sequenzierungsreaktion erfolgte nach Hersteller-Angaben. Die Verldngerungs- und die
Terminationsreaktion dauerten jeweils 5 min. Die Sequenzierungsreaktion wurde durch
Zugabe von 20 pl Auftragspuffer gestoppt. Ein Aliquot der Reaktion wurde in einem Sequen-
ziergel analysiert. Die Sequenzierungsproben konnten bei -20°C fiir ca. 2 Wochen aufbewahrt
und flir mehrere Sequenziergele verwendet werden.

2.11.6 Reverse Transkription (RT)

Die Reverse Transkription von PSTVd-RNA-Templates war der erste Schritt, um durch
kombinierte RT-PCR-Analysen die im Kernextrakt neu entstandene de-novo-(-)-PSTVd-RNA
nachzuweisen. Die RT-Bedingungen sind weitgehend angelehnt an die von Fels (1997)
etablierten Bedingungen und sind an abweichenden Stellen kenntlich gemacht. Als Reverse
Transkriptase wurden zwei verschiedene Enzyme verwendet; zum einen die ,,Superscript II
RNase H* (Gibco BRL, Karlsruhe), da diese besonders geeignet ist auch geringe Konzen-
trationen an RNA-Template in DNA umzuschreiben (Hersteller-Angaben); zum anderen die
»Retro-Amp-DNA-Polymerase™ (Biozym). Als Reaktionspuffer wurden die vom Hersteller
mitgelieferten Puffer, sowohl der ,,First Strand““-Puffer (Gibco BRL, Karlsruhe), als auch der
20 x RT-Puffer (Biozym) verwendet. Die RT wurde nach den folgenden Protokollen
durchgefiihrt: Die Ansédtze mit ,,Superscript™ (Gibco BRL) werden im Folgenden mit a, die
Ansitze mit ,,Retro-Amp-DNA-Polymerase™ (Biozym) mit b bezeichnet.
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2.11.6.1.a Hybridisierung des Primers

1-3 ul  IVT-Ansatz / gesamtes Pellet nach DB- Aufreinigung /
1-100 pg T7-in-vitro-Transkript
I ul 5 x RT-Puffer (Gibco BRL)
20 pmol  Primer
ad 6 pl  HyOputo

Der Ansatz wurde fiir 1 Minute bei 94°C denaturiert, rasch auf Eis abgekiihlt und 2 Minuten
bei Raumtemperatur und 5000 g zentrifugiert.

2.11.6.2.a Reverse Transkription
Zum Hybridisierungsansatz wurden 12 pl RT-Reaktionslosung pipettiert:

RT-Reaktionslosung: 3ul 5 x RT-Puffer (Gibco BRL)
2ul 0,1 M DTT (Gibco BRL)
I ul 10 mM dNTP
6 ul HZOauto

Der Reaktionsansatz wurde fiir 10 Minuten bei der jeweiligen RT-Temperatur des Primers im
Heatblock inkubiert, wobei ein weiterer vorgeheizter Heatblockeinsatz auf die Deckel der
Reaktionsgefalle gestellt wurde, sowie der Heatblock mit Styropor isoliert, um Evaporation
der Proben zu vermeiden. Nach 10 min wurden dem Ansatz 2 pl der Reversen Transkriptase
(RT)-Losung zugegeben und durch Auf-und Abpipettieren mit der Losung vermischt, wobei
das Reaktionsgefdll im Heatblock verblieb, um eine konstante Temperatur zu gewéhrleisten.

RT-Losung:

0,4 ul  Reverse Transkriptase (200 U/pl)
1:6 Hl HZOauto

Der Reaktionsansatz wurde fiir 30 Minuten bei der jeweiligen RT-Temperatur inkubiert. Die
Temperaturen sind im Ergebnisteil an entsprechender Stelle angegeben. AnschlieBend wurde
die Reverse Transkriptase durch Kochen des Ansatzes flir 5 Minuten inaktiviert und der
Reaktionsansatz auf Eis abgekiihlt. Durch Zentrifugation fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur
und 5000 g wurde eventuell evaporierte Probe vom Deckel des Reaktionsgefilles entfernt und
dem Gesamtansatz wieder zugefiihrt.

2.11.6.3.a Alkalische Hydrolyse des RNA-Templates

Die alkalische Hydrolyse dient der Degradation der noch im Ansatz enthaltenen RNA. Zu
diesem Zweck wird der RT-Ansatz auf 105 mM NaOH eingestellt und fiir 1 Stunde bei 90°C
im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend wird die Probe kurz zentrifugiert und der Ansatz durch
Zugabe eines entsprechenden Volumens 1,0 M HCl neutralisiert.
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2.11.6.1.b Hybridisierung des Primers

Pramix 1:
1-100 pg  T7-in-vitro-Transkript
2,5 ul 20 x RT-Puffer (Biozym)
6 ul 25 mM MgCl, (Biozym)
I ul 25 mM MnSO4 (Biozym)
13,5 ul  HyOgterit (Biozym)
Pramix 2:

12,5 pmol (biotinylierte) Primer
gul  2,5mM dNTP-Mix (Biozym)
14,75 pl - HyOgterit (Biozym)

Die Primixe 1 und 2 wurden auf Eis zusammen pipettiert und fiir 10 Minuten bei der
jeweiligen Trt im Heatblock inkubiert.

2.11.6.2.b Reverse Transkription
Zum Hybridisierungsansatz wurden 2 pul RT-Ldsung pipettiert:

RT-Losung: 0,51l Retro Amp DNA-Polymerase (Biozym)
1,5 ul  HyOgterit (Biozym)

Der Reaktionsansatz wurde fiir weitere 30 Minuten im Heatblock bei der RT-Temperatur
inkubiert. Die Temperaturen sind an entsprechender Stelle angegeben. Anschlieend wurde
der gesamte Reaktionsansatz fiir 5 Minuten groBler 90°C erhitzt, rasch auf Eis abgekiihlt und
die am Deckel des ReaktionsgefiBles kondensierten Tropfchen wurden durch kurze
Zentrifugation (2 Minuten bei 5000 g) in den Gesamtansatz zuriickgefiihrt. Anschlieend
wurden zur VolumenvergroBerung 50 pul HyO, zugegeben, die Nukleinsdure mittels
Phenol/Chloroform extrahiert und anschlieBend mit Ethanol gefillt. Das Pellet wurde in 50 pl
H,O,u0 resuspendiert und direkt in die ,,Dynabead‘“-Aufreinigung (s. 2.12.2.2) eingesetzt. Da
die hier verwendeten Primer ausnahmslos Biotin-markiert waren musste auf eine alkalische
Hydrolyse verzichtet werden, da die Biotinylierung eine Inkubation in 105 mM NaOH fiir
1 Stunde bei 90°C nicht toleriert.

2.11.7 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Im Anschluss an die RT wurde die neusynthetisierte PSTVd-cDNA mittels PCR
vervielfiltigt. Die PCR-Bedingungen sind weitgehend an die von Fels (1997) etablierten
Bedingungen angelehnt. Abweichende Bedingungen sind an entsprechender Stelle
gekennzeichnet. Als Reaktionspuffer wurde der vom Hersteller mitgelieferte 10 x PCR-Puffer
(Promega) verwendet. Da in dieser Arbeit ausschlieBlich radioaktive PCR-Reaktionen
durchgefiihrt wurden, wird statt eines ,,normalen” dNTP-Mixes ein dNTP-dCTP-Mix
verwendet. Um die PCR-Produkte radioaktiv zu markieren, wurde dem Reaktionsansatz
a[**P]-dCTP (3000 Ci/mmol) zugesetzt.
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PCR-Reaktionsansatz:

7,5 ul  RT-Ansatz
20 pmol PCR-forward-Primer
20 pmol PCR-backward-Primer
5ul 10 x PCR-Puffer (Promega)
3ul 25 mM MgCl, (Promega)
0,5ul 10 mM dANTP-dCTP-Mix ( 10 mM dATP
10 mM dGTP
10 mM dTTP
2,5mM dCTP)
3ul  of**P]-dCTP (3000 Ci/mmol)
0,3 ul  Tag-Polymerase (Promega; 5 U/ul)
ad 50 ul  HzOuyto

Der PCR-Ansatz wurde mit 50 pl Paraffindl tiberschichtet, um ein Verdunsten der Proben
wiahrend der Reaktion zu verhindern. Die PCR erfolgte in einem Thermocycler (Modell
Varius V45, Landgraf, Langenhagen), dessen Zeitsteuerung so eingestellt wurde, dass die
Zeitmessung jeweils erst bei Erreichen der Solltemperatur begann. Die Proben wurden im
ersten Zyklus bei 94°C fiir 240 s denaturiert. AnschlieBend wurden bei entsprechender
Temperatur die PCR-Primer angelagert (annealt), und im letzten Schritt die partiellen
Doppelstriange verldngert. Die Annealingtemperaturen (Tay,) variierten je nach eingesetztem
Primer und sind an entsprechender Stelle angegeben. Zur Vervielfiltigung wurde eine
Zyklenzahl von 25 gewihlt. Das reicht erfahrungsgemaf fiir radioaktive PCR-Analysen aus.
Die PCR-Temperaturzyklen sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Anzahl der Zyklen ||1 x 25x 1x
Denaturierung 94°C/ 240 s 94°C/ 60 s

Hybridisierun_g Tann®C/ 60 s

Polymerisatior_l 72°C/ 60 s 72°C/ 600 s

Im Anschluss an die PCR wurde die wéssrige Phase unter dem Paraffindl entnommen und ein
Aliquot (2-4 pl) mittels denaturierender PAA-Gelelektrophorese analysiert.

2.11.8 Restriktionsendonuklease-Verdauung von Plasmid-DNA

Zur Synthese von ,run off in-vitro-Transkripten war es notwendig, die verwendeten
Plasmide (pRH-X und pSH-X) mit EcoRI zu linearisieren. Die EcoRI-Verdauung erfolgte
gemil den Hersteller-Angaben im mitgelieferten Reaktionspuffer. Die linearisierte Plasmid-
DNA wurde mit Ethanol prizipitiert, das Pellet in 1 x TE-Puffer resuspendiert und bei -20°C
aufbewahrt. Zur Uberpriifung der Qualitit der Verdauung wurde eine native Agarose-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. War das Ergebnis befriedigend, konnte das verdaute Plasmid
direkt als Template in die in-vitro-Transkription eingesetzt werden. Dariiber hinaus wurde das
zum Pol II-Aktivitdtsnachweis verwendete Plasmid pRT 103-GUS mit EcoRV verdaut. Auch
hier erfolgte die Restriktion gemall den Herstellerangaben im mitgelieferten Reaktionspuffer.
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2.12 Methoden zur Isolierung de-novo entstandener PSTVd-
RNA

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Anschluss an die Transkription von PSTVd
mit dem Kernextrakt eine Isolierung des neu entstandenen Transkripts unbedingt erforderlich
war, um in einer anschlieBenden Primer-Extension Reaktion unspezifische Signale, die von
endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes herrithren zu vermeiden. In Anlehnung an die
Arbeit von Aschermann (2001) wurde in diesem Zusammenhang ein Aufreinigungsverfahren
etabliert, welches es erlaubt, das entstandene Transkript von anderen Nukleinsduren zu
trennen.

Die Aufreinigung von de-novo-PSTVd-RNA konnte mit Hilfe paramagnetischer Streptavidin-
Partikel (Dynabeads) erreicht werden. Hierzu wurden Biotin-haltige komplementire PSTVd-
Sequenzen (,,B-Sonden®) spezifisch an das entstandene Transkript hybridisiert. Diese Hybride
wurden anschlieBend an Dynabeads gebunden und konnten in einem Magnetstinder (Dynal
MPC-L, Magnetic Particle Concentrator) immobilisiert werden. So konnten gebundene von
nicht gebundenen Nukleinsduren sequenzspezifisch getrennt werden. Eine anschlieBende
Elution der isolierten Nukleinsdure von den Dynabeads erlaubte weitere Analysen mit einem
einheitlichen Ausgangsprodukt.

2.12.1 Generelles zu Dynabeads

Die Immobilisierung von Biotin-markierten Sondenmolekiilen erfolgte an paramagnetischen
Streptavidin-Partikeln der Firma Dynal (Dynabeads). Da Streptavidin aus vier identischen
Untereinheiten besteht, von denen jede ein Biotin-Molekiil binden kann, bindet 1 Mol
Streptavidin 4 Mol Biotin mit einer Bindekonstanten von 10'> M. Dies ist eine der groBten
Bindekonstanten, die filir nicht kovalente Bindungen bekannt ist. Streptavidin eignet sich
besonders gut fiir die Aufreinigung von Nukleinsduren, da es wegen seines schwach sauren
Charakters in physiologischen pH-Bereichen nicht an diese bindet. Da die Dynabeads nicht in
RNase-freiem Zustand geliefert werden, empfiehlt der Hersteller die Partikel bei Anwendung
mit RNA entsprechend vorzubehandeln. Daher ging jeder Inkubation von RNA mit
Dynabeads eine ,,anti-RNase-Behandlung* voraus. Diese bestand in der zweimaligen Inkuba-
tion der Partikel fiir 2 Minuten in einem Volumen Ldsung A, sowie in einer einmaligen
Inkubation fiir 2 Minuten in 1 Volumen Losung B. Beide Inkubationen fanden bei
Raumtemperatur statt. Nach jeder Inkubation wurden die Reaktionsgefifle (mit den darin
enthaltenen Dynabeads) fiir 1 min in einen Magnetstinder gestellt und die gebrauchte Losung
entfernt. Die so vorbereiteten Dynabeads konnten anschlieend ohne Bedenken zur Immobi-
lisierung von RNA verwendet werden. Alle Bindungs-Experimente fanden gemill den
Hersteller-Angaben in dem vierfachen Volumen des eingesetzten Dynabeads-Volumens statt.

Verwendete Losungen:
Losung A
100 mM NaOH

50 mM NaCl
0,1 % DEPC
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Losung B
100 mM  NaCl
0,1 % DEPC

2x,,B & W“-Puffer

10 mM TRIS-HCI, pH 7,5
ImM EDTA, pH 8,0
2M NaCl

Formamid (FA)-Losung

95 % Formamid
10mM EDTA, pH 8,2

Diese Losung wurde immer frisch angesetzt

2.12.2 »Fischen* von de-novo-PSTVd-RNA

Mit dem Begriff ,Fischen soll in dieser Arbeit die spezifische Hybridisierung von
biotinylierten in-vitro-Transkripten, die mit Hilfe der T7-Polymerase hergestellt wurden (vgl.
2.11.1) an neu entstandene PSTVd-RNA durch Transkription mit der im Kernextrakt
enthaltenen DNA-abhingigen Polymerase II bezeichnet werden. Die sequenzspezifische
Hybridisierung der Biotin-markierten Sonden-Molekiile erlaubt die spdtere Bindung an
paramagnetische Streptavidin-Partikel (Dynabeads, Deutsche Dynal GmbH, Hamburg) und
somit die Isolierung der gewiinschten RNA aus der Gesamtmenge an Nukleinsduren. Es
wurden je nach ,,Ziel-RNA*“ zwei verschiedene Biotin-Sonden verwendet: Zum einen Biotin-
markiertes Transkript von dem EcoRI-linearisierten Plasmid pSH 3, das einem PSTVd-Dimer
mit (-)-Polaritdt entspricht und zu 20 % biotinyliert ist; zum anderen Biotin-markiertes
Transkript von dem EcoRlI-linearisierten Plasmid pRH 717, das einem PSTVd-Dimer mit (+)-
Polaritdt entspricht und ebenfalls zu 20 % biotinyliert ist. Beide Sonden wurden in der
jeweiligen Hybridisierungsreaktion im Uberschuss eingesetzt, wobei z.T. iiber die Hohe des
Uberschusses keine Aussage getroffen werden kann, da keine Information iiber die Menge an
entstandener de-novo-PSTVd-RNA nach Transkription mit dem Kernextrakt vorliegt. Um
eine optimale Ausbeute an ,,gefischtem™ Produkt zu erhalten, waren einige zusitzliche Eta-
blierungsschritte notig, die im Folgenden beschrieben werden.

2.12.2.1 Aufreinigung der Biotin-markierten Sonden-Molekiile an Dynabeads

Da wiahrend der Markierung der Sondenmolekiile wihrend ihrer in-vitro-Transkription durch
die T7-Polymerase zwar eine Biotinylierung von ~20 % angenommen werden kann, aber
nicht garantiert ist, dass auch jedes der Molekiile wenigstens ein Biotin trdgt, war eine voran-
gestellte Aufreinigung der Sondenmolekiile an Dynabeads notwendig. Diese sollte garan-
tieren, dass nach der Aufreinigung ausschlieBlich solche Sonden zum ,,Fischen® von neu-
synthetisierter RNA eingesetzt werden, die auch biotinyliert sind. Hierzu wurden fiir die
entscheidenden Experimente 3, bzw. 15 pg 20 %-Biotin-markierte SH 3 (-)-Sonde, sowie
3 ng 20 %-Biotin-markierte RH 717 (+)-Sonde an 1, bzw. 5 mg Dynabeads aufgereinigt. Die
Mengenverhéltnisse ergaben sich aus der Tatsache, dass laut mitgeliefertem Handbuch 1 pg
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Dynabeads etwa 1-3 ng Volldngen-Transkript binden. Nach ,,anti-RNase-Vorbehandlung* der
Dynabeads (s. 2.12.1) erfolgte die Bindung der biotinylierten Sondenmolekiile in folgendem
Reaktionsansatz:

Smg Dynabeads (aufgereinigt)
15 ug 20 % Biotin-markierte SH 3-Sonde (gel-eluiert)
10ml 2x,B & W“-Puffer

ad 20 ml  H>Ouu0

bzw.

1 mg Dynabeads (aufgereinigt)
3ug 20 % Biotin-markierte SH 3-Sonde oder RH 717-Sonde (gel-eluiert)
2ml 2x,B & W“Puffer

ad4ml  HyOuy0

Die Inkubation erfolgte auf vier 12-ml-Rohrchen (Greiner) verteilt bei Raumtemperatur fiir
40 Minuten, wobei die Reaktionsgefdfle sanft von Hand rotiert wurden, um ein Sedimentieren
der Streptavidin-Partikel auf Grund ihres Eigengewichts zu verhindern. Nach der Bindung der
Biotinmolekiile an die Dynabeads wurden die Reaktionsgefde fiir 1 Minute in einen
Magnetstinder (Dynal MPC-L, Magnetic Particle Concentrator) iiberfiihrt. Die magnetischen
Partikel einschlielich der an ihnen gebundenen Sondenmolekiile sammelten sich direkt an
der Riickwand des Magnetstinders, und der Uberstand, (der alle nicht gebundenen
Nukleinsduren enthdlt) konnte abgenommen werden. AnschlieBend wurden die Partikel
typischerweise wie folgt ,,gewaschen®:

+0,1x SSC >3 min RT - 1 min Magnet
+0,1x SSC >4min 70°C ->30s Magnet

(+1x TNE >2min 85°C >30s Magnet) optional
+ FA-Lsg. >4min 70°C ->30s Magnet

Die Inkubation mit 0,1 x SSC fiihrt zur Abtrennung unspezifisch gebundener Nukleinséduren;
die Temperaturerhdhung diente der Stringenz der Waschschritte. Die FA-Lsg. fiihrt bei 70°C
zur Auflésung der Biotin-Streptavidin-Bindung und die gebundene Nukleinsdure kann so von
den Dynabeads freigesetzt werden. In diesem Eluat befinden sich nun ausschlieBlich solche
Sondenmolekiile, die tatsichlich mindestens 1 Biotin-Molekiil tragen und somit zum
»Fischen® der jeweiligen ,,Ziel“-RNA geeignet sind. Die FA-Fraktion wurde mit Ethanol
gefillt und in die Hybridisierungsreaktion eingesetzt (genereller Ablauf der einzelnen
Waschschritte s. Abb. 2.1).

2.12.2.2 Aufreinigung der biotinylierten RT-Produkte an Dynabeads

Da die Aufreinigung der entstandenen biotinylierten RT-Produkte die Aufreinigung von DNA
bedeutet, konnte auf die ,,anti-RNase-Behandlung®“ der Dynabeads verzichtet werden. Zur
Aufreinigung der in 50 pl resuspendierten Nukleinsdure nach der RT wurden 25 pg
Dynabeads verwendet. Die Aufreinigung erfolgte nach folgendem Reaktionsansatz:

25 ug Dynabeads
50 ul  in HyOpyy resuspendierte RT-Probe
50l 2x,B & W*-Puffer
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Die Inkubation erfolgte in Eppendorfgefidlen bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten, wobei die
ReaktionsgefdBe sanft von Hand rotiert wurden, um ein Sedimentieren der Streptavidin-
Partikel auf Grund ihres Eigengewichts zu verhindern. Nach der Bindung der Biotinmolekiile
an die Dynabeads wurden die ReaktionsgefiBle fiir 1 Minute in einen Magnetstinder
iiberfiihrt. Die magnetischen Dynabeads einschlieBlich der an ihnen gebundenen RT-Produkte
sammelten sich direkt an der Riickwand des Magnetstéinders, und der Uberstand, der alle nicht
gebundenen Nukleinsduren enthélt, konnte abgenommen werden. AnschlieBend wurden die
Partikel typischerweise wie folgt ,,gewaschen‘:
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. ~—~—
Bindung der biotinylierten LG e LI Bindung des Sonde-RNA- T
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——
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endogene “Ziel” biotinylierte Sonde-RNA-  Biotin Dynabead:
Nukleinsduren ~ Ziel™-RNA Sl(ml?ey 1 Hybrid lotin Dynabeads
Abb. 2.1

Schematische Darstellung der einzelnen Waschschritte wihrend der Dynabeads-Aufreinigung.
Die einzelnen Schritte sind nebenstehend erldutert.
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+ 50 pl 0,1x SSC >2min  70°C ->30s Magnet
+50ul  0,1x SSC 2>2min 70°C ->30s Magnet
+ 5 ul FA-Lsg. =>4 min 70°C ->30s Magnet

Die FA-Fraktion wurde direkt in die anschlieBende PCR-Reaktion eingesetzt.

2123 ,»Fischen* von neu-entstandener PSTVd-RNA aus dem
Kernextrakt-Ansatz

Um die de-novo-RNA aus dem Kernextraktansatz zu isolieren und sie somit von den anderen
Nukleinsduren zu trennen, wurden Biotin-markierte Sonden gegen die Ziel-RNA hybridisiert.
Auf Grund der Biotinylierung war es mdglich, die entstandenen Nukleinsdure-Hybride mittels
Dynabeads dem Ansatz zu entziehen. Verwendet wurden sowohl fiir die Isolierung des zirku-
laren PSTVd-Templates mit (+)-Polaritdt als auch fiir die eigentliche ,,Ziel“-RNA mit (-)-Po-
laritdt jeweils biotinylierte PSTVd-Dimer-Sonden. Diese besitzen die doppelte PSTVd-
Sequenz. Das ist wichtig, da die tatsdchliche Sequenz des neu-entstandenen Transkripts unbe-
kannt war und eine optimale Hybridisierung ermdglicht werden sollte. Das ,,Fischen* erfolgte
in folgendem Ansatz:

Pellet aus Transkriptionsansatz
Pellet aus Aufreinigung der Sondenmolekiile
I1x TNE
Venda 20 pl

Der Ansatz wurde fiir 1,5 Minuten auf 85°C erhitzt und zunéchst 1 h in Styropor und im
Anschluss eine weitere Stunde auf der Laborbank ohne Styropor abgekiihlt. Es wurde hierbei
eine typische Endtemperatur von 35-37°C erreicht. Mit dem Erreichen der Endtemperatur
wurden die Ansétze auf Eis gestellt und an Dynabeads aufgereinigt (analog zu 2.12.2.1). Das
Waschen der Dynabeads erfolgte nach folgendem Protokoll:

(1) +13ml 0,1x SSC -5 min RT -1 min Magnet
2) +13ml 0,1x SSC >5min, 30s 70°C ->30s Magnet
3) +750ul FA-Lsg. >5min,30s 70°C >30s Magnet

Die Uberstiinde der Waschschritte (1) und (2), welche die de-novo-(-)-PSTVd-RNA enthalten,
werden mit Ethanol prézipitiert und sowohl diese Pellets, als auch das Pellet der pri-aufge-
reinigten biotinylierten (-)-Sonde werden in 20 pl 1 x TNE resuspendiert. Die zweite Hybri-
disierung wurde in Anwesenheit von 8 M Harnstoff durchgefiihrt und die Hybride wie oben
beschrieben aufgereinigt. Erneut wurden die Fraktionen, welche die de-novo-(-)-RNA enthal-
ten, (1) und (2), gefillt und im letzten Schritt gegen pra-aufgereinigte biotinylierte (+)-Sonde
hybridisiert. Der letzte Hybridisierungsschritt fand ohne Harnstoff statt und die Hybride
wurden wie beschrieben liber den Magneten separiert. Als zusétzlichen Wasch-/Elutions-
schritt wurde bei 75 °C mit 8 M Harnstoff gewaschen, um Hybride zwischen de-novo-(-)-
PSTVd-RNA und der Biotinsonde zu zerstéren und so die neu-entstandenen (-)-RNA
freizusetzen.

(1) + (2) siche oben
(3) +260ul 8M Harnstoff -4 min 75°C  >30s Magnet
4) +150pul FA-Lsg. >4 min 70°C  >30s Magnet

Die Fraktionen (3) mit der de-novo-(-)-PSTVd-RNA und (4), die moglicherweise nicht
vollstindig von der Sonde geldste de-novo-(-)-PSTVd-RNA enthilt, wurden mit Ethanol
gefdllt und direkt in die anschlieende Primer-Extension-Reaktion eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse der PSTVd-Transkription: Schritt 2:
Transkription von (-)-RNA zu (+)-RNA

3.1.1 Genereller Nachweis der Polymerase II-Aktivitit

Grundlage fiir die Untersuchungen bildete ein in-vifro-Transkriptionssystem aus
Kernextrakten nicht-infizierter Kartoffelzellkulturen (s. auch 2.5). Die in diesen
Zellkernextrakten aktive DNA-abhidngige RNA-Polymerase II (Pol II) synthetisiert ausgehend
von exogen zugesetztem (-)-PSTVd-Template de-novo-(+)-PSTVd-RNA.

Zunichst sollte untersucht werden, ob sich im Kernextrakt generell die Aktivitdt der DNA-
abhingigen RNA Polymerase II (Pol II) nachweisen ldsst, um zu garantieren, dass die
priparierten Kernextrakte iiber eine transkriptionsaktive Pol II verfiigen, welche die
Grundlage der folgenden Transkriptionsexperimente war. Daher war ihre Funktionalitit zu
tiberpriifen. Dies geschah ebenfalls {iber die Zugabe eines exogenen Templates in den
Kernextrakt einer nicht-infizierten Kartoffelzellkultur und die anschliefende Detektion von
neu-entstandenem Transkriptionsprodukt. Zum generellen Nachweis der Pol II-Aktivitét in
den priparierten Kernextrakten war cPSTVd als exogenes Template nicht geeignet, da es
nicht das natiirliche Template der PolIl ist und somit ohnehin von einer reduzierten
Transkription des ,,fremden* Templates auszugehen war. Das Ausbleiben eines detektierbaren
Transkriptionsproduktes hétte nicht unmittelbar eine inaktive Pol II bedeutet, sondern hétte
auch auf einer unterdriickte Transkriptionsaktivitit auf Grund des artifiziellen Templates
beruhen konnen. Daher wurde zum Nachweis der Transkriptionsaktivitit der Pol II ein
Template verwendet, das dafiir bekannt ist, einen der stirksten Pol II-Promotoren zu besitzen,
der in der Literaur beschrieben ist. Es handelt sich hierbei um den 35S-Promotor aus dem
cauliflower-mosaic virus, (Bhattacharyya et al., 2002), der in den meisten veroffentlichten
Untersuchungen zur Pol II-Aktivitét als Template verwendet wird (Roberts und Okita, 1991;
Fan und Sugiura, 1995). Mit freundlicher Unterstiitzung von Eric Richly (Max-Planck-
Institut, Ko6ln) wurde ein Plasmid zur Verfiigung gestellt, das iiber den 35S-Promotor
verfiigte. Bei diesem Plasmid handelte es sich um das sog. ,,pRT 103, GUS®, in das sowohl
der 35S-Promotor (~ 460 Basenpaare) als auch unmittelbar dahinter das Gen fiir die B-
Glucuronidase ,,GUS* (~ 1900 Basenpaare) einkloniert waren. Bei einem positiven
Aktivitatsnachweis der Pol II wiirde diese den 35S-Promotor erkennen, an ihn binden und die
messenger RNA (mRNA) des danach einklonierten Gens fiir die p-Glucuronidase
transkribieren. Da die Transkription in Anwesenheit von a-">P-UTP stattfinden sollte, wiren
die neu-entstandenen Transkripte radioaktiv markiert und das betreffende Transkript konnte
auf Grund seiner Lénge der Pol II-spezifischen Transkription zugeordnet werden. Die ersten
Transkriptionsanalysen erfolgten mit linearisiertem Plasmid als exogenem Template. Hierzu
wurde das ,supercoiled” vorliegende Plasmid mit Pst1 linearisiert. Die anschlieBende
Transkriptionsanalyse lieferte kein befriedigendes Ergebnis (Daten nicht gezeigt). Zwar
waren Signale zu detektieren, die jedoch nicht eindeutig identifiziert werden konnten. Das
liegt wahrscheinlich daran, dass das gesamte GUS mit 1900 Basenpaaren sehr grof} ist, d.h.,
dass die Pol II aus dem jeweiligen praparierten Kernextrakt nicht in der Lage ist ein Produkt
dieser Grofe zu transkribieren. In diesem Zusammenhang war es also notwendig, das Plasmid
so zu restringieren, dass ein kiirzeres Fragment als Transkriptionsprodukt entsteht. Hierzu
wurde pRT 103-GUS mit EcoRV restringiert. Die entsprechenden Restriktionsschnittstellen
sind in Abb. 3.1.1 dargestellt.
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Abb. 3.1.1

Schematische Darstellung des Plasmids pRT 103-GUS.

Farbig markiert sind die relevanten Bereiche. sandfarben: Ampicillin-Resistenz des Plasmids; griin:
poly-A-Signal (determiniert das Ende der mRNA); blau: Gen, das fiir die B-Glucuronidase kodiert
(GUS); rosa: 35S-Promotor des -cauliflower-mosaic virus. Die Pfeile geben die Restrik-
tionsschnittstellen des Enzyms Eco RV an; an den nebenstindig skizzierten duBleren Kreisab-
schnitten sind die resultierenden Fragmentgréflen angegeben. Die Nukleotidangabe in den farbigen
Bereichen reprisentiert die Grofle des jeweiligen Elements. Fragment 2 (rot) ist das eigentliche
Template der spateren Transkriptionsexperimente, da es sowohl den relevanten Promotorbereich, als
auch einen Teil der nachfolgenden (und zu transkribierenden) GUS-Sequenz enthilt.

Eco RV schneidet insgesamt 3 x im Plasmid, wobei einer der Schnitte innerhalb der 35S-
Promotorsequenz (-90) liegt. Dies sollte auf die Transkription durch die Pol II keinen Effekt
haben, da alle essentiellen Elemente fiir eine ,,reine* Transkription innerhalb des Bereiches —
90 bis +1 liegen sollten (Wagner, miindl. Mitteilung). Weiter ,upstream® auf der
Promotorsequenz liegen lediglich solche Elemente, die einen regulatorischen Einfluss auf die
Transkription ausiiben und somit die betrachtete ,,reine* Transkription im Kernextrakt nicht
beeinflussen sollten. Dariiber hinaus wird die Restriktion innerhalb des 35S-Promotors mit
Eco RV standardméBig in Transkriptionsexperimenten der Pol II angegeben (Roberts und
Okita, 1991) und scheint die Analysen nicht zu beeintrachtigen. Das Plasmid (pRT 103-GUS)
wurde also zunichst im analytischen und spéter im praparativen Mallstab mit Eco RV verdaut
und dasjenige Fragment, das sowohl iiber den entsprechenden Promotorabschnitt als auch
tiber den dahinterliegenden Sequenzbereich von GUS verfligt (Fragment 2), iiber Gelelution
isoliert, anschlieBend mit Phenol-Chloroform aufgereinigt und als exogenes Template zur
Transkriptionsanalyse der Aktivitdt der Pol II in den jeweiligen Kernextrakt eingesetzt. Bei
erfolgreicher Transkription sollte das entstehende Transkript eine Léinge von 574 Nt
aufweisen. Die Transkriptionsexperimente wurden in verschiedenen, unabhéngig voneinander
priparierten Kernextrakten durchgefiihrt. Es wurde nach zwei verschiedenen Transkriptions-
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protokollen gearbeitet (Fels, 1997 und Roberts und Okita, 1991; s. auch 2.11.2). Die
Ergebnisse der Analysen sind in Abb. 3.1.2 dargestellt.

Die Analyse der Transkriptionsaktivitdt der Pol II im Kernextrakt lieferte zwar ein Signal
(Spur 1), allerdings war eine Zuordnung auf Grund des fehlenden Lingenstandards nicht
moglich. Dariiber hinaus trat das Signal nur in einem aller eingesetzten Kernextrakte auf, was
die Vermutung nahe legt, dass lediglich eine sehr geringe Menge an Transkriptionsprodukt
vorliegt, welches selbst mit der sensitiven Methode, nimlich dem Einbau von radioaktiven
Nukleotiden nicht oder nur schwach nachgewiesen werden kann. Eine mdgliche Erkldrung
hierfiir wire eine extrem schwache Transkriptionsaktivitidt der Pol I oder eine schnelle De
gradation des Templates widhrend der Transkription. Insgesamt war die Transkriptions-
aktivitdt der Pol II mit den durchgefiihrten Experimenten nicht eindeutig zu klaren, wobei
jedoch Vergleiche mit publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen &dhnlich schwache und
uneindeutige Ergebnisse zeigen (Roberts und Okita, 1991). Das ldsst darauf schlieen, dass
die in-vitro-Analyse der Pol II-Transkriptionsaktivitidt generell experimentell schwierig ist
und es hierfiir noch keine optimale Nachweismoglichkeit gibt.

R&O, 15 pug P, R&O, 15 ugP.,  Fels, 35 ug P,

2 ng Temp. ohne Temp. 2 pg Temp.
GO EEEEE S
E18EEEEEEEEEEE
\12\3\4 S 1671819 10] 11| 12] 13|

Abb. 3.1.2

Nachweis der Pol II-Aktivitit durch radioaktive in-vitro-Transkription mit verschiedenen
Kernextrakten.

Als Template wurden in allen Transkriptionsansétzen 2 ug des restringierten Plasmids pRT 103-
GUS, das den 35 S-Promotor enthélt, eingesetzt. Die verwendete Proteinkonzentration in den
praparierten Kernextrakten betrug 15 pug bzw. 35 pg. Als Nullkontrolle dienten ausgewdihlte
Kernextrakte, die ohne exogenes Template inkubiert wurden. Es wurden zwei verschiedene Trans-
kriptionsprotokolle untersucht: 1) nach Roberts und Okita (1991) und 2) nach Fels (1997). Die
Transkription wurde in Anwesenheit von o-">P-UTP durchgefiihrt; neu-entstandene Transkripte
sind radioaktiv markiert. Der gesamte Transkriptionsansatz wurde mit Ethanol gefillt, komplett
auf ein 5 %-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und das Gel gegen einen Rontgenfilm exponiert.
Spuren 1-6: Transkriptionsansétze in 6 unabhingigen Kernextrakten K+ bis K5; Transkriptions-
protokoll nach Roberts und Okita; 2 pug exogenes Template; 15 pug Protein aus dem Kernextrakt;
Spuren 7-9: Transkriptionsansidtze ohne exogenes Template (Nullkontrollen); Transkriptions-
protokoll nach Roberts und Okita; 15 pg Protein aus dem Kernextrakt; Spuren 10-13: Transkrip-
tionsansétze in 4 unabhingigen Kernextrakten K1, K3, K4, K5; Transkriptionsprotokoll nach Fels;
2 ug exogenes Template; 35 pg Protein aus dem Kernextrakt; Exposition: 14 d bei —70°C, mit
Verstérkerfolie. In dem Ansatz mit K1 ist ein Transkriptionssignal zu detektieren (Spur 1).
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3.1.2 RT-PCR-Analysen von de-novo-(+)-PSTVd-RNA nach
Transkription im Kernextrakt

Zu untersuchen war, ob exogen zugegebenes dimeres (-)-PSTVd-Template von der Pol II im
Kernextrakt transkribiert wird. Hierzu sollte de-novo-(+)-PSTVd-RNA als Produkt nach-
gewiesen werden. Als Nachweismethoden dienten zundchst RT-PCR-Analysen, spéter auch
die spezifische Isolation von de-novo-(+)-RNA mittels der in dieser Arbeit etablierten
Aufreinigungsmethode. Zunéchst wurde die Kombination aus Reverser Transkription (RT)
und Polymerase-Ketten Reaktion (PCR) gewéhlt, da von einer geringen Ausbeute an de-novo-
(+)-RNA als Transkriptionsprodukt ausgegangen werden musste. Das liegt daran, dass das
PSTVd per se nicht das natiirliche Substrat der Pol II ist, Experimente mit aufgereinigtem
Enzym aber gezeigt hatten, dass es trotzdem von der Pol II transkribiert wird (Rackwitz et al.,
1981). In der vorliegenden Arbeit wurden zur Analyse der Transkriptionsreaktionen, und vor
allem zur Analyse der entstandenen Produkte nicht-infizierte Zellkernextrakte als in-vitro-
System verwendet. Hierbei spielen die endogenen Komponenten des Kernextraktes eine
entscheidende Rolle, insbesondere die RNA-degradierenden Nukleasen, die RNasen.
Folgende Griinde machen deutlich, wie kritisch, bzw. schwierig der Nachweis von de-novo-
(+)-PSTVd-RNA, ausgehend von linearem (-)-PSTVd-Template ist:

o die basale Transkription im Kernextrakt durch die Pol II ist per se gering
o die de-novo-(+)-PSTVd-Transkripte weisen u. U. kein einheitliches 5’-Ende auf
o keine konkreten Hinweise zur notwendigen Menge an exogenem Template fiir die

Transkriptionsreaktion; es entsteht u. U. zu wenig Produkt, das dann auf Grund der
Nachweisgrenze nicht detektiert werden kann

o keine einheitliche Lange der entstehenden Transkripte

o durch die unterschiedliche Lange der entstehenden Transkripte wird moglicherweise die
Bindung des Primers verhindert, da die komplementédren Bereiche des Transkripts
fehlen

Betrachtet man (-)-PSTVd-RNA als exogenes Template, so ist die Inkubation des (-)-
Templates im Kernextrakt kritisch. Im Gegensatz zum cPSTVd, das unter den experimen-
tellen Bedingungen weitgehend als Doppelstrang vorliegt, ist ein zugegebenes (-)-stringiges
PSTVd-RNA-Template linear, d.h. weitestgehend einzelstringig. Das macht die RNA
generell viel instabiler gegeniiber den im Kernextrakt vorhandenen RNasen, d.h. die
Degradation wihrend der Transkriptionsreaktion kann unter Umstdnden sogar so schnell sein,
dass das Template (die (-)-Strang-PSTVd-RNA) vollstindig verdaut ist, bevor sie
transkribiert werden konnte. Dies war einer der Griinde, wieso von einer sehr geringen Menge
an Transkriptionsprodukt ausgegangen werden musste. Ein weiterer Punkt ist die
Sekundérstruktur der Nukleinsdure. Ein diskutiertes Erkennungsmerkmal fiir die Pol II ist der
sogenannte Hairpin II (HP II), ein Strukturmerkmal das wihrend der sequentiellen Faltung in
silico beobachtet werden kann (Loss et al., 1991). Wenn also die Ausbildung des HP II
tatsdchlich entscheidend ist fiir die Transkription des PSTVd von (-) nach (+), muss dieser
bereits vor der Inkubation der (-)-RNA mit dem Kernextrakt strukturell eingestellt werden, da
das betrachtete Experiment sich ausschlieBlich mit der Transkription von (-) nach (+) befasst
und HP II sich also nicht im vorhergehenden Schritt sequenziell bilden kann. Dass eine
prinzipielle ,,Einstellung™ des HP II unter definierten Versuchs- bzw. Pufferbedingungen
moglich ist, konnte in vorausgegangenen Arbeiten gezeigt werden (Baumstark, 1997;
Schroder, 1998). Das Problem der Transkriptionsanalysen ist jedoch die Stabilitdt der
»eingestellten RNA-Struktur wiahrend der Transkriptionsreaktion. Ein sofortiger struktureller
»Shift bei dem Wechsel von dem zur Einstellung verwendeten Puffer in den Kernextrakt
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wiirde die Auflésung der ,transkriptionsaktiven® Struktur zur Folge haben und somit die
Neusynthese von (+)-RNA verhindern. Auf Grund der beschriebenen ungewissen Parameter
war davon auszugehen, dass nach einer Transkription mit linearer dimerer (-)-PSTVd-RNA
als exogenem Template eine deutlich geringere Menge an Transkriptionsprodukt zu erwarten
war, als bei der Verwendung von zirkuldrer (+)-PSTVd-RNA als Template. In diesem
Zusammenhang schien fiir den Nachweis potentiell neu-entstandener (+)-PSTVd-RNA ein
Verfahren notwendig, das auch die Detektion geringster Mengen an Transkriptionsprodukt
erlaubt, weshalb die ersten Analysen von de-novo-entstandener (+)-RNA mit Hilfe der RT-
PCR durchgefiihrt wurden.

3.1.2.1 Sequenz- und Temperaturoptimierung (+)-Strang-
spezifischer Primer fiir RT-PCR-Analysen

Um de-novo-entstandene (+)-RNA nachzuweisen, wurden zunichst RT-PCR-Analysen
durchgefiihrt. Der Vorteil der RT-PCR-Methode liegt in der Amplifikation eines schwachen
Signals, so dass auch geringste Mengen an Produkt nachgewiesen werden kénnen. Hierzu
mussten Primer etabliert werden, die nicht nur zwischen PSTVd-RNA und den endogenen
Nukleinsduren des Kernextraktes diskriminieren, sondern vor allem zwischen PSTVd-
Sequenz mit (+)- und (-)-Polaritit. Die extreme Selbstkomplementaritidt des PSTVd war hier
eine besondere Schwierigkeit. Zum Design spezifischer Primer wurden in silico
Berechnungen mit dem Programm ,,matcher aus dem Programmpaket EMBOSS (Rice et al.,
2000) durchgefiihrt. Anhand bereits existierender Primer, die als (+)-Strang-spezifisch
ausgewiesen waren, deren (+)-Strang-Spezifitit allerdings fiir die hier durchgefiihrten
Analysen nicht ausreichte, wurde in silico getestet, inwieweit eine Verkiirzung der
betreffenden Oligonukleotide am 5’ - und/oder am 3’-Ende zu einer Erh6hung der (+)-Spezi-
fitdt fiihrte, wenn man davon ausgeht, dass durch die Verkiirzung der Sequenz unspezifische
Bindungen stirker abgeschwicht werden als spezifische Bindungen. Mit Hilfe des verwen-
deten Programms konnte berechnet werden, inwieweit der Primer mit seinem 3’-Ende, das fiir
die Verldngerung entscheidend ist, auf dem ,,falschen* (-)-Strang paaren kann. So konnte die
Moglichkeit der ,,Falschpaarung* ausgeschlossen oder auf ein MindestmaR reduziert werden.
Mit Hilfe eines weiteren Programms (POLAND, Steger, 1994) wurden die Ty-Werte der
Primer bestimmt. Verwendet wurden solche Primer, die mit dem 3’-Ende nicht auf dem (-)-
Strang paaren konnen, oder solche, die zwar trotz einiger Fehlpaarungen binden konnten,
deren Bindung ans ,falsche* Template aber auf Grund der Annealingtemperatur experi-
mentell ausgeschlossen werden konnte. Hierzu wurden diejenigen Ty-Werte berechnet, die
fiir die Bindung ans ,,falsche* Template galten, um spéter durch die entsprechende Hybridi-
sierungstemperatur diese zu unterbinden. Primer mit nicht optimal komplementirer Sequenz
konnen die Basenpaarungen ab einer gewissen Temperatur nicht mehr stabil halten und 16sen
sich wieder, wohingegen bei optimalen, komplementiren Sequenzen mit entsprechendem GC-
Gehalt relativ hohe Temperaturen aufgebracht werden miissen, um die Nukleinsdurestringe
wieder voneinander zu losen. Deswegen war darauf zu achten, dass der Ty-Wert des Primers,
wenn er ans ,richtige* Template gebunden war, sich deutlich von dem unterschied, wenn er
an die ,,falsche” Sequenz gebunden hatte. Nur solche Primer mit einer deutlichen Differenz
der Ty-Werte wurden zur Analyse de-novo-entstandener (+)-PSTVd-RNA in die Reverse
Transkription eingesetzt. Es konnten sechs potentiell geeignete Primer mit ausreichender (+)-
Strangspezifitdt ermittelt werden. Sowohl ihre Sequenz als auch ihre berechneten Ty-Werte
sind im Folgenden tabellarisch aufgefiihrt (Tab. 3.1.1, s. ndchste Seite). Thre Position
innerhalb der cPSTVd-Sequenz ist in Abb. 3.1.3 auf der folgenden Seite dargestellt.
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Tab. 3.1.1

Beschreibung der verwendeten (+)-Strang-spezifischen Primer NK-1 bis NK-6.

Eingetragen sind sowohl ihre jeweilige Sequenz, als auch die mit dem POLAND-Programm
berechneten Ty-Werte

Primer Sequenz (5° —37) Tw-Wert (Poland)
NK-1 TTC CAA GGG CTA A 54,3°C

NK-2 GGA AGG ACA CCC GAA GAA AGG AAGGGT G 68,7°C

NK-3 TTT CGG CGG GAA TTA CTC CT 67,6°C

NK-4 CCT GAA GCG CTC CTC CG 65°C

NK-5 GAG GTC AGG TGT GAA C 64,8°C

NK-6 ATC CCT GAA GCG CTC C 64,8°C

Da in den spiteren Transkriptionsanalysen dimere (-)-stringige PSTVd-RNA als exogenes
Template eingesetzt werden soll, wurde zunéchst in einem Vorversuch getestet, ob (+)-
PSTVd RNA von dimerer (-)-PSTVd-RNA spezifisch mittels RT-PCR diskriminiert werden
kann. Es wurden verschiedene Konzentrationen an (+)- sowie (-)-PSTVd-RNA in die RT-
PCR-Reaktion eingesetzt und die Produkte anschlieBend in einem PAA-Gel analysiert. Bei
der RT-PCR ist die Reverse Transkription der eigentlich kritische Schritt, da allein die
Bindung des RT-Primers iiber die Spezifitidt und somit liber die Diskriminierung zwischen (+)
und (-) entscheidet. Im Anschluss an die RT wird das RNA-Template abgedaut und aus
schlieB lich das Produkt der Reversen Transkription in die anschlieende PCR eingesetzt, d.h.
eine spitere unspezifische Bindung des PCR-Primers an das urspriingliche RNA-Template
kann ausgeschlossen werden. Bei spezifischer Detektion des (+)-Stranges sollte nach erfolg-
reicher RT-PCR-Analyse ausschlielich ein Signal in den Ansdtzen mit (+)-PSTVd-RNA zu
detektieren sein. In den Ansidtzen in denen (-)-strdngige, dimere PSTVd-Sequenz als RT-
Template eingesetzt wurde, sollte es zu keiner Amplifikation kommen. Erste Vorversuche
zeigten allerdings, dass es selbst bei hohen Temperaturen wihrend der RT nahe des Ty-
Wertes des Primers auch in den Ansdtzen mit dem ,,falschen* Template ((-)-PSTVd-RNA) zu
einer Amplifikation kam (Daten nicht gezeigt). Ursdchlich hierfiir ist wahrscheinlich der
lineare, dimere Charakter des Templates. Dieses hat die Moglichkeit zuriickzufalten, d.h. mit

NK 6 NK 3
R — —
75 90 152 171
NK 5 NK 4 EE )
— —_— Commm Commm Commm -
26 41 71 87 s o5 5
e T B P
{5 (-)-PSTVd-RNA . |
s p P~y
NK 1 NK 2 e-novo~(+)
D P — >
344 332 208 181 Transkriptionrichtung 5'— 3"
Abb. 3.1.3

Position der betrachteten RT-Primer NK-1 bis NK-6, die zum Nachweis de-novo-
synthetisierter (+)-PSTVd-RNA verwendet wurden.

Die RT-Primer sind gegen (+)-Polaritdt gerichtet, haben also selber (-)-PSTVd-Sequenz. Thre
Nukleotidangaben beziehen sich aber auf das cPSTVd-Molekiil.
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Sequenzbereichen des eigenen Molekiils Basenpaare auszubilden und sich somit ,,selbst zu
primen®. Hiermit wiirde fiir die Reverse Transkriptase ebenfalls ein partieller Doppelstrang
zur Verfligung stehen — als wire ein Primer gebunden —, den sie innerhalb der RT-Reaktion
verlangert. Dieser partielle Doppelstrang wére unabhéngig von einer Primerbindung, wiirde
aber im Folgenden das gleiche Resultat liefern. Durch die Verldngerung des durch
Selbstprimen entstandenen Doppelstranges wiirde auch dieses RT-Produkt nach Verdauung
des eigentlichen RNA-Templates in die PCR-Reaktion als Template eingesetzt und ein
entsprechendes Signal liefern (s. Abb. 3.1.4).

Da eine Riickfaltung des linearen, dimeren (-)-Transkripts nicht ausgeschlossen werden
konnte, musste eine Moglichkeit gefunden werden, die revers transkribierten Produkte, die
durch Primerbindung entstanden sind, von solchen zu unterscheiden, die durch
»selbstprimen®, d.h. durch Riickfaltung der RNA, entstanden sind. Zu diesem Zweck wurden
im Folgenden Primer verwendet, die an ihrem 5°-Ende ein Biotinmolekiil tragen. Durch
Verldangerung der Primer durch die Reverse Transkriptase trigt das entstandene RT-Produkt
an seinem 5°-Ende ebenfalls das entsprechende Biotinmolekiil und kann im Anschluss iiber
Dynabeads aus dem Ansatz entfernt werden (s. 2.12.2.2). Diejenigen RT-Produkte, die durch
Riickfaltung des RNA-Templates entstanden sind, tragen kein Biotin und verbleiben somit im
Reaktionsansatz. Nach der Isolierung der biotinylierten RT-Produkte wurden diese in die
anschlieBende PCR eingesetzt. Bei der Verwendung von 5’-Biotin-markierten Primern in der
RT-Reaktion ist darauf zu achten, dass im Anschluss an die RT auf die alkalische Hydrolyse
des RNA-Templates der Reversen Transkription verzichtet wird, da die Biotin-Markierung
eine 1-stiindige Inkubation in 105 mM NaOH bei 90°C nicht toleriert und eine anschlielende

a)
3°  Primer 5
P < <€ /.
5 3
(+)-PSTVd-RNA
partieller Doppelstrang
b)
3 rickgefaltete (-)-PSTVd-RNA
{ ( .......... { )
5 ;
(-)-PSTVd-RNA
partieller Doppelstrang
Abb. 3.1.4

Schematische Darstellung der Riickfaltung des RT-Templates.

Der lineare Charakter des (-)-Strang-PSTVd-Templates in der RT erlaubt die Basenpaarung
zwischen Nukleotiden des identischen Molekiils und somit die Ausbildung eines intra-
molekularen, partiellen Doppelstrangbereiches (b). Die Reverse Transkriptase kann nicht
zwischen intra- und intermolekularen Doppelstringen diskriminieren; sie erkennt lediglich einen
doppelstrangigen Bereich, den sie in 3’-Richtung verldngert. Dadurch konnen sowohl ,richtige
Templates (Doppelstrangbildung durch Bindung eines Primers an die einzelstringige RNA, a), als
auch ,falsche” Templates (Doppelstrangbildung durch Riickfaltung der RNA, b) in der RT-
Reaktion erkannt und zu vollstindigen Doppelstrangen verldngert werden.
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Separation der biotinylierten RT-Produkte unmdéglich machen wiirde. Daher wurde statt durch
alkalische Hydrolyse durch Aufreinigung der Biotin-markierten RT-Produkte iiber Dynabeads
und Denaturierung des Hybrids das RT-Produkt von dem RNA-Template getrennt. So konnte
durch die Isolation der biotinylierten RT-Produkte {iiber die Dynabeads-Aufreinigung
diskriminiert werden zwischen solchen Signalen, die durch Riickfaltung des Templates
kommen, und solchen, die durch Primerbindung und -verldngerung entstanden sind. Nun
konnten Aussagen beziiglich der Spezifitit der Primer getroffen werden, da jedes RT-PCR-
Signal auf Grund von Primerbindung und -verlédngerung entstanden sein musste. Auf dieser
Basis sollte nun die Spezifitidt der ausgewdhlten Primer getestet werden. In verschiedenen

(+) 713, 10 pg, (+) 715, 10 pg, (+) 715, 10 pg.  (+) 715, 10 pg, (+) 715, 10 pg,
B
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Abb. 3.1.5

Autoradiographie zur Analyse der Temperatur-Toleranz der biotinylierten Primer in der RT-
Reaktion (TRT)-

Alle Primer (NK-2 bis NK-6) wurden in der RT-Reaktion bei 70°C, bzw. 75°C gegen ihr spezifisches
Template hybridisiert. Entsprechend ihrer Bindestelle auf der Viroidsequenz wurden je 10 pg
entweder des monomeren (+)-PSTVd-in-vitro-Transkripts pRH 713 (Alu 1-Klon), oder pRH 715 (Hae
III-Klon) eingesetzt. Als Kontrolle sowohl zum Ausschluss eines Signals in der RT-PCR durch
Riickfaltung des Templates, als auch zur Spezifitidt der Dynabeads-Aufreinigung wurde fiir jeden der
betrachteten Primer ein Ansatz bei 70°C ohne Primer untersucht. Es wurde fiir die RT-Reaktion
12,5 pmol 5’ Biotin-markierte Primer eingesetzt. Enzym: ,,Retro-Amp-DNA-Polymerase* (Biozym).
Die anschlieBende PCR erfolgte bei einer Annealingtemperatur (T,,,) von 55°C (Ty von AF16). Die
in der PCR verwendeten Primerpaare waren jeweils 20 pmol NK-X und AF16. Die Primerpaarung
der Null-, bzw. der Positivkontrolle der PCR war NK-4 und AF16. Verwendetes Template hier:
Wasser (Nullkontrolle), bzw. 50 pg Plasmid (pRH 715). Je 3 pl pro PCR-Ansatz wurden auf ein 8 %
Polyacrylamid-Gel aufgetragen. RT-Bedingungen: hot-start-RT (Temperaturen s. Auftragstaschen),
keine alkalische Hydrolyse, anschl. Aufreinigung der biotinylierten RT-Produkte {iber Dynabeads.
PCR-Bedingungen: radioaktive PCR, 25 Zyklen, T,,,: 55°C. Exposition: iiber Nacht bei -70°C, mit
Vestérkerfolie; Alle Primer tolerieren eine Trt von 70°C, bzw. 75°C (Spuren 4, 5, 7, 8, 10, 11, 15, 16,
18, 19); keine unspezifischen Signale durch Riickfaltung des Templates (Spuren 6, 9, 12, 17, 20);
Spur 1: Langenstandard pBR 322, Hae Ill-restringiert.
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Optimierungsschritten wurden monomere (+)-PSTVd-in-vitro-Transkripte, die mittels T7-
Polymerase synthetisiert wurden (pRH 715 und pRH 713), stellvertretend fiir die spéter zu
untersuchende de-novo-(+)-PSTVd-RNA verwendet. Sowohl die RT-Temperatur der Primer,
als auch die PCR-Temperaturen der verwendeten Primerkombinationen (forward- und
backward-Primer) wurden optimiert (Daten nicht gezeigt). Hierzu wurden pro getestetem
Primer die folgenden 3 Ansitze untersucht.

o 3 pg monomere (+)-RNA (713-, bzw. 715-IVT), Trr= 70°C; 12,5 pmol Primer NK-X
o 3 pg monomere (+)-RNA (713-, bzw. 715-1VT), Trr= 75°C, 12,5 pmol Primer NK-X
o 3 pg monomere (+)-RNA (713-, bzw. 715-IVT), Trr= 70°C, ohne Primer

Der Ansatz ohne Primer diente der Kontrolle zur Riickfaltung des RNA-Templates. Im
Anschluss an die RT wurde mit den in der Legende von Abb. 3.1.5 angegebenen Primerkom-
binationen sowie PCR-Temperaturen die PCR durchgefiihrt. Die Ergebnisse der letztlich
getesteten RT-Temperaturen von 70°C bzw. 75°C sind in Abb. 3.1.5 auf der vorherigen Seite
dargestellt.

Die Exposition zeigt, dass fiir die betrachteten Primer NK-2 bis NK-6 sowohl bei 70°C, als
auch bei 75°C die Reverse Transkription erfolgreich gewesen sein muss, da fiir alle die
anschlieBende PCR ein entsprechendes Produkt lieferte. (vgl. Spuren 4, 5, 7, 8, 10, 11, 15,16,
18, 19). Die Ansitze ohne Primer zeigten kein entsprechendes Signal (Spuren 6, 9, 12, 17,
20), was bedeutet, dass sowohl ein falsches Signal durch Riickfaltung des RNA-Templates,
als auch eine unvollstindige, nicht ausreichend spezifische Dynabeads-Aufreinigung, bei der
geringe Mengen des RT-Templates falschlicherweise mit aufgereinigt werden, ausgeschlossen
werden konnten. Die tolerierte RT-Temperatur (Trr) fiir die Primer NK-2 bis NK-6 von 70°C
bzw. 75°C zeigt, dass die betrachteten Primer auch bei extrem hoher Annealingtemperatur an
ithr Template binden und somit eine hohe RT-Temperatur erlauben, die eine spezifische
Diskriminierung von (+)- und (-)-PSTVd-RNA ermoglichen sollte.

3.1.2.2 Spezifitit der Primer NK-2 bis NK-6 fiir den (+)-Strang-
Nachweis

Im Folgenden musste iiberpriift werden, ob die Primer geeignet waren, zwischen dem
Lrichtigen® Template (+) und dem ,,falschen* Template (-) zu unterscheiden. Nur diejenigen
Oligonukleotide, die spezifisch an die entsprechende Sequenz binden, sind geeignet. Pro
Primer wurden 3 Ansétze untersucht

o 3 pg monomere (+)-RNA (713- bzw. 715-IVT), Trr= 75°C; 12,5 pmol Primer NK-X
o 3 ng dimere (-)-RNA (718-IVT), Trr= 75°C, 12,5 pmol Primer NK X
o 3 pg monomere (+)-RNA (713- bzw. 715-IVT), Trr= 75°C, ohne Primer

Sowohl die RT-, als auch die PCR-Reaktion wurden standardméBig durchgefiihrt (s. 2.11.6
und 2.11.7). Die anschlieBende Analyse der Produkte erfolgte in einem 8 %-igen,
denaturierenden Polyacrylamid-Gel. Das Ergebnis zeigt die Exposition in Abb. 3.1.6 auf der
nichsten Seite.
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Abb. 3.1.6

Autoradiographie zur Analyse der (+)-Strang-Spezifitit der biotinylierten Primer NK-2 bis NK-6
in der RT-Reaktion.

Trr :Temperatur der Reversen Transkription. Hybridisierung der Primer (NK-2 bis NK-6) in der RT-
Reaktion bei 75°C gegen ihr spezifisches Template, bzw. gegen ein in-vitro-PSTVd-Transkript mit
identischer Polaritdt (,,falsches” Template). ,,Falsches* Template: dimeres PSTVd in-vitro-Transkript
mit (-)-Polaritdt (pRH 718). Die Konzentration des ,,falschen” Templates in der RT-Reaktion war um
den Faktor 1000 hoher, als die des eigentlichen Templates mit (+)-Polaritit. Entsprechend ihrer
Bindestelle auf der Viroidsequenz wurden je 3 pg entweder des monomeren (+)-PSTVd-in-vitro-
Transkripts pRH 713 (A/u I-Klon) oder pRH 715 (Hae 111-Klon) eingesetzt. Kontrolle zum Ausschluss
eines Signals in der RT-PCR durch Riickfaltung des Templates: Pro RT je ein Ansatz bei 75°C ohne
Primer. Es wurden fiir die RT-Reaktion 12,5 pmol 5’ Biotin-markierte Primer eingesetzt. Enzym:
»Retro-Amp-DNA-Polymerase” (Biozym). Die anschlieBende PCR erfolgte bei einer
Annealingtemperatur (T,,,) von 55°C (Ty von AF16). Die in der PCR verwendeten Primerpaare waren
jeweils 20 pmol NK-X und AF16. Die Primerpaarung der Null- bzw. der Positivkontrolle der PCR war
NK-4 und AF16. Verwendetes Template: Wasser (Nullkontrolle) bzw. 50 pg Plasmid (pRH 715). Je
3 ul pro PCR-Ansatz wurden auf ein 8 % PAA-Gel aufgetragen. RT-Bedingungen: hot-start-RT, keine
alkalische Hydrolyse, anschl. Aufreinigung der biotinylierten RT-Produkte iiber Dynabeads. PCR-
Bedingungen: radioaktive PCR, 25 Zyklen, T,.:55°C; Exposition: iliber Nacht bei -70°C, mit
Verstéarkerfolie; Alle Primer sind unter den gewédhlten Bedingungen spezifisch, und tolerieren einen
1000-fachen Uberschuss an ,,falschem* Template (Spuren 3, 4, 6, 7, 10, 11, 13, 14, 16, 17); keine
unspezifischen Signale durch Riickfaltung des Templates (Spuren 5, 8, 12, 15, 18); Spur 1:
Léngenstandard pBR 322, Hae Ill-restringiert.

Aus Abb. 3.1.6 ist deutlich zu erkennen, dass mit allen verwendeten Primern, NK-2 bis NK-6
spezifisch (+)-RNA detektiert werden kann (Spuren 3, 6, 11, 14, 17). In allen Ansétzen, in
denen dimere (-)-PSTVd-RNA als RT-Template eingesetzt wurde, lieferte die im Anschluss
an die Dynabeads-Aufreinigung durchgefiihrte PCR kein entsprechendes Signal (Spuren 4, 7,
12, 18). Auch in den Ansdtzen ohne Primer ist kein Signal zu detektieren, was bedeutet das
auch hier ein Signal auf Grund von Riickfaltung des RT-Templates ausgeschlossen werden
kann. Dartliber hinaus konnte hier gezeigt werden, dass die verwendeten Primer einen 1000-
fachen Uberschuss an ,,falschem® Template tolerieren, d.h., die ,,richtige® RNA auch in 1000-
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fachem Unterschuss noch spezifisch detektiert werden kann. Das war speziell im Hinblick auf
die spiteren Untersuchungen im Kernextrakt essentiell, da auch hier davon ausgegangen
werden musste, dass das entstandene de-novo-Produkt in deutlichem Unterschuss gegeniiber
dem Template vorliegt.

3.13 Nachweis von neu-entstandener (+)-PSTVd-RNA mit RT-
PCR

Zur Detektion de-novo-entstandener (+)-PSTVd-RNA durch Transkription von dimerem (-)-
PSTVd-Template wurden Kernextrakte nicht-infizierter Kartoffelzellkulturen als in-vitro-
System verwendet. Die Transkriptionsreaktion, einschlieBlich der anschlieBenden RT-PCR-
Analyse erfolgte weitestgehend nach dem Protokoll von Fels (Fels et al., 2001). Der
Unterschied war der Einsatz von Biotin-markierten Primern in der RT-Reaktion, sowie die
daran anschlieBende Aufreinigung iiber Dynabeads (s. 2.12.2.2). Das so erhaltene reverse
Transkript der de-novo-(+)-RNA wurde anschlieBend als Template in die PCR eingesetzt. Fiir
den erfolgreichen Nachweis von neu-entstandener (+)-RNA gelten folgende Kriterien. In den
Ansétzen mit (-)-PSTVd als exogenem Template sollte ein Signal zu detektieren sein, im
Ansatz mit Pol II-Inhibitor o.-Amanitin kein oder nur ein sehr schwaches, und im Ansatz ohne
Template sollte keinerlei Signal auftreten. Folgende Templates wurden in die Reverse
Transkription (RT) eingesetzt:

o alle Nukleinsduren aus den Transkriptionsansédtzen, mit RT-Primer
o 1 pg monomere (+)-RNA (713-, bzw. 715-IVT), ohne RT-Primer
o 1 pg monomere (+)-RNA (713-, bzw. 715-IVT), mit RT-Primer

o 1 ng dimere (-)-RNA (718-IVT), mit RT-Primer

Neben den eingesetzten Transkriptionsansétzen, die der Detektion von de-novo-(+)-PSTVd-
RNA dienten, wurden weitere Kontrollansédtze betrachtet. Der Ansatz mit monomerer (+)-
PSTVd-RNA ohne Primer diente dem Nachweis einer kontaminationsfreien Durchfiihrung
der RT und sollte kein Signal liefern. Der Ansatz mit (+)-monomerer RNA als Template
inklusive RT-Primer diente als Positivkontrolle der RT-Reaktion. Hier sollte ein Signal
detektierbar sein. SchlieBlich diente der Ansatz mit Ing dimerer (-)-PSTVd-RNA als
Template inklusive RT-Primer der Spezifititskontrolle der Reversen Transkription und sollte
kein Signal liefern, da die verwendeten Primer (+)-spezifisch sein sollten. Die im Anschluss
durchgefiihrte PCR diente der Amplifizierung des Signals. Die erzielten Ergebnisse der RT-
PCR-Analysen lieferten keine eindeutigen Signale (Daten nicht gezeigt). Entweder konnte
kein Signal in den entsprechenden Ansétzen mit exogenem Template detektiert werden, oder
es war zwar ein Signal zu sehen, jedoch trat dieses in demjenigen Transkriptionsansatz auf,
der mit dem Pol II-Inhibitor (a-Amanitin) inkubiert worden war und kein Signal liefern sollte,
da eine Transkription durch die Pol II unterdriickt sein sollte. Da aber eben in diesem Ansatz
ein Signal auftrat, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die detektierten Signale auf
unspezifische Primerbindung an endogene Nukleinsduren zuriickzufiihren waren. Zusammen-
fassend konnte die Methode der RT-PCR als Nachweissystem fiir de-novo-(+)-RNA nicht
verwendet werden, da die gewonnenen Daten zu widerspriichlich waren und eine eindeutige
Aussage nicht zulieBBen.
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3.14 Nachweis von de-novo-(+)-PSTVd-RNA mit
Primer-Extension-Analysen
3.14.1 Uberpriifung der Primer-Extension-Analysen von de-novo-(+)-
PSTVd-RNA anhand synthetischer in-vitro-PSTVd-Transkripte
NK-2 NK-3 NK-4 NK-5 NK-6
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Nachweis der (+)-Strang-Spezifitiit der Primer NK-2 bis NK-6 in der Primer-Extension-
Reaktion.

Primer-Extension-Analyse bekannter Templates mit NK-2 bis NK-6. Alle betrachteten Primer
wurden in der PE-Reaktion bei 75°C gegen ihr jeweiliges spezifisches Template hybridisiert.
Entsprechend der Bindestellen der betrachteten Primer auf der Viroidsequenz wurden je 10 pg bzw.
100 pg entweder des monomeren (+)-PSTVd-in-vitro-Transkripts pRH 713 (Alu I-Klon) oder
pRH 715 (Hae 111-Klon) als Template eingesetzt. Als ,,falsches* Template (an das die Primer nicht
binden sollen) dienten 10 ng bzw. 100 pg eines dimeren PSTVd-in-vitro-Transkripts mit (-)-Polaritét
(pRH 718). Die Primer-Extension-Reaktion erfolgte unter Standardbedingungen; der gesamte PE-
Ansatz wurde mit Ethanol geféllt und auf ein 6 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 1 x TBE, 8 M
Harnstoff) aufgetragen. Abgebildet ist die entsprechende Autoradiographie: Spur 1: Langenstandard
pBR 322, Hae 1ll-restringiert; Spuren 3-6: PE mit NK-2; Spuren 9-12: PE mit NK-3; Spuren 14-17:
PE mit NK-4; Spuren 19-22: PE mit NK-5; Spuren 24-27: PE mit NK-6; das jeweilige Template fiir
die PE, sowie die eingesetzten Mengen sind an den Auftragstaschen angegeben; Exposition: 14 d bei
—70°C, mit Verstédrkerfolie. Alle Primer sind in der PE-Reaktion spezifisch fiir den Nachweis von
PSTVd-(+)-RNA und tolerieren einen 1000-fachen Uberschuss an ,.falschem* Template, ohne diese
zu detektieren.
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Eine alternative Methode, neu-entstandene (+)-RNA im Kernextrakt nachzuweisen, war die
direkte Primer-Extension-Analyse nach der Transkriptionsreaktion. Hierzu wurden die bisher
als RT-Primer verwendeten Oligonukleotide (NK-2 bis NK-6) zunéchst in einer Primer-
Extension (PE) Reaktion getestet, in der monomere (+)-PSTVd-in-vitro-Transkripte, die
mittels T7-Polymerase synthetisiert wurden, als Template verwendet wurden. Die PE wurde
mit den Primern NK-2 bis NK-6 durchgefiihrt und erfolgte unter Standardbedingungen (s.
2.11.4). Die entsprechenden PE-Temperaturen sind der Legende von Abb. 3.1.7 zu
entnehmen. Zur Kontrolle der Spezifitit wurden ebenfalls dimere (-)-PSTVd-in-vitro-Tran-
skripte als Template angeboten, die aber bei Spezifitit der Primer nicht verldngert werden
sollten. Eine erneute Kontrolle der Primerspezifitit war notwendig, da die zuvor durch-
geflihrten RT-Reaktionen und die im Folgenden zur Analyse eingesetzten Primer-Extension-
Reaktionen sowohl von unterschiedlichen Enzymen katalysiert werden, als auch in
unterschiedlichen Reaktionspuffern stattfinden, deren Einfluss auf die Primerbindung an ein
potentiell falsches Template nicht eindeutig abgeschitzt werden kann. Die Ergebnisse sind in
Abb. 3.1.7 auf der vorherigen Seite dargestellt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass mit allen betrachteten Primern in der PE-Reaktion ein
Produkt zu detektieren ist, d.h. alle Primer binden unter den experimentellen Bedingungen an
das Template und werden entsprechend verldngert. Der nebenan aufgetragene Langenstandard
identifiziert die Fragmente als exakt die zu erwartenden Langen. Dariiber hinaus zeigen alle
Primer die erforderliche Spezifitét, da in keinem der Ansétze mit (-)-PSTVd-RNA als Tem-
plate ein entsprechendes Signal zu detektieren ist.

3.14.2 Primer-Extension-Analyse der de-novo-(+)-PSTVd-RNA

Auf Grund der gezeigten (+)-Strang-Spezifitit der Oligonukleotide wurden sie als Primer in
die Primer-Extension-Reaktion eingesetzt. Zur Analyse von neu-entstandener (+)-PSTVd-
RNA durch Transkription im Kernextrakt mit der Pol Il wurden auch hier 3 verschiedene
Transkriptionsansitze betrachtet.

1)  Transkriptionsansatz mit dimerer (-)-PSTVd-RNA als exogenem Template

2)  Transkriptionsansatz mit dimerer (-)-PSTVd-RNA als exogenem Template sowie 107
M a-Amanitin

3)  Transkriptionsansatz ohne exogenes Template (bzw. mit Wasser).

Die Transkriptionsreaktion erfolgte wie unter 2.11.2 beschrieben. Zusitzlich wurde noch ein
Ansatz durchgefiihrt, in welchem die exogene (-)-RNA vorher so inkubiert wurde, dass sich
die als fiir die Transkription essentiell diskutierte Hairpin II-Struktur ausbilden sollte. Im
Anschluss an die Transkription wurde die Nukleinsdure iiber Phenol/Chloroform-Extraktion
aufgereinigt und mit Ethanol prézipitiert. Das Pellet wurde in 1 x TE-Puffer resuspendiert und
fiir 30 Minuten auf Eis gegen 1 x TE-Puffer dialysiert. Die Dialyse diente der Entfernung evtl.
aus dem Transkriptionsansatz mitgefallener Salze, die spéter die Primerverlangerung negativ
beeinflussen konnen. Die anschlieBende Primer-Extension wurde unter den 2.11.2 ange-
gebenen Bedingungen durchgefiihrt, die Proben anschlieBend mit Ethanol gefillt und in
einem Sequenziergel (s. 2.8.4) analysiert. Insgesamt wurden 5 x 4 Transkriptionsreaktionen
durchgefiihrt (fiir die Analyse mit jedem der Primer NK-2 bis NK-6) und anschlieBend mittels
Primer-Extension analysiert. Die Analyse mit allen (+)-spezifischen Primern war notwendig,
da keinerlei Information beziiglich des 5’ -Endes der neu-entstandenen (+)-PSTVd-RNA
vorlag, aber der gesamte Bereich der de-novo-(+)-RNA erfasst werden sollte. Als Kontrollen
wurde sowohl monomeres (+)-PSTVd-in-vitro-Transkript, als auch dimeres (-)-PSTVd-in-
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Abb. 3.1.8

Bestimmung des 5’ -Endes der de-novo-(+)-PSTVd-RNA.

Primer-Extension-Analyse der in-vitro-Transkriptionsansétze. Als exogenes Template wurden 100 ng
dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pRH 718-IVT) verwendet. Zum Teil wurde die exogene (-)-
RNA struktureingestellt. Die Transkription erfolgte mit 10 pug Protein aus dem préparierten
Kernextrakt einer nicht-infizierten Kartoffelzellkultur unter Standardbedingungen. Verwendete
Primer in der Primer-Extension (PE): NK-2, Tpg: 75°C; NK-3, Tpg: 75°C. Aufgetragen wurde der
gesamte Primer-Extension-Ansatz. Autroradiographie des dazugehdrigen Sequenziergels (8 % PAA,
40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE). Spur 1: Léngenstandard pBR 322, Hae Ill-restringiert; Spuren
3, 4; pRH 718-IVT als exogenes Template; sc: struktureingestellt (snap cooling); Spur 5: 100 pg
monomeres (+)-PSTVd-in vitro-Transkript (pRH 715), als Positivkontrole fiir die PE; Spur 6: 100 ng
dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pRH 718), als Kontrolle fiir die Spezifitdt des Primers; Spur
7: Transkriptionsansatz ohne exogenes Template (Nullkontrolle); Spuren 8-15 . Sequenzierung:
pRH 713 mit N-2; erstes lesbares Nukleotid: C 165. Spuren 17, 18: pRH 718-IVT als exogenes
Template; sc: struktureingestellt (snap cooling); Spur 19: 100 pg monomeres (+)-PSTVd-in-vitro-
Transkript (pRH 715), als Positivkontrolle fiir die PE; Spur 20: 100 ng dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-
Transkript (pRH 718), als Kontrolle fiir die Spezifitdt des Primers; Spur 21: Transkriptionsansatz
ohne exogenes Template (Nullkontrolle); Spuren 22-29: Sequenzierung: pRH 713 mit N-3; Die PE-
Analysen der Spuren 3-7 wurden mit ~1000000 cpm radioaktiv markiertem Primer N-2 durchgefiihrt
- Die PE-Analysen der Spuren 17-21 wurden mit ~1000000 cpm radioaktiv markiertem Primer N-3
durchgefiihrt. In keinem der Ansétze mit dimerer (-)-PSTVd-RNA als exogen zugegebenem Template
konnte de-novo-(+)-PSTVd-RNA detektiert werden (Spuren 3, 4, 17, 18). Ein generelles Versagen
der Primer-Extension kann jedoch ausgeschlossen werden (Spuren 5, 19).
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vitro-Transkript parallel analysiert. Hiermit sollte nicht nur die Spezifitit der Primer
kontrolliert, sondern auch ein generelles Versagen der Methode ausgeschlossen werden. Die
Ergebnisse der Primer-Extension-Analysen ist in Abb. 3.1.8 dargestellt. Da alle Analysen das
gleiche Ergebnis lieferten, wird hier stellvertretend nur die Primer-Extension-Analyse mit den
beiden Primern NK-2 und NK-3 betrachtet.

In keiner der Analysen war ein spezifisches Signal im Ansatz mit (-)-PSTVd-RNA als
exogenem Template zu detektieren (Spuren 3, 4, 17, 18). Ein generelles Versagen der Primer-
Extension-Reaktion kann auf Grund der Positivkontrolle ausgeschlossen werden (Spuren 5,
19), was bedeutet, dass keine neu-synthetisierte (+)-PSTVd-RNA iiber die direkte Primer-
Extension-Analyse nachzuweisen war. Somit war die direkte Analyse an neu-entstandener
(+)-PSTVd-RNA mit der PE-Methode auch hier nicht geeignet. Im Folgenden wurde
untersucht, ob ein genereller Nachweis an neu-entstandener (+)-RNA durch (+)-Strang-
spezifische Northern-Blot-Analysen moglich ist.

3.15 Nachweis von de-novo-(+)-PSTVd-RNA mittels Northern-
Blot-Analysen

Zum Nachweis von neu-entstandner (+)-PSTVd-RNA nach Transkription im Kernextrakt
wurden im Folgenden (+)-Strang-spezifische Northern-Blot-Analysen durchgefiihrt. Der
Nachweis der de-novo-(+)-PSTVd-RNA durch Northern-Blot-Analysen sollte kldren, ob die
bis hierhin erfolglosen Versuche des Nachweises an Transkriptionsprodukt daran lagen, dass
entweder

o generell keine Transkription von (-) nach (+) im Kernextrakt stattfindet;
o die Menge an entstandenem Transkriptionsprodukt zu gering ist;
o die entstandenen Transkripte zu uneinheitlich sind,

so dass jede der bisher verwendeten Methoden unter die Nachweisgrenze riickt.

Der Vorteil der Northern-Blot-Analyse ist, dass alle neu-entstandenen Transkripte des
Kernextraktes erfasst werden. Sowohl diejenigen Transkripte, die auf Grund von endogener
RNase-Aktivitdt z.T. degradiert sind, als auch solche mit unterschiedlicher Linge. Dieses sind
eben diejenigen Transkriptionsprodukte, die sowohl mit der Primer-Extension (PE) als auch
mit der sensitiven RT-PCR nicht detektiert werden konnen, da die PE mit einer
Nachweisgrenze von ca. 1-10 pmol nur dann ein Signal liefert, wenn diese 1-10 pmol alles
Molekiile sind, die sowohl vollstindig iiber die komplementdre Primersequenz verfligen,
damit dieser binden kann, als auch iiber ein einheitliches 5’ -Ende der Nukleinsdure. Verteilen
sich die 1-10 pmol auf solche Molekiile, die auf Grund von Degradation z.B. nicht mehr alle
tiber die Primerbindestelle verfiigen, oder die auf Grund der Tatsache, dass die Pol Il
vielleicht auf dem (-)-PSTVd-Strang keine definierte Startstelle besitzt, kein einheitliches 5° -
Ende aufweisen, riickt die Methode der PE unter ihre Nachweisgrenze und liefert kein Signal.
Ahnlich verhilt es sich bei der RT-PCR. Hier ist zwar die Nachweisgrenze im fmol-Bereich
deutlich niedriger als bei der PE, aber auch hier kénnen nur diejenigen Molekiile nach-
gewiesen werden, die zum einen die komplementire Sequenz zu der des Primers (Primer-
bindestelle) aufweisen, als auch die, die lang genug sind, dass ihr reverses Transkript dann
wiederum die Bindestelle fiir den PCR-Primer aufweist. Da die de-novo-Transkripte wiahrend
der reversen Transkription lediglich bis zu threm 5’ -Ende in cDNA umgewandelt werden,
sind ,,zu kurze* Transkripte kritisch. Wenn nidmlich innerhalb der entstandenen ¢cDNA noch
nicht die Sequenz enthalten ist, die fiir die Bindung des PCR-Primers essentiell ist, bleibt das
RT-Produkt unentdeckt, da die anschlieBende PCR kein Signal amplifizieren kann. Somit ist



Ergebnisse 63

die RT-PCR zwar eine sehr sensitive Methode, jedoch nur wenn die beiden genannten
Kiriterien erfiillt sind. Deswegen sollte im Folgenden der Northern-Blot als Nachweismethode
verwendet werden, da er den Nachweis aller entstandenen de-novo-Transkripte erlaubt,
unabhingig von ihrer Lange. Da eine geringe Menge an de-novo-(+)-RNA zu erwarten war (s.
auch 3.1.2), wurde die Templatemenge, die den Transkriptionsansidtzen zugegeben wurde,
variiert. Es wurden 100 ng, 500 ng, 1 pg, und 10 pg zugegeben. Als Nullkontrolle diente ein
Ansatz ohne exogenes Template. Auf Grund der diskutierten Rolle des Hairpin II (HP II) als
essentielles Erkennungsmerkmal fiir die Pol II wurde in einem Ansatz als exogenes Template
ein in-vitro-Transkript verwendet, das durch Transkription eines Sty-PSTVd-Klons ensteht
und fiir das in frilheren Untersuchungen die Ausbildung des HP II nachgewiesen werden
konnte. Bereits wéhrend der in-vitro-Transkription des Plasmids pSH 3 mit der T7-
Polymerase tritt das Strukturmotiv HP II bevorzugt auf. Die Transkriptionsanalysen der
dimeren (-)-PSTVd-RNA als exogenes Template im Kernextrakt erfolgte unter den — leicht
variierten — Standardbedingungen (s. 3.1.6). AnschlieBend wurde die Nukleinsdure mittels
Phenol/Chloroform aus dem Gesamtansatz extrahiert und mit Ethanol prizipitiert. Die Pellets
wurden direkt in Auftragspuffer resuspendiert und auf ein 8 % Polyacrylamid-Gel
aufgetragen. Im Anschluss an die Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Nukleinsduren
auf eine Nylonmembran wie unter 2.10.1 beschrieben. Die Detektion der eigentlichen ,,Ziel*“-
RNA, nimlich der de-novo-(+)-PSTVd-RNA erfolgte durch Hybridisierung eines
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Abb. 3.1.9

Nachweis neu-entstandener (+)-PSTVd-RNA mit (+)-spezifischer Northern-Blot-Analyse.

Die Transkriptionsreaktion im Kernextrakt erfolgte mit 12,5 pg Protein aus dem préparierten
Kernextrakt einer nicht infizierten Kartoffelzellkultur unter Standardbedingungen. Als exogenes
Template wurden 100 ng, 500 ng, 1 pg, 10 pg dimeres (-)-PSTVd-Transkript (pSH 3) verwendet.
Die Nukleinsdure wurde mit Phenol/Chloroform aus dem Transkriptionsansatz extrahiert, mit
Ethanol prézipitiert und auf ein 8 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 1 x TBE, 8 M Harnstoff)
aufgetragen. AnschlieBend wurde die Nukleinsdure auf eine Nylonmembran transferiert. Der (+)-
spezifische Nachweis erfolgte durch Hybridisierung von radioaktiv markierten in-vitro-Transkrip-
ten mit (-)-Polaritit (pRH 716). Exposition: iiber Nacht bei —70°C mit Verstarkerfolie. Spuren 1-5:
monomeres (+)-in-vitro-Transkript (368 Nt; Langenstandard und Spezifititskontrolle; Konzentra-
tionen sind an den Auftragstaschen angegeben); Spuren 7-10: Transkriptionsansétze mit steigender
Konzentration an exogen zugegebenem Template (Konzentrationen sind an den Auftragstaschen
angegeben); Spur 11: Transkriptionsansatz ohne exogenes Template (Nullkontrolle); Spur 13:
100 ng dimeres (-)-in-vitro-Transkript (731 Nt) als Spezifitatskontrolle fiir die Sonde.
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(-)-Polaritait (pRH 716-IVT). Dieses sollte entsprechend seiner Polaritdt spezifisch gegen
PSTVd-RNA mit (+)-Sequenz hybridisieren. AnschlieBend wurden unspezifische gebundenen
Sondenmolekiile von der Membran entfernt (s.2.10.3) und die Membran gegen einen
Rontgenfilm exponiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.1.9 dargestellt.

In Abb. 3.1.9 auf der vorherigen Seite ist zu erkennen, dass eine Erhéhung an (-)-PSTVd-
RNA als exogenes Template eine Zunahme an de-novo-(+)-PSTVd-RNA zur Folge hat
(Spuren 7-10). Betrachtet man die eingesetzten Template-Konzentrationen, so féllt auf, dass
erst bei einer Konzentration an exogenem (-)-Template von 1 pg der Nachweis von neu-
entstandener RNA moglich ist. Eine weitere Erhéhung der Templatemenge auf 10 pg fiihrt zu
einer gesteigerten Transkriptausbeute (Spur 9), wihrend in den Spuren mit 100 ng bzw.
500 ng kein Signal zu detektieren ist. Im Ansatz ohne zugesetztem Template ist
erwartungsgemdll kein Signal zu detektieren, was den Nachweis einer endogenen, ,nicht-
PSTVd“-RNA ausschlieft. Wéren die detektierten Signale auf eine endogene Nukleinsdure
des Kernextraktes zurlickzufiihren, miisste dieses Signal auch im Ansatz ohne exogenem
Template auftreten. Da dies nicht der Fall ist, kann von spezifisch nachgewiesener PSTVd-
RNA ausgegangen werden. Die Menge an entstandenem Transkript kann jedoch nicht genau
angegeben werden, da der aufgetragene Standard (monomere (+)-RNA, Spuren 1-5) lediglich
eine vorsichtige Abschitzung erlaubt, wonach bei einer eingesetzten Menge an exogenem
Template von 1 pg etwa 1 pg de-novo-(+)-RNA entstiinde. Hierbei handelt es sich jedoch nur
um eine Schitzung, die nicht durch Quantifizierungen belegt ist. Dass es sich in der Tat um
de-novo-(+)-PSTVd-RNA handelt und nicht um nachgewiesenes (-)-RNA-Template, 14sst
sich mit der Linge des nachgewiesenen Fragmentes belegen. Da als Template dimere (-)-
PSTVd-RNA eingesetzt wurde, das Signal aber auf Hohe eines Monomers erscheint (vgl. mit
den Spuren 1-5: monomere (+)-RNA), kann es sich nicht um das eingesetzte Ausgangs-
template handeln. Eine denkbare Degradation des Templates auf exakte Monomerlidnge
erscheint nicht wahrscheinlich. Zusétzlich zeigte die entsprechende Kontrolle mit 100 ng (-)-
PSTVd-RNA ebenfalls kein Signal. Vergleicht man die 100 ng (-)-RNA, die kein Signal
liefert (Spur 12), mit den 10 pg (+)-RNA, die ein deutliches Signal liefern, zeigt das eine
Sondenspezifitit von einem Faktor von 10000. Es konnte also durch Erh6hung der Template-
konzentration von 100 ng auf 1 pg bzw. 10 pg (Faktor 10, bzw. 100) mittels Northern-Blot-
Analyse de-novo-(+)-PSTVd-RNA nachgewiesen werden.

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit galt der erste Schritt der PSTVd-Replikation, ndmlich die
Transkription ausgehend von (+) nach (-) als geldst. In diesem Zusammenhang galten zwei
Nukleotide als Startstellen, an denen die Polymerase II mit der Transkription des zirkuldren
(+)-PSTVds beginnt. Im Verlauf der Experimente zur Bestimmung der Transkriptions-
Initiationsstellen auf dem PSTVd-(-)-Strang, bei denen auch immer wieder parallel Kontrollen
mit (+)-cPSTVd als Transkriptionstemplate durchgefiihrt wurden, relativierte sich die
Interpretation der beiden urspriinglich als Startstellen gedeuteten Nukleotide. So wurde der
Schwerpunkt der Arbeit erneut auf die Untersuchung des ersten PSTVd-
Replikationsschrittes— der Transkription von (+) nach (-) — gelegt.

3.11 Uberpriifung der bisherigen Hypothese zur
Transkription von cPSTVd (+) zu (-)-PSTVd-RNA

Urspriingliches Ziel dieser Arbeit sollte die Analyse der Startstelle(n) der PSTVd-Replikation
auf dem (-)-Strang sein. Die experimentellen Grundlagen waren in einer fritheren Arbeit
(Fels, 1997) geschaffen worden, in der wohl definierte Startstellen auf dem (+)-Strang des
cPSTVd, d.h. bei A111 und A325 bestimmt wurden. Der Nachweis der beiden Startstellen —
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A111 und A325 — sollte reproduziert und als experimentelle Grundlage fiir den Nachweis der
Startstelle(n) auf dem linearen (-)-Strang dienen. Im Zuge der Reproduktion ergab eine
zusdtzlich durchgefiihrte Kontrolle Anlass zum Zweifel, ob es sich bei den damals
detektierten Signalen tatsdchlich um nachgewiesene de-novo-Viroid-RNA handelte. Vielmehr
trat das entsprechende Signal auch in den Kontroll-Ansdtzen auf, die zu keiner Zeit mit
PSTVd in Kontakt gekommen waren. Es handelte sich also um ein Signal, das offensichtlich
unabhingig von einer Inkubation mit PSTVd auftrat und somit nicht die Initiationsstelle der
Transkription reprisentieren konnte. Vielmehr beruhte das irrefiihrende Signal auf einer
unspezifischen Wechselwirkung mit einer Nukleinsdure des verwendeten in-vitro-
Transkriptionssystems. Um unspezifische Wechselwirkungen fiir zukiinftige Experimente
ausschlieBen zu konnen, musste ein System etabliert werden, das ein PSTVd-abhingiges
Signal von einem solchen, das auf Grund einer anderen, nicht niher identifizierten endogenen
Nukleinsdure des verwendeten Kernextraktes beruhte, diskriminieren kann.

Die Anforderungen an das zu etablierende Aufreinigungsverfahren waren sowohl ein hohes
MafB an Spezifitdt, als auch den Verlust wiahrend der Aufreinigung so minimal wie moglich zu
halten. Im Folgenden wird eine Aufreinigungsmethode vorgestellt, die es erlaubt, spezifisch
neu-entstandene PSTVd-RNA zu isolieren und sie weiteren molekularbiologischen Unter-
suchungen zuginglich zu machen. Aufbauend auf dieser Methode wird eine neue potentielle
Startstelle fiir die Polymerase II auf dem zirkulédren PSTVd vorgestellt.

3.11.1 Nachweis eines PSTVd-unabhiingigen Signals in der Primer-
Extension-Reaktion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Startstelle(n) auf dem linearen (-)-Strang von PSTVd
nachgewiesen werden. Parallel zur Analyse der de-novo-(+)-PSTVd-RNA, die als Produkt der
Transkription von (-) nach (+) entsteht, sollte der Nachweis der beiden Startstellen auf dem
zirkuldren (+)-Strang, A111 und A325 Fels, 1997), reproduziert werden. Auch zur Analyse
dieses Transkriptionsschrittes wurden Kernextrakte nicht-infizierter Kartoffelzellkulturen als
in-vitro-Transkriptionssystem verwendet. Hier sollte nun die aktive Pol II ausgehend von
einem exogen zugesetzten cPSTVd-Template de-novo-(-)-PSTVd-RNA synthetisieren.
AnschlieBend wurde das 5’-Ende der neu-entstandenen (-)-RNA mittels Primer-Extension-
Analyse untersucht. Das 5’-Ende der untersuchten RNA entspriche dann der Startstelle auf
dem Matritzenstrang, also auf dem zirkuldren PSTVd. Um die Abhdngigkeit des Signals von
der Pol II-Aktivitdt zu zeigen wurde — entsprechend den Ansétzen von Fels (1997) — sowohl
ein Ansatz mit cPSTVd als exogenem Template, als auch ein Ansatz mit cPSTVd als
exogenem Template und a-Amanitin (einem spezifischen Pol II-Inhibitor) untersucht, sowie
ein Ansatz komplett ohne cPSTVd. Auf die Kontrolle vollstindig ohne cPSTVd als exogenes
Template war in der vorausgegangenen Arbeit ungliicklicherweise verzichtet worden. Die
Griinde hierfiir werden in der Diskussion ausfiihrlich besprochen. Um einen schnelleren
Nachweis des radioaktiven Signals auf der Exposition zu erreichen, wurde auf eine
Verdiinnung der Proben vor der Primer-Extension-Reaktion (Fels, 1997) verzichtet.
Abbildung 3.11.1 zeigt das Ergebnis der Primer-Extension-Analyse.
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Abb. 3.11.1

Versuch der Reproduktion der Bestimmung des 5’ -Endes der de-novo-(-)-PSTVd-RNA
bei Nukleotid A 111.

Primer-Extension (PE)-Analyse des in-vifro-Transkriptionsansatzes nach Aufreinigung der
Nukleinsdure iiber Phenol/Chloroform-Extraktion. Die Transkription erfolgte mit 10 pg
Protein aus dem praparierten Kernextrakt einer nicht-infizierten Kartoffelzellkultur unter
Standardbedingungen. In der PE verwendeter Primer: AF21, Tpg: 53°C. Aufgetragen wurde
der gesamte Primer-Extension-Ansatz. Autoradiographie des entsprechenden Sequenziergels
(8 % PAA, 40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE). Spuren 1, 3, 5: Analyse nach Transkription
von cPSTVd im Kernextrakt; ex.Temp. = exogenes Template Spur 7: 100 pg dimeres (-)-
PSTVd in-vitro-Transkript (pSH 3) als Positivkontrolle fiir die PE; Spur 9: 100 pg cPSTVd als
Negativkontrolle fiir die Spezifitit des Primers; Spuren 12-15: Sequenzierung: pSH 3 mit
AF21; erstes lesbares Nukleotid: G 68. Exposition: 3 d bei —70°C, mit Verstarkerfolie. In allen
Ansétzen (Spuren 1, 3, 5) ist ein Signal bei ,,A 111 zu detektieren.

In allen Ansidtzen ist ein Signal zu sehen, das auf Grund der nebenan aufgetragenen
Sequenzierung als Nukleotid A 111 identifiziert werden konnte. Dieses Signal trat
erwartungsgemdl im Ansatz mit cPSTVd/ ohne a-Amanitin auf. Entgegen der Erwartungen
trat dasselbe Signal ebenfalls in dem Ansatz auf, der mit cPSTVd und a-Amanitin inkubiert
worden war und somit kein oder nur ein schwaches Transkriptionssignal liefern sollte. Auch
im Kontrollansatz ohne exogenes Template trat ein Al11-entsprechendes Signal auf. Dieses
Signal war von besonderer Relevanz, da es einen Hinweis darauf lieferte, dass die damals



Ergebnisse 67

detektierte ,,Startstelle A 111 moglicherweise ein Irrtum war auf Grund eines Signals, das
eher vom Kernextrakt herriihrte als von neu-entstandener (-)-PSTVd-RNA.

3.11.2 Verifizierung des Signals mit verschiedenen Kernextrakten
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Abb. 3.11.2

Analyse der Spezifitit des Signals A 111 und Kontaminationskontrolle der verwendeten
Losungen.

Primer-Extension-Analyse des in-vitro-Transkriptionsansatzes nach  Aufreinigung der
Nukleinséure iiber Phenol/Chloroform-Extraktion. Die Transkription erfolgte mit 10 pg Protein
dreier unabhédngig voneinander  prdparierter Kernextrakte einer  nicht-infizierten
Kartoffelzellkultur unter Standardbedingungen. In der PE verwendeter Primer: AF21, Tpg: 53°C.
Aufgetragen wurde der gesamte Primer-Extension-Ansatz. Autoradiographie des entsprechenden
Sequenziergels (8 % PAA, 40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE); Spuren 1-3: Analyse nach
Transkription von cPSTVd in verschiedenen Kernextrakten; Spur 4: PE-Analyse der reinen
verwendeten Losungen (Kontaminationskontrolle); Spuren 6-9: Sequenzierung: pSH 3 mit AF21;
erstes lesbares Nukleotid: G 96. Spur 11: 100 pg dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pSH 3)
als Positivkontrolle fiir die PE; Exposition: 3 d bei —70°C, mit Verstirkerfolie. In allen Ansitzen
(Spuren 1-3) ist ein Signal bei ,,A 111 zu detektieren; keine Kontamination der Losungen
(Spur 4).
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Um zu iiberpriifen, ob das Signal in der Nullkontrolle tatsdchlich ein ,,echtes* Signal ist, oder
moglicherweise eine Kontamination des Zellkernextraktes, oder einer der verwendeten
Losungen mit PSTVd, wurde das Experiment mit frisch angesetzten Losungen und drei
voneinander unabhéingig priparierten Kernextrakten wiederholt. Auf die Kontrolle der Pol II-
Abhingigkeit des Signals konnte hierbei verzichtet werden, da im Wesentlichen im
Vordergrund stand, ob das Signal tatsdchlich in einem Reaktionsansatz auftrat, der nicht mit
cPSTVd inkubiert worden war. In diesem Fall wiirde es sich nicht um ein viroidspezifisches
Signal — also nicht um das 5’ -Ende einer neu-entstandenen (-)-PSTVd-RNA — sondern um
ein unspezifisches Signal handeln.

Abbildung 3.11.2 auf der vorherigen Seite zeigt das Ergebnis des Kontrollexperiments. Auch
hier tritt in allen Spuren, ausgenommen Spur 4, ein entsprechendes Signal auf, das laut
nebenan aufgetragener Sequenzierung als ,,A 111% identifiziert werden konnte. Da eine
gleichmiafige Kontamination aller praparierten Kernextrakte mit PSTVd unwahrscheinlich ist
und eine separat durchgefiihrte Kontrolle eine generelle Kontamination der Zellkultur
ausschlieBen konnte (Daten nicht gezeigt), ist es sehr wahrscheinlich, dass das beobachtete
Primer-Extension-Signal keine viroidspezifische Abbruchbande reprisentiert, sondern es sich
in der Tat um ein Signal handeln muss, welches der Kernextrakt selbst — unabhingig von der
Transkription von cPSTVd — liefert. Spur 4 bestitigt diese Vermutung, da hier ein
entsprechendes Signal fehlt, und somit eine Kontamination der verwendeten Losungen
ausgeschlossen werden konnte.

Eine direkte Sequenzierung derjenigen Nukleinsdure, die das ,,falsche A 111“-Signal liefert,
blieb erfolglos (Daten nicht gezeigt).

3.113 Versuch der Detektion von ,,A 111* mit unabhingigen
Primern

Die in der vorausgegangenen Arbeit durchgefiihrten Primer-Extension-Analysen wurden aus-
schlieBlich mit einem Primer (AF21) durchgefiihrt, der in einem Abstand von 111
Nukleotiden von der angeblichen Startstelle bindet. Um zu iiberpriifen, ob das nachgewiesene
Signal bei Nukleotid A 111 ein viroidspezifisches Signal ist, wurden die Primer-Extension-
Experimente mit anderen Primern — AF16 und AF17 — wiederholt, die auf Grund der Sequenz
und Position komplementir zum cPSTVd das identische Signal liefern sollten. Die Positionen
der betrachteten Primer sind in Abbildung 3.I1.3 dargestellt.

1 20 61 74
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AF 21 AF 17 Alll

de-novo-(-)-RNA
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N, cPSTVd (+)

Abb. 3.11.3

Position der betrachteten PE-Primer AF16, AF17 und AF21, die zum Nachweis de-novo-
synthetisierter (-)-PSTVd-RNA verwendet wurden.

Die Primer sind gegen (-)-Polaritit, haben also selber (+)-PSTVd-Sequenz. Ihre
Nukleotidangaben beziehen sich auf das cPSTVd-Molekiil.
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Abb. 3.11.4

Analyse des Signals A 111 mit einem zweiten, unabhiingigen Primer (AF16) in zwei
verschiedenen, voneinander unabhiingig priparierten Kernextrakten.

Primer-Extension-Analyse des in-vitro-Transkriptionsansatzes nach Aufreinigung der Nukleinsdure
iiber Phenol/Chloroform-Extraktion. Die Transkription erfolgte mit 12 pg Protein der zwei préparierten
Kernextrakte einer nicht-infizierten Kartoffelzellkultur unter Standardbedingungen. In der PE
verwendeter Primer: AF16, Tpg: 53°C. Aufgetragen wurde der gesamte Primer-Extension-Ansatz.
Autoradiographie des entsprechenden Sequenziergels (8 % PAA, 40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE);
Spuren 1-4: Sequenzierung: pSH 3 mit AF16; erstes lesbares Nukleotid: A 89. Spuren 7, 9: Analyse
nach Transkription von cPSTVd in den beiden verschiedenen Kernextrakten; Spuren 11, 12: 1 ng bzw.
100 pg monomeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pRH 714) als Positivkontrolle fiir die PE; Spur 13:
0,5 ng cPSTVd als Negativkontrolle fiir die Spezifitit des Primers; Exposition: tiber Nacht bei —70°C,
mit Verstirkerfolie. In keinem der Transkriptionsansitze (Spuren 7, 9) ist ein Signal bei A 111 zu
detektieren.

In den anschlieBenden Primer-Extension-Reaktionen sollten sowohl mit Primer AF16 als auch
mit AF17 ebenfalls das Signal der A 111 detektierbar sein, wenn es sich um ein
viroidspezifisches Signal handelt. Zundchst wurden separat fiir jeden Primer zwei in-vitro-
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Transkriptionen im Kernextrakt mit jeweils 100 ng cPSTVd als exogenem Template
durchgefiihrt. Zur Sicherheit wurden zwei verschiedene, voneinander unabhédngig priparierte
Kernextrakte verwendet. Die im Anschluss durchgefiihrte Bestimmung des 5 -Endes einer
potentiellen neu-entstandenen PSTVd-(-)-RNA mittels Primer-Extension lieferte fiir Primer
AF16 das in Abbildung 3.11.4 auf der vorigen Seite dargestellte Ergebnis, mit Primer AF17
wurde ein entsprechendes Ergebnis erzielt.

In keinem der in-vitro-Transkriptionsansdtze konnte de-novo-PSTVd-RNA nachgewiesen
werden. Selbst nach 14 d Expositionszeit war kein Signal auf Hohe von A 111 nachzuweisen.
Ein generelles Versagen der Primer-Extension-Reaktion konnte jedoch auf Grund der
Positivkontrolle (Spur 11 und 12) ausgeschlossen werden.

3.11.4 Uberpriifung von ,,A 111“ mit unabhiingigen Primern in
verschiedenen Kernextrakten

Zur Verifizierung der gewonnenen Ergebnisse wurden weitere Primer-Extension-Analysen
mit insgesamt vier verschiedenen Kernextrakten und drei verschiedenen Primern (AF21,
AF16, AF17) durchgefiihrt, die alle ein identisches Ergebnis lieferten, ndmlich, dass das
detektierte Signal bei A 111 unabhingig von der PSTVd-Transkription auftritt und sich mit
keinem weiteren viroidspezifischen Primer auBer AF21 nachweisen ldsst (Daten nicht
gezeigt). Dies war der endgiiltige Beweis dafiir, dass das Nukleotid A 111 nicht als Startstelle
angesehen werden kann, und es sich bei Fels um eine Fehlinterpretation handelt.

3.111 Bestimmung der Startstelle(n) auf cPSTVd nach
Aufreinigung der (-)-Transkripte

Etablierung eines Aufreinigungsverfahrens

Im Zusammenhang mit der Fehlinterpretation des Signals ,,A111* durch Fels wurde der
Schwerpunkt dieser Arbeit zundchst auf die Etablierung eines Aufreinigungsverfahrens
gelegt, das es ermoglicht, Kernextraxt-eigene (endogene) Nukleinsduren von de-novo-
entstandener Viroid-RNA zu trennen. Eine unspezifische Bindung des Primers wéhrend der
Primer-Extension-Reaktion wire somit nicht mehr moglich und die Detektion eines
»falschen® Signals ausgeschlossen. In Anlehnung an die Arbeit von Aschermann (2001) bot
sich ein affinitdtschromatographisches Verfahren an, das die Separation von Nukleinsduren
tiber die Bindung an Biotin-markierte Molekiile und anschlieBende Immobilisierung iiber
paramagnatische Streptavidinpartikel erlaubte (s. Abb. 3.II1.5). So kann die ,Ziel*-
Nukleinsdure aus einem Gesamtansatz isoliert werden und in spiteren molekularbiologischen
Untersuchungen als reines Template ohne fremde Nukleinsduren eingesetzt werden.
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Schematische Darstellung der Isolation von de-novo-(-)-PSTVd-RNA nach

Transkription im Kernextrakt.
Die einzelnen Schritte der Aufreinigung sind im Text erldutert.
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Die Aufreinigung gliederte sich in drei Schritte, von denen der erste der Entfernung des
Transkriptionstemplates (cPSTVd) diente. Der zweite Schritt diente der Separation eventuell
verbliebener Zirkel, sowie endogener Nukleinsduren des Kernextraktes. Im dritten Schritt der
Aufreinigung wurde schlieflich de-novo-(-)-PSTVd-RNA isoliert, die nun als
ausschlieBliches Produkt in weiterflihrenden molekularbiologischen Experimenten untersucht
werden konnte. Die zur Etablierung des Aufreinigungsprotokolls erforderlichen Kontroll- und
Optimierungsschritte sind in den folgenden Kapiteln erlautert.

Zunichst wurde in Vorversuchen kontrolliert, ob eine generelle Bindung von Biotin-
markierten Sondenmolekiilen an die entsprechend komplementire Nukleinsduresequenz
moglich war (Schritt 1, bzw. 2). Hierzu wurden monomere in-vitro-Transkripte mit (+)-
Polaritit, die mit Hilfe der T7-Polymerase synthetisiert wurden, als ,,zu fischendes Substrat
verwendet. Als Sonde wurden biotinylierte, dimere in-vitro-Transkripte mit (-)-Polaritit
eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte durch Erhitzen des Reaktionsansatzes und
anschlieendes Abkiihlen (s. 2.12.3). Durch diese Hybridisierung sollten alle mdglichen
Sekundirstrukturen der beteiligten Nukleinsduren aufgehoben werden und eine optimale
Hybridisierung der komplementidren Sequenzbereiche gewihrleistet sein. Die Aufreinigung
der Hybride erfolgte iiber paramagnetische Streptavidinpartikel (Dynabeads), indem die
Hybride mit den Dynabeads fiir einen geeigneten Zeitraum inkubiert wurden (s. 2.12.2.1).
AnschlieBend erfolgten mehrere Waschschritte, die zur Entfernung unspezifisch gebundener
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Abb. 3.111.6

Dynabeads-Aufreinigung von in-vitro-Transkripten.

50 ng monomeres (+)-PSTVd-Transkript (pRH 715) wurde an 50 ng Biotin-markierte, dimere (-)-
PSTVd-Sonde (pSH 3) hybridisiert und iiber 33 pg Dynabeads aufgereinigt. Die Uberstinde der
einzelnen Waschschritte (Elutionstemperaturen sind an den Auftragstaschen angegeben) wurden
prézipitiert, auf ein 4 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE) aufgetragen,
und das Gel anschlieBend mit Silber gefarbt. B&W: Binde- und Waschpuffer; RT:
Raumtemperatur; RT1, RT2, 50 °C, 70 °C: Waschschritte bei den angegebenen Temperaturen.
FA-US: Uberstand nach Elution mit Formamid; Spur 1: Lingenstandard pBR 322, Hae III-
restringiert — Spuren 2-7 und 10-15: Einzelne Fraktionen der Dynabeads-Aufreinigung — Spur 8:
monomeres (+)-PSTVd-in-vitro-Transkript (Langenstandard, 368 Nt) - Spur 9: dimeres (-)-
PSTVd-in-vitro-Transkript (Langenstandard. 731Nt).
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Nukleinsduren an die biotinylierte Sonde dienten (s. Abb. 2.1). Das Waschen erfolgte, soweit
nicht anders erwéhnt, mit 0,1 x SSC bei Raumtemperatur bzw. 50°C-70°C (s. 2.12.2.1). Im
letzten Schritt wurde die Sonde durch Zugabe von Formamid bei 75°C von den Dynabeads
eluiert, da Formamid zur Auflésung der Biotin-Streptavidin-Bindung fiihrt. Die Nukleinséure
der einzelnen Fraktionen der Wasch- bzw. Elutionsschritte wurde mit Ethanol gefillt und in
einem Polyacrylamid-Gel analysiert (s. Abb. 3.111.6, vorige Seite).

Wie in Abb. 3.111.6 dargestellt war sowohl die Hybridisierung der biotinylierten Sonde mit der
»Ziel“-Nukleinsdure der komplementdren Sequenz, als auch die Bindung an die
Streptavidinpartikel (Dynabeads) erfolgreich. In den Spuren 1-4 ist kein Signal zu erkennen.
Das heifit, in diesen Fraktionen ist keinerlei Ziel-Nukleinsdure eluiert worden. Lediglich in
Spur 6 bei einer Waschtemperatur von 70°C ist eine geringe Menge an Nukleinsdure
nachweisbar. Der Hauptanteil jedoch ist wie erwartet in Spur 7 zu sehen, wo die Zugabe von
Formamid-Losung eine Zerstérung der Biotin-Streptavidin-Bindung bewirkt und somit die
Sonde von den Streptavidin-Partikeln gelost wird. Dariiber hinaus werden ebenfalls die
Basenpaare zwischen der Sonde und der gebundenen ,,Ziel“-RNA gelost, so dass im Silbergel
zwei Signale zu detektieren sind, zum einen die biotinylierte Sonde mit einer Linge von
731 Nt und zum anderen die ,,Ziel“-RNA mit einer Lange von 368 Nt. Es war somit erwiesen,
dass die Aufreinigung nicht nur prinzipiell, sondern vor allem auch ohne nennenswerte
Verluste wihrend der anschlieBenden Waschschritte erfolgreich ist. Eine Trennung von Sonde
und Ziel-RNA wurde hier allerdings nicht erreicht. Die Spuren in der rechten Gelhélfte
spiegeln lediglich einen zusétzlichen Kontrollansatz wider, in dem nur die biotinylierte Sonde
tiber Dynabeads gefischt wurde, ohne jedoch vorher an ein Substrat gebunden zu haben.

3111 Elution der ,,Ziel“-RNA von der Biotin-Sonde

Wie gezeigt, konnte unter den gewéhlten experimentellen Bedingungen die ,,Ziel“-RNA an
eine biotinylierte Sonde gebunden und iiber Dynabeads isoliert (,,gefischt*) werden. Fiir die
nachfolgenden Untersuchungen von potentiell neu-entstandener PSTVd-RNA nach
Transkription mit dem Kernextrakt wiirde es allerdings nicht ausreichen, die isolierte ,,Ziel*-
RNA an die Sonde gebunden aus dem Nukleinsduregemisch zu separieren, sondern die
betreffende RNA muss von der Sonde getrennt werden, um sie spdteren Primer-Extension-
Analysen als einziges Ausgangsprodukt zugénglich zu machen. Die Anwesenheit der Biotin-
Sonde bei Primer-Extension-Analysen konnte auf Grund der extrem hohen
Selbstkomplementaritit des PSTVd ein ,,falsches® Signal liefern. Dariiber hinaus konnte sie
die Bindung des Primers durch konkurrierende Bindung an die Template-RNA negativ
beeinflussen und sollte deswegen generell vorher entfernt werden. Es wurde also nach
Bedingungen gesucht, unter denen die gebundene RNA von der Sonde getrennt werden kann,
so dass beide Nukleinsduren in deutlich unterschiedlichen Fraktionen der Aufreinigung zu
finden sind. Im Folgenden wird exemplarisch einer von zahlreichen Optimierungsschritten
beschrieben. Zunéchst wurden die beiden in-vitro-RNAs (die dimere (-)-Biotin-Sonde und das
(+)-Monomer) zur Optimierung des Aufreinigungsverfahrens unter den bereits beschriebenen
Bedingungen aneinander hybridisiert. Wahrend der anschlieBenden Waschschritte wurden
Bedingungen gesucht, unter denen die beiden RNAs voneinander zu trennen sind (Abb.
3.I1IL5, Schritt 3). Die erste Annahme war, dass eine Temperaturerh6hung wéhrend der
Waschschritte in 0,1 x SSC die Basenpaarung zwischen den Nukleinsduren 16sen kann, ohne
die Biotin-Streptavidin-Bindung zu beeinflussen, so dass die monomere (+)-RNA in einer der
Waschfraktionen zu detektieren sein miisste, wihrend die Biotin-markierte Sonde bis zum
letzten Schritt (dem Zusatz von Formaldehyd) an die Streptavidin-Partikel gebunden bleibt.
Hierzu wurden Elutionstemperaturen von 70°C, 73°C, 77°C und 80°C gewdhlt, sowie
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zusdtzlich ein Ansatz bei 80°C mit reinem Wasser, in dem keinerlei Salz zur Stabilisierung
der Basenpaare beitragen kann. Die Nukleinsdure der jeweiligen Fraktionen wurden wieder
getrennt gesammelt, mit Ethanol préizipitiert und in einem PAA-Gel analysiert. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.111.7 zusammengefasst.

Es ist deutlich zu erkennen, dass in keiner der Fraktionen ausschlieBlich die monomere (+)-
»Ziel“-RNA eluiert werden konnte. Die steigende Temperatur fiihrt lediglich zu einer
allgemeinen Elution der Sonde (einschlieBlich der daran gebundenen ,,Ziel“-RNA) von den
Dynabeads, so dass davon ausgegangen werden muss, dass eine Erhohung der
Elutionstemperatur die Bindung der Biotin-markierten Sonde an die Streptavidin-Partikel
schwicht, nicht aber die alleinige Trennung der betrachteten Nukleinsduren erlaubt. Selbst in
dem Ansatz mit reinem Wasser als Elutionsmittel ist keine Trennung von monomerer ,,Ziel*-
RNA und dimerer Sonde zu erkennen. Diese Art der Behandlung der Hybride fiihrte also
nicht zum Ziel, da sich das ,,gefischte” (+)-Transkript trotz hoher Temperaturen sowie
geringer Salzkonzentration nicht von der Sonde eluieren lieB3.
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Abb. 3.111.7

Versuch der Elution der ,,Ziel“-RNA von der biotinylierten Sonde.

50 ng monomeres (+)-PSTVd-Transkript (pRH 715) wurde an 50 ng Biotin-markierte, dimere (-)-
PSTVd-Sonde (pSH 3) hybridisiert und iiber 33 pg Dynabeads aufgereinigt. Die Uberstéinde der
einzelnen Waschschritte (Elutionstemperaturen sind an den Auftragstaschen angegeben) wurden
prézipitiert, auf ein 4 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE) aufgetragen, und
das Gel anschlieend mit Silber gefarbt. Spur 1: Léngenstandard pBR 322, Hae Ill-restringiert;
Spuren 3-10: einzelne Fraktionen der Dynabeads-Aufreinigung; Spur 12: monomeres (+)-PSTVd-in-
vitro-Transkript (Langenstandard, 368Nt) - Spur 13: dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript
(Langenstandard, 73 1Nt)
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3.111.2 Einsatz von Harnstoff zur Trennung von Sonde und ,,Ziel“-
RNA

Da bei der denaturierenden Gelelektrophorese der Effekt von Harnstoff zur Auflésung von
doppelstringiger Nukleinsdure, also der Auflosung von Basenpaaren ausgenutzt wird und
Kap. 3.1II.1 zeigte, dass die reine Erhohung der Elutionstemperatur nicht zur Trennung von
Sonde und ,,Ziel“-RNA reichte, wurde getestet, ob mdglicherweise durch den Zusatz von
Harnstoff wéhrend der Waschschritte der Dynabeads-Aufreinigung eine entsprechende
Trennung der beiden Nukleinsduren erreicht werden kann. Es wurden zunichst wieder
Hybride eingestellt und im Anschluss folgende Kombinationen von Harnstoffkonzentration
und Temperatur hinsichtlich ihres Potentials, die ,,Ziel“-RNA von der Sonde zu eluieren,
getestet. Nach einem Standard-Waschschritt in 0,1 x SSC bei 70°C wurde

1 x mit 4 M Harnstoff/ 0,1 x SSC/ 70°C
1 x mit 8 M Harnstoft/ 0,1 x SSC/ 70°C
1 x mit 4 M Harnstoff/ 0,1 x SSC/ 75°C
1 x mit 8 M Harnstoft/ 0,1 x SSC/ 75°C

eluiert. Der letzte Elutionsschritt war auch hier wieder die Abtrennung der Sonde durch die
Zugabe von Formamid bei 75°C , was zur Auflosung der Biotin-Streptavidin-Bindung fiihrt.
Das Ergebnis zeigt Abb. 3.111.8
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Abb. 3.111.8
Versuch der Elution der ,,Ziel“-RNA von der biotinylierten Sonde durch Inkubation mit 8 M
Harnstoff.
50 ng monomeres (+)-PSTVd-Transkript (pRH 715) wurde an 50 ng Biotin-markierte, dimere (-)-
PSTVd-Sonde (pSH 3) hybridisiert und iiber 33 ug Dynabeads aufgereinigt. Die Uberstiinde der
einzelnen Waschschritte (Elutionstemperatur und Harnstoffkonzentration sind an den Auftragstaschen
angegeben) wurden prézipitiert, auf ein 4 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE)
aufgetragen, und das Gel anschlieBend mit Silber gefarbt. Spur 1: Langenstandard pBR 322, Hae I11-
restringiert — Spuren 3-9: Einzelne Fraktionen der Dynabeads-Aufreinigung — Spur 11: monomeres
(+)-PSTVd-in-vitro-Transkript (Léngenstandard, 368 Nt) - Spur 12: dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-
Transkript (Léngenstandard, 731Nt) — Bei einer Harnstoffkonzentration von 8 M und einer
Elutionstemperatur von 75°C lassen sich ,,Ziel“-RNA und Sonde trennen (Spuren 8, 9)
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Wie deutlich zu erkennen ist, zeigen die Spuren 1-5 zwar eine Zunahme an eluierter RNA,
jedoch zu gleichen Teilen die dimere Sonde wie auch die monomere ,,Ziel“-RNA, so dass
man hier von keiner Trennung der beiden Nukleinsduren sprechen kann. Betrachtet man
hingegen die nachfolgenden Spuren 8 und 9, so sieht man deutlich, dass in Spur 8 vorwiegend
das Signal der monomeren ,,Ziel“-RNA auftritt, wohingegen die dimere Biotin-Sonde erst in
der nachfolgenden Waschfraktion, also erst in Spur 9 eluiert wird. Es ldsst sich also bei einer
Harnstoftkonzentration von 8 M und einer Elutionstemperatur von 75°C die ,,gefischte®
,»Z1el“-RNA von der biotinylierten Sonde separieren, ohne dass diese sich von den Dynabeads
16st. Hiermit war ein wichtiger Schritt der Aufreinigung realisiert, der es spiter ermoglichen
sollte, die unbekannte de-novo-PSTVd-RNA von der zur Separation verwendeten Sonde
abzutrennen und sie als alleiniges Substrat in weiterfilhrende Experimente einzusetzen. Im
Folgenden wurde nach den Waschschritten in 0,1 x SSC der zusitzliche Elutionsschritt bei
75°C mit 8 M Harnstoff angeschlossen.

3.111.3 »Fischen* der ,,Ziel“-RNA in Gegenwart von
endogenen Nukleinsiduren aus dem Kernextrakt

Die spitere Isolierung von de-novo-PSTVd-RNA musste nicht nur die Bedingungen von
Bindung an die Biotin-Sonde sowie die Ablosung von dieser erfiillen, sondern es musste
gewihrleistet sein, dass auch in Anwesenheit des gesamten ,pools“ an endogenen
Nukleinsduren aus dem Kernextrakt (s. auch Abb. 3.1I1.5, Schritt 1)

1) die biotinylierte Sonde spezifisch, d.h. ausschlieBlich die gewlinschte RNA bindet und

2) die Bindung nahezu vollstindig erfolgt, d.h., dass es zu keiner Inhibierung bei der
Hybridisierung durch die endogenen Nukleinsduren kommit.

Um dies zu testen, wurden die Hybridisierungsansitze zunéchst wie unter 2.11.3 beschrieben
eingestellt. Zusitzlich wurden je 5 pul zweier verschiedener, voneinander unabhingig
préiparierter Kernextrakte zugegeben. Diese Hybridisierungsansétze enthielten also sowohl die
biotinylierte Sonde und die ,,Ziel“-RNA, als auch endogene Nukleinsduren aus den
entsprechenden Kernextrakten. Die Hybridisierung sowie die anschliefende Aufreinigung
erfolgten unter den zuvor etablierten Bedingungen. Die Elution der ,,Ziel“-RNA von der
Biotin-Sonde erfolgte auch hier durch Zugabe von 8 M Harnstoff. Die Nukleinséure aller
Waschfraktionen wurde mit Ethanol prézipitiert und anschlieBend in einem PAA-Gel
analysiert. Das Ergebnis ist in Abb. 3.111.9 auf der folgenden Seite dargestellt.

Die Spuren 2-9 stellen das Aufreinigungsergebnis vor dem Hintergrund der Nukleinsduren
des ersten Kernextraktes, die Spuren 10-17 das Ergebnis der Analysen des zweiten
Kernextraktes dar. Betrachtet man Spur 2, so sicht man deutlich, dass man nahezu alle
endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes in der ersten Fraktion eluiert. Das bedeutet, dass
sie nicht an die Biotin-markierte Sonde binden, also keine unspezifische Hybridisierung der
Sonde an eine endogene Nukleinsdure erfolgt. Die Spuren 3-9 zeigen im Wesentlichen ein
identisches Bild wie in Abb. 3.III.7 bereits beschrieben. Zwar ist ein geringer Anteil an
eluierter Nukleinsdure bereits in frithen Elutionsfraktionen zu detektieren, aber der grofite Teil
der betrachteten RNA wird in den Fraktionen 7 und 8 eluiert. Auch hier gelingt die Trennung
von ,,Ziel“-RNA und Sonde, da auch hier die monomere (+)-RNA nach Behandlung mit
Harnstoff in Spur 8 den deutlich gro8eren Anteil an eluierter Nukleinsdure ausmacht, wahrend
die Sonde erst nach Elution mit Formamid von den Dynabeads abgetrennt wird (Spur 9).
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Abb. 3.111.9

Isolation der ,Ziel“-RNA aus dem ,pool“ an endogenen Nukleinsiuren zweier
verschiedener Kernextrakte.

50 ng monomeres (+)-PSTVd-Transkript (pRH 715) wurden in 5 pul Kernextrakt (enthaltene
Menge an endogenen Nukleinsduren unbekannt) gegeben und es wurde versucht, die monomeren
(+)-Transkripte mit 50 ng Biotin-markierter, dimerer (-)-PSTVd-Sonde (pSH 3) zu ,.fischen®.
AnschlieBend wurde mit 33 pg Dynabeads aufgereinigt. Es wurden zwei unabhingige
Kernextrakte (KE) betrachtet. Die Uberstinde der einzelnen Waschschritte (Elutionstemperaturen
sind an den Auftragstaschen angegeben) wurden prézipitiert, auf ein 5 % Polyacrylamid-Gel
(30 %, 30:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE) aufgetragen und das Gel anschlieBend mit Silber geférbt.
Zur Trennung von Sonde und ,,Ziel“-RNA wurde bei 75°C mit 8§ M Harnstoff eluiert. - Spur 1:
Langenstandard pBR 322, Hae Ill-restringiert; Spuren 2-9 und 10-17: Einzelne Fraktionen der
Dynabeads-Aufreinigung; Spur 18: monomeres (+)-PSTVd-in-vitro-Transkript (Lédngenstandard,
368Nt); Spur 19: dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (Léngenstandard, 731Nt) Die
Aufreinigungsmethode erlaubt die Isolierung der ,,Ziel“-RNA auch vor dem Hintergrund an
endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes (Spuren 8, 16).

Analysen in Anwesenheit der Nukleinsduren des zweiten Kernextraktes zeigen ein identisches
Elutionsprofil. Auch hier gelingt sowohl das ,,Fischen der ,,Ziel“-RNA vor dem Hintergrund
kerneigener Nukleinsduren, als auch die Trennung der beiden RNAs durch die Verwendung
von 8§ M Harnstoff.

3.111.4 Nachweis der Hybrid-Trennung mittels Northern-Blot-
Analyse - Auflosung von ,,unerwiinschten* Hybriden durch
Zusatz von 8 M Harnstoff

Die bisherige Bildung von Hybriden und deren Trennung geschah im Hinblick auf den
Nachweis einer (oder mehrer) Startstelle(n) auf dem PSTVd-(-)-Strang. Das bedeutet, bislang
war mit ,,Ziel“-RNA oder ,,zu fischender“-RNA immer ein monomeres Transkript mit (+)-
Polaritit bezeichnet. Der Wechsel vom (-)- zum (+)-Strang als Untersuchungsgegenstand, der
sich im Verlauf dieser Arbeit ergeben hatte, bedeutet, dass im Folgenden mit ,,Ziel“-RNA
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diejenige RNA bezeichnet wird, die als Transkriptionsprodukt durch die Pol Il bei der
Transkription von (+)-cPSTVd im Kernextrakt entsteht, also (-)-Polaritidt aufweist. Fiir die
bisher gewonnenen Daten dieser Arbeit bedeutet der Wechsel des Untersuchungsgegen-
standes keinen Unterschied, da die bisherigen Untersuchungen sich auf die Hybridisierung
und Trennung von Hybriden zwischen komplementiren RNAs mit (+)- und (-)-Polaritdt
bezogen. Im Hinblick auf die spdtere Analyse tatsdchlich im Kernextrakt transkribierter
Nukleinsdure war die erwartete geringe Ausbeute an de-novo-RNA problematisch. Aus
vorausgegangenen Arbeiten (Fels, 1997; Nagel-Steger, 1990; Hu, 2000) war bekannt, dass die
Transkriptionsaktivitdt der Pol II im Kernextrakt eher schwach ist, so dass mit einer geringen
Menge an de-novo-RNA gerechnet werden musste. Deswegen wurde im Folgenden das
Nachweissystem der Nukleinsduren von der relativ insensitiven Silberfarbung (1 ng) auf den
radioaktiven Nachweis (1-10 pg) umgestellt und somit die Nachweisgrenze um den Faktor
100-1000 gesenkt, bzw. die Sensitivitit erhoht. Der radioaktive Nachweis geschah mittels
Northern-Blot-Analysen (s. 2.10), bei der zur Detektion der betreffenden Nukleinséure
radioaktiv markierte in-vitro-Transkripte als Sonden verwendet wurden, die entsprechend
ithrer Polaritét gegen die jeweils komplementire Sequenz hybridisieren.

31115 »pri-Aufreinigung® der Biotin-markierten Sondenmolekiile

Gerade hinsichtlich der zu erwartenden geringen Menge an de-novo-(-)-PSTVd-RNA war die
vollstindige Isolierung dieser aus dem Gesamtansatz von essentieller Bedeutung. Um ein
moglichst vollstandiges ,,Fischen® der ,Ziel“-RNA aus dem Nukleinsduregemisch zu
garantieren wurde im Folgenden der Hybridisierung von Sonde und Substrat ein weiterer
Schritt vorausgestellt. Da die Synthese der biotinylierten Sondenmolekiile per in-vitro-
Transkription mit der T7-Polymerase in Anwesenheit von Biotin-16-UTP erfolgt, das von
dem Enzym erkannt und in das entstehende Transkript eingebaut wird, waren die
Bedingungen so gewdhlt, dass insgesamt eine 20 %-ige Biotinylierung des Transkripts
erreicht wurde. Auf Grund der Tatsache, dass es sich hierbei um eine gemittelte 20 %-ige
Biotinylierung handelt, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass auch solche Transkripte
entstehen, die kein Biotin enthalten. Diese wiirden zwar mit der ,,Ziel“-RNA hybridisieren,
konnten aber dem Ansatz nicht tiber Dynabeads entzogen werden, da sie kein Biotin tragen,
um an das Streptavidin zu binden. Solche Sondenmolekiile wéren nicht geeignet, um in der
Aufreinigung eingesetzt zu werden. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Transkript iiber
keinerlei Biotin-Markierung verfiigt, ist jedoch gering. Auf Grund der Annahme, dass 20 %
aller Uridintriphosphate Biotin tragen, und der Tatsache, dass etwa 20 % der PSTVd-RNA
aus UTP bestehen, ergeben sich circa 14 biotinylierte Uridine pro Molekiil. Es ist deswegen
wenig wahrscheinlich, dass Transkripte entstehen, die keine Biotin-Markierung tragen. Da
dies aber nicht vollstindig ausgeschlossen werden konnte, und jedes nicht-biotinylierte
Sondenmolekiil in der Aufreinigung vermieden werden musste, war die ,,pra-Aufreinigung*
der Biotin-markierten Sonden essentiell. Deswegen wurden zunichst nur die Sondenmolekiile
— bevor sie zur Hybridisierung verwendet wurden — an Dynabeads gebunden, gewaschen und
im Anschluss mit Formamid wieder von den Streptavidinkiigelchen gelost. Allein diejenigen
Sondenmolekiile, die in der ,,Formamid“-Fraktion eluiert wurden, werden zur Hybridisierung
verwendet, da sie vor der Elution mit Formamid an die Dynabeads gebunden waren, was
bedeutet, dass sie auf jeden Fall mindestens ein Biotinmolekiil tragen und somit zum
,»Fischen geeignet sind (s. Abb. 3.1I1.10, folgende Seite).
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Situation nach Synthese der Biotin-Sonde.
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Abb. 3.111.10

Schematische Darstellung der Aufreinigung der zur Isolation von entsprechender PSTVd-
RNA verwendeten biotinylierten Sondenmolekiile.

Die einzelnen Schritte der Aufreinigung sind nebenstehend erlautert.

3.111.6 Auflosung ,.falscher* Hybride durch 8 M Harnstoff

Im Hinblick auf die spitere Analyse von de-novo-PSTVd-(-)-RNA, die durch die
Transkription von Zirkeln durch die Pol II entstanden ist, ergab sich ein weiteres Problem.
Schritt 1 der Aufreinigung muss das Entfernen des zirkuldren PSTVd sein (s. auch Abb.
3.I111.5), da dies im groBen Uberschuss im Ansatz vorliegt. Die Entfernung des cPSTVd
erfolgt durch Hybridisierung einer Biotin-markierten, dimeren (-)-Sonde, die entsprechend
ihrer Polaritét an das (+)-cPSTVd bindet und iiber Dynabeads dem Gemisch entzogen werden
kann. Diese biotinylierte (-)-Sonde ist aber nicht das einzige Molekiil mit (-)-Polaritit im
Ansatz, sondern die durch Transkription mit der Pol I neu-entstandene PSTVd-RNA ist
ebenfalls ein (-)-Strang. Das bedeutet, dass auch solche Hybride denkbar sind, die aus
cPSTVd und de-novo-(-)-RNA bestehen (s. Abb. 3.11.11, folgende Seite).
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/ Partielle (falsche”) Hybride
~—— von cPSTVd und de novo (-)-RNA

/g ’22 cPSTVd an de novo(—)—RI\fA

Abb. 3.111.11
Darstellung sogenannter ,,falscher Hybride zwischen ¢cPSTVd (+)-Strang und de-novo-(-)-
PSTVd-RNA

Diese Zirkel wiirden dann im Ansatz verbleiben, da sie kein biotinyliertes Sondenmolekiil als
Hybridpartner haben und somit keine Biotin-Streptavidin-Bindung mit den Dynabeads
eingehen konnen. Da dariiber hinaus die de-novo-(-)-RNA die eigentliche ,,Ziel“-RNA ist und
diese in einem zweiten Schritt aus dem verbleibenden Nukleinsduregemisch, bestehend aus 1)
endogenen Nukleinsduren und 2) restlichem cPSTVd, entfernt werden muss, was ebenfalls
iiber Hybridisierung mit einer biotinylierten Sonde der entsprechend komplementdren
Sequenz (also mit einer (+)-Sonde) geschieht, miissen die ,,falschen* Hybride wieder getrennt
werden. Um zu garantieren, dass die ,,falschen* Hybride zwischen cPSTVd und de-novo-(-)-
RNA sich bei der zweiten Hybridisierung auch wieder trennen, wurden dem zweiten
Hybridisierungsansatz (wie spiter zur Trennung von Sonde und ,,Ziel“-RNA) 8 M Harnstoff
zugesetzt. Dieser sollte bewirken, das sich die ,,falschen* Hybride trennen und so die im
Uberschuss zugegebene biotinylierte Sonde an ihre nun wieder frei zugingliche,
komplementire Sequenz binden kann. In einem Vorversuch wurde zundchst getestet, ob
voreingestellte Hybride zwischen (+) und (-)-Monomeren durch Zugabe von 8§ M Harnstoff
wiahrend einer Hybridisierungsreaktion getrennt werden konnen und mit der biotinylierten
(+)-Sonde das nun freigesetzte (-)-Monomer ,,gefischt™ werden kann.

Es wurde ein Hybridisierungsansatz gewéhlt, der folgende Komponenten enthielt:

o aufgereinigte biotinylierte Sondenmolekiile mit (+)-Polaritét (300 ng)
o voreingestellt Hybride aus dquimolaren Mengen (+)- und (-)-Monomeren (30 ng)
o 1 x TNE, 8 M Harnstoff

Die Hybridisierung erfolgte unter Standardbedingungen mit Ausnahme des Zusatzes von 8 M
Harnstoff. Auch die anschlieBende Aufreinigung iiber Dynabeads erfolgte unter Standard-
Bedingungen (s. 2.12.2.1). Die Nukleinsdure der eluierten Fraktionen wurde mit Ethanol
gefillt und auf ein PAA-Gel aufgetragen. Der Nachweis erfolgte jedoch nicht mit Silbernitrat,
sondern die Nukleinsdure wurde mit Hilfe einer Blot-Apparatur auf eine Nylonmembran
transferiert und dort fixiert. Zur Detektion der monomeren ,,Ziel“-RNA mit (-)-Polaritit
wurde ein radioaktiv markiertes (+)-in-vitro-PSTVd-Transkript gegen die Membran
hybridisiert (s. 2.10.3). Dieses radioaktiv markierte Transkript sollte ausschlieBlich an die
komplementidre Sequenz ,also an (-), binden und so die Detektion des (-)-Monomers
ermoglichen. Das Ergebnis ist bin Abb. 3.111.12 dargestellt.
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Abb. 3.111.12

(-)-PSTVd-spezifische Northern-Blot-Analyse von freigesetzter (-)-PSTVd-,Ziel“-RNA, die
zunichst in ,,falschen“ Komplexen gebunden war.

Die Isolation der ,,Ziel“-RNA aus den ,,falschen* Hybriden erfolgte {iber Dynabeads. 30 ng monomeres
(+)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pRH 715) wurde an 30 ng monomeres (-) PSTVd-in-vitro-Transkript
(pRH 716) hybridisiert, die Hybride mit 8 M Harnstoff ,,gesprengt® und die freigesetzte (-)-PSTVd-
RNA durch Hybridisierung an 300 ng Biotin-markierte, dimere (+)-PSTVd-Sonde (pRH 717)
gebunden. Anschliefend wurde mit 100 pg Dynabeads aufgereinigt; zur Trennung von Sonde und
LZiel“-RNA wurde bei 75°C mit 8 M Harnstoff eluiert. Die Uberstédnde der einzelnen Waschschritte
wurden prézipitiert, auf ein 5 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE) aufgetragen,
und die Nukleinsdure anschliefend auf eine Nylonmembran transferiert. Der (-)-PSTVd-spezifische
Nachweis erfolgte durch Hybridisierung von radioaktiv markierten in-vitro-Transkripten mit (+)-
Polaritdt (pRH 715). Exposition: {iber Nacht bei -70°C, mit Verstirkerfolie; Spur 1: dimeres (+)-in-
vitro-Transkript (731 Nt) als Sperzifitdtskontrolle der Sonde; Spuren 3, 4: Fraktionen aus der ,,pra‘-
Aufreinigung der biotinylierten Sonde (pRH 717); Spuren 6-10: Einzelne Fraktionen der Dynabeads-
Aufreinigung; Spur 12: monomeres (-)-in-vitro-Transkript (368 Nt), als Léngenstandard und
Positivkontrolle der Northern-Blot-Hybridisierung; Spur 14: monomeres (+)-in-vitro-Transkript
(368 Nt) als Spezifititskontrolle der Sonde.

Die Spuren 6-10 reprisentieren die Isolation (das ,,Fischen®) von (-)-RNA, die zunichst in
einem ,falschen Hybrid gebunden war. Das geringe Signal in Spur 6 konnte zum einen
bedeuten, dass das ,,falsche* Hybrid nicht vollstindig aufgelost wurde und somit nicht die
komplette (-)-RNA zur Hybridisierung mit der Biotinsonde zur Verfligung stand, oder aber
dass ein geringer Teil einfach nicht von der biotinylierten Sonde gebunden wurde. In den
folgenden Spuren entspricht das Elutionsprofil weitgehend dem, das aus den silbergefarbten
Gelen bereits bekannt ist. Auch hier taucht die Nukleinsdure zum Teil schon in geringer
Menge bei dem Waschschritt bei 70°C auf (Spur 8), sowie in der Formamid-Fraktion (Spur
10). In den Silbergelen verhilt es sich identisch, wobei man dort auch die biotinylierte Sonde
als Bande im Gel sehen kann. Das ist hier nicht der Fall, da mit einem sequenzspezifischen
radioaktiven (+)-Transkript gegen Nukleinsduren mit (-)-Polaritit hybridisiert wird, das auf
Grund seiner (+)-Polaritit natiirlich die Sonde (ebenfalls (+)) nicht detektieren sollte. Der
Hauptanteil an ,,Ziel“-(-)-RNA ist jedoch wieder in der gewiinschten Fraktion, wo die Elution
in Anwesenheit von 8 M Harnstoff durchgefiihrt wurde (Spur 9). In den Spuren 3 und 4 sind
die Waschfraktionen der Aufreinigung der Sonde alleine aufgetragen. Es ist kein Signal zu
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sehen, was auch nicht verwundert, da die Polaritdt der (+)-Sonde eine Hybridisierung des
radioaktiven (+)-Transkripts ausschlieft. Als Ergebnisse dieses Experiments, das viele
Parameter gleichzeitig beleuchtete, bleibt festzuhalten:

1) ,préd-aufgereinigte” Biotin-Sonde ist in ihrer Bindeeigenschaft nicht beeintrichtigt

2) ,falsche* Hybride konnen mit 8 M Harnstoff wihrend der Hybridisierung der Sonde
»gesprengt™ werden

3) ,Ziel“-RNA, die zunichst in ,falschen Hybriden gebunden war, kann ,gefischt*
werden

4)  radioaktiv markiertes Transkript bindet spezifisch nur an die komplementédre Sequenz
(vgl. auch Spuren 1 und 14, kein Signal bei (+)-RNA)

5)  Northern-Blot-Analysen bestdtigen die bisherigen Ergebnisse der Silberfarbung - sind
aber viel sensitiver

Gleichzeitig konnte hier in Bezug auf die Schwerpunktverlagerung der Arbeit gezeigt werden,
dass der Wechsel der Polarititen ((-) und (+)) der Sonden sowie der ,,Ziel“-RNA-Molekiile
tatsichlich keinen Einfluss auf die bisherigen Ergebnisse hat.

3.111.7 Uberpriifung der Aufreinigung von de-novo-(-)-PSTVd-RNA
mit synthetischen in-vitro-PSTVd-Transkripten

Im Rahmen der geplanten Aufreinigungsstrategie der durch Transkription mit der Poly-
merase II neu-entstandenen (-)-PSTVd-RNA aus dem Kernextrakt gab es mehrere Schritte,
die im Folgenden auf ihre Durchfiihrbarkeit {iberpriift werden sollten. Die gesamte Aufrei-
nigung gliedert sich in 3 Schritte:

o 1. Hybridisierung (,,1.Fischen*) des zirkuldren (+)-PSTVd-Templates
o 2. Hybridisierung (,,2.Fischen®) von evtl. im Ansatz verbliebenen Zirkeln
o 3. Hybridisierung (,,3.Fischen*) der eigentlichen de-novo-(-)-PSTVd-RNA

Diese Schritte wurden zunichst mit in-vitro-Transkripten nachgestellt:

o statt cPSTVd diente zunichst ein monomeres (+)-Transkript;

o als ,,Ziel“-RNA diente ein monomeres (-)-Transkript;

o als biotinylierte Sonde zum ,,Fischen* der (+)-RNA wurden pSH 3 dimere
(-)-Transkripte mit einem Biotinylierungsgrad von 20 % verwendet;

o als biotinylierte Sonde zum ,,Fischen* der (-)-RNA wurden pRH 717, dimere
(+)-Transkripte mit einem Biotinylierungsgrad von 20 % verwendet;

o um den spiteren Uberschuss von cPSTVd zu simulieren, wurde ein Verhiltnis von
(+) zu (-) Monomer von 20:1 (200 ng zu 10 ng) gewéhlt;

o die Menge an eingesetzter Biotin-(-)-Sonde betrug 2 x 300 ng

o die Menge an eingesetzter Biotin-(+)-Sonde betrug 1 x 300 ng

Zunichst wurden alle beteiligten Sondenmolekiile an Dynabeads préi-aufgereinigt, um den
Anteil an nicht-biotinylierten Molekiilen zu entfernen. AnschlieBend wurde in der 1. Hybri-
disierung die monomere (+)-RNA aus dem Ansatz entfernt. Die Hybridisierung an die dimere
(-)-Biotinsonde erfolgte unter Standardbedingungen und nicht in Anwesenheit von Harnstoff.

Die eluierten Fraktionen ,,B&W*, ,,SSC, RT* und ,,SSC, 70°C* enthalten nach dem ersten
,Fischen® die (-)-RNA, sowie evtl. noch Reste von monomerer (+)-RNA. Der Hauptteil an
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monomerer (+)-RNA sollte iiber die Sonde entfernt worden sein. Die Fraktion, in der mit 8 M
Harnstoff eluiert wurde und die im Folgenden mit ,,MM* bezeichnet wird, sollte vorwiegend
die entfernte monomere (+)-RNA enthalten. Die ,,FA*“-Fraktion hingegen sollte vorwiegend
die von den Dynabeads abgetrennte dimere (-)-Sonde enthalten. Beide Fraktionen (,, MM und
»FA®) werden fiir die weitere Aufreinigung nicht mehr bendtigt, aber auf Grund der
Vollstindigkeit des Experimentes bei —20°C aufbewahrt. Deswegen werden alle 5 Fraktionen
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Abb. 3.111.13

(-)-PSTVd- spezifische Northern-Blot-Analyse der simulierten Aufreinigung von de-novo-
(-)-PSTVd-RNA mit synthetischen in-vitro-PSTVd-Transkripten.

Alle drei Hybridisierungen wurden unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Isolation der
jeweiligen ,,Ziel“-RNA erfolgte iiber Dynabeads. Alle verwendeten Biotin-Sondenmolekiile
wurden in einem vorgelagerten Schritt ,,pra“-aufgereinigt. Zur Simulation von cPSTVd wurden
200 ng monomeres (+)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pRH 715) verwendet, das iiber zwei
Hybridisierungsschritte an 2 x 300 ng Biotin-markierte, dimere (-)-PSTVd-Sonde (pSH 3)
gebunden aus dem Ansatz entfernt wurde. Die zur Simulation neu-entstandener (-)-PSTVd-RNA
verwendeten 10 ng monomeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (pRH 716) wurden durch
Hybridisierung an 300 ng Biotin-markierter, dimerer (+)-PSTVd-Sonde (pRH 717) aus dem
Ansatz entfernt. Die Isolation erfolgte iiber die Aufreinigung mit je 100 pug Dynabeads. Die
Uberstéinde der einzelnen Waschschritte wurden prézipitiert, auf ein 5% Polyacrylamid-Gel
(30 %, 30:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE) aufgetragen, und die Nukleinséure anschlieBend auf eine
Nylonmembran transferiert. Der (-)-PSTVd-spezifische Nachweis erfolgte durch Hybridisierung
von radioaktiv markierten in-vitro-Transkripten mit (+)-Polaritit (pRH 715). Exposition: {iber
Nacht bei -70°C, mit Verstédrkerfolie - Zur Trennung von Sonde und ,,Ziel“-RNA wurde bei 75°C
mit 8 M Harnstoff eluiert. Spur 1: dimeres (-)-in-vitro-Transkript (731 Nt) als Langenstandard;
Spur 2: monomeres (-)-in-vitro-Transkript (368 Nt) als Langenstandard; Spur 3: monomeres (+)-
in-vitro-Transkript (368 Nt) als Spezifitiatskontrolle der Sonde; Spuren 5, 6: Fraktionen der 1.
Hybridisierung (Entfernen der (+)-PSTVd-RNA); Spuren 8, 9: Fraktionen der 2. Hybridisierung
(Entfernen der (+)-PSTVd-RNA); Spuren 17-22: Einzelne Fraktionen der 3. Hybridisierung
(Isolation der (-)-PSTVd-RNA).



Ergebnisse 84

mit Ethanol prézipitiert, jedoch nur die Fraktionen 1-3 gepoolt. Das Pellet der gepoolten
Fraktionen wird komplett im 2. Hybridisierungsansatz resuspendiert (,,2. Fischen®). Hier
sollen die restlichen Anteile an monomerer (+)-RNA entfernt werden. Die zweite Hybridisie-
rung findet unter Standardbedingungen statt, allerdings in Anwesenheit von 8 M Harnstoff,
um ,,falsche* Hybride, die sich wihrend des ,,1. Fischens* gebildet haben, aufzulésen und die
daraus freigesetzte monomere (+)-RNA mit der Biotinsonde zu isolieren. Auch hier werden
alle Fraktionen mit Ethanol gefillt, wobei die Fraktionen ,,B&W*, ,,SSC, RT* und ,,SSC,
70°C*, gepoolt gefillt werden. Sie sollten jetzt ausschlieBlich monomere (-)-RNA enthalten.
(Auch hier werden die Fraktionen ,,MM* und ,,FA“ aufbewahrt, sind aber fiir die weitere
Isolation der (-)-RNA irrelevant.) Das anschlieBende ,,3. Fischen* dient der Bindung der
eigentlichen ,.Ziel“-RNA, —der (-)-RNA —, an die nun verwendete (+)-Biotinsonde im
Hinblick auf die spédtere Isolation der (-)-RNA aus dem Nukleinsduregemisch des Kernex-
traktes. Die Hybridisierung erfolgt unter Standardbedingungen ohne Zusatz von Harnstoff.
Alle Fraktionen der Aufreinigung werden getrennt gesammelt und mit Ethanol gefillt. Hier
sind nun die Fraktionen ,,MM* und ,,FA* von entscheidender Bedeutung, da bei erfolgreicher
Aufreinigung die monomere (-)-RNA in der ,,MM*“-Fraktion zu erwarten ist, weil dort das
»gefischte Produkt von der Biotin-Sonde gelost wird. Die Nukleinsduren werden wieder in
einem PAA-Gel aufgetrennt und mittels Northern-Blot analysiert. Das Ergebnis ist in Abb.
3.1I1.13 auf der vorherigen Seite dargestellt.

Die Spuren 5-9 zeigen die ,,MM*- und ,,FA“-Fraktionen der ersten beiden Aufreinigungs-
schritte. Erwartungsgeméf wird hier die biotinylierte, dimere (-)-Sonde detektiert, da das zum
Nachweis eingesetzte radioaktive in-vitro-Transkript (+)-Polaritit aufweist. Auch hier ist zu
beobachten, dass der Hauptanteil der Sonde erst in der ,,FA“-Fraktion (Spuren 2 und 5) eluiert
wird, also erst nach Auflosung der Biotin-Streptavidin-Bindung. Geringere Mengen an (-)-
Sonde sind — dhnlich den Ergebnissen der Silberfirbung —auch in der ,,MM“-Fraktion zu
detektieren, was nicht verwundert, da auch Harnstoff ein Denaturierungsmittel ist und bei
einer Elutionstemperatur von 75°C moglicherweise einen Effekt auf die Biotin-Streptavidin-
Bindung hat. Die Spuren 7-12 zeigen die Fraktionen des ,,3. Fischens®, d.h. die Separation der
eigentlichen ,,Ziel“-RNA. Bei erfolgreicher Aufreinigung sollte die monomere (-)-RNA in der
»~MM*“-Fraktion eluiert werden. Den Erfolg zeigt Spur 20, da dort ein entsprechendes Signal
auftritt. Somit konnte gezeigt werden, dass die getestete Aufreinigungsstrategie (2x ,,Fischen*
der (+)-RNA und anschlieBendes ,,Fischen* der (-)-RNA) erfolgreich ist und zur Isolation von
neu-entstandenem (-)-Transkript im Kernextrakt eingesetzt werden kann. Im Folgenden soll
die ,,echte* de-novo-RNA, die durch Transkription im Kernextrakt mit der Polymerase II
entstanden ist, aufgereinigt und nachgewiesen werden.

3.111.8 Nachweis neu-entstandener (-)-PSTVd-RNA

Das bisher etablierte Verfahren liefert die Moglichkeit PSTVd-Sequenzen mit (-)-Polaritét aus
einem Gemisch von Nukleinsduren zu isolieren. Nun war es von Interesse zu untersuchen,

1)  ob Kernextrakte prapariert werden konnten, in denen die Pol Il transkriptionsaktiv ist
und die Transkription von cPSTVd als exogenem Template vermittelt, und

2)  ob die Isolation neu-entstandener Transkripte iiber das etablierte Verfahren aus dem
Ansatz gelingt.

Im Folgenden wurden zwei verschiedene Transkriptionsansidtze untersucht. Ein Ansatz
enthielt 500 ng cPSTVd als exogenes Template; der zweite Ansatz diente als Nullkontrolle
und enthielt statt cPSTVd Wasser. Die Transkription wurde nach dem von Fels modifizierten
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Protokoll von Nagel-Steger durchgefiihrt (s. 2.11.2). Im Anschluss an die eigentliche
Transkriptionsreaktion, in der die kernextrakteigene Pol II ausgehend von dem (+)-cPSTVd-
Template eine (-)-PSTVd-RNA synthetisiert haben sollte, wurde die Transkription durch
Zugabe von STOPP-Lo6sung arretiert und die Nukleinsdure {iber Phenol/Chloroform-Extrak-
tion aufgereinigt. Diese wurde mit Ethanol prizipitiert und das Pellet direkt in die erste
Hybridisierung (,,1. Fischen*) eingesetzt.

Der 1. Hybridisierungsansatz enthielt folgende Nukleinsdure-Komponenten:

o 500 ng an zu entfernendem cPSTVd (eingesetzte Menge Template)

m eine unbekannte Menge an de-novo-entstandenem (-)-Transkript (,,Ziel“-RNA)

o eine unbekannte Menge an endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes

o 750 ng dimeres (-)-Transkript (pSH 3), mit einem Biotinylierungsgrad von 20 % als
biotinylierte Sonde zum ,,Fischen* des cPSTVd

Die anschlieBende Aufreinigung wurde entsprechend den unter 2.12.2.1 beschriebenen
Bedingungen durchgefiihrt. Auch hier wurden zunichst alle beteiligten Sondenmolekiile an
Dynabeads aufgereinigt (,,pra-aufgereinigt™), um den Anteil an nicht-biotinylierten Molekiilen
zu entfernen. Die erste Hybridisierung diente der Entfernung des cPSTVd durch
Hybridisierung an die dimere (-)-Biotinsonde mit anschlieBender Separation {iber Dynabeads.
Die Hybridisierung erfolgte unter Standardbedingungen und nicht in Anwesenheit von
Harnstoff. Zuriick im Ansatz verbleiben

o die endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes
o de-novo-entstandenes (-)-Transkript (,,Ziel“-RNA)
o evtl. ,,falsche* Hybride aus cPSTVd und de-novo (-)-PSTVd-RNA

Die (-)-RNA-enthaltenden Fraktionen (s. 3.I111.6) wurden gepoolt und die Nukleinsdure mit
Ethanol prézipitiert. Das Pellet wurde direkt in die 2. Hybridisierung eingesetzt. Die im
Anschluss durchgefiihrte zweite Hybridisierung diente der Entfernung aller restlichen
cPSTVd-Molekiile, die sich mdglicherweise in sogenannten ,,falschen® Hybriden befinden.
Zu diesem Zweck findet das zweite ,,Fischen® in Anwesenheit von 8 M Harnstoff statt, um
diese Hybride zu ,sprengen und die Hybridisierung der Biotin-Sonde an die aus den
»falschen* Hybriden freigesetzten (+)-cPSTVd-Molekiile zu ermdglichen.

Der 2. Hybridisierungsansatz enthielt folgende Nukleinsdure-Komponenten

o eine unbekannte Menge an endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes

m eine unbekannte Menge an de-novo-entstandenem (-)-Transkript (,,Ziel“-RNA)

o eine unbekannte Menge an evtl. verbliebenem cPSTVd (gebunden in sog. ,,falschen*
Hybriden)

o 750 ng dimeres (-)-Transkript (pSH 3), mit einem Biotinylierungsgrad von 20 % als
biotinylierte Sonde zum ,,Fischen des cPSTVd

Nach der 2. Hybridisierung, die entsprechend den unter 2.12.3 angegebenen Bedingungen
durchgefiihrt wurde, war von einer vollstaindigen Entfernung des cPSTVd aus dem Ansatz
auszugehen. Die nun anschlieBende 3. Hybridisierung erfolgte ebenfalls unter
Standardbedingungen ohne Harnstoff und diente der Separation der ,,Ziel“-RNA, ndmlich der
de-novo-(-)-PSTVd-RNA von den verbliebenen endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes.
Demzufolge enthielt der 3. Hybridisierungsansatz folgende Nukleinsdaure-Komponenten:



Ergebnisse 86

o eine unbekannte Menge an endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes

o eine unbekannte Menge an de-novo-entstandenem (-)-Transkript (,,Ziel“-RNA)

o 300 ng dimeres (+)-Transkript (pRH 717), mit einem Biotinylierungsgrad von 20 % als
biotinylierte Sonde zum ,,Fischen* der de-novo-(-)-PSTVd-RNA

Bei der anschlieBenden Dynabeads-Aufreinigung wurde jede Fraktion gesammelt, die
enthaltene Nukleinsdure mit Ethanol prazipitiert, das Pellet in Auftragspuffer resupendiert und
bei -20°C zur spiteren Analyse gelagert. Es wurden anschlieend die Fraktionen ,,MM* und
»FA* der ersten beiden Hybridisierungen, sowie alle Fraktionen der dritten Hybridisierung in
einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mittels Northern-Blot analysiert. Das Ergebnis ist
in Abb. 3.1I1.14 auf der folgenden Seite dargestellt.

Abb. 3.II1.14 zeigt, dass mit Hilfe des etablierten Aufreinigungsvefahrens de-novo-(-)-
PSTVd-RNA aufgereinigt werden konnte. Betrachtet man die Spuren 7-10, sieht man deutlich
ein sehr starkes Signal auf Hohe des Dimers (vgl. mit Spur 1). Das entspricht den
Erwartungen, da fiir die beiden ersten Hybridisierungen sowohl die ,MM*“-, als auch die
»FA“-Fraktionen aufgetragen wurden. In diesen beiden Fraktionen wird wéhrend der
Aufreinigung die dimere, biotinylierte (-)-Sonde eluiert, d.h. in der ,,MM*“-Fraktion wird sie
wahrscheinlich zu einem Teil durch den eingesetzten Harnstoff von den Dynabeads geldst,
wihrend das Formamid eigens dazu verwendet wird, die Sonde von den Streptavidinpartikeln
zu losen. Die Spuren 11-15 zeigen alle Fraktionen der 3. Hybridisierung, die der Isolation der
de-novo-(-)-PSTVd-RNA diente. Man sicht in den Spuren 11-13 keinerlei Signal, was
bedeutet, dass hier keine Nukleinsdure von der Sonde eluiert wird. Erst in der ,, MM*“-, und der
,»FA“-Fraktion treten Signale auf. Bei erfolgreicher Aufreinigung sollte die ,,Ziel“-RNA, also
die neu-entstandene (-)-PSTVd-RNA in der ,,MM*“-Fraktion eluiert werden, da das der Schritt
ist, wo ,,Substrat™ und Sonde getrennt werden. Dass sowohl die Isolation aus dem Gesamt-
Transkriptions-Ansatz, als auch die Elution der (-)-RNA von der zur Separation verwendeten
Biotin-Sonde gelungen ist, zeigt das deutliche Signal von detektierter PSTVd-(-)-RNA (Spur
14). Zusitzlich ist ein entsprechendes, wenn auch deutlich schwicheres Signal in der ,,FA*-
Fraktion zu beobachten, das wahrscheinlich auf eine unvollstindige Ablosung der (-)-RNA
von der Sonde zurilickzufiihren ist (Spur 15). Im Ansatz ohne cPSTVd als exogenes Template
ist kein Hybridisierungssignal zu erkennen, was bedeutet, dass es sich bei den Signalen in den
Spuren 14 und 15 tatsdchlich um durch Transkription neu-entstandene (-)-PSTVd-RNA
handelt und nicht um ein unspezifisches Signal durch das radioaktive Transkript. Lige eine
unspezifische Hybridisierung der radioaktiv markierten Sonde an eine ,,falsche Nukleinsdure
vor, so miisste dieses Signal auch im Ansatz ohne exogenes Template zu detektieren sein.
Betrachtungen des ,,Signals® in den Spuren 14 und 15 zeigen, dass es sich hier weniger um
eine distinkte Bande handelt, sondern vielmehr um einen ,,Schmier®, der sich fast iiber die
gesamte Spur zieht. Das kann mehrere Griinde haben. Zum einen kann es sich hierbei um
Degradationsfragmente handeln, die durch die im Kernextrakt vorhandenen, aktiven
Nukleasen verursacht werden; zum anderen kdnnen es neu-entstandene Transkripte sein, die
auf Grund unterschiedlich terminierter Transkription der Pol Il keine einheitliche Lénge
besitzen. Zusammenfassend konnte jedoch gezeigt werden, dass sich Viroid-RNA mit (-)-
Polaritdt aus dem Transkriptionsansatz aufreinigen ldsst, der mit cPSTVd inkubiert worden
war, was bedeutet, dass es sich tatsdchlich um ein Transkriptionsprodukt handeln muss.
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Abb. 3.111.14

Nachweis neu-entstandener (-)-PSTVd-RNA mit (-)-PSTVd-spezifischer Northern-Blot-
Analyse.

Alle drei Hybridisierungen wurden unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Die Isolation der
jeweiligen ,,Ziel“-RNA erfolgte iiber Dynabeads. Alle verwendeten Biotin-Sondenmolekiile wurden
in einem vorgelagerten Schritt ,,pra“-aufgereinigt. Als exogenes Template wurden 500 ng cPSTVd
verwendet. Die Inkubation erfolgte unter Standardbedingungen und mit 15 pg Protein aus dem
praparierten Zellkernextrakt einer nicht-infizierten Kartoffelzellkultur. Das cPSTVd ((+)-Polaritét)
wurde {iber zwei Hybridisierungsschritte an 2 x 750 ng Biotin-markierte, dimere (-)-PSTVd-Sonde
(pSH 3) gebunden aus dem Ansatz entfernt. Die de-novo-(-)-PSTVd-RNA wurde durch
Hybridisierung an 300 ng Biotin-markierte, dimere (+)-PSTVd-Sonde (pRH 717) aus dem Ansatz
entfernt. Die Isolation erfolgte liber die Aufreinigung mit 2 x 50 ug Dynabeads (,,Fischen* des
cPSTVd) bzw. 1 x 100 pg Dynabeads (,,Fischen* der de-novo-(-)-PSTVd-RNA). Die Uberstinde der
einzelnen Waschschritte wurden prézipitiert, auf ein 5 % Polyacrylamid-Gel (30 %, 30:1, 8 M
Harnstoff, 1 x TBE) aufgetragen und die Nukleinsdure anschlieBend auf eine Nylonmembran
transferiert. Der Nachweis von (-)-PSTVd-RNA erfolgte iiber Hybridisierung einer radioaktiven
Sonde mit (+)-Polaritit. Exposition: {iber Nacht bei -70°C, mit Verstirkerfolie - Zur Trennung von
Sonde und ,,Ziel“-RNA wurde bei 75°C mit 8 M Harnstoff eluiert. Spur 1: dimeres (-)-in-vitro-
Transkript (731 Nt, Langenstandard); Spur 2: cPSTVd (359 Nt), als Spezifitdtskontrolle der Sonde;
Spuren 3-6: monomeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript (368 Nt), als Liangenstandard und zur
Bestimmung der Nachweisgrenze; Spuren 7, 8: Fraktionen der 1. Hybridisierung (Entfernen des
cPSTVd); Spuren 9, 10: Fraktionen der 2. Hybridisierung (Entfernen des evtl. verbliebenen
cPSTVd); Spuren 11-15: Einzelne Fraktionen der 3. Hybridisierung (Isolation der de-novo-(-)-
PSTVd-RNA); Spur 16: Ansatz ohne cPSTVd als exogenes Template
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3.1V Bestimmung des 5’ -Endes der de-novo-(-)-PSTVd-RNA

Mit Hilfe des etablierten Aufreinigungsverfahrens konnte neu-synthetisierte (-)-Strang-
PSTVd-RNA aus dem Transkriptionsansatz isoliert und im Northern-Blot nachgewiesen
werden. Zur Bestimmung der ,Startstelle(n) der Pol Il musste das 5°-Ende der neu-
entstandenen Transkripte bestimmt werden. Da das 5 -Ende der neu-synthetisierten RNA auf
Grund der Syntheserichtung der Transkriptionsreaktion dem ,ersten durch die Pol II
eingebauten Nukleotid entspricht, muss das komplementire Nukleotid auf dem
Matritzenstrang diejenige Stelle sein, an der die Pol I mit der Transkription beginnt. Die
Detektion des 5’ -Endes der neu-entstandenen (-)-RNA liefert also gleichzeitig die Startstelle
der Pol II auf dem zirkuldren (+)-Strang (cPSTVd). Die Bestimmung des 5’ -Endes erfolgte
mittels der Primer-Extension-Reaktion. Da es weder Anhaltspunkte iiber die Anzahl der
Startstelle(n), noch {iber die Lage der potentiellen Startstelle(n) in der cPSTVd-Sequenz gab,
wurden zwei verschiedene Primer gewihlt, die sequenziell genau ,ein halbes Viroid*
voneinander entfernt lagen, so dass mindestens einer der Primer ein Signal liefern sollte.
Unklar war, ob der nach der Aufreinigung eluierte ,,.Schmier* sich iiberhaupt extendieren liel3
und wenn, ob die Transkripte liber ein einheitliches 5’-Ende verfiigen, so dass eine einzige
Bande zu detektieren ist. SchlieBlich konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Pol II
»wahllos* mit der Transkription beginnt, d.h. keine spezielle Startsequenz bendtigt, sondern
vielmehr an jedem beliebigen Nukleotid beginnen kann. In diesem Fall wéren keine distinkten
Banden nach der Primer-Extension zu erwarten. Die in der PE-Reaktion verwendeten Primer
und deren Position in der cPSTVd-Sequenz sind in Abb. 3.1V.15 dargestellt.

Zunichst wurde eine Primer-Extension-Analyse durchgefiihrt, die sich an ein
Transkriptionsexperiment (und die darauffolgende Aufreinigung) anschloss, in dem 100 ng
cPSTVd als exogenes Template eingesetzt wurden. Die Primer-Extension-Analyse mit den
beiden verwendeten Primern AF9 und AF21 lieferte kein eindeutiges Ergebnis. So konnte mit
dem Primer AF21 keinerlei Signal detektiert werden, wohingegen mit dem Primer AF9 die
Detektion distinkter Banden moglich war, die aber auch in den Kontrollansidtzen ohne
cPSTVd als Template auftraten und somit nicht von de-novo-(-)-PSTVd-RNA stammen
konnten (Daten nicht gezeigt). Im Zusammenhang mit den Ergebnissen der erfolgreichen
Aufreinigung (s. 3.I11.5, Abb. 3.1I1.13) schien es unverstindlich, warum die spezifisch aufge-

AF 21 unbekanntes 5°-Ende
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Abb. 3.1V.15

Position der betrachteten PE-Primer AF9, AF6, und AF21, die zum Nachweis de-novo-
synthetisierter (-)-PSTVd-RNA verwendet wurden.

Die PE-Primer sind gegen (-)-Polaritét gerichtet, haben also selber (+)-PSTVd-Sequenz. Ihre
Nukleotidangaben beziehen sich auf das cPSTVd-Molekiil.
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reinigte de-novo-(-)-PSTVd-RNA keine ausreichende Menge an Ausgangsprodukt fiir eine
Primer-Extension-Analyse darstellte, um ein spezifisches Signal zu detektieren. Mehrere
Erklarungen sind in diesem Zusammenhang denkbar:

o die de-novo-Transkripte weisen kein einheitliches 5’ -Ende auf;

o durch die unterschiedliche Lénge der Transkripte wird moglicherweise die Bindung des
Primers verhindert, da die komplementédren Bereiche des Transkripts fehlen;

o zu wenig Template in die Transkriptionsreaktion eingesetzt; es entsteht zuwenig
Produkt, das dann auf Grund der Nachweisgrenze nicht detektiert werden kann

o bei der Aufreinigung kann es zur Degradation der neugebildeten Nukleinsdure kommen

Um den Problemen zu begegnen wurden folgende Uberlegungen angestellt:

o da Primer AF21 gar kein Signal lieferte, wiahrend AF9 zumindest ein, wenn auch
unspezifisches Signal zeigte, wurde in den folgenden Primer-Extension-Analysen
ausschlieBlich AF9 verwendet.

m sollten alle neu-entstandenen Transkripte iiber ein unterschiedliches 5’-Ende verfiigen,
so kann die Primer-Extension bestenfalls dasjenige 5’-Ende bestimmen, das die meisten
der Transkripte aufweisen. Gibt es ein solches ,,hauptsichliches* 5’-Ende nicht, bleiben
die Analysen mittels Primer-Extension ergebnislos, da die Primer-Extension-Produkte,
wenn sie ausnahmslos unterschiedliche Léangen besitzen, die Methode unter die
Nachweisgrenze riicken. Da aber von einem ,hauptsidchlichen”, wenn auch
moglicherweise nicht fiir alle Transkripte identischen 5’-Ende der neu-synthetisierten

(-)-RNA ausgegangen wurde, schien die Erhohung der Konzentration des
Ausgangstemplates eine Moglichkeit, dieses ,hauptsdchliches* 5’-Ende detektieren zu
konnen.

Da die Erhohung der Menge an Ausgangstemplate essentiell schien, wurden im Folgenden
Sug (statt  100ng) cPSTVd als exogenes Template den entsprechenden
Transkriptionsanséitzen zugegeben. Dariiber hinaus wurde ein frisch priparierter Kernextrakt
verwendet, um ein Scheitern des Experimentes auf Grund des zu hohen Alters des
Kernextraktes und der damit verbundenen abnehmenden Pol II-Aktivitdt ausschlieBen zu
konnen. Es wurden drei Ansétze parallel betrachtet.

1)  Transkriptionsansatz mit cPSTVd als exogenes Template

2)  Transkriptionsansatz mit ¢cPSTVd als exogenes Template, sowie 10° M a-Amanitin
(Pol II-Inhibitor)

3)  Transkriptionsansatz ohne exogenes Template (bzw. mit Wasser)

Die Transkriptionsreaktion einschlielich der Phenol/Chloroform-Extraktion wurde
weitgehend entsprechend den von Fels etablierten Bedingungen durchgefiihrt (2.10.2).
Allerdings wurde der Transkriptionsansatz zunédchst ohne Template und ohne rNTPs fiir
5 min bei 28°C inkubiert, um ihn vollstdndig auf die Solltemperatur zu erwérmen und um der
zugesetzten DNase ein Abdauen der endogenen DNA — die um die Bindung an die Pol II
konkurriert — zu ermoglichen. Erst nachdem der Ansatz bereits 5 Minuten bei 28°C
inkubierte, wurde das Template (5 ug cPSTVd) bzw. Wasser zugegeben und der Ansatz fiir
weitere 5 min inkubiert. Diese Zeit sollte ausreichen, um die Ausbildung des Transkriptions-
Initiationskomplexes zwischen dem cPSTVd, der Pol II, sowie weiterer Transkriptions-
faktoren zu ermdglichen (Wagner, miindl. Mitteilung). Im Anschluss wurden die rNTPs
zugegeben und entsprechend dem Protokoll von Fels weiterverfahren. Nach der Transkription
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Bestimmung des 5’ -Endes der de-novo-(-)-PSTVd-RNA.

Primer-Extension-Analyse des in-vitro-Transkriptionsansatzes nach Aufreinigung durch
Hybridisierung der Nukleinséure an biotinylierte Sondenmolekiile und anschlieBender Isolation
der de-novo-(-)-PSTVd-RNA {iiber Dynabeads. In der PE verwendeter Primer: AF9, Tpg: 55°C.
Aufgetragen wurde der gesamte Primer-Extension-Ansatz. Autoradiographie des entsprechenden
Sequenziergels (8 % PAA, 40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE). Spuren 1-4: Sequenzierung:
pSH 3 mit AF9; erstes lesbares Nukleotid: G 324; Spuren 6-11: Analyse nach Transkription im
Kernextrakt: aufgetragen ,,MM*“ und ,FA“-Fraktionen der Dynabeads-Aufreinigung der 3.
Hybridisierung (,,Fischen* der de-novo-(-)-PSTVd-RNA); Spuren 6, 7: cPSTVd als exogenes
Template; Spuren 8, 9: cPSTVd als exogenes Template und a-Amanitin; Spuren 10, 11: ohne
exogenes Template (Nullkontrolle); Spur 13: 100 pg dimeres (-)-PSTVd-in-vitro-Transkript
(pSH 3) als Positivkontrolle fiir die PE; Spur 14: 1 pg dimeres (+)-PSTVd-in-vitro-Transkript
(pPRH 717) als Kontrolle fiir die Spezifitit des Primers; Exposition: 14 d bei —70°C, mit
Verstarkerfolie. Nur im Ansatz mit cPSTVd als exogen zugegebenem Template ist ein
spezifisches Signal zu detektieren (Spur 6). Bestimmtes 5° -Ende der de-novo-(-)-PSTVd-RNA:
U359/C1
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erfolgte die in dieser Arbeit etablierte Aufreinigung der neu-entstandenen (-)-PSTVd-RNA.
Hierbei wurde wie unter 2.12.3 beschrieben verfahren. Die isolierte de-novo-(-)-PSTVd-RNA
konnte anschlie8end in einer Primer-Extension-Reaktion untersucht werden. Da die Trennung
der ,,Ziel“-RNA von der biotinylierten Sonde nicht immer zu 100 % durch die Zugabe von
Harnstoff gelang, wurden sowohl die ,MM*-, als auch die ,,FA*“-Fraktionen zur Primer-
Extension-Analyse eingesetzt, die entsprechend (2.11.4) bei einer Temperatur von 55°C
durchgefiihrt wurde. Als Kontrollen wurden 100 pg dimere (-)-Sonde (SH 3), sowie 1 ug
dimere (+)-Sonde (pRH 717) eingesetzt. Dies war wichtig, um bei einem positiven Ergebnis
der Primer-Extension zwischen einem ,,echten* Signal (von de-novo-(-)-RNA) und einem
moglicherweise ,,falschen® Signal, das von einer der zur Isolation verwendeten Biotin-Sonden
herriihrt, zu diskriminieren. Das Ergebnis der Primer-Extension-Analyse ist in Abb. 3.IV.16
auf der voherigen Seite dargestellt.

Mit Hilfe der Primer-Extension-Analyse konnte ein spezifisches Signal im Transkriptions-
ansatz mit cPSTVd detektiert werden (s. Spur 6). Anhand der nebenan aufgetragenen
Sequenzierung konnte es als Nukleotid U359 bzw. C1 identifiziert werden. Eine exakte
Diskriminierung zwischen diesen beiden Nukleotiden war nicht moglich. In allen anderen
Ansitzen ist kein entsprechendes Signal zu erkennen. Dies ist in absoluter Ubereinstimmung
mit den bisherigen Experimenten. So sollte (bei erfolgreichem Verlauf) lediglich in der
»~MM*“-Fraktion desjenigen Ansatzes mit cPSTVd als exogenem Template ein Signal zu
detektieren sein, wohingegen die anderen Ansétze entweder mit einem Pol II-Inhibitor inku-
biert wurden, also kein de-novo-Transkript entstehen sollte, oder vollstindig ohne exogenes
Template inkubiert wurden und somit auf Grund des fehlenden Templates fiir eine PSTVd-
Transkription ebenfalls kein Signal liefern sollten. In den Spuren 6-11 sind die ,,MM*“-, und
»FA“-Fraktionen aller drei Transkriptionsanséitze aufgetragen. Zu erwarten war, dass der
Ansatz mit cPSTVd ein (oder mehrere) Signal(e) liefert; der Ansatz mit zugesetztem Pol II-
Inhibitor — a-Amanitin — kein oder zumindest ein deutlich schwécheres Signal zeigt und in
dem Ansatz ohne cPSTVd als exogenem Template kein Signal zu detektieren ist. Betrachtet
man die erwdhnten Spuren 6-11, so entspricht das Ergebnis exakt den Erwartungen.
AusschlieBlich im Ansatz mit cPSTVd kam es zur Transkription des zirkuldren Viroid-(+)-
Stranges durch die DNA-abhingige RNA-Polymerase II. Die anschlieBende Aufreinigung
ermOglichte die Separation der de-novo-enstandenen (-)-PSTVd-RNA, so dass deren 5’-Ende
bestimmt werden konnte. Es gelang die vollstindige Trennung des Transkriptionsproduktes,
nicht nur von den iibrigen Nukleinséuren des Transkriptionsansatzes, sondern auch von der
Sonde, mit welcher es isoliert wurde (vgl. Spuren 6 und 7). Ebenfalls konnte gezeigt werden,
dass die Transkription tatsdchlich durch die Pol II vermittelt wird, da ihr spezifischer Inhibitor
a-Amanitin vollstdndig die Neusynthese einer (-)-RNA verhinderte (vgl. Spuren 8 und 9). Im
Ansatz ohne exogenes Template ist erwartungsgemil ebenfalls kein Signal auf entsprechen-
der Hohe zu detektieren, was eine unspezifische Aufreinigung von einer kernextrakteigenen
Nukleinsdure ausschlieBt. Dariiber hinaus kann ein ,,falsches* Primer-Extension-Signal durch
Bindung des Primers an eine der zur Aufreinigung verwendeten Sonden ebenfalls ausge-
schlossen werden, da die Kontrollen (Spuren 13 und 14) kein entsprechendes Signal
aufweisen. Es war also gelungen einen transkriptionsaktiven Kernextrakt zu préaparieren, die
in ihm durch die Pol Il synthetisierte (-)-PSTVd-RNA zu isolieren und ihr 5 -Ende zu
bestimmen.
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3.I1v.1

Unabhingige Reproduktion in einem zweiten Kernextrakt

Zur Reproduktion der gewonnenen Ergebnisse wurde das identische Experiment in einem

neu-priparierten, unabhdngigen Kernextrakt

wiederholt.

Die

Versuchsbedingungen

entsprachen exakt denen unter 3.IV. Das Ergebnis ist in Abb. 3.1V.17 dargestellt.
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Abb. 3.1V.17

Reproduktion der Transkriptionsanalyse in einem zweiten, unabhéingigen Kernextrakt.
Primer-Extension-Analyse des in-vitro-Transkriptionsansatzes nach Aufreinigung durch
Hybridisierung der Nukleinsdure an biotinylierte Sondenmolekiile und anschlieBender Isolation
der de-novo-(-)-PSTVd-RNA {iiber Dynabeads. In der PE verwendeter Primer: AF9, Tpr: 55°C.
Aufgetragen wurde der gesamte Primer-Extension-Ansatz. Autoradiographie des entsprechenden
Sequenziergels (8 % PAA, 40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE). Spuren 1-6: Analyse nach
Transkription im Kernextrakt: aufgetragen ,MM*“ und ,FA“-Fraktionen der Dynabeads-
Aufreinigung der 3. Hybridisierung (,,Fischen der de-novo-(-)-PSTVd-RNA); Spuren 1, 2:
cPSTVd als exogenes Template; Spuren 3, 4: cPSTVd als exogenes Template und a-Amanitin;
Spuren 5, 6: ohne exogenes Template (Nullkontrolle); Spur 8: 1 ug dimeres (+)-PSTVd-in-vitro-
Transkript (pRH 717) als Kontrolle fiir die Spezifitit des Primers; Spur 9: 100 pg dimeres (-)-
PSTVd-in-vitro-Transkript (pSH 3) als Positivkontrolle fiir die PE; Spuren 12-14: Sequenzierung:
pRTBE 14 mit AF9; erstes lesbares Nukleotid: T 302. Exposition: 14 d bei —70°C, mit
Verstérkerfolie. Nur im Ansatz mit cPSTVd als exogen zugegebenem Template ist ein
spezifisches Signal zu detektieren (Spur 1). Detektiertes 5’ -Ende der de-novo-(-)-PSTVd-RNA:
U359/C1
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Die Exposition lieferte die Bestdtigung des vorausgegangenen Experiments. Auch hier war
ein entsprechendes Signal bei U359 bzw. C1 zu detektieren. Die nukleotidgenaue Zuordnung
war bei dieser Exposition auf Grund ihrer Unschirfe schwieriger, lie sich aber letztlich auf
den identischen Bereich eingrenzen. Auch hier stimmten alle Kontrollen mit den Erwartungen
iiberein. Das Fehlen des in Spur 1 auftretenden Signals in allen iibrigen Spuren beweist auch
in diesem Experiment sowohl die Identitdt des Signals als durch Transkription mit der Pol II
entstandene de-novo-(-)-PSTVd-RNA, als auch die Spezifitit der Aufreinigung.

3.1vV.2 Nachweis des 5’-Endes mit einem zweiten, unabhéangigen
Primer

Die vorausgegangenen Primer-Extension-Analysen wurden ausschlielich mit dem Primer
AF9 durchgefiihrt, der in einem Abstand von 91 Nukleotiden von dem detektierten 5’-Ende
an die de-novo-(-)-PSTVd-RNA bindet. Um dieses Signal als das 5’-Ende der neu-
entstandenen (-)-PSTVd-RNA zu verifizieren, wurde das Transkriptionsexperiment sowie
Aufreinigung und die anschlieBende Primer-Extension erneut wiederholt, diesmal mit einem
PE-Primer, der auf Grund seiner Sequenz und Position komplementdr zum cPSTVd ein
identisches Signal liefern sollte, wenn es sich bei dem bisher detektierten Signal um
nachgewiesene (-)-Viroid-RNA handelt. Die Positionen der beiden betrachteten Primer ist in
Abbildung 3.IV.15 dargestellt. Da der zweite Primer (AF6) sich innerhalb derjenigen Sequenz
befindet, die bereits durch den ersten Primer (AF9) identifiziert wurde, muss auch fiir AF6 ein
komplementérer Sequenzbereich existieren, wenn es sich bei der durch AF9 detektierten
Nukleinsdure-Sequenz tatsdchlich um aufgereinigte (-)-PSTVd RNA handelt.

Auch in diesem Experiment entsprachen die gewidhlten Bedingungen sowohl der
Transkriptionsreaktion, als auch der Aufreinigung exakt den unter 3.IV beschriebenen.
Lediglich die Temperatur der Primer-Extension-Reaktion wurde entsprechend des Ty-Wertes
des verwendeten Primers auf 56°C angepasst. Die anschlieBende Analyse erfolgte in einem
Sequenziergel und ist in Abb. 3.IV.18 auf der folgenden Seite dargestellt.

Durch die Verwendung eines zweiten unabhéngigen Primers konnte das identische Signal
detektiert werden. Auch innerhalb dieser Analyse trat es wie erwartet lediglich in der ,, MM*-
Fraktion desjenigen Transkriptionsansatzes auf, dem cPSTVd als exogenes Template
zugegeben worden war und in dem die Transkription nicht durch die Hemmung der Pol II
durch die Zugabe von a-Amanitin unterbunden war. Vergleiche der Spuren 6-11 zeigen auch
hier das identische Bild der vorausgegangenen Primer-Extension-Analysen. Auch hier tritt das
spezifische Signal in keiner der anderen Spuren auf. Somit kann sicher davon ausgegangen
werden, dass das detektierte Signal von neu-entstandener (-)-PSTVd-RNA herriihrt, die im
Kernextrakt durch die Transkription von cPSTVd mit der DNA-abhingigen Pol II entstanden
ist (vgl. Spuren 1 und 3 [Ansatz mit a-Amanitin]). Im Anschluss an die Transkription konnte
die de-novo-(-)-PSTVd-RNA mit Hilfe der etablierten Aufreinigungsmethode aus dem
Gesamtpool an Nukleinsduren isoliert und ihr 5’ -Ende in einer anschlieBenden Primer-
Extension-Analyse bestimmt werden. Unterschiedliche Experimente, sowohl mit identischem
Primer in verschiedenen, voneinander unabhéngigen Kernextrakten, als auch die Analyse mit
verschiedenen Primern im gleichen Kernextrakt lieferten ein identisches Ergebnis. Das
detektierte 5’ -Ende der de-novo-PSTVd-(-)-RNA liegt also bei Nukleotid U359 bzw. C1.
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Abb. 3.IV.18

Reproduktion der Bestimmung des 5’-Endes der de-novo-(-)-PSTVd-RNA mit einem zweiten,
unabhéngigen Primer (AF6).

Primer-Extension-Analyse des in-vitro-Transkriptionsansatzes nach Aufreinigung durch
Hybridisierung der Nukleinsdure an biotinylierte Sondenmolekiile und anschlieender Isolation der
de-novo-(-)-PSTVd-RNA iiber Dynabeads. In der PE verwendeter Primer: AF6, Tpg: 56°C.
Aufgetragen wurde der gesamte Primer-Extension-Ansatz. Autoradiographie des entsprechenden
Sequenziergels (8 % PAA, 40 %, 19:1, 8 M Harnstoff, 1 x TBE). Spuren 1-4: Sequenzierung:
pRTBE 14 mit AF6; erstes lesbares Nukleotid: C 336; Spuren 6-11: Analyse nach Transkription im
Kernextrakt: aufgetragen ,,MM*“ und ,FA“-Fraktionen der Dynabeads-Aufreinigung der 3.
Hybridisierung (,,Fischen der de-novo-(-)-PSTVd-RNA); Spuren 6, 7: ¢cPSTVd als exogenes
Template; Spuren 8, 9: cPSTVd als exogenes Template und o-Amanitin; Spuren 10, 11: ohne
exogenes Template (Nullkontrolle); Spur 13: 1 pg dimeres (+)-PSTVd-in-vitro-Transkript
(pRH 717) als Kontrolle fiir die Spezifitdt des Primers; Spur 14: 100 pg dimeres (-)-PSTVd-in-
vitro-Transkript (pSH 3) als Positivkontrolle fiir die PE; Exposition: 14 d bei —70°C, mit
Verstarkerfolie. Nur im Ansatz mit cPSTVd als exogen zugegebenem Template ist ein spezifisches
Signal zu detektieren (Spur 6). Bestimmtes 5’ -Ende der de-novo-(-)-PSTVd-RNA: U359/C1
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei verschiedene Themenschwerpunkte untersucht. Der
zundchst angestrebte Nachweis der Startstelle des zweiten Schrittes der PSTVd-Replikation

— der Startstelle auf dem (-)-Strang —, wurde bis zum Nachweis der (+)-Strang-Transkripte in
Abhingigkeit von (-)-Strang Template durchgefiihrt. Der Nachweis der de-novo-entstandenen
Transkripte erfolgte iiber Northern-Blot-Analysen. Die Bestimmung des 5’-Endes dieser
Transkripte war im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, da sowohl die Transkriptions-
reaktion, als auch die Isolierung und Aufreinigung von de-novo-(+)-PSTVd-RNA sehr
schwierig ist. Als System zur Analyse der Transkriptionsreaktion wurde ein in-vitro-System
verwendet, das aus Zellkernextrakten einer nicht-infizierten Kartoffelzellkultur bestand.

Im Zuge der Experimente sollten Reproduktionsexperimente durchgefiihrt werden, die der
Verifizierung der Startstellen auf dem zirkuldren (+)-Strang dienen sollten. Hierbei stellte sich
heraus, dass sich die Ergebnisse der vorausgegangenen Arbeit nicht reproduzieren lieBen,
sondern diese vielmehr eine Fehlinterpretation eines unspezifischen Signals darstellten. Aus
diesem Grund wurde die Analyse des zweiten PSTVd-Transkriptionsschrittes (von (-) nach
(+)) zuriickgestellt und stattdessen die erneute Analyse der Transkriptionsstartstelle des ersten
Transkriptionsschrittes vom zirkuldren (+)-Strang zum (-)-Strang durchgefiihrt. Die Grundla-
ge hierfiir bildete eine vorausgegangene Arbeit, in der zwei ,,Initiationsstellen fiir den ersten
Schritt der PSTVd-Replikation detektiert worden waren. Es handelte sich hierbei um die
Nukleotide A 111 und A 325. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Kontrollexperi-
mente gaben verstirkt Hinweise darauf, dass die Signale, die damals als Startstellen interpre-
tiert wurden vielmehr Primer-Extension-Signale auf Grund von unspezifischer Bindung von
Primern mit PSTVd-Sequenz an endogene Nukleinsduren des Kernextraktes sind. Mdgliche
unspezifische Paarungen ergeben sich aus dem verwendeten in-vitro-System, bestehend aus
Kernextrakten von Zellen nicht-infizierter Kartoffellinien (S. tuberosum, HH 258), die mit ih-
ren endogenen Nukleinsduren eine grofle Menge an ,,fremden* Nukleinsduren anbieten.

Um nun neu-synthetisierte PSTVd-RNA von den endogenen Nukleinsduren des Kern
extraktes zu trennen —und so eine unspezifische Wechselwirkung mit PSTVd-Primern zu
verhindern —wurde ein Aufreinigungsverfahren etabliert, das es ermdglicht, spezifisch und
ausschlieflich die durch Transkription im Kernextrakt neu-entstande PSTVd-RNA aufzu-
reinigen. Nach gezielter Isolation der neu-entstandenen Transkripte konnten diese mittels
Primer-Extension analysiert und ihr 5'-Ende bestimmt werden.

Im Folgenden soll hauptsichlich auf drei Punkte eingegangen werden.

1) Zundchst soll dargestellt werden, warum die Untersuchung des zweiten Trans-
kriptionsschrittes (von (-) nach (+)), bzw. die Detektion und Analyse von de-novo-(+)-
PSTVd-RNA so schwierig ist

2) AnschlieBend soll erldutert werden, wie es zur Interpretation der experimentellen Daten
der vorausgegangenen Arbeit kam, und wie man dieselben Ergebnisse im Rahmen der
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erkldren kann.

3) SchlieBlich soll auf die Spezifitdt der hier etablierten Aufreinigungsmethode eingegangen
werden.
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4.1 Methodische Aspekte

Zur generellen Analyse der PSTVd-Transkription — unabhingig ob von (-) nach (+) oder von
(+) nach (-) — wurden aus nicht-infizierten Kartoffelzellkulturen préparierte Kernextrakte
verwendet. Da zur Analyse der PSTVd-Transkription, einschlieBlich der spéteren Analysen
der neu-entstandenen Transkripte das Viroid extern, als sogenanntes exogenes Template dem
Kernextrakt zugegeben wurde, musste eine nicht-infizierte Zellkultur verwendet werden, da
nur so zum einen eine kontrollierte Menge an PSTVd zugegeben werden kann und zum ande-
ren die entstandenen Transkripte eindeutig einem bestimmten Transkriptionsereignis zuge-
ordnet werden konnen und nicht auf Grund steter Transkription permanent vorliegen. Zur
Untersuchung der Transkriptionsreaktion wurden Zellen der Linie S. tuberosum HH 258 ver-
wendet (s. auch 2.5.2). Der daraus préparierte Kernextrakt stellt ein in-vitro-System dar, das
die in-vivo-Situation sehr gut repréisentiert. Bei erfolgreicher Préparation des Kernextraktes
enthilt dieser nicht nur eine transkriptionsaktive Polymerase II (Pol II), sondern eventuell
auch relevante Transkriptionsfaktoren, so dass Transkriptionsanalysen ohne Zugabe weiterer
Komponenten durchgefiihrt werden konnen. Theoretisch wire auch die Verwendung einer
aufgereinigte Polymerase I aus Weizenkeimen denkbar (Goodman et al., 1984), allerdings
befdnde man sich dann nicht mehr im homologen System und die gewonnenen Daten miissten
hinsichtlich ihrer Aussagekraft differenziert diskutiert werden. Das Protokoll zur Préparation
eines Kernextraktes wurde weitestgehend von Fels (1997) tibernommen (s. auch 2.6.1 und
2.6.2).

4.1.1 Generelle Aktivitat der Pol 11

Die Aktivitét der Polymerase II konnte bereits in fritheren Experimenten mit Filterbindungs-
assays nachgewiesen werden (Nagel-Steger, 1990), jedoch erlaubt diese Art Experiment kei-
nerlei Aussage iiber den Charakter des neu-entstandenen Transkripts — weder {liber die Lénge,
noch iiber das ,erste” neu-synthetisierte Nukleotid, das Riickschliisse auf die Startstelle der
Transkription erlauben wiirde. Hinzu kommt die Unsicherheit, ob die Zunahme an radioakti-
vem Signal nach der Hybridisierung an den Filter von dem Einbau radioaktiver Nukleotide in
die neu-entstandenen Transkripte herriihrt, oder ob ein unspezifisches Anhdngen von Radio-
aktivitdt an das 3’-Ende vorhandener Nukleinsduren stattgefunden hat. In diesem Zusammen-
hang wurde im Verlauf dieser Arbeit der Versuch unternommen, die Aktivitit der
Polymerase II in Anlehnung an die Experimente von Roberts und Okita (1991) nachzuweisen.
Die Transkriptionsanalysen beruhten auch hier auf der Zugabe von exogenem Template zum
Kernextrakt und der anschlieBenden Analyse der entstandenen Transkripte. Als exogenes
Template wurde ein Plasmid verwendet, das iiber den 35S-Promotor verfiigt, der als der
stiarkste Polymerase II-Promotor gilt. Das Plasmid mit dem 35S-Promotor, sowie einem da-
hinter einklonierten Reporter-Gen (GUS) sollte nach definierter Restriktion des Plasmids
(s. 3.1.1) und anschlieBender Inkubation im Kernextrakt neu-entstandene Transkripte bekann-
ter Lange liefern. Der direkte Nachweis neu-entstandener Transkripte {iber den Einbau von
radioaktiv markiertem UTP wihrend der Transkription sowie die anschlieBende gel-
elektrophoretische Analyse der entstandenen Transkripte war problematisch, da nicht nur das
exogen zugegebene Template transkribiert wird, sondern auch die im Kernextrakt enthaltenen
Nukleinsduren. Dariiber hinaus markierte die Enzymaktivitit des Kernextraktes (fiir tierische
Transkriptionssysteme beschrieben von Marzluff und Huang, 1985) viele endogene Nuklein-
sduren radioaktiv am 3’-Ende, so dass Transkripte der ,,korrekten* Linge nur schwer vor dem
Hintergrund der gesamten radioaktiv markierten Nukleinséure zu detektieren waren (s. 3.1.1).
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Zwar konnte ein Signal detektiert werden, das bei Zugabe von exogenem Template auftrat,
jedoch konnte die exakte Lidnge des Fragments nicht bestimmt und somit die Identitét des
Fragments als neu-entstandenes Transkript nicht eindeutig geklart werden. Dariiber hinaus trat
das entsprechende Signal nur in einem von fiinf untersuchten Kernextrakten auf und kann so-
mit nur schwer als ,,typisches* Signal angenommen werden. Die schwache Intensitit, sowie
die Beschrankung auf nur einen der getesteten Kernextrakte kann einerseits eine geringe Ak-
tivitdt der Polymerase II bedeuten, oder andererseits die ,,Verteilung™ der Aktivitit auf alle
zur Verfligung stehenden Templates, so dass die GroBenheterogenitit der entstandenen
Transkripte die Detektion des speziell gesuchten Fragments auf Grund der Nachweisgrenze
unmdglich macht. Schlieflich konnte auf Grund des DNA-Charakters des exogenen Templa-
tes keine DNase-Verdauung zur Eliminierung endogener DNA-Templates durchgefiihrt
werden, wodurch natiirlich eben diese kernextrakteigenen DNA-Molekiile ebenfalls als
Transkriptionstemplates zur Verfiigung stehen und um die Bindung an die Pol II konkurrie-
ren. Auf Grund der Tatsache, dass bereits dasjenige Template mit dem stérksten Pol II-
Promotor (35S-Promotor) nur ein schwaches, kaum vom Hintergrund zu diskriminierendes
Signal lieferte, musste auf die direkte Transkriptionsanalyse von PSTVd als exogenem
Template verzichtet werden, da PSTVd per se nicht das natiirliche Template der Pol II ist und
von einer effizienteren Transkription nicht auszugehen war. Der prinzipielle Nachweis der
Pol II-Aktivitdt war somit nicht gelungen. Wie aber spéter gezeigt wurde, gelang der Nach-
weis einer aktiven Pol II durch die Transkription des PSTVd, was sich dadurch erkléren lésst,
dass das verwendete in-vitro-Transkriptionssystem speziell auf die Transkription von PSTVd
ausgerichtet ist und der Kernextrakt dementsprechend préipariert wird.

4.2 Schritt 2 der PSTVd-Replikation: Transkription von (-)
nach (+)

Wie bereits erwdhnt stand zunédchst die Analyse des zweiten PSTVd-Replikationsschrittes im
Vordergrund. Ziel war es neu-synthetisierte (+)-PSTVd-RNA zu detektieren und wenn
moglich ihr 5°-Ende zu bestimmen, um so Riickschliisse auf den Startpunkt der Transkription
auf dem PSTVd-(-)-Strang ziehen zu konnen. Entsprechend dem etablierten Transkripti-
onsprotokoll nach Fels (1997) wurde ein lineares (-)-PSTVd-Transkript als exogenes Templa-
te in den Kernextrakt eingesetzt. Auf Grund der erwarteten geringen Menge an
Transkriptionsprodukt (s. auch 3.1.2) wurde zunidchst mit der Kombination aus Reverser
Transkription (RT) und PCR (RT-PCR) versucht, neu-entstandene (+)-PSTVd-RNA zu detek-
tieren. Es gelang jedoch weder mit RT-PCR, noch mit direkter Primer-Extension-Analyse (s.
3.1.3 und 3.1.4.2) neue (+)-PSTVd-RNA zu detektieren. Dass der Nachweis an de-novo-(+)-
RNA mit den erwidhnten Methoden nicht erfolgreich war, kann folgende Griinde haben:

1) geringe Stabilitiit der (-)-stringigen RNA als exogenes Template

Das im ersten Transkriptionsschritt als exogenes Template eingesetzte cPSTVd liegt im
nativen Zustand weitgehend als geschlossene RNA mit fast vollstindig durchgepaartem
Doppelstrang vor, was einen Angriff durch die endogenen Nukleasen erschwert. Im
Gegensatz hierzu ist die als exogenes Template zugegebene (-)-PSTVd-RNA ein lineares
Template mit offenem 3’- und 5’-Ende. Diese Template ist somit generell leichter zugédng-
lich fiir die RNasen des Kernextraktes, was dazu fiihrt, dass die (-)-PSTVd-RNA wesent-
lich schneller abgebaut wird als der Zirkel. Eine schnellere Degradation des Templates
bedeutet aber weniger Zeit flir die Polymerase, neue (+)-PSTVd-RNA zu synthetisieren, da
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sie an ein schwindendes Template binden muss. Der lineare Charakter und somit der
schnelle Abbau des Transkriptionstemplates durch Nukleasen fiihrt zu einer wesentlich
geringeren Templatekonzentration auf Grund von Degradation, was schlielich zu einer
verminderten (wenn {iberhaupt nachweisbaren) Transkriptionsausbeute fiihrt. Dariiber hin-
aus kann ein durch Degradation Liangen-heterogenes Template auch zu heterogenen
Transkriptionsprodukten fiihren, deren Detektion mittels RT-PCR oder PE nur dann mog-
lich ist, wenn die Produkte iiber die Primer-komplementéire Sequenz verfiigen. Ist diese
jedoch auf Grund der Lingenheterogenitit nicht oder nur unvollstindig synthetisiert, kann
eine Primerbindung nicht erfolgen und die neu-entstandene RNA bleibt undetektiert. Da
nicht zwischen einem Signal, das durch Primerbindung und —verlédngerung, und einem
Signal, das durch ,,Riickfaltung® der linearen Template-RNA entstanden ist, unterschieden
werden konnte, mussten beide Analysemethoden (RT-PCR und PE) ausschlieBlich mit
biotinylierten Primern durchgefiihrt werden (s. auch 3.1.2.1).

2) HP II-Struktur als Promotorelement

Ein oft diskutiertes Promotorelement bei der PSTVd-Transkription von (-) nach (+) ist der
HP 11, der sich bei der sequenziellen Faltung des nascierenden Transkripts innerhalb einer
sogenannten ,,multi-Hairpin“-Struktur in der (-)-PSTVd-Sequenz bildet. Mutationen im
Hairpin fithrten zum Verlust der Infektiositit (Loss et al., 1991), bzw. ausschlielich die
Revertanten oder solche Viroide mit kompensatorischen Mutationen waren {iberlebens-
fahig (Qu et al., 1993). Da die Ausbildung des HP II wihrend der sequenziellen Faltung
bei der Transkription von (+) nach (-) innerhalb der durchgefiihrten Experimente ausge-
schlossen werden kann, da (-)-Transkripte, die mit der T7-Polymerase hergestellt wurden,
als exogenes Transkriptionstemplate dem Kernextrakt zugegeben wurden, muss die HP II-
Struktur artifiziell eingestellt werden. Dies konnte durch Inkubation in 1 x TE-Puffer und
Denaturieren, gefolgt von schnellem Abkiihlen auf Eis erreicht werden (Baumstark, 1997;
Schroder, 1998). Das Problem des eingestellten Strukturmotivs ist die Stabilitéit. Da es sich
um eine metastabile Struktur handelt, ist sie eben nur unter bestimmten Bedingungen
(Temperatur, Salz) stabil. Der Wechsel der RNA nach der Einstellung der HP II-Struktur
in den Kernextrakt kann unter Umstdnden zu einem Strukturshift und somit zu einem Ver-
lust des HP fiithren. Da das gleichzeitig den Verlust des Promotorelements bedeutet, ist die
(-)-PSTVd-RNA kein geeignetes Template fiir die Polymerase II mehr, was zur Folge hat,
dass keine Neusynthese von (+)-PSTVd stattfindet.

3) eine oder mehrere Startstellen auf dem (-)-Strang

Eine weitere Schwierigkeit der Detektion von de-novo-(+)-PSTVd-RNA liegt in der Mog-
lichkeit, dass es keine spezifische Startstelle auf dem PSTVd-(-)-Strang gibt und die Po-
lymerase an mehreren Stellen, unter Umstdnden sogar an jedem beliebigen Nukleotid mit
der Neusynthese von de-novo-(+)-PSTVd-RNA beginnen kann, was zu Transkripten mit
uneinheitlichem 5’-Ende fiihrt. Wenn solche Transkripte, die kein einheitliches 5’-Ende
besitzen, zusétzlich noch in sehr geringer Menge vorliegen, ist deren Detektion mit der
PE-Analyse nicht mehr moglich, da die Nachweisgrenze unterschritten wird.
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Zusammenfassend zeigen die diskutierten Argumente die Schwierigkeiten bei der Detektion
und Analyse von de-novo-(+)-RNA als Produkt des zweiten Transkriptionsschrittes von (-)
nach (+). Dennoch konnte im Rahmen dieser Arbeit die Synthese von de-novo-(+)-PSTVd-
RNA nachgewiesen werden, da der Northern-Blot als Nachweissystem (s. auch. 3.1.5) alle
Transkriptionsprodukte erfasst, auch solche mit uneinheitlichem 5’- und/oder 3’-Ende, sowie
langenheterogene Transkripte. Weitere Analysen sowie Optimierungsschritte konnten hin-
sichtlich des zweiten Transkriptionsschrittes im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchge-
fiihrt werden.

4.3 Schritt 1 der PSTVd-Replikation: Transkription von (+)
nach (-): Unreproduzierbarkeit der frither publizierten
Startstellen

Parallel zu den beschriebenen Experimenten zur Initiationsstelle auf dem (-)-Strang wurden
auch Transkriptionsanalysen mit (+)-PSTVd-Template durchgefiihrt, die dem ersten
Transkriptionsschritt des PSTVd von (+) nach (-) entsprechen. So sollten zum einen die
Ergebnisse von Fels (1997) reproduziert werden und zum anderen sollten die Transkriptions-
ansdtze mit (+)-PSTVd als Positivkontrolle fiir die generelle Aktivitdt der Pol I des Kern-
extraktes dienen. Im Anschluss an die Transkription im Kernextrakt, wurde in Anlehnung an
die Arbeit von Fels (1997) das 5’-Ende der Nukleinsdure mittels Primer-Extension-Analysen
direkt bestimmt. Im Gegensatz zu den vorausgegangenen Experimenten wurden in dieser
Arbeit neben den Ansdtzen mit cPSTVd als exogenem Template und einem Ansatz mit zu-
sitzlich zugegebenem Pol II-Inhibitor — a-Amanitin — erstmals auch ein Ansatz betrachtet,
der vollstindig ohne PSTVd inkubiert wurde. Zundchst beschrankten sich die Reproduktions-
experimente auf das Nukleotid A 111, das als Startstelle detektiert worden war, da es sich
hierbei um die vermeintlich ,,effizientere* Startstelle handelt (Fels et al., 2001). Es zeigte sich,
dass auch in dem Ansatz ohne Template ein entsprechendes Signal auftrat, das in der PSTVd-
Sequenz Nukleotid A 111 entsprechen wiirde (s. 3.11.1). Da auch die Wiederholung dieses
Experiments das identische Ergebnis lieferte, war davon auszugehen, dass es sich bei diesem
Signal nicht um das 5’-Ende de-novo-entstandener (-)-PSTVd-RNA handelt, sondern viel-
mehr um ein Primer-Extension-Produkt, das auf Grund von Primerbindung an eine endogene
Nukleinsdure des Kernextraktes entstanden ist. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass Versu-
che des Nachweises von A 111 mit weiteren PSTVd-Primern, die auf Grund ihrer Lage eben-
falls an die neu-entstandene (-)-RNA binden sollten, erfolglos blieben (s. 3.11.3).

Die Bindung von kurzen PSTVd-Sequenzen an pflanzliche Nukleinséuren, die nicht PSTVd-
Sequenz aufweisen, wurde bereits 1989 von Cobbers beschrieben. Hier konnten mit Viroid-
spezifischen, 9 Nt kurzen PSTVd-Primern solche Sequenzen detektiert werden, die bis zu
70 % Homologie zur sogenannten ,,intergenic spacer region” (IGS) zwischen dem 3’-Ende
des 25S rRNA-Gens und dem 5’-Ende des 18S rRNA-Gens haben, die gemeinsam in einem
Vorlaufer-Molekiil synthetisiert werden und durch die IGS getrennt vorliegen. Interessanter-
weise weist ausgerechnet die Sequenz an den Positionen der von Cobbers verwendeten Primer
keine vollstindige Ubereinstimmung auf, was darauf hindeutet, dass offensichtlich bestimmte
pflanzliche Nukleinsduren Bereiche aufweisen, die stark homolog zur PSTVd-Sequenz sind,
und eine Paarung von Oligonukleotiden mit ,,echter PSTVd-Sequenz erméglichen. So ist
wahrscheinlich auch die ,,falsche® Bindung des damals in der Primer-Extension-Reaktion
verwendeten Primers (AF21) zu erkldren, dessen Sequenz offensichtlich ein ausreichend
hohes Mall an Komplementaritdt zu einer endogenen Nukleinsdure aufwies und so das ver-
wirrende Signal lieferte. Da die damals als 5’-Enden der de-novo-synthetisierten (-)-RNA
bestimmten Nukleotide A 111 und A 325 die bis dahin einzigen mittels Primer-Extension
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charakterisierten Nukleotide waren und dariiber hinaus den Ergebnissen vorausgegangenen
RT-PCR-Analysen entsprachen bzw. diese ergidnzten (Fels, 1997), wurde ihre Identitdt als
»Initiationsstellen* der Transkription nicht in Frage gestellt. Beide Nukleotide lagen genau in
denjenigen Sequenzabschnitten, die als Bereiche potentieller Startstellen durch RT-PCR
ermittelt wurden. Dariiber hinaus schien genau jener Primer (AF21), der in der Primer-
Extension-Analyse offensichtlich an eine Nicht-Viroid Nukleinsdure bindet in den RT-PCR-
Analysen spezifisch gewesen zu sein. Hier wurde bereits damals im Gegensatz zu dem
PE-Experiment ein Kontrollansatz vo6llig ohne PSTVd durchgefiihrt, der den Erwartungen
entsprechend auch kein Signal zeigte. Daraus wurde ungliicklicherweise der Schluss gezogen,
dass in den PE-Experimenten zur Bestimmung des 5’-Endes der neu-entstandenen (-)-PSTVd-
RNA auf eine entsprechende Kontrolle verzichtet werden konnte. Besonders gestiitzt wurden
die Ergebnisse der Primer-Extension-Analysen von den in-planta-Studien, in denen Pflanzen
mit PSTVd infiziert wurden, die beziiglich der beiden Nukleotide mutant waren, d.h. deren
Sequenz dort vom Wildtyp abwich. Spétere Pflanzenaufschliisse und die folgenden Analysen
der préparierten PSTVd-RNA zeigten eben diese Nukleotide als zum Wildtyp revertiert (Hu,
2000; Bannach, 2001). Diese Ergebnisse stiitzten ebenfalls die Interpretation der beiden
Nukleotide A 111 und A 325 als ,Initiationsstellen der PSTVd-Replikation, die einem
entsprechenden Selektionsdruck unterliegen, so dass die mutanten Sequenzen erst nach Re-
version zur Wildtypsequenz replizieren konnten. Dariiber hinaus war das durch PE-Analysen
detektierte Signal a.-Amanitin abhéngig, wodurch die Pol II-Abhéngigkeit des Signals gezeigt
war.

Dennoch widersprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht unbedingt den bisher
publizierten Daten; lediglich die Interpretation ist verschieden. So kann z. B. die a.-Amanitin-
Sensitivitit der damals detektierten Signale so erldutert werden, dass auch diejenige endogene
Nukleinsdure, welche zur vermeintlichen Startstelle fiihrte, durch die Pol II transkribiert wird
und deren Synthese somit a-Amanitin-sensitiv ist. Auch die Ergebnisse der site-directed-
mutagenesis-Analysen erlauben die Interpretation der Nukleotide A 111 und A 325 als
»relevante Nukleotide in der PSTVd-Replikation. Ob aber die betrachteten Nukleotide fiir
die Transkription essentiell sind, oder aber eine andere essentielle Rolle im Lebenszyklus des
PSTVd, kann alleine aus den Daten der Pflanzenexperimente nicht eindeutig geklart werden.
Es wire z.B. auch denkbar, dass der physiologische Druck auf das PSTVd zur Reversion zum
Wildtyp nicht direkt auf das mutante Nukleotid auf dem (+)-Strang entsteht, sondern erst nach
der Transkription auf das entsprechend eingebaute komplementire Nukleotid (auf dem
(-)-Strang) der entscheidenden Druck ausgeiibt wird und an diesem Punkt der Replikation die
Reversion der Sequenz zum Wildtyp stattfindet. Auch in diesem Fall wiirde die Wildtypse-
quenz sich durchsetzten und in spéteren Pflanzenaufschliissen als die prominenteste Sequenz
detektiert werden. Zusammenfassend kann jedoch das damals bestimmte Nukleotid A 111 als
5’-Ende neu-synthetisierter (-)-PSTVd-RNA ausgeschlossen werden, da die PE-Analyse der
Nullkontrolle (Ansatz ohne PSTVd als exogenem Template) keinesfalls ein entsprechendes
Signal liefern darf.
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4.4 Etablierung eines Aufreinigungsverfahrens von de-novo-(-)-
PSTVd-RNA

Um die Analyse des 5’-Endes der neu-entstandenen (-)-PSTVd-RNA zu ermdglichen und
gleichzeitig ein ,,falsches* Signal durch den Einfluss kernextrakteigener Nukleinsiduren auszu-
schlieBen, wurde in dieser Arbeit ein Aufreinigungsverfahren etabliert, das es ermdglichen
sollte, die neu-synthetisierte Viroid-RNA von den endogenen Nukleinsduren des Kernextrak-
tes zu separieren und sie anschlieBenden molekularbiologischen Untersuchungen zuginglich
zu machen. Hierbei wurde die Separation der jeweiligen ,,Ziel“-RNA durch eine Biotin-
Streptavidin-vermittelte Affinitdtschromatographie, bzw. Hybridisierung erreicht. Zunichst
wurde eine geeignete Biotin-markierte Sonde — ein PSTVd-in-vitro-Transkript mit der jeweils
komplementidren Sequenz zu der zu separierenden RNA — gegen die entsprechende PSTVd-
Sequenz hybridisiert. Das so mit Biotin markierte Sonde-,,Ziel“-RNA-Hybrid konnte
anschlieend durch Zugabe von paramagnetischen Streptavidinpartikeln {iber einen Magneten
separiert werden. Die vollstindige Aufreinigung gliederte sich in drei Schritte:

Im ersten Schritt wurde das eingesetzte Transkriptionstemplate (cPSTVd) aus dem Transkrip-
tionsansatz entfernt. Die Entfernung war essentiell, da von einem hohen Uberschuss an
bekannter Menge Template mit (+)-Polaritit gegeniiber einer geringen unbekannten Menge
neu-transkribierter (-)-PSTVd-RNA ausgegangen werden musste. Da die Separation der de-
novo-(-)-RNA von den endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes das Ziel war, und diese
auf Grund der Polaritit mit einer (+)-Sonde geschehen musste, mussten zuvor alle anderen
PSTVd-Molekiile mit (+)-Polaritit aus dem Ansatz entfernt werden, um eine spétere Konkur-
renz zwischen (+)-Template und (+)-Sonde um die Bindung an die de-novo-(-)-RNA zu
verhindern.

Nach einer ersten Entfernung des Zirkels wurde im zweiten Schritt noch einmal mit einer
biotinylierten (-)-Sonde hybridisiert. Dies diente zum einen der Entfernung eventuell verblie-
bener, restlicher Zirkel, zum anderen wurde die zweite Hybridisierung in Anwesenheit von
8 M Harnstoff durchgefiihrt, um Hybride zwischen cPSTVd und de-novo-(-)-RNA —
sogenannte ,,unerwiinschte® Hybride —, die sich wéihrend der ersten Hybridisierung gebildet
hatten, aufzuldsen (s. 3.1I1.5), das cPSTVd zu entfernen und die spétere Bindung der de-novo-
(-)-RNA an die entsprechende (+)-Sonde zu ermodglichen. Verbliebe die de-novo-(-)-RNA in
den ,falschen* Hybriden, wére sie bereits gebunden und eine Hybridisierung der (+)-Sonde
an die entsprechende komplementére Sequenz der (-)-RNA wire unmdglich. Somit wiirde die
de-novo-(-)-RNA im Ansatz verbleiben, da ihr der zur Separation essentielle biotinylierte
Hybridpartner fehlt, und die Trennung von den endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes
wiére unvollstindig.

Im dritten Schritt der Aufreinigung wurde schlieBlich mit einer biotinylierten (+)-Sonde die
de-novo-(-)-RNA isoliert und diese konnte in spitere PE-Reaktionen eingesetzt werden

Bei der Aufreinigung waren folgende Schritte von entscheidender Bedeutung:

1) Sondenspezifitit: speziell die Diskriminierung zwischen der gewiinschten ,,Ziel“-RNA und
»falschen* Nukleinsduren, wie z.B. endogenen Nukleinsduren des Kernextraktes oder
PSTVd-RNA mit anderer Polaritit war entscheidend. Nur so konnte das zirkuldre
(+)-Template vollstindig entfernt werden, wéhrend aber die de-novo-(-)-RNA im
Transkriptionsansatz verblieb. So konnte der Verlust der ohnehin geringen Menge an
Transkriptionsprodukt auf ein MaR reduziert werden, dass dennoch eine anschlieende
Detektion ermdoglichte.
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2) die Prid-Aufreinigung der Sonden, um zu garantieren, dass auch jedes Sondenmolekiil
biotinyliert und somit zur Isolation der jeweiligen ,,Ziel“-RNA geeignet ist. Nicht biotiny-
lierte Sondenmolekiile wiirden zwar an die ,,Ziel“-RNA hybridisieren, das entstandene
Hybrid kénnte dem Ansatz aber nicht entzogen werden, da die Biotinkomponente fehlt, die
ans Streptavidin der Magnetpartikel bindet. Obwohl nur von einer sehr geringen Menge an
nicht-biotinylierten Sondenmolekiilen auszugehen war, sollte doch auch dieser geringe
Prozentsatz ausgeschlossen werden, um jeden vermeidbaren Probenverlust zu verhindern.

3) Die Elution der ,,Ziel“-RNA von der zur Separation verwendeten Sonde, da ausschlieBlich
die de-novo-(-)-RNA in die anschlieBende Primer-Extension eingesetzt werden sollte. Die
reine de-novo-(-)-RNA als alleiniges Template in der PE-Reaktion bildete die Grundlage
dafiir, dass sowohl eine falsche Primerbindung an die (+)-Sonde verhindert wurde (was auf
Grund der hohen Selbstkomplementaritit des PSTVd nicht vollstindig auszuschlieBen ist),
als auch eine Konkurrenz zwischen PE-Primer und Sonde um die Bindung an die de-novo-
RNA ausgeschlossen werden konnte.

Die Entwicklung, bzw. die einzelnen Schritte der Aufreinigungsmethode sind ausfiihrlich in
Kapitel 3.1II dargestellt. Im Anschluss an die Etablierung des Aufreinigungsverfahrens konnte
gezeigt werden, dass die spezifische Isolation der de-novo-(-)-PSTVd-RNA, sowie die Elution
dieser von der zur Isolation verwendeten Sonde effizient und spezifisch gelingt. Es konnte
anhand von in-vitro-Transkripten gezeigt werden, dass die ,,Ziel“-RNA nach der Aufreini-
gung in der entsprechenden Fraktion das stark dominierende Produkt ist (s. 3.I11.3). Alle
anderen beteiligten Nukleinsduren werden vorher bereits entfernt. Mit diesem Verfahren
konnte nun die eigentliche ,,Ziel“-RNA, ndmlich die durch Transkription im Kernextrakt neu-
entstandene (-)-PSTVd-RNA aus dem Transkriptionsansatz aufgereinigt und ihr 5’-Ende in
einer anschlieBenden Primer-Extension-Analyse bestimmt werden.

4.5 Startstellen der PSTVd-Replikation

4.5.1 Identitiit des 5°-Endes der de-novo-(-)-PSTVd-RNA

Mit dem hier etablierten spezifischen Verfahren, das die Analyse der de-novo-(-)-PSTVd-
RNA als aufgereinigte Nukleinsdure und somit als einziges Ausgangsprodukt erlaubt, konnte
ihr 5’-Ende bestimmt werden. Auf Grund der vorgeschalteten Aufreinigung konnte ausge-
schlossen werden, dass es sich hierbei um ein 5’-Ende einer fremden Nukleinsdure und nicht
um das 5’-Ende der de-novo-PSTVd-(-)-RNA handelt. Dariiber hinaus zeigt das Signal
o-Amanitin-Sensitivitdt, d.h. bei Zugabe des Pol II-Inhibitors tritt das Signal nicht auf. Dem-
zufolge scheint die Synthese der betreffenden Nukleinsdure von der Pol I vermittelt zu
werden, da Pol I und Pol IIT von der eingesetzten a-Amanitin-Konzentration (10° M) in ihrer
Aktivitdt unbeeinflusst sein sollten (Weinmann und Roeder, 1974; Wieland und Faulstich,
1978). Letztlich war in der Nullkontrolle, die wie oben ausfiihrlich diskutiert, besonders wich-
tig ist, ohne PSTVd keinerlei Signal zu detektieren, was ebenfalls ein unspezifisches Signal in
der PE ausschliefit. Auch die zur Verifizierung durchgefiihrten Reproduktionen ergaben das
identische Ergebnis; ebenfalls die Durchfiihrung des Transkriptionsexperiments in einem
zweiten Kernextrakt. Dariiber hinaus konnte das detektierte Signal erstmals mit einem zwei-
ten PSTVd-Primer verifiziert werden. Dies schlie8t auch die Moglichkeit des 5’-Endes einer
fremden Nukleinsdure aus, da die Wahrscheinlichkeit, dass eine fremde Nukleinsdure zufillig
iiber zwei PSTVd-Sequenzabschnitte verfiigt, die mit den komplementiren Bereichen der bei-
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den gewdhlten Primer iibereinstimmen eher gering ist. In allen Féllen ergab sich ein
5’-Ende der de-novo-PSTVd-(-)-RNA bei U 359 bzw. C 1, wobei die exakte Zuordnung des
Nukleotids nicht eindeutig mdglich ist.

Da die Primer-Extension-Analyse bei extremer Heterogenitit der PE-Produkte nur die Detek-
tion des ,,hauptsdchlichen* 5’-Endes erlaubt, also desjenigen 5’-Endes, das am prominentes-
ten auftritt, kann nicht ausgeschlossen werden, dass mdglicherweise noch weitere 5’-Enden
(und somit eventuell weitere Startstellen) existieren, deren Lédngenheterogenitét aber ihre De-
tektion in der PE nicht erlaubte. Ebenfalls kann nicht sicher ausgeschlossen werden, dass die
bestimmten 5’-Enden Produkte einer schnellen Prozessierungsreaktion reprasentieren. Fiir ei-
ne solche Prozessierungsaktivitit kommen generell 5’-Exo- und Endonukleasen in Betracht,
wobei bisher lediglich in Hefe eine 5’-Exonukleaseaktivitdt beschrieben ist (Muhlrad et al.,
1994), wohingegen fiir pflanzliche Systeme keine entsprechende Nukleaseaktivitit bekannt
ist.

Das Auftreten des PE-Signals als Folge einer Degradation der de-novo-(-)-PSTVd-RNA noch
wiahrend der Inkubation im Kernextrakt sollte aufgrund des zugesetzten RNase-Inhibitors
weitgehend unterbunden sein (s. 2.11.2). Dass eine Degradation der de-novo-PSTVd-RNA
wihrend der Aufreinigung die in der PE detektierten 5’-Enden generiert, ist ebenfalls weitest-
gehend auszuschlieBen, da die zur Aufreinigung verwendeten Sondenmolekiile ebenfalls
RNA-Charakter besitzen und demzufolge bei charakteristischer Degradation auch die Son-
denmolekiile das identische 5°-Ende aufweisen miissten. Ein entsprechendes Fragment ist a-
ber in der Primer-Extension nicht zu detektieren. Dariliber hinaus zeigen auch in-vitro-
Transkripte, die im Kernextrakt inkubiert wurden, keinerlei Abbruchfragmente, die dem de-
tektierten Signal bei U 359/C 1 entsprechen (Fels et al., 2001).

4.5.2 Stabchenstruktur mit endstandigem Hairpin als
Erkennungsmotiv fiir die Pol 11

Fiir die Analyse der Transkription des PSTVd wurden Kernextrakte aus nicht-infizierten
Kartoffelzellkulturen als in-vitro-System verwendet. Die Transkription von PSTVd erfolgt
durch die DNA-abhingige RNA-Polymerase II, deren Transkriptionsinitiation, bzw. die
Erkennung ihres Templates normalerweise, d.h. bei ihrem natiirlichen Template, durch spezi-
fische Sequenzmotive erfolgt; ihre korrekte Positionierung auf dem Template wird durch
zusdtzliche Faktoren und Proteine vermittelt. Generell essentielle Sequenzelemente der
Transkription mit der Polymerase II sind zum einen die TATA-Box, eine AT-reiche Konsen-
sussequenz [TATAa/tAa/t] und die Initiatorsequenz (INR), eine Konsensussequenz bei tieri-
schen Promotoren [YYANt/aYY]. Die spezifische Initiation der Transkription erfolgt mit
Hilfe von Transkriptionsfaktoren (TF). Die Erkennung der TATA-Box erfolgt hierbei durch
das TATA-binding Protein (TBP), eine Untereinheit des TFIID-Komplexes, der aus TBP und
Transkriptions-aktivierenden Faktoren (TAF) besteht. AnschlieBend treten weitere generelle
Transkriptionsfaktoren (GTF) und die Pol II in den Komplex ein und es entsteht der Préinitia-
tionskomplex (PIC) (Navina und Roy, 1996). Durch dieses Zusammenwirken der beschriebe-
nen Faktoren wird die korrekte Position der Pol Il auf dem Matritzenstrang vermittelt. Im
Anschluss wird der DNA-Doppelstrang unter ATP-Verbrauch/Hydrolyse und Helicaseaktivi-
tat (TFIIH) von Position -9 bis +1 auseinander gewunden und es entsteht der sogenannte of-
fene Komplex, der den Start der Transkription ermdglicht (Jiang et al., 1996; Holstege et al.,
1996; Hampsey, 1998; Martinez, 2001).
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Bei RNA-Polymerase-Promotorelementen unterscheidet man eine Vielzahl von verschiedenen
Promotoren. So ist z.B. bekannt, dass es nicht nur solche Promotoren gibt, die {iber eine
TATA-Box sowie INR-Sequenz verfiigen, sondern auch sogenannte ,,Mischpromotoren®, die
entweder liber eine TATA-Box, aber keine INR-Sequenz verfiigen, als auch umgekehrt
solche, die zwar eine INR-Sequenz aufweisen, denen aber das TATA-Element fehlt (Novina
und Roy, 1996, Hampsey, 1998). Dariiber hinaus sind auch solche Promotoren bekannt,
welche die Transkription unabhingig von TATA- und INR-Element initiieren miissen, da
ihnen beide Elemente fehlen (Novina und Roy, 1996).

Da das PSTVd weder iiber eine TATA-Box, noch iiber eine INR-Region verfiigt, dennoch
aber von der Pol II transkribiert wird, muss die Stabchenstruktur selbst Bereiche représentie-
ren, die als Promotorregion von der Pol II erkannt und akzeptiert werden.

Die Position der in dieser Arbeit identifizierten Startstelle bei U 359/C 1 des PSTVd zeigt,
dass die Nukleotide im terminalen Loop am linken Ende des Stabchens liegen. Die Stidbchen-
struktur des PSTVd entspricht weitestgehend einer Hairpin-Struktur, d.h. einem doppelstréin-
gigen Bereich, der durch einen Loop abgeschlossen wird. HP-Strukturen sind als mogliches
Motiv fir die Erkennung durch die Pol II beschrieben. Mutationsanalysen zeigten bereits,
dass z.B. der HP II, der sich wihrend der sequenziellen Faltung als charakteristisches Struk-
turmotiv im (-)-Strang von PSTVd bildet, fiir die Infektion essentiell ist (Loss et al., 1991). Er
wird insbesondere diskutiert als Promotorelement fiir den zweiten Transkriptionsschritt des
PSTVd von (-) nach (+). Er bildet sich als Teil einer ,,multi-Hairpin“-Struktur und koénnte eine
Bindestelle fiir einen Transkriptionsfaktor darstellen. Dafiir spricht auch, dass der HP II einen
extrem hohen GC-Gehalt in seiner Helix aufweist und dass von kurzen GC-reichen Helices
bekannt ist, dass sie eher eine DNA-typische A-Helixform einnehmen, als die fiir RNA typi-
sche B-Helix bilden. Dies wiirde erkldren, warum ein Wechsel der Polymerase von ihrem na-
tirlichen DNA-Template auf ein atypisches RNA-Template stattfindet. Dass HP-Bereiche
eine Promotorfunktion fiir die Transkription mit der Pol II {ibernehmen kdnnen, spricht somit
auch fiir die detektierte Startstelle im linken terminalen Loop des PSTVd.

Bereits 1984 zeigten Bindungsstudien mit aufgereinigter Polymerase II aus Weizenkeimen,
dass das aufgereinigte Protein an die beiden terminalen Loops des PSTVd bindet (Goodman
et al., 1984). Mit Hilfe von analytischer Ultrazentrifugation wurde eine Bindekonstante von
1,9 x 10’ M bestimmt. Dariiber hinaus konnte zwischen zwei verschiedenen Pol II-PSTVd-
Komplexen diskriminiert werden. Zum einen existieren Komplexe, in denen ein Pol II-
Molekiil an ein PSTVd-Molekiil gebunden war, aber auch solche, wo zwei Pol II-Molekiile an
ein PSTVd-Molekiil gebunden waren. In beiden Féllen erfolgte die Bindung der Pol II an den
terminalen Loops des PSTVd. Auch diese Daten stimmen gut mit den Ergebnissen der vorlie-
genden Arbeit liberein und sprechen fiir einen Transkriptionsstart am terminalen Loop.

Dartiber hinaus zeigten Experimente, die mit einem anderen Viroid, dem peach latent mosaic
viroid (PLMVd), durchgefiihrt wurden, ebenfalls eine Bindung der Polymerase an die Enden
der Viroid-RNA (Pelchat et al., 2001). Da es sich beim PLMVd um ein Viroid handelt, dass
im Gegensatz zu PSTVd im Chloroplasten repliziert wird, wurde hier als Modell-Polymerase
in den Transkriptionsexperimenten die E. coli-Polymerase verwendet.
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b)

d)

Abb. 4.1

Schematische Darstellung der Sekundérstrukturen

von (a) potato spindle tuber viroid (PSTVA), (b, ¢) avocado sunblotch viroid (ASBVd) ((+)- und
(-)-Polaritdt) in Anlehnung an Navarro und Flores (2000) und (d) peach latent mosaic viroid
(PLMVd) in Anlehnung an Pelchat ef al., 2002. Experimentell bestimmte Startstellen der Repli-
kation sind mit einem Pfeil markiert. In allen Sekundérstrukturen liegt/liegen die Startstelle(n)
im terminalen Loop einer Hairpinstruktur.

Transkriptionsexperimente mit verkiirzten PLMVd-Transkripten als exogenem Template fiir
die E. coli-Polymerase zeigten, dass die Hairpin-Struktur alleine vollstidndig ausreichte, um
die Transkription zu vermitteln. Auch hier beginnt die Transkription im Hairpin-Loop einer
relativ langen stem-loop-Struktur. Dies trifft fiir die Transkription beider Polarititen des
PLMVd, d.h. sowohl von (+) nach (-), als auch von (-) nach (+) zu. Also wird der Transkripti-
onsstart weniger durch die RNA-Sequenz, als durch die Sekundérstruktur der RNA determi-
niert (Pelchat ef al., 2001). Weiterfiihrende Experimente zeigten, dass die Promotorelemente
fiir die Pol IT ausschlieBlich in der P11 Doméne liegen (s. Abb. 4.1).

Vergleiche mit PSTVd zeigen, dass die Sekundirstrukturen beider Viroide (PSTVd und
PLMVd) eine unverzweigte Struktur (PSTVd) bzw. einen unverzweigten Strukturbereich
(PLMVd) mit einem endsténdigen Loop aufweisen, weswegen ein Vergleich der Promotorre-
gionen fiir die beiden verschiedenen Polymerasen (E. coli-Pol. und Pol II) durchaus zuldssig
ist. Auch die an den Loop angrenzende Helix ist bei beiden Viroiden — PLMVd und PSTVd —
dhnlich. Beide Helices sind sogenannte ,,schwéchere* Helices, d.h. sie haben einen geringen
G-C-Gehalt (Pelchat et al., 2002). Dies ist wichtig, da der helikale Bereich nach Bindung der
Polymerase an ihren ,,Promotor* fiir die eigentliche Transkription aufgewunden werden muss.
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Da Viroide nicht die natiirlichen Templates der Polymerasen sind, miissen sie im Gegensatz
zu den typischen Templates viele Schritte der Replikation alternativ realisieren. Da unter
Umstidnden Proteine, welche die zur Entwindung der Helix notwendige Helikaseaktivitdt
vermitteln fehlen, muss das Aufschmelzen der an den Loop angrenzenden Helix auf einem
anderen Weg, z.B. durch eine entsprechende instabilere Basenpaarung realisiert werden.

Das HP-Motiv als Promotorfragment ist nicht auf PSTVd und PLMVd beschréinkt, sondern
ein entsprechendes RNA-Motiv ist auch von anderen RNA-Templates bekannt. So startet z.B.
auch die Replikation des avocado sunblotch viroids (ASBVd) innerhalb eines endstdndigen
Loops mit einer angrenzenden ,,schwachen* Helix (Navarro und Flores, 2000, s. auch Abb.
4.1). Auch die Transkription des ASBVd ist ,,promotor-driven®, d.h. sie wird durch ein
bestimmtes Erkennungsmerkmal initiiert und startet nicht wahllos an einem beliebigen
Nukleotid. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des PLMVd ist die Polaritit des zu trans-
kribierenden Templates nicht entscheidend, sondern auch beim ASBVd ist es die Sekundir-
struktur, die Uiber die Funktion der RNA als Promotorelement entscheidet. Auch sie weist eine
»quasi-Stabchen“-Struktur auf, bei der die Startstellen in einem endstdndigen Loop liegen.
Ebenfalls wird hier, wie auch fiir PLMVd und PSTVd, der partielle Doppelstrangcharakter
der HP-Struktur als Erkennungssignal fiir die Polymerase (hier die postulierte nuclear
encoded Polymerase, NEP) diskutiert, der den Wechsel der Polymerase von DNA zu RNA
begiinstigt.

Dariiber hinaus entsprechen Startstellen in endstéindigen HP-loops auch der Situation in Pro-
motoren viraler und subviraler RNAs einiger (+)-stringiger Pflanzenviren, bei denen eben-
falls endstindige HP-loops entscheidend fiir die Promotoraktivitit sind (Lauber ef al., 1997;
Carpenter und Simon, 1998).

Auch bei der Replikation der Hepatitis-0-Virus-(HDV)-RNA, der Satelliten-RNA des Hepati-
tis-B Virus, liegen die Startstellen in der Ndhe zu endsténdigen Loops. Das HDV besteht dhn-
lich den Viroiden aus einer einzelstringigen, zirkuldr geschlossenen RNA, die aber im
Gegensatz zu den Viroiden deutlich ldanger ist (1,7 kb), Ribozymaktivitit besitzt und fiir ein
Protein kodiert (das Hepatitis-6-Antigen). Die Replikation erfolgt iiber einen doppelten
,rolling-circle“~-Mechanismus. Die RNA des HDV weist dhnlich der Viroid-RNA einen hohen
Grad an Sequenzkomplementaritit auf, was im nativen Zustand zur Bildung einer ,,dop-
pelstringigen®, unverzweigten Stibchenstruktur fithrt. Da auch das HDV nicht fiir eine Poly-
merase kodiert, ist es wie die Viroide fiir die Replikation auf Wirtsfaktoren angewiesen. Fiir
die Replikation werden aktuell zwei verschiedene Polymerasen diskutiert, zum einen die
DNA-abhingige RNA-Polymerase II (wie fiir das PSTVd), und zum anderen eine nicht ndher
identifizierten Polymerase (Modahl et al., 2000; Macnaughton et al., 2002). Da die HDV-
RNA ebenfalls iiber keine TATA-Box verfiigt, sondern lediglich iiber eine INR-&hnliche
Sequenz, muss auch hier die Transkriptionsinitiation durch alternative Promotorelemente er-
folgen.

Bereits 1996 beschrieben Beard ef al. den linken terminalen doppelstrangigen Bereich der
genomischen HDV-RNA mit endstdndigem Loop als Erkennungselement fiir die Pol II. Es
zeigte sich, dass ein auf ~200 Nt reduziertes Fragment der RNA ausreichte, um Transkription
zu vermitteln (s. Abb. 4.2). Bei diesem Fragment handelte es sich um den extrem verkiirzten
linken stem-loop-Bereich, also auch hier wieder eine HP-Struktur, dhnlich den Viroiden
(s. Abb. 4.2). Als Transkriptionsstart wurde das Nukleotid A 1631 bestimmt, wobei interes-
sant ist, dass sowohl der interne bulge-loop (UCU), als auch der externe bulge-loop (direkt
benachbart zum terminalen loop) essentiell fiir die Transkription sind. Speziell die Betrach-
tung des internen bulge-loops macht deutlich, dass es relevante Strukturen und/oder Nukleoti-
de innerhalb einer RNA-Sequenz geben kann, die iiber das Stattfinden oder Ausbleiben von
Transkription entscheiden, ohne dass sie selbst die eigentliche Startstelle repridsentieren. Vor
diesem Hintergrund sind die Ergebnisse von Fels et al. (2001) bzw. die Mutationsanalysen
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Schematische Darstellung der potentiellen Promotorregion der HDV-RNA.

Dargestellt ist das minimale Transkriptionstemplate (199 Nt) und seine Lage innerhalb der gesamten
genomischen HDV-RNA. Die Sekundirstruktur besteht auch hier aus einer stem-loop-Struktur. Als
Promotorregion wird sowohl der stem-loop-Bereich, als auch der externe bulge-loop diskutiert
(s. gestrichelter Kasten, grau unterlegt). Ebenfalls essentiell fiir Transkription ist der interne bulge-
loop (s. gestrichelter Kasten, weill unterlegt). Das GC-Motiv konnte durch Mutationsanalysen als
Erkennungsmotiv ausgeschlossen werden. Ihm werden stabilisierende Effekte zugeschrieben. (Abb.
verdndert nach Beard ef al., 1996).

(Hu, 2000; Bannach, 2001) nicht weiter unverstandlich. Vielmehr scheint es, dass die betrach-
teten und damals als Startstellen interpretierten Nukleotide A 111 und A 325 eben solche
Nukleotide sind, die moglicherweise essentiell fiir die Transkription sind, selbst aber nicht die
Identitit von Startnukleotiden besitzen. Fiir die HDV-RNA konnte jedenfalls gezeigt werden,
dass essentielle Strukturbereiche nicht unbedingt der Startstelle entsprechen miissen. Im Hin-
blick auf die Stabchenstruktur zeigten weitere Experimente, dass ihre Zerstorung zum Verlust
der Transkription fiihrte.

Auch Transkriptionsanalysen der antigenomischen HDV-RNA zeigten eine stem-loop-
Struktur als entscheidendes Promotorelement fiir die Transkription, deren Zerstorung den
Verlust der Replikation zur Folge hatte (Filipovska und Konarska, 2000). Es kann jedoch bei
den Betrachtungen sowohl der genomischen, als auch der antigenomische HDV-RNA nicht
eindeutig bestimmt werden, ob der endstdndige loop, ein bulge-loop oder die Helix des Stéb-
chens letztlich von der Pol II erkannt werden. Lediglich ist deutlich gezeigt, dass es die Se-
kundarstruktur und nicht die Sequenz der RNA ist, die fiir die Transkription entscheidend ist,
und dass der Verlust des Stidbchens zum Verlust der Transkription fiihrt.

Dartiber hinaus ist die Bedeutung von RNA-Hairpin-Strukturen in der Regulation von
Elongation und Termination der Transkription fiir Prokaryoten deutlich besser und umfassen-
der charakterisiert (Uptain et al., 1997) als fiir Eukaryoten. Generell ldsst sich zusammenfas-
sen, dass eine definierte Hairpin-loop-Domine ein gemeinsames Erkennungsmotiv fiir die
Replikation zu sein scheint, das von verschiedenen DNA-abhingigen RNA-Polymerasen
unterschiedlicher Spezies erkannt und als Promotor akzeptiert wird.
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4.6 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit bestimmte Startstelle der PSTVd-Replikation ist ein weiterer
Beitrag zur detaillierten Aufklarung des ,,rolling-circle*-Mechanismus. Dariiber hinaus ist das
in dieser Arbeit etablierte Aufreinigungsverfahren, neu-transkribierte PSTVd-RNA aus dem
Transkriptionsansatz zu isolieren und so molekularbiologischen Untersuchungen zuginglich
zu machen, ein geeignetes Verfahren — trotz aller Schwierigkeiten —, um auch den Trans-
kriptionsschritt von (-) nach (+) zu untersuchen. Es miissten hierzu weitere Optimierungsar-
beit hinsichtlich der unter 4.2 diskutierten Probleme linearer (-)-RNA als exogenem Template
geleistet werden. AuBlerdem erlaubt das etablierte Aufreinigungsverfahren eine intensivere
Untersuchung des ersten Replikationsschrittes. Es wiirden sich Mutationsanalysen sowohl
beziiglich des detektierten Startnukleotids, als auch der angrenzenden Helix anbieten, mit
denen die gewonnenen Ergebnisse untermauert und eventuell zusitzliche Erkenntnisse
gewonnen werden konnen. Dariiber hinaus konnte durch weitere Optimierungsarbeit die Aus-
beute an isolierten, neu-synthetisierten Transkripten gesteigert werden, um weitere moleku-
larbiologische Analysen durchfiihren und so die neu-entstandenen Transkripte weiter
charakterisieren zu kdnnen.



Zusammenfassung 109

5. Zusammenfassung

Viroide sind kleine Pflanzenpathogene, die nur aus einem zirkuldiren RNA-Genom bestehen.
Sie werden hauptséchlich in zwei Familien unterteilt, Pospiviroidae und Avsunviroidae. Der
namensgebende Vertreter der Pospiviroidae — das Potato Spindle Tuber Viroid (PSTVd) —
war Untersuchungsobjekt der vorliegenden Arbeit. Es besteht aus einer einzelstrdngigen,
zirkulédr geschlossenen RNA von 359 Nukleotiden. Es kodiert fiir kein Protein und ist somit,
sowohl was die Replikation des Genoms, als auch den Transport innerhalb der Pflanze angeht,
vollstindig auf Wirtsfaktoren angewiesen. Um die Wirts“maschinerie” nutzen zu konnen,
bedient sich das PSTVd einer Art ,strukturellen Mimikry®, d.h. iiber speziell ausgebildete
Strukturelemente wird die Erkennung durch wirtsspezifische Proteine bzw. Faktoren
vermittelt und das Uberleben im fremden Organismus garantiert. Uber die spezifische
Wechselwirkung des PSTVd mit den Proteinen des Wirts ist wenig bekannt. Sicher ist, dass
die Replikation iiber einen asymmetrischen rolling-circle-Mechanismus verlduft, bei dem die
Transkription der Viroid-RNA beider Polarititen durch die DNA-abhidngige RNA-
Polymerase II (Pol II) erfolgt. In der vorliegenden Arbeit konnte das Startnukleotid fiir die
Pol IT auf dem zirkuldren (+)-Strang bestimmt werden.

Zuvor war die Etablierung eines Verfahrens zur Aufreinigung der entstandenen (-)-RNA-
Transkripte notwendig. Das Prinzip der Aufreinigung bestand in einer Biotin-Streptavidin-
vermittelten Affinitdtschromatographie. Durch insgesamt drei hintereinander durchgefiihrte
Aufreinigungsschritte konnten sowohl die Nukleinsduren des Transkriptionsansatzes, als auch
das Transkriptionstemplate (cPSTVd) abgetrennt, und das reine neu-entstandene Transkript
isoliert werden.

Grundlage fiir die Transkriptionsanalysen bildete ein in-vitro-System, bestehend aus einem
Kernextrakt nicht-infizierter Kartoffelzellkulturen, in welchem die Pol II ausgehend von
exogen zugegebenem PSTVd die entsprechende, komplementidre RNA synthetisiert. Das im
Anschluss an die Transkription aufgereinigte und isolierte Transkript konnte schlieBlich
mittels Primer-Extension-Analysen hinsichtlich seines 5’-Endes untersucht werden. Da das
5’-Endnukleotid des entstandenen Transkripts dem ersten Nukleotid entspricht, das von der
Polymerase eingebaut wurde, konnten Riickschliisse auf die Startstelle des cPSTVd gezogen
werden. So konnte fiir das PSTVd auf dem zirkuldren (+)-Strang eine Startstelle fiir die Pol 11
bei U 359/C 1 bestimmt werden, die in verschiedenen Transkriptionsansédtzen mit unabhéngig
voneinander priparierten Kernextrakten bestétigt wurde. Erstmals gelang auch die Detektion
der identischen Stelle mit einem zweiten, unabhidngigen Viroidprimer. Durch Sequenz-, vor
allem aber durch Strukturvergleiche der PSTVd-Startdomidne mit anderen Startnukleotiden
sowie Promotorbereichen weiterer Viroide bzw. RNA-Promotoren konnte die Relevanz der
Haarnadelstruktur im Startbereich als verbreitetes Promotorelement bestétigt werden. Nach
diesen Ergebnissen verlduft die Erkennung der (+)-strdngigen Viroid-RNA iiber die
Erkennung der Sekundirstruktur, d.h. die Pol II erkennt die stem-loop-Struktur, wobei die
Primirsequenz eine untergeordnete Rolle spielt. Diese Interpretation deckt sich mit
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen zur Untersuchung von RNA-Promotoren und
untermauert die Hypothese, dass die ,,strukturelle Mimikry* der entscheidende Vorteil des
Viroids in einem fremden Organismus ist, der es erlaubt, die Wirtsproteine zum eigenen
Uberleben zu nutzen.
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