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1. Einleitung

Virale Infektionen von Pflanzen stellen eine bedeutende Schadensquelle in der weltweiten
Agrarwirtschaft dar. Durch reduziertes oder verandertes Wachstum, Deformationen von Friichten
oder nekrotische Erscheinungen werden Ernteertrage reduziert. So wurde 2013 ein jahrlicher
Verlust der globalen Feldertrage von etwa 15 % errechnet, welcher auf pflanzliche Erkrankungen
vor der Ernte zurlickgeht [1]. Etwa die Halfte dieser Erkrankungen ist viralen Ursprungs [2]. Aus
diesen Verlusten resultiert ein wirtschaftliches und akademisches Interesse an der Untersuchung
viraler Infektionen von Okonomisch relevanten Pflanzen, vor allem Bedecktsamern
(Angiospermen), und deren antiviralem Immunsystem. Zusatzlich ergaben sich im Verlaufe der
Studien viraler Infektionen bei Pflanzen diverse virusbasierte Anwendungsfelder im
molekularbiologischen und biotechnologischen Bereich. So kdnnen virale Vektoren als
Plattformen flir den gezielten Gen-knock-down dienen [3] oder Genexpressionsplattformen
darstellen [4,5]. Zudem finden einzelne virale Proteine wie das tombusvirale p19-Protein
Anwendung im labortechnischen Bereich etwa zum Detektieren von microRNAs (miRNAs) oder

als Transfektionsagenz fur small-interfering-RNAs (siRNAs) [6,7].

Da es sich bei der Mehrzahl der Pflanzenviren um (+)-Strang-RNA-Viren handelt - Scholthof et al.
beschreiben 2011 sieben der zehn nach wirtschaftlichem und akademischem Interesse
wichtigsten Phytoviren als Einzelstrang-RNA-Viren, sechs davon mit positiver Orientierung [8] -,
ist das im Folgenden vorgestellte antivirale RNA-silencing als gegen RNA-Molekile gerichtete

Immunantwort als eines der wichtigsten Immunsysteme in Pflanzen anzusehen [9].

1.1 Das RNA-silencing

Der Mechanismus des RNA-silencings (auch RNA-Interferenz, RNAI) ist in Eukaryoten hoch
konserviert [10,11]. Es handelt sich dabei um einen Mechanismus des RNA-Metabolismus, mit
dessen Hilfe aus RNA-Induktor-Molekilen kleinere RNAs hergestellt (prozessiert) werden, welche
nach Einbau in gréRere Effektor-Komplexe diese Komplexe zu komplementaren Nukleotid-
Sequenzen dirigieren. Dort findet dann eine Stilllegung (engl. silence — die Stille) bzw. eine

Regulation der Aktivitat dieser Ziel-Nukleinsaure statt.

In Pflanzen (und anderen Organismen) erflllt RNA-silencing im Wesentlichen drei biologische

Funktionen: eine Immunantwort gegen Pathogene inklusive Viren [12—-14], eine Inhibierung von

1
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MRNA-Expressionen durch posttranskriptionelles Gen-silencing (auch PTGS) [15,16] und eine
negative Regulation von mRNA-Transkriptionen durch DNA-Methylierung (transkriptionelles Gen-
silencing, TGS) [17]. Die daflir bendtigten Hauptkomponenten werden im folgenden Abschnitt

vorgestellt.

1.1.1 Komponenten des RNA-silencings in Angiospermen
1.1.1.1 Kleine RNAs (sRNAs)

Im Wesentlichen kdénnen drei Hauptgruppen von kleinen RNAs (small-RNAs, sRNAs) definiert
werden: MicroRNAs (miRNAs), small-interfering-RNAs (siRNAs) und piwi-interacting-RNAs
(piRNASs). Letztere sind in Pflanzen nicht beschrieben, besitzen in tierischen Keimlinien jedoch
Funktionen in der Regulation von Transposons und fungieren in der antiviralen Antwort gegenlber

eindringenden Fremdnukleinsauren.

SiRNAs und miRNAs sind in der Regel doppelstrangige RNA-Duplex-Molekiile mit einer Lange
von 20-24 nt [18] und werden durch Dicer-like-Proteine (DCLs) aus RNA-Vorlaufermolekilen
prozessiert [18—20]. Im Allgemeinen werden sie zudem durch Phosphatgruppen am 5°-Ende und
2 ntlange Uberhange am 3°-Ende charakterisiert [21,22]. AuBerdem findet eine Stabilisierung von
sRNAs in Pflanzen durch 2°-O-Methylierung durch die Methyltransferase HUA Enhancer 1 (HEN1)
statt [23—-25]. Die Methylierung am 3’-Ende der RNA-Molekdle inhibiert eine Polyuridinylierung
durch HEN1 Suppressor 1 (HESO1) [26], welche ansonsten ein Abbausignal flr die sRNA via
Small RNA degrading nuclease 1 (SDN1) darstellen wiirde [27].

MiRNAs sind endogene sRNAs, welche als Suppressoren von mRNAs fungieren. Dabei werden
vor allem mRNAs von Transkriptionsfaktoren (bei etwa zwei Drittel der miRNAs) aber auch von
Proteinen mit Funktionen in der Stressantwort, Proteinen in Hormonsignalwegen oder auch von
Proteinen mit Funktionen in Entwicklung und Wachstum der Pflanzen negativ reguliert [28—31].
MiRNAs werden meist durch DCL1 aus Polymerase-II-Transkripten, welche Haarnadel-Strukturen
bilden, prozessiert (siche auch Abschnitt 1.1.3) [28,29,32,33]. Ebenso wie die Haarnadel-
Strukturen weisen auch die RNA-Strange der miRNA-Duplex-Molekile in der Regel keine
vollstandige Basenkomplementaritdt zueinander nach dem durch Watson und Crick
beschriebenen Basenpaarungsmuster auf. Beide Strange eines miRNA-Duplex werden dabei
unterschiedlich bezeichnet. Der funktionell aktive Strang wird in der Literatur zumeist (+)-Strang,
auch guide-Strang oder auch als miRNA selbst bezeichnet. Demgegenilber steht der *-Strang
(gesprochen star-Strang), welcher auch passenger-Strang genannt werden kann. Beide Strange
werden im Zytoplasma der Zellen in zumeist AGO1-enthaltende RNA-induced silencing

complexes (RISCs) inkorporiert, welche nach Entfernung der *-Strange zu den jeweiligen Ziel-
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RNAs durch die (+)-Strange geleitet werden [34—36]. Die Ziel-RNAs werden daraufhin inaktiviert,
wobei dies abhangig aber auch unabhangig von einer endonukleolytischen Spaltung geschehen
kann [20,37,38]. MiRNAs sind in Pflanzen weit verbreitet. So gibt es in Embryophytae acht
konservierte miRNA-Familien [39]. Alle Angiospermen weisen 21 gemeinsame miRNA-Familien
auf. Prinzipiell wird dabei unterschieden in konservierte miRNA-Familien, welche intrazellular sehr
abundant vorliegen, und in deutlich variablere, weniger weit verbreitete (teilweise
speziesspezifische) und evolutionar viel jingere miRNA-Familien [39—41]. In der Publikation von
Jagtap und Kollegen (2014) wird ein Unterschied in der Konservierung von Sequenzen und
miRNA-Struktur auch bei den in dieser Arbeit bearbeiteten miR168- und miR403-Familien
aufgezeigt [42]. So ist die miR168-Familie innerhalb der Angiospermen deutlich weiter verbreitet

als die miR403-Familie und weist einen héheren Konservierungsgrad auf.

Eine weitere Gruppe kleiner RNAs stellen siRNAs dar. Diese sind kleine RNA-Duplex-Strukturen
mit einer Lange von 21-24nt [43-45,17]. Sie werden dabei aus doppelstrangigen
Vorlaufermolekiilen zumeist durch DCL2, DCL3 und DCL4 prozessiert (seltener durch DCL1). Die
Vorlaufermolekile sind dabei haufig Produkte endogener RNA-abhangiger RNA-Polymerasen
(RDR) [18,19,44-47]. Bei siRNAs konnen zunachst endogene und exogene siRNAs
unterschieden werden. Die endogenen siRNAs kénnen wiederum in verschiedene Gruppen wie
hairpin-derived-siRNAs (hp-siRNAs), natural-antisense-siRNAs (natsiRNAs), sekundare siRNAs
oder heterochromatic-siRNAs (hetsiRNAs) unterteilt werden [47]. Fir die vorliegende Schrift von
Relevanz sind dabei die siRNAs, welche als Funktionstrager der antiviralen Immunantwort von
Embryophytae fungieren kénnen (siehe auch Abschnitt 1.1.2) [48]. Dies beinhaltet exogene
siRNAs, welche dabei aus viraler doppelstrangiger RNA prozessiert werden [19,46,49,50], aber
auch endogene siRNAs, welche Uber den Mechanismus der sekundaren siRNAs entstehen
kénnen [51-54]. Die letztgenannten siRNAs kénnen im Allgemeinen als Ubergruppierung einer
Reihe von siRNAs gesehen werden, denen in jedem Fall die Aktivitdt anderer kleiner RNAs
vorangeht. Dabei werden einzelstrangige RNA-Molekiile durch sRNA-vermittelte AGO/RISC-
Aktivitat (siehe Abschnitt 1.1.1.3) gespalten, durch eine endogene RDR in doppelstrangige RNA
umgewandelt und durch DCL2 oder DCL4 in sekundéare siRNAs prozessiert [47,55]. Ein Uberblick
der sRNAs in Pflanzen einschlieRlich der im Text nicht naher beschriebenen Gruppen ist in
Abbildung 1.1 dargestellt.
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Abbildung 1.1: Darstellung einer Einteilung von sRNAs in Pflanzen, modifiziert nach Borges und
Martienssen (2015) [47]
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1.1.1.2 Dicer-like-Ribonukleasen

Doppelstrangige RNAs werden in Pflanzen durch Typ-llI-Ribonukleasen in sRNAs prozessiert,
welche Dicer-like-Proteine (DCLs) genannt werden [56]. Sie sind pflanzliche Orthologe zu Dicer,
einer Ribonuklease aus Drosophila melanogaster, welche doppelstrangige RNA in sRNAs
prozessiert und an der miRNA-Synthese beteiligt ist [57]. Die Bezeichnung ist dabei vom Verb to
dice (engl.: in Wirfel schneiden) abgeleitet, da auch Dicer Stlicke definierter Gré3e von
Doppelstrang-RNAs ,abschneidet®. Dicer-Orthologe sind Multidom&nen-Proteine, welche sechs
Domanen enthalten kénnen [58]: eine DEAD-box-Domane (RNA-Helikase-Domanen mit ATPase-
Aktivitat), eine Helikase-C-Domane, eine DUF-283-Doméne unbekannter Funktion, eine PAZ-
Domane (Piwi/Argonaute/Zwille, eine Domane, die auch in Argonaute-Proteinen konserviert
vorliegt), eine RNase-lll-Domane und eine oder zwei dsRBDs (Doppelstrang-RNA-
Bindedomanen). Diese liegen gewdhnlich in der hier genannten Reihenfolge vom N-Terminus aus
betrachtet vor [58]. Die PAZ-Domane, die RNase-lll-Doméne und die dsRBDs nehmen
Ublicherweise an der sRNA-Prozessierung teil [59]. Dabei bindet die PAZ-Domane, welche auch
in AGO-Proteinen konserviert vorliegt, vor allem an das 3’-Ende und hat eine Funktion in der

Langenabmessung der kleinen RNAs [60].

In Arabidopsis thaliana (A. thaliana) sind vier DCL-Proteine beschrieben. Diese bilden den, bei
Pflanzen allgemein Ublichen, Satz an DCLs zur Prozessierung endogener, kleiner RNAs [58]. In
Monokotyledonen tritt zusatzlich noch ein flinftes DCL-Protein auf. DCLs erflllen dabei
voneinander abzugrenzende Funktionen, kénnen jedoch teilweise auch redundant wirken [46].
DCL1 wirkt als miRNA-Prozessor, indem es hauptsachlich 21 nt lange miRNA-Duplex-Molekiile
aus den Haarnadel-Vorlaufer-RNAs ausschneidet [29,58]. DCL2 prozessiert vornehmlich 22 nt
lange siRNAs aus doppelstrangiger RNA. Neben der Produktion von natsiRNAs hat DCL2 zudem
eine Funktion in der antiviralen Immunantwort [18,19,44,46,47]. DCL3 katalysiert die Produktion
von vornehmlich 24 nt langen siRNAs, welche vor allem durch DNA-Methylierung im TGS
involviert sind [17,61]. DCL4 ist an der Prozessierung 21 nt langer siRNAs, wie zum Beispiel
tasiRNAs, beteiligt, welche neben Funktionen im PTGS auch antivirale Bedeutungen fiir die
pflanzliche Zelle haben kdnnen (siehe auch Abschnitt 1.1.1.1) [18,19,43,45,46,62,63]. Im Zuge
viraler Infektionen von Pflanzen sind einige hierarchische Verknipfungen der DCL-Aktivitaten von
Bedeutung: So haben sowohl DCL2 als auch DCL4 eine antivirale Funktion, jedoch ist zunachst
DCL4 im antiviralen RNA-silencing involviert. Erst bei dessen Inhibierung wird die DCL4-Aktivitat
redundant durch DCL2 ersetzt [46]. Zudem wird ein DCL-Homo6ostase-Netzwerk vermutet, in dem
die Expression von DCL3 und DCL4 von der DCL1-Aktivitat abhangt [51,64]. Bei hoher DCL1-
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Abundanz in den Zellen sind die DCL3- und DCL4-Abundanzen und -Aktivitdten intrazellular

erniedrigt. Ein dazugehoriger Mechanismus ist bisher nicht bekannt.
1.1.1.3 Argonaute-Proteine

Argonaute-Proteine (auch AGOs oder AGO-Proteine) bilden die zentralen Bestandteile der RNA-
induced silencing complexes (RISCs) und sind in Eukaryoten wie Prokaryoten weit verbreitet [65].
Der Name Argonaute leitet sich dabei vom Phanotyp einer A.-thaliana-Pflanze mit AGO1-knock-
out ab [66]. Die aufgerollten Blatter der ago7-Pflanzen weisen optische Ahnlichkeiten mit
Tentakeln des KopffiiRers Argonauta argo auf. Die Funktion der AGO-Proteine kann mit der
Inkorporation der sRNA-Duplex-Molekile, dem Entfernen des jeweiligen passenger-Strangs und
der Inaktivierung der Ziel-Nukleinsaure, welche eine Basen-Komplementaritat zum verbliebenen
guide-Strang aufweist, zusammengefasst werden [67]. Bei AGO-Proteinen handelt es sich um
Multi-Domanen-Endoribonukleasen. Deren Doméanenstruktur ist dabei hochkonserviert: So
weisen alle eukaryotischen AGO-Proteine eine variable N-terminale Doméane, eine PAZ-Domane,
eine MID(middle)-Domane und eine PIWI(P-element-induced wimpy testis)-Doméane, in dieser
Reihenfolge vom N-Terminus an auf [67]. Die MID-Domane bildet dabei eine basische Nukleotid-
Bindungsdoméane, welche vor allem am 5°-Phosphat des verbleibenden guide-Strangs mit der
sRNA assoziiert. Zudem zwingt sie die RNA in eine helikale Form, was die Interaktion mit der Ziel-
Nukleinsaure erleichtert [68—71]. Die PIWI-Domane stellt das RNase-H-artige, aktive Zentrum der
nukleolytisch aktiven AGO-Proteine [71-73]. Die PAZ-Doméane bindet das 3'-Ende der guide-
Strange. Dies schitzt die RNA vor Abbau durch RNasen [74-76]. Die N-terminale Domane ist
bedeutsam fir die endonukleolytische Spaltung der Ziel-RNA und fir das Entfernen der
passenger-Strange [77-79]. Letzteres kann dabei von einer endonukleolytischen Spaltung

abhangig oder unabhangig vonstattengehen.

In A. thaliana wurden zehn Gene flir AGO-Proteine beschrieben, deren Orthologe in den meisten
Dikotyledonen verbreitet sind. Jedoch wird das Ago8-Gen als inaktiv vermutet. Die AGO-Proteine
sind in drei Kladen - also phylogenetischen Gruppen - angeordnet [80]. Dabei enthalt die erste
Klade AGO1, AGOS und AGO10. Die zweite besteht aus AGO2, AGO3 und AGO7. AGO4, AGO6
und AGQOS9 bilden die dritte Gruppe. Diese letzte Gruppe wird hauptsachlich mit dem TGS in
Verbindung gebracht. Die biologische Bedeutung der anderen beiden Kladen ist teilweise
Uberlappend. AtAGO1 ist dabei als hauptsachlicher Bestandteil von miRNA-RISCs beschrieben,
welcher ubiquitar in allen Geweben exprimiert wird [29,81,82]. Jedoch kénnen auch andere AGO-
Proteine Funktionen im miRNA-vermittelten PTGS erflllen [83-87]. Beispielsweise kann eine
miR168-abhangige Funktion von AGO10 in der AGO1-Regulation vermutet werden, die jedoch
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ansonsten durch AGO1 selbst vermittelt wird (Autoregulation) [88]. Zudem konnen viele AGO-
Proteine der ersten beiden Kladen antivirale Funktionen erflillen. Je nach Virustyp und
Wirtsorganismus - gemeint ist dann das jeweilige AGO-Ortholog - kdnnen unterschiedliche AGO-
Proteine in der selben Pflanze diese Funktion erfiillen [89]. Die hauptsachlichen Akteure der
Virusabwehr stellen AGO1 und AGO2 dar.

Die Frage, welche Funktion welches AGO-Protein erflillt, hangt mit der inkorporierten sRNA und
deren Zielsequenz zusammen. Pflanzliche AGO-Proteine weisen dabei
Inkorporationspraferenzen fir bestimmte Merkmale kleiner RNAs auf. So konnte bei AtAGO-
Proteinen eine Selektion kleiner RNAs nach dem 5°-Nukleotid des guide-Stranges und der Lange
der kleinen RNA nachgewiesen werden [35,90,91]. AfAGO1 weist beispielsweise eine bevorzugte
Inkorporation kleiner, 21 nt langer RNAs mit einem Uracil am 5°-Ende auf. Bei AtAGO2 wird ein
Adenin am 5°-Ende bevorzugt. Zudem konnte auch ein Einfluss der Doppelstrangstruktur der
sRNA-Duplex-Molekile auf die Inkorporation in AtAGO1 gezeigt werden. So werden
vorzugsweise miRNAs mit einer Basenpaarung am 15. Nukleotid des (+)-Stranges in AGO1 oder
AGO?2 inkorporiert [92]. AGO1 toleriert zudem zentral gelegene Basenfehlpaarungen im RNA-
Duplex, was bei AGO2 hingegen nicht der Fall ist.

Die Funktion der AGO-Proteine kann bei RNA-Zielsequenzen entweder auf einer
endonukleolytischen Spaltung (slicer-Aktivitat) oder auf einer slicer-unabhangigen Inhibtion der
Translation beruhen [20,37,38,93]. Eine slicer-Aktivitat bei endonukleolytisch aktiven AGO-
Proteinen findet grundsatzlich bei grofler Basenkomplementaritdt zwischen der im RISC
inkorporierten guide-RNA und der Ziel-RNA statt [94]. Sie stellt eine hydrolytische Spaltung
zwischen zehntem und elftem Nukleotid des dann gepaarten Doppelstranges, gezahlt vom 5°-
Ende der guide-RNA, dar [21,95] und kann sowohl bei miRNA-vermittelter RISC-Aktivitat als auch
bei siRNA-vermittelter RISC-Aktivitat auftreten. Zudem kann eine slicer-unabhangige, miRNA-
vermittelte Inhibition der Translation der Ziel-mRNA stattfinden. In pflanzlichen Systemen sind
dafiir neben den ebenso in Tieren beschriebenen Basenpaarungen der seed-Sequenz (Nukleotid
zwei bis neun der guide-RNA) auch Basenpaarungen im 3’-Bereich der guide-RNA mit der Ziel-
Sequenz fir eine AGO-Aktivitdt notwendig [37]. Ein Mechanismus hierzu ist jedoch nicht
aufgeklart. Dennoch zeigen die Daten von lwakawa und Tomari (2013), dass die slicer-
unabhangige Translationsrepression in Pflanzen hauptsachlich auf einer sterischen Blockade der
Ribosomen und somit der Elongation beruht [37]. Der in Tieren verbreitete Mechanismus der

Repression der Translationsinitiation ist demnach in Pflanzen eher unterreprasentiert.
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1.1.1.4 RNA-abhangige RNA-Polymerasen

RNA-abhangige RNA-Polymerasen (RDRs) sind endogene Proteine, welche RNA-Molekiile
entlang eines RNA-templates synthetisieren. Sie sind in Pflanzen haufig an der Bereitstellung von
Vorlaufermolekilen fir die siRNA-Synthese beteiligt (siehe auch Abschnitt 1.1.1.1). Lange
Doppelstrang-RNAs kdénnen dabei mit oder ohne Primer synthetisiert werden [96,97]. In
Eukaryoten sind RDRs weit verbreitet und treten phylogenetisch in drei Kladen auf: RDRa, RDRf
und RDRYy [98,99]. Dabei ist die B-Gruppe in Pflanzen nicht vertreten. In A. thaliana sind sechs
RDRs beschrieben. RDR1, RDR2 und RDR6 reprasentierten dabei die RDRa-Gruppe. RDR3,
RDR4 und RDRS gehéren zur RDRy-Klade [99]. Im Zuge der antiviralen Immunantwort nehmen
RDRs eine wichtige Stellung ein, da sie durch die Bereitstellung doppelstrangiger, viraler RNA die
Produktion sekundarer, viraler siRNAs ermoglichen [100]. Loss-of-function-Mutationen von RDR1
[54,101], RDR2 und RDR6 [51,102] in A. thaliana erhdhen dementsprechend die Anfalligkeit
dieser Pflanze fir virale Infektionen. Fir RDR1 und RDR6 konnten dhnliche Beobachtungen auch
in anderen Pflanzen gemacht werden. So ist es nicht verwunderlich, dass die ausgepragte
Infizierbarkeit der Modellpflanze Nicotiana benthamiana durch viele Viren mit einer 72-nt-Insertion

mit Stopp-Codon in der codierenden Sequenz von RDR1 verknipft ist [103].
1.1.2 Das antivirale RNA-silencing

Da die meisten Pflanzenviren ein einzelstrangiges RNA-Genom mit positiver Polaritat aufweisen
[8], fungiert ein RNA-silencing-Mechanismus als hauptsachliche, intrazellulare Immunantwort der

Pflanzen auf einen phytoviralen Befall [9,48]. Diese kann formal in drei Stufen gegliedert werden.

In der ersten Stufe wird virale Doppelstrang-RNA als sogenanntes pathogen associated molecular
pattern erkannt [104,105] und durch DCL4 zusammen mit dessen Ko-Faktor DRB4 zu exogenen,
viralen siRNAs (vsiRNAs) prozessiert [19,46,49,50]. Alternativ dazu kann die Prozessierung auch
durch DCL2 erfolgen [18,46,50]. Dafir benétigte doppelstrangige RNA kdnnen
Replikationsintermediate, also die genomische RNA des Virus assoziiert an eine komplementare
Gegenstrang-RNA [106], die genomische RNA selbst, welche haufig viele Haarnadelstrukturen
aufweist [107], oder virale mMRNAs mit Sekundarstrukturen sein. Jedoch sind
Replikationsintermediate zumeist vor dem Zugriff durch pflanzliche Nukleasen geschiitzt, da die
Replikation in der Regel in Membranvesikeln stattfindet [106,108]. Somit sind einzelstrangige,

genomische RNA-Molekiile als DCL-Substrate wahrscheinlicher [109].

In der zweiten Stufe werden die 21 nt oder 22 nt langen vsiRNAs in AGO-Proteine inkorporiert

und formen mit diesen und anderen Proteinen die antiviralen RISCs. Diese werden dann zu viralen
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Ziel-RNAs mit komplementaren Sequenzen zur jeweiligen guide-RNA geleitet, welche durch
endonukleolytische Spaltung inaktiviert werden [21,64,94,95,110]. Dabei kénnen verschiedene
AGO-Orthologe in verschiedenen Pflanzen zum Einsatz kommen [89]. In A. thaliana konnten in
AGO1 [110,111], AGO2 [90,110-112], AGO5 [90] und AGO10 [111] erhdhte vsiRNA-Mengen im
Zuge viraler Infektionen nachgewiesen werden. AGO1 und AGO2 stellen die hauptsachlichen

antiviral wirkenden Effektoren dar [89]. Dies ist auch in Nicotiana benthamiana der Fall [89].

Die dritte Stufe stellt eine Amplifikation des silencing-Signals dar. Dabei werden gespaltene Ziel-
RNAs der vsiRNAs durch endogene RDR-Proteine, vorzugsweise RDR6 und dessen Ko-Faktor
SGS3 oder RDR1, in doppelstrangige RNAs umgewandelt [51,52,102,110,113,114]. Diese
kénnen erneut als Substrat fir DCL4 oder DCL2 dienen und werden zu sekundaren vsiRNAs
prozessiert, welche dann in die umgebenden Gewebe durch die Plasmodesmata eindringen
kénnen und Uber das Phloem grofiere Strecken innerhalb der Pflanze zurticklegen [52]. Da durch
sekundare vsiRNAs auch Distanzen von mehr als 15-Zellen Uberwunden werden kdnnen, kann
eine systemische Immunitat gegen das infizierende Virus generiert werden [54,115-117].
Abbildung 1.2 stellt das antivirale RNA-silencing schematisch dar.
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des antiviralen RNA-silencings in Pflanzen. Dargestellt sind
die drei im Text beschriebenen Stufen des antiviralen RNA-silencings: 1. Prozessierung der viralen RNA
durch DCL-Proteine in vsiRNAs. 2. Inkorporation der vsiRNAs in AGO-Proteine, welche dann von den
guide-Strangen zu den viralen Ziel-RNAs geleitet werden. Dort erfolgt dann eine endonukleolytische
Spaltung der viralen RNA. 3. Amplifikation des silencing-Signals durch Umwandlung der RNA-
Spaltfragmente zu doppelstréangiger RNA und durch anschlielende Prozessierung zu sekundaren vsiRNAs,
welche durch Diffusion benachbarte Zellen immunisieren kdnnen oder aber in den silencing-Kreislauf erneut
eintreten.

1.1.3 Die miRNA-vermittelte Regulation der Genexpression

Eine andere Form des RNA-silencings, welche fir diese Arbeit bedeutsam ist, stellt das miRNA-
vermittelte RNA-silencing dar [20]. Dies ist eine Form des PTGS und in Eukaryoten weit verbreitet.
Bei dieser Art der Regulation von Genexpressionen werden in Pflanzen zunachst primare miRNA-
Vorlaufermolekile (pri-miRNAs) durch Polymerase-ll synthetisiert [118,119]. Diese bilden
Haarnadelstrukturen mit unvollstandiger Basenpaarung. Im Anschluss werden diese Strukturen
durch DCL1 und dessen Ko-Faktor HYL1 [120] zunachst initial an der Basis der Haarnadel in

miRNA-precursor-Molekile (pre-miRNAs) prozessiert und erneut durch DCL1 zu 21 nt langen

10
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miRNA-Duplex-Molekllen umgewandelt [121-123]. Nach Export ins Zytoplasma [124] werden die
Duplex-Molekiile zunachst durch eine 2°-O-Methylierung der 3’-Enden der RNA-Strange durch
HEN1 stabilisiert [23—25] und anschlieend in AGO-Proteine inkorporiert. Neuere Studien legen
jedoch nahe, dass die Inkorporation in AGO-Proteine auch bereits im Nukleus erfolgen konnte
[125]. Entsprechend der Uberproportional haufig auftretenden Uracil-Basen am 5°-Ende der
miRNA-(+)-Strange werden diese bevorzugt in AGO1 inkorporiert [35,90]. Dennoch sind auch fir
AGO5, AGO7 und AGO10 miRNA-Inkorporationen beschrieben [45,83—88]. Die mit den AGO-
Proteinen gebildeten miRNA-RISCs werden durch die inkorporierten guide-RNAs zu ihren
komplementéaren Ziel-Sequenzen — meist Sequenzen in mMRNA-Molekilen — geleitet [34,36]. Die
Inaktivierung dieser Nukleinsauren stellt dementsprechend eine posttrankriptionelle Regulation
der Genexpression dar. Abbildung 1.3 fasst diesen Mechanismus schematisch zusammen.
Zudem kann das miRNA-Signal zur Erzeugung sekundarer kleiner RNAs, den tasiRNAs, fihren
[43,45,62,63]. MiRNAs in Pflanzen erflllen haufig Funktionen in der Stressantwort, in
Hormonsignalwegen oder in Entwicklung und Wachstum der Pflanzen [28-31]. AufRerdem
befinden sich einige Komponenten des antiviralen RNA-silencings und anderer pflanzlicher
Immunsysteme unter regulatorischer Kontrolle durch miRNAs, was das miRNA-vermittelte PTGS

im Zuge viraler Infektionen relevant macht [126].
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des im Text beschriebenen, miRNA-vermittelten PTGS

1.1.4 Das Zusammenspiel von siRNA- und miRNA-vermitteltem RNA-silencing bei

viralen Infektionen von Pflanzen

RNA-silencing-Signalwege kénnen vereinfacht ausgedriickt zwei Funktionen in Lebewesen
aufweisen: Die Inaktivierung von Fremdnukleinsauren, beispielsweise viralen Ursprungs, oder die
Feinabstimmung der Expression der eigenen Gene. In Pflanzen werden — ebenso wie in
Nematoda und Arthropoda — beide mégliche Aufgaben durch silencing-Mechanismen gleichzeitig
erfullt. Davon abgesehen Uberwiegt in Prokaryoten der Aspekt der Inaktivierung von
Fremdnukleinsauren, wohingegen in Chordata RNA-silencing vornehmlich als System der

Regulation von Genexpressionen in Erscheinung tritt [10].

Im Kontext viraler Infektionen von Pflanzen sind antivirale Immunantwort und miRNA-vermitteltes

RNA-silencing miteinander verkniipft. Dies wird zunéchst durch Komponenten-Uberlappungen
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beider RNA-silencing-Mechanismen deutlich: So ist AtAGO1 und dessen Orthologe sowohl ein
wesentlicher miRNA-Effektor als auch eine der bedeutsamsten antiviralen RISC-Komponenten
[29,35,81,82,89]. Die DCLs kénnen jeweils eingeschrankt redundant die Funktionen der jeweils
anderen ausfiillen [19,46,127-129]. RDR-Aktivitdten sind sowohl fir die Verstdrkung des
antiviralen silencing-Signals wahrend einer viralen Infektion der Pflanze als auch fir die
Ubertragung einiger miRNA-Signale in tasiRNAs essentiell [43,45,51,52,62,63,102,110,113,114].

Dabei kommen auch dieselben RDRs zum Einsatz.

Zudem stehen viele Gene von Komponenten des RNA-silencings selbst unter negativ
regulatorischer Kontrolle von miRNAs: Die Aktivitit von AGO1 wird durch einen
autoregulatorischen Kreislauf miR168-vermittelt kontrolliert [81,82,130,131]. Die Translation von
DCL1 wird durch die Aktivitat von miR162 inhibiert [32]. AuRerdem werden die Expressionen der
MmRNAs der nah verwandten AGO2 und AGO3 durch die Aktivititen von miR403 in einigen
Angiospermen negativ reguliert [16,43]. Zusatzlich zu diesen bekannten Regulationswegen ist
eine negative Regulation der DCL3- und DCL4-Aktivitdten durch DCL1 in A. thaliana indiziert
[51,64]. Bislang konnte dieser Regulation zwar kein Signalweg zugeordnet werden, es ist aber zu
vermuten, dass auch dieser Einfluss miRNA-vermittelt ist. Martinez de Alba und Kollegen deuteten
auf Basis ihrer Ergebnisse 2011 folgenden Zusammenhang an: Das siRNA-vermittelte Transgen-
silencing durch exogene RNAs insgesamt befindet sich unter generell negativer regulatorischer
Kontrolle durch das miRNA-vermittelte RNA-silencing [132]. Damit ergibt sich das Modell des
antiviralen RNA-silencings unter regulatorischer Kontrolle durch das miRNA-vermittelte PTGS.

Dies hat auch eine Bedeutung wahrend viraler Infektionen von Pflanzen: Durch Codieren von
viralen Suppressoren des RNA-silencings (siehe Abschnitt 1.2) wirken viele Phytoviren den
Auswirkungen der antiviralen Immunantwort entgegen. Jedoch kénnen aufgrund der Ahnlichkeit
und den Uberlappungen beide RNA-silencing-Signalwege durch diese Proteine inhibiert werden.
Fur das antivirale RNA-silencing bedeutet dies einerseits eine Inhibition durch die virale
Komponente andererseits eine Schwachung der negativen Regulation durch miRNA-vermitteltes
PTGS. Eine gezielte Beeinflussung des antiviralen und nicht des miRNA-vermittelten RNA-
silencings wuirde eine wesentlich zielgerichtetere Stérung der pflanzlichen Immunantwort
darstellen. Zwischen diesen sehr ahnlichen RNA-abhangigen Mechanismen zu unterscheiden

ware also vorteilhaft fir ein pflanzliches Virus bei dessen Infektion von pflanzlichem Gewebe.

Zusatzlich hatten Eingriffe von VSRs in das miRNA-vermittelte RNA-silencing auch Folgen fir

dadurch regulierte weitere Immunsysteme der Pflanzen [126].
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1.2  Virale Suppressoren des RNA-silencings (VSRs)

Wie im vorherigen Abschnitt erwahnt, enthalten viele virale Genome codierende Regionen fiir so
genannte virale Suppressoren des RNA-silencings (VSRs), um den Auswirkungen des antiviralen
RNA-silencings zu entgehen [133]. Bis 2015 wurden etwa 60 verschiedene VSRs in Pflanzenviren
beschrieben. Auch in insekteninfizierenden und pilzinfizierenden Viren konnten solche
Suppressoren nachgewiesen werden [14]. Dabei sind diese Proteine grundsatzlich sehr
verschieden in Struktur und Funktion. Ihnen gemein ist lediglich ihre antagonistische Wirkweise
gegen das antivirale RNA-silencing. Theoretisch kénnen alle Phasen des antiviralen silencings
durch VSRs inhibiert werden. Madogliche Mechanismen dabei sind die Sequestrierung
doppelstrangiger RNAs im Allgemeinen oder siRNAs im Speziellen durch VSRs [134-138], eine
siRNA-Spaltung durch Nukleaseaktivitdt des VSRs [139], RISC-Inhibierung nach erfolgter
Bindung an diesen Komplex [64,140,141], eine Destabilisierung der AGO-Proteine [142—-144],
eine Stabilisierung der negativen AGO7-Regulation durch miR168-Induktion [145] oder eine
Inhibierung der endogenen RDR-Aktivitaten [146—148]. Darlber hinaus sind weitere, hier nicht

aufgeflihrte Mechanismen mdglich [133].

Historisch betrachtet sind VSRs sehr bedeutsam flir die Phytovirologie. So wurden durch ihre
Entdeckung einige der ersten Hinweise erhalten, dass das pflanzliche RNA-silencing antivirale
Funktionen ausfiillen kann [149]. Dennoch sind die Untersuchungen zu den Wirkweisen und den
physiologischen Auswirkungen der VSR-Aktivitaten in vivo teils kompliziert. Durch transgene
Expression der VSR-codierenden Sequenzen sind unterschiedliche Funktionen der VSRs zu
bestimmten Zeitpunkten nach der viralen Infektion nicht zu erfassen. Ebenso wenig kdnnten
Unterschiede in der Wirkebene der VSRs untersucht werden. So kdnnte eine effektive
intrazellulare Inhibierung des RNA-silencings gegenuber einer Inhibierung der Ausbreitung
sekundarer vsiRNAs nicht experimentell unterschieden werden [150,151]. Zudem weisen VSRs
haufig mehrere Funktionen auf, welche zu Untersuchungszwecken experimentell isoliert
betrachtet werden muissten. Neben mehreren simultan vorhandenen VSR-Funktionen kénnen
VSRs auch Aktivitdten abseits der Suppressorfunktion fir das RNA-silencing aufweisen.
Beispielsweise fungiert das carmovirale p38 sowohl als Inhibitor der pflanzlichen Immunantwort

als auch als Hiillprotein des Virus [152].

Das akademische Interesse an diesen Proteinen begriindet sich neben der mdglichen Aufklarung
der Mechanismen der antiviralen Immunantwort selbst auch mit technischen Anwendungsfeldern

dieser Proteine im molekularbiologischen und biotechnologischen Bereich [6,7].
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1.21 p19: der VSR der Tombusviren

In Tombusviren erflllt das p19-Protein die Funktion des viralen Suppressors des RNA-silencings
[136]. Dieses Protein mit einem Molekulargewicht von 18,9 bis 19,8 kDa (je nach Ortholog) wird
durch die Tombusviren im 3 -Bereich ihres Genoms codiert (siehe Abbildung 1.4 (A)) [153]. Dabei
wird die codierende Sequenz von p19 vollstandig von der des p22 Proteins Uberspannt. Beide
ORFs weisen unterschiedliche Start-Codons auf und werden in verschiedenen Rastern
abgelesen. Eine weitere Besonderheit der p19-Codierung ist, dass fir die Translation nicht das
genomische RNA-Molekiil als template fungiert, sondern eine ca. 0,9 kb lange, subgenomische

RNA in derselben Orientierung wie das Genom [154,155].

Das p19-Protein ist einer der am besten charakterisierten VSRs. Die hauptsachliche Funktion
besteht in der hochaffinen Bindung und Sequestrierung von siRNAs [136,156—158], die damit
nicht flr eine Inkorporation in AGO-Proteine zur Verfigung stehen. Bindungskonstanten an
siRNAs von unter 0,2nM wurden publiziert. Zusatzlich inhibiert der VSR damit auch das
systemische RNA-silencing durch sekundare siRNAs [150,159]. Zur RNA-Sequestrierung formt
p19 ein Homodimer, welches an jeweils einen siRNA-Duplex assoziiert. Die Kontakte zwischen
Protein und RNA belaufen sich auf Stapelwechselwirkungen von je zwei Tryptophan-Seitenketten
mit den terminalen Nukleobasen des Doppelstrang-Bereiches des siRNA-Duplex und
sequenzunspezifischen Interaktionen polarer Aminosaureseitenketten mit dem Phosphatriickgrat
der RNA [156]. Durch die Abstande der interagierenden Tryptophane ergibt sich eine optimale
Grolke des zu bindenden RNA-Doppelstranges von 19 nt. Neben einer Bindungsspezifitat fiir
kurze Doppelstrang-RNA-Molekiile ist zudem ein Phosphatrest am 5°-Ende jedes RNA-Stranges
fur eine hochtaffine Bindung derselben durch p19 notwendig. Eine Bindungsspezifitat bezlglich
der Nukleotidsequenz der siRNAs bei der Bindung an p19 ist bisher nicht beschrieben bzw. wird
ausgeschlossen [156]. Mehrere p19-Homologe und die zugehdrigen Tombusviren wurden bislang
untersucht. Im Zuge dieser Charakterisierungen konnten die p19-Orthologe des Carnation ltalian
Ringspot Virus (CIRV) und des Tomafo Bushy Stunt Virus (TBSV) zusammen mit daran
assoziierten siRNAs ko-kristallisiert werden (siehe Abbildung 1.4 (B)) [156,160]. Dabei ist in vitro
vor allem das CIRV-p19 Gegenstand intensiver Forschung gewesen und demnach am besten
charakterisiert [156,161-167]. Dies drlickt sich ebenso in der Verbreitung dieses Orthologs in
biotechnologischen Ansatzen oder als potentielles medizinisches Werkzeug aus [6,7,168—171].
In vivo wurden hauptsachlich Cymbidium RingSpot Virus (CymRSV) [136,172—175] aber auch
TBSV [176,177] bei der Infektion von Wirtspflanzen untersucht.
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5UTR SgRNA 1 sgRNA 2 3UTR

Abbildung 1.4: Darstellung des tombusviralen p19-Proteins und dessen Codierung. (A)
Schematische Darstellung eines tombusviralen Genommolekiils (beispielhaft TBSV aus White et al.
(2004) [177]). Dargestellt sind terminale untranslatierte Regionen, welche fiir die Replikation und
Translationsinitiation essentiell sind, sowie die Protein-codierenden Regionen. In offenen Leserahmen
codiert werden: die Replikaseproteine p33 und p92, welche sich ein Start-Codon teilen, p92 entsteht dabei
durch Uberlesen des UAG-Stopp-Codons; p41, das Hiillprotein; p22, das movement-Protein; sowie p19,
angezeigt durch das dunkelblaue Rechteck. Die 3" gelegenen ORFs werden nicht direkt von der
genomischen RNA translatiert, sondern von den wahrend der Replikation gebildeten, subgenomischen
RNAs (sgRNA 1 und sgRNA 2). (B) Kristallstruktur eines CIRV-p19-Dimers in Komplex mit einer siRNA
(PDB-Code: 1rpu; [156]). In Grin: siRNA; in Magenta: Sekundarstrukturdarstellung des C/IRV-p19-Dimers;
Rot: Tryptophane 39 und 42, welche durch Stapelwechselwirkungen mit den terminalen Nukleobasen der
siRNA interagieren (siehe Text).

Durch die sich iberlagernde Codierung mit p22 ergibt sich fir p19-Orthologe zudem eine
Besonderheit. Aminosauren mit essentiellen Funktionen in jeweils einem dieser Proteine kdnnen
eine Sequenz-Konservierung auch in der Primarstruktur des anderen Proteins hervorrufen, da sie
groRtenteils durch dieselben Nukleotide codiert werden. Gleichzeitig kénnen auch Veranderungen
in einer Primarstruktur auf die des anderen Proteins Ubertragen werden. Allison und Kollegen
konnten 2016 dennoch zeigen, dass einige Aminosauren in der p19-Konsensus-Struktur einer
positiven Selektion unterliegen [178]. Damit gemeint ist, dass sich diese Aminosauren in den
Primarstrukturen verschiedener p19-Orthologen aufgrund eines Selektionsdruckes verstarkt
unterscheiden, also hypervariabel sind, ohne dass dies auf das p22-Protein zurlickzufihren ist.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass diese Aminosauren dennoch essentielle Funktionen fir
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die p19-Aktivitat erfillen kdnnten und die auftretende Variabilitat den Umstand reflektiert, dass

mehrere Aminosauren unterschiedlicher Position dieselbe Rolle erfiillen kbnnen.

Die p19-Proteine weisen noch einige weitere Besonderheiten und Eigenschaften auf. So sind
Interaktionen und Relokalisationen von TBSV-p19 mit den nuklearen, RNA-bindenden ALY-
Proteinen [179] und Hin19 beschrieben [180]. Zudem inhibiert p19 in vivo die HEN1-Aktivitat, was
vermutlich eine Folge der sRNA-Sequestrierung darstellt [134,181]. Unabhangig von der sRNA-
Bindungsfahigkeit erhéht p19 in Tombusvirus-infizierten Pflanzen vermutlich durch Induktion der
Transkription die Abundanz der miR168 [81,82,130]. Somit wird die AGO1-Autoregulation
verstarkt und die Aktivitat des antiviral wirkenden AGO1-Proteins bei viralen Infektionen der

Pflanze beschrankt.

Die Beobachtungen zur miR168-Akkumulation flihren zur Frage ob die p19-Orthologen auch
direkt mit miRNA-Aktivitaten interferieren. Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit siRNAs
kénnten auch microRNAs durch p19 sequestriert werden. Zudem legen bereits einige Studien die
Interaktion einiger VSRs mit den miRNA-Signalwegen nahe [134,182-185].

1.2.2 p19 und die Interaktion mit microRNAs

Die genaue Bedeutung einer moglichen Sequestrierung von miRNAs durch die p19-Orthologen
ist bisher nicht bekannt. Zwar kdonnen auch miRNAs durch in transgenen Pflanzen produziertes
p19 in vivo sequestriert werden [183,185—-188]. Jedoch werden diese Sequestrierungen in Zuge
viraler Infektionen oft als irrelevant angenommen, da die bisher dahingehend untersuchten
miRNAs wie miR171 von einer Sequestrierung durch den VSR nicht betroffen sind [181]. Dem
entgegen steht jedoch die Tatsache, dass p19 Krankheitssymptome bei Tombusvirus-infizierten
Pflanzen induziert und diese wiederum auf die Aktivitdten von miRNA-regulierten Enzymen
zurlickzuftihren sind [185,189,190]. Diese Ergebnisse stellen scheinbar einen Widerspruch dar.
Das p19-Protein kdonnte jedoch eine unterschiedlich starke Bindung an verschiedene miRNAs
(differentielle Bindung) aufweisen. Eine solche ist jedoch bisher nicht beschrieben worden. Der
oben genannte Widerspruch der Ergebnisse der Studien zu p19 ware durch diese Eigenschaft
allerdings erklarbar [6,130,163,183,185,189].

Bisher festgestellte Bindungskonstanten von p19 an miRNAs sind oft 20-fach bis 100-fach héher
als die an siRNAs, damit jedoch noch immer im als hochaffin anzusehenden Bereich (Konstanten
ca. zwischen 3 und 15 nM) und mdglicherweise biologisch relevant [6]. Zudem enthalten bisherige
Untersuchungen zu den p19-miRNA-Interaktionen in vivo einige Schwachen. So wurden

entsprechende Viren haufig entweder in infizierten Pflanzen zu relativ spaten Zeitpunkten der
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Infektion untersucht [130,145,191] oder aber die p19-Proteine in transgenen Pflanzen in vivo
produziert [183,185-187]. Im Falle der Tombusvirus-infizierten Pflanzen machen die spaten
Zeitpunkte Studien der p19-Einflisse auf die miRNA-vermittelte Translationsregulation
kompliziert, da die nun in hoher Zahl entstandenen siRNAs mit miRNAs um Bindung an p19
konkurrieren [130,192] und einsetzende Veranderungen auf Transkriptionsebene mdgliche
Veranderungen auf posttranskriptioneller Ebene Uberlagern kénnten [191]. Bei transgener
Produktion von p19 besteht der Nachteil, dass hier intrazelluldar hohe Konzentrationen des
Proteins auf einen Unterschuss an sRNAs inklusive der miRNAs treffen kbnnten und nahezu alle
sRNAs sequestrieren. Die Frage, ob und wie die Aktivitdten mehrerer miRNAs wahrend viraler
Infektionen durch p19 beeinflusst werden und damit auch eine Modulation der antiviralen
Immunantwort stattfindet, ist bisher nicht aureichend untersucht worden. Diese Fragestellung ist

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.3  Zielstellung und Motivation der Arbeit

Virale Infektionen von Pflanzen stellen eine bedeutende Schadensquelle in der weltweiten
Agrarwirtschaft dar. Aus diesem Grund besteht ein wirtschaftliches und akademisches Interesse
an der Untersuchung viraler Infektionen von Pflanzen und der Aufklarung der Mechanismen des

antiviralen Immunsystems.

Einer der wohl bedeutsamsten Vorgange der pflanzlichen, antiviralen Immunantwort ist das
antivirale RNA-silencing, bei dem virale siRNAs in AGO-Nukleasen inkorporiert werden und diese
zu viralen Genom-Molekllen leiten. Phytoviren wiederum inhibieren das RNA-silencing durch
Bereitstellung von VSRs. Jedoch treffen Viren in Pflanzen nicht nur auf einen antiviralen sondern
auch auf einen miRNA-vermittelten RNA-silencing-Mechanismus. Das miRNA-vermittelte PTGS
spielt aufgrund der Uberlappungen vieler Komponenten mit dem antiviralen RNA-silencing und
der regulatorischen Kontrolle einiger antiviraler Faktoren ebenso eine Rolle in der pflanzlichen
Immunantwort. Durch die insgesamt negative Regulation des antiviralen RNA-silencings durch
miRNA-vermitteltes PTGS ware es Vorteilhaft fiir ein Phytovirus zwischen diesen RNA-silencing-
Mechanismen zu unterscheiden. Daher sollten genauere Untersuchungen zur Beeinflussung von
miRNA-Aktivitaten durch VSRs wahrend viraler Infektionen durchgeflihrt werden, inbesondere bei

Aktivitaten von miRNAs wie beispielsweise der AGO2-regulierenden miR403.

Fir eine solche Untersuchung wurde ein VSR, das tombusvirale p19-Protein, als Modell-Molekiil
ausgewahlt. Dabei handelt es sich um ein Protein mit der Funktion siRNAs durch hochaffine
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Bindung zu sequestrieren. Eine Bindung an die strukturell 8hnlichen miRNAs erscheint moglich.
Sie wurde aber in bisherigen Publikationen als irrelevant wahrend viraler Infektionen

angenommen, obwohl umfassendere Studien bislang fehlen.

Vor Beginn dieser Arbeit konnte bereits ein pflanzliches in-vitro-System aus Suspensionskulturen
aus Nicotiana tabacum-Protoplasten etabliert werden, welches sowohl die Rekonstitution von
AGO/RISC-Aktivitaten als auch die Darstellung der p19-Aktivitat in vitro ermdglicht. Des Weiteren
stand mit dem CymRSV-Nicotiana benthamiana-System bereits ein etabliertes System zur

Untersuchung tombusviraler Infektionen von Pflanzen zur Verfiigung.

Auf dieser Grundlage sollten somit die Bindeeigenschaften des tombusviralen p19-Proteins an
verschiedene miRNAs in vitro charakterisiert und die biologische Relevanz dieser Eigenschaften

wahrend einer friihen viralen Infektion in vivo beurteilt werden.

19



2. Materialien und Methoden Robert Pertermann

2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Gerate und Verbrauchmaterialien

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Gerate und Verbrauchmaterialien sind im
Anhang unter 7.9.1 und 7.9.2 aufgefiihrt.

2.1.2 Enzyme und kommerziell erhiltliche Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind unter 7.9.3 (Anhang) aufgelistet. Dazu verwendete

Puffer entsprachen, sofern nicht anders angegeben, den Herstellerempfehlungen.
2.1.3 Nukleotide

Alle fir die Arbeit relevanten Informationen zu Nukleotiden sind im Anhang aufgefiihrt. Dies
beinhaltet Sequenzinformationen von Oligonukleotiden (Abschnitt 7.9.4), Strukurinformationen
(siehe Abschnitt 7.9.4.2) und Plasmidbeschreibungen (siehe Abschnitt 7.9.6).

Fir die Ableitung von miRNA-Sequenzen aus N. benthamiana wurden die precursor-Sequenzen
der ausgewahlten miRNAs aus N. tabacum (miR162 und miR168) und S. lycopersicum (miR403)
von www.mirbase.org einer basic local alignment search tool-Analyse (BLAST) auf
www.solgenomics.net gegen das N. benthamiana-Transkriptom (Version 1.0.1) unterworfen. Die
so identifizierten precursor-Sequenzen sind im Anhang unter 7.9.5 gelistet. Mit Hilfe des mFOLD-
Tools wurden wurden mogliche Sekundarstrukturen gebildet und analysiert. Daraus und aus dem
Sequenzabgleich mit bereits vorhandenen miRNA-Sequenzen ergaben sich miRNA-Duplex-
Strukturen der miRNAs 162, 168 und 403 aus N. benthamiana (Abb. 3.2).

2.1.4 Biologische Materialien und deren Kultivierung

2.1.4.1 Escherichia coli-Stamme

Im Verlaufe der hier aufgefiihrten Arbeiten wurden Escherichia coli-Bakterien folgender Stamme

verwendet:
E. coli One Shot® Top10 Invitrogen, Groningen, NL

Genotyp: F- merA A(mrrhsdRMS merBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(araleu)7697
galUu galK rpsL (Strr) endA1 nupG.
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BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL Agilent Technologies,
Boblingen, D

Genotyp: F- ompT hsdS(re" mg’) dem* Tet" gal A(DE3) endA Hte [argU proL Cam'] [argU ileY leuW
Strep/Spec]

Der E. coli-Stamm ,, Top10“ wurde dabei zu Klonierungszwecken verwendet. Zur Proteinsynthese
kam der Stamm ,RIPL" zum Einsatz. Die bakteriellen Zellen wurden zur Kultivierung aerob unter
Schiitteln bei 37 °C (Schittler SM 30 A, 250 rpm) in sterilem lysogeny broth-Medium (LB-Medium;
1 % (w/v) Trypton oder Pepton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) NaCl) flissig oder auf Platten
mit zugesetztem Bacto-Agar (1,5 % (w/v)) kultiviert. Dabei wurde dem Medium das entsprechende
Antibiotikum (0,1 mg/ml Ampicillin) zugesetzt.

Zu Transformationszwecken wurden chemokompetente E. coli-Zellen nach der Rubidiumchlorid-
Methode hergestellt. Dafiir wurden 1 ml einer Ubernachtkultur der jeweiligen E. coli-Bakterien in
100 ml LB++-Medium (LB-Medium mit zusatzlich 20 mM MgSOs und 10 mM KCI) ohne
Antibiotikum Uberfiihrt und bis zu einer ODsoo (optische Dichte bei 600 nm) von 0,4 bis 0,6
inkubiert. Danach wurden die Zellen fir 10 min auf Eis abgeklhlt und pelletiert (Zentrifuge:
Rotina 38R; 10 min; 3000 rpm; 4 °C). Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Bakterien in
30 ml kaltem Transformationspuffer | (30 mM Kaliumacetat pH 5,8; 100 mM RbClI; 10 mM CaCly;
50 mM MnClz; 15 % (v/v) Glycerin) resuspendiert. Nach einer erneuten Inkubation auf Eis (10 min)
wurden die Zellen ebenso pelletiert (Zentrifuge: Rotina 38R; 10 min; 3000 rpm; 4 °C). Durch
Dekantieren wurde der Transformationspuffer | entfernt und die Bakterien in 4 ml kaltem
Transformationspuffer Il (10 mM MOPS pH 6,5; 10 mM RDbCI; 75 mM CaCly; 15 % (v/v) Glycerin)
aufgenommen. Es folgte eine Aliquotierung zu je 100 pl. Nach einem Schockfrieren dieser Zellen
mit flissigem Stickstoff wurden sie bei -80 °C bis zur Transformation (siehe Abschnitt 2.2.1.10.1)

gelagert.

2.1.4.2 Eukaryotische Zellen und Pflanzenmaterial
21.421 BY-2-Zellen

Die in der Abteilung ,Mikrobielle Biotechnologie® kultivierten N. tabacum-Zellen des Stammes BY-
2 (BY-2-Zellen) wurden zuvor von Prof. Dr. B. Hause (Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie,
Halle) zur Verfligung gestellt. Jeweils 50 ml der Zellen in MS-Medium (1x Murashige & Skoog
Basal Medium; 3% (w/v) Saccharose; 1 ug/ml  Thiamin/HCI; 0,2 ug/ml 24-
Dichlorphenoxyessigsaure; 100 pg/ml Myo-Inositol; 200 pg/ml KH2PO4; pH 5,8) wurden unter

Lichtausschluss bei 23 °C unter Schitteln (Infors Multitron; 120 rpm) kultiviert. Nach jeweils
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sieben Tagen wurden 2-3 ml der Suspensionskultur steril in 47-48 ml frisches MS-Medium

Uberfihrt und erneut kultiviert.
2.1.4.2.2 Nicotiana benthamiana-Pflanzen

Die Kultivierung der N. benthamiana-Pflanzen erfolgte durch Dr. Vitantonio Pantaleo (Consiglio
Nazionale delle Ricerche - Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante, Forschungsgruppe
Bari, Bari, Italien) bei 21 °C mit einer 14-h-Lichtphase bis zum Sechsblattstadium. Danach folgte

der Einsatz der Pflanzen in den in Abschnitt 3.2.2 aufgefiihrten Experimenten.

2.2 Methoden

Fir die in den folgenden Abschnitten aufgefiihrten Methoden wurden die Zentrifugen ,Mikro 200*
oder ,Mikro 200R* (beide: Hettich) fiir Probenvolumina bis 2 ml verwendet. Bei Volumen bis 50 ml
wurde die Zentrifuge ,Rotina 38R* (Hettich) genutzt. Abweichungen davon sind im Einzelnen

vermerkt.

2.2.1 Molekularbiologische Arbeiten mit Desoxyribonukleinsdure (DNA)

2.2.1.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli-Zellen

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde auf das Prinzip der alkalischen Lyse zurtickgegriffen. Dabei
werden E. coli-Zellen im alkalischen Milieu und unter Anwesenheit eines Detergenz lysiert. Bei
der anschlieRenden Neutralisation prazipitieren Zellbestandteile wie Proteine, genomische DNA
oder Membranreste, aber nicht die Plasmid-DNA. Diese wird danach durch Prazipitation und/oder
einen schwachen Anionenaustausch (bei kommerziell erhéltlichen Reinigungssystemen)

gereinigt.
2.2.1.1.1 Plasmid-Minipraparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA im kleinen MaRstab aus transformierten E. coli-Bakterien wurden
diese in je 1,5 ml LB-Medium mit einem geeigneten Antibiotikum zur Selektion der Plasmide
Uberfihrt. Nach einer Inkubation tGber Nacht, unter Schutteln und bei 37 °C wurden die Zellen
durch Zentrifugation (13.000 rpm; RT; 1 min) pelletiert. Im Anschluss erfolgte eine Resuspension
der Zellenin je 100 pl Lésung | (25 mM Tris/HCI pH 7,9; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 100 pg/mli
RNaseA (AppliChem GmbH)). Nach der Zugabe von je 200 pl Lésung 1l (0,2 M NaOH; 1 % (w/v)
SDS) und dem mehrfachen Invertieren der ReaktionsgefalRe folgte eine Inkubation auf Eis fur

5 min. Durch Zugabe von je 150 ul Losung lll (2,55 M Kaliumacetat pH 4,8) wurde die Ldsung

22



2. Materialien und Methoden Robert Pertermann

neutralisiert. Nach einer Zentrifugation (13.000 rpm; RT; 15 min) wurden die Ubersténde in neue
ReaktionsgefaRe uberflhrt und die vorhandenen Nukleinsduren durch Zugabe von 315 ul
Isopropanol prazipitiert. Nach dem Pelletieren (13.000 rpm; RT; 10 min) wurden die DNA-
Praparationen mit 0,5 ml Ethanol (70 %) versetzt und erneut zentrifugiert (13.000 rpm; RT;
10 min). Die erhaltene Plasmid-DNA wurde luftgetrocknet und in 30 pyl H,O aufgenommen. Bei
stark verunreinigten Proben wurde die DNA im Anschluss mit Hilfe des ,GeneJET Plasmid

Miniprep Kits* (Thermo Scientific) gereinigt. Dabei wurde nach Herstellerangaben verfahren.
2.2.1.1.2 Plasmid-Midipraparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA im groRen Mal3stab wurden Midipraparationen durchgeflihrt. Dafir
wurden transformierte E. coli-Bakterien in je 100 ml LB-Medium mit Ampicillin-Zusatz tberfihrt.
Diese Kultur wurde bei 37 °C schutteInd tUber Nacht inkubiert und die Zellen anschlieRend
pelletiert (6.000 rpm; RT; 10 min). Der Aufschluss der Zellen und die Plasmid-Isolation erfolgten
mit Hilfe des ,PureYield™ Plasmid Midiprep System" (Promega) nach Herstellerangaben.

2.2.1.2 Endonukleolytische Spaltung von DNA

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il katalysieren eine sequenzspezifische, endonukleotyltische
Hydrolyse des Desoxyribose-Phosphat-Riickrates von DNA. Dabei entstehen durch Spaltungen
in den palindromischen Erkennungssequenzen Sequenziiberhdnge oder abgeschlossene Enden
(blunt ends). Durch die Auswahl geeigneter Restriktionsenzyme lassen sich DNA-Molekiile
entsprechend der Erfordernisse der Klonierungen so gezielt spalten und spater wieder
zusammenfiigen (siehe Abschnitt 2.2.1.9). Die Wahl der Reaktionspuffer richtete sich nach den
Herstellerangaben der jeweiligen verwendeten Enzyme. Fir analytische Endonukleolysen wurden
jeweils 1-2 ug DNA (1 pl Lésung aus einer Minipraparation, siehe 2.2.1.1.1) mit jeweils 2-4 U des
Restriktionsenzyms in 20 yl Reaktionsansatz flir 2 h inkubiert. DNA-Spaltungen fiir praparative
Zwecke wurden in 200 pl mit jeweils 25-30 ug DNA und 20-40 U der jeweiligen Nuklease flr
mindestens 4 h durchgefiihrt. Der Erfolg der Spaltungen wurde gelelektrophoretisch (siehe
2.2.1.5) Uberprift.

2.2.1.3 Reinigung und Prazipitation von DNA

Um DNA-Praparationen aus enzymatischen Reaktionen von Proteinen zu trennen, wurden diese
weitergehend gereinigt. Kiirzere DNA-Fragmente aus PCR-Reaktionen (siehe 2.2.1.7) wurden
mittels ,GeneJET™ PCR Purification Kit* (Thermo Scientific) nach Herstellerangaben gereinigt.
Langere DNA-Fragmente aus Plasmid-Praparationen (siehe 2.2.1.1) oder endonukleolytischen

Spaltungsreaktionen (siehe 2.2.1.2) wurden einer Phenol/Chloroform-Extraktion mit
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anschlieRender Ethanol-Fallung unterzogen. Dabei wird eine Phenol/Chloroform-Mischung zu der
wassrigen DNA-Probe hinzugegeben. Es entsteht ein zweiphasiges System mit hydrophober und
wassriger Phase. Aufgrund der Neigung von Proteinen in die hydrophobe Phase tiberzugehen, ist

es moglich diese von den, in der wassrigen Phase befindlichen, Nukleinsauren abzutrennen.

Loésungen mit darin geldéster DNA wurden mit einem Volumen eines Gemisches aus TE-
gesattigtem Phenol, Chloroform und Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und 5 min geschdttelt. Im
Anschluss folgte eine Zentrifugation (13.000 rpm; 3 min; RT) und die Uberfiihrung der wéssrigen
Phase in ein neues Reaktionsgefal’. Diesem wurde ein Volumen Chloroform zugesetzt. Der
Ansatz wurde erneut 5 min geschittelt und anschlieend zentrifugiert (13.000 rpm; 3 min; RT).
Die wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefald Uberfiihrt und mit 0,1 Volumen
3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol versetzt. Nach zehnminutiger Inkubation bei
RT folgte eine Zentrifugation (13.000 rpm; 4 °C; 30 min) um die ausgefallene DNA zu pelletieren.
Der Uberstand wurde verworfen und die verbliebene DNA mit 0,5 ml Ethanol (70 %) versetzt.
Nach erneuter Zentrifugation (13.000 rpom; RT; 10 min) wurde der Ethanol verworfen, die DNA
luftgetrocknet und in 30-50 ul H2,O aufgenommen. Zur Verbesserung der Reinigung wurden

gegebenenfalls einzelne Prazipitationsschritte mehrfach durchgefihrt.
2.2.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA mittels UV/vis-Spektroskopie

Die DNA-Konzentration in wassrigen Lésungen wurde photometrisch bestimmt. Dabei wurde die
Absorption der Lésung bei 260 nm gemessen. Eine Absorption von 1 entspricht dabei einer DNA-
Konzentration von 50 ug/ml. Vor der Messung wurden die Proben 1:50 in 10 mM Tris/HCI pH 7,4
verdinnt. Die Messung erfolgte am ,BioPhotometer (Eppendorf). Die Reinheit der Proben wurde
durch Bestimmung des Quotienten Axeo/Azgo Uberpriift. Dabei deuten Werte groRer als 1,8 auf die

Abwesenheit von Proteinen und Phenol-Verunreinigungen hin.
2.2.1.5 Agarose-Gelelektrophorese von DNA

Mittels Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Molekile aus einer DNA-Mischung
entsprechend ihrer GréRRe aufgetrennt. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes migrieren DNA-
Fragmente durch ein Netz aus Agarose-Molekilen. Dabei werden grofle DNA-Stlicke starker in

ihrer Migration gehindert als kleine, was zu einer Auftrennung der Molekiile flihrt.

Die Auftrennung von DNA-Molekulen erfolgte in einer horizontalen Gelkammer in 1-2 % (w/v)
Agarose in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris/Acetat pH 8,5, 1 mM EDTA). Limitierend war eine
elektrische Spannung von 130 V. Die DNA-Proben (meist 0,1-1,5 ug) wurden in 1x Ladepuffer
(1,67 mM Tris/HCI pH 7,6; 0,005 % (w/v) Bromphenolblau; 0,005 % (w/v) Xylencyanol; 10 %

24



2. Materialien und Methoden Robert Pertermann

Glycerin; 10 mM EDTA) aufgetragen. Eine Ethidiumbromid-Konzentration von 0,3 mg/ml
ermoglichte eine UV-Detektion der DNA (bei 312 nm) und eine Geldokumentation am ,Kodak
Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 290“ oder am ,UVP UVsolo touch®
(Analytik Jena).

2.2.1.6 Isolation von DNA aus Agarosegelen

Zur Isolation von DNA aus Agarosegelen wurde das ,GeneJET™ Gel Extraction Kit* (Thermo

Scientific) nach Herstellervorgaben verwendet.
2.2.1.7 Polymerase-Kettenreaktionen (PCR)

Zur Amplifikation (Vervielfaltigung) von DNA-Fragmenten definierter GréRen wurden Polymerase-
Kettenreaktionen (PCR; engl.: polymerase chain reaction) durchgefiihrt. Dabei legen spezifische
DNA-Oligonukleotide (auch Primer) die Grenzen der Fragmente fest, welche durch eine

hitzebestandige DNA-Polymerase in mehreren Zyklen synthetisiert werden.
2.21.7.1 Amplifikation von DNA-Fragmenten zu Klonierungszwecken

Zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten flir spatere Klonierungen wurde auf die wenig
fehleranfallige ,Phusion High-Fidelity DNA Polymerase® (Thermo Scientific) zurlickgegriffen. Die
Reaktionen wurden im 25-yl-Mafstab auf Eis zusammengeflihrt. Tabelle 2.1 fasst das

Pipettierschema zusammen.

Tabelle 2.1: Alilgemeines Pipettierschema einer PCR zu Klonierungszwecken

Komponenten Menge in pl
H2O 15,75
Reaktionspuffer (5x) 5

dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5
Primerldsung 1 (10 uM) 1,25
Primerlésung 2 (10 uM) 1,25
template-DNA 1
Polymerase (2 U/ul) 0,25 (0,5 U)

Die Reaktionsansatze wurden wahrend der initialen Denaturierung in den ,Mastercycler personal”

(Eppendorf) gestellt. Das Temperaturprofil der PCR ist in Tabelle 2.2 zusammengefasst.
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Tabelle 2.2: Temperaturprofil fir die PCR zu Klonierungszwecken

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale 1 98 °C 3 min 1
Denaturierung
Denaturierung 2 98 °C 10s 31
Hybridisierung 3 60 °C 20s 31
Elongation 4 72 °C XS 31
Finale 5 72 °C 7 min 1
Elongation

Die Dauer der Elongation richtete sich nach der GréRe der zu erwartenden Fragmente. Dabei
wurde ein Nukleotidumsatz von etwa 4 kb/min angenommen. Nach der PCR wurden die Proben
bis zur Nutzung auf Eis gestellt oder bei -20 °C gelagert.

2.2.1.7.2 Kolonie-PCR

Um den Erfolg bei der Klonierung von DNA-Fragmenten vor der Sequenzierung (siehe 2.2.1.8) zu
Uberprifen wurden Kolonie-PCRs durchgefihrt. Dabei wurde auf die ,DreamTaq Polymerase®
(Thermo Scientific) zurlckgegriffen. Die Reaktionen wurden im 25-pl-Maflstab auf Eis
zusammengefihrt. Tabelle 2.3 fasst das Pipettierschema zusammen.

Tabelle 2.3: Allgemeines Pipettierschema einer Kolonie-PCR.

Komponenten Menge in pl
H.O 19,35
Reaktionspuffer (10x) 2,5
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5
Primerlésung 1 (10 uM) 1,25
Primerldsung 2 (10 pM) 1,25
Polymerase (5 U/ul) 0,15 (0,75 U)

Die Reaktionsansatze wurden mit Kolonien aus Plasmid-Transformationsreaktionen (siehe
2.2.1.10.1) versetzt und wahrend der initialen Denaturierung in den ,Mastercycler personal®
(Eppendorff) gestellt. Das Temperaturprofil der PCR ist in Tabelle 2.4 zusammengefasst.

Tabelle 2.4: Temperaturprogramm fir die Kolonie-PCR.

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklenzahl
Initiale 1 95 °C 3 min 1
Denaturierung
Denaturierung 2 94 °C 20s 31
Hybridisierung 3 55°C 20s 31
Elongation 4 72 °C XS 31
Finale 5 72 °C 5 min 1
Elongation
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Die Elongationszeit richtete sich dabei nach der Grof3e des erwarteten Fragments. Es wurde eine

Nukleotidumsatz von etwa 1 kb/min angenommen.
2.2.1.7.3 Mutagenese-PCR (ortsgerichtete Mutagenese)

Mutagenese-PCRs fir eine ortsgerichtete Mutagenese wurden, wie unter 2.2.1.7.1 beschrieben,
mit folgenden Anderungen durchgefiihrt. Die Reaktionsvolumina wurden auf 50 pl verdoppelt. Die
Elongationszeiten wurden so gewahlt, dass DNA-Fragmente der Lange des zu mutierenden
Plasmides synthetisiert werden konnten. Die Zyklenzahl der PCR wurde gegebenenfalls auf 35
erhoht. Die Primer wurden so erstellt, dass sie komplementdr zum Mutationsort sind mit
Ausnahme der gewlnschten Mutation von maximal 3 nt. Dabei beinhalteten diese Primer jeweils
mindestens 20 nt beidseitig des Mutationsortes jeweils inklusive von mindestens zehn Guanin-

/Cytosin-Basen.

Nach Abschluss der PCR wurden die Reaktionsansatze mit 20 U Dpnl (Thermo Scientific) versetzt
und fur 2 h bei 37 °C inkubiert, um die femplate-DNA abzubauen. AnschlieRend wurden die

Reaktionsansatze flr die Transformation in E. coli (siehe 2.2.1.10.1) eingesetzt.
2.2.1.7.4 Quantitative real time-PCR (qQRT-PCR) von mRNA-Sequenzen

Die quantitative real time-PCR (qRT-PCR) ist ein Verfahren zur Konzentrationsbestimmung
spezifischer Nukleinsduren in Gemischen von Nukleinsduren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
Gesamt-RNA aus biologischem Material (siehe 2.2.2.5) durch eine reverse Transkription (siehe
2.2.2.6) in komplementare DNA (berfihrt. Diese wurde als Ausgangmaterial verwendet, um
gezielt einzelne DNA-Fragmente zu amplifizieren, welche wiederum Teilsequenzen der jeweiligen
Zielgene darstellen. Der im Reaktionsansatz vorhandene Fluoreszenz-Farbstoff SYBR Green |
interagiert mit der gebildeten doppelstrangigen DNA und ermdglicht eine Detektion des
Amplifikates in Echtzeit. Das Fluoreszenzsignal kann gegen die Zahl der PCR-Zyklen aufgetragen
werden. Der Punkt, an dem das Signal signifikant Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt, wird
als c-Wert (cycle threshold) bezeichnet und stellt ein negatives, logarithmisches Mal fiir die

Konzentration der Ziel-DNA dar.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten qRT-PCR-Experimente zur Quantifizierung von
mRNA-Sequenzen wurden durch Dr. Vitantonio Pantaleo (Consiglio Nazionale delle Ricerche -
Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante, Forschungsgruppe Bari, Bari, Italien) modifiziert

nach dem Vorgehen aus Pantaleo et al. (2016) [193] ausgefihrt.

Durch Analyse der c-Werte kénnen die Ausgangskonzentrationen der DNA-Molekiile,

beziehungsweise die Konzentrationen der mRNA-Molekiile, in der Gesamt-RNA-Praparation
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ermittelt werden. Neben einer absoluten Quantifizierung sind auch relative Quantifizierungen
mdglich, bei denen zum Beispiel Transkriptmengen einer biologischen Probe mit jenen einer
Kontrollprobe verglichen werden. Dabei sind zwei Methoden maoglich: Die Aci-Methode und die
AAci-Methode [194]. Bei der erstgenannten Methode werden exakt gleiche Mengen an Total-RNA
aus der Probe und der Kontrollprobe in die reverse Transkription und spater in die PCR eingesetzt.
Dies stellt eine externe Normalisierung dar. Die erhaltenen c-Werte werden voneinander
abgezogen (der Aci-Wert gebildet). Ist der Aci-Wert verschieden von Null, so hat sich die
Transkriptmenge des Zielgens in der Probe im Vergleich zu dem in der Kontrollprobe verandert.

Bei der AAc-Methode ermdglicht die relative Quantifizierung von Transkriptmengen in Bezug auf
ein Referenzgen. Dessen mRNA sollte in beiden biologischen Proben stabil vorliegen. Dabei
werden in beiden Proben die c-Werte der Referenzgene von denen der Zielgene abgezogen (der
Ac-Wert wird gebildet; Formel (2.1)). Dies stellt eine interne Normalisierung dar. Durch Abzug des
Acr-Wertes der Kontrollprobe von dem der zu untersuchenden Probe erhalt man den AAc-Wert

(Formel (2.2)), welcher durch Formel (2.3) in eine relative Transkriptmenge umzurechnen ist.

Ac; = c;(Zielgen) — c.(Referenzgen) 2.1
AAc; = Ac;(Probe) — Ac.(Kontrolle) 2.2
relative Transkriptmenge = 2744 2.3

Voraussetzung fir die AAc-Methode ist die Stabilitdt der Transkriptmenge des Referenzgens
sowie eine vergleichbare Effizienz bei der Amplifikation des DNA-Fragmentes des Zielgens und

von der der Referenz von etwa 1 (100%).
2.2.1.7.5 Quantitative real time-PCR (qRT-PCR) von miRNA-Sequenzen

Die qRT-PCR zur Bestimmung der Konzentrationen von miRNAs wurde durch Dr. Giorgio
Gambino (Consiglio Nazionale delle Ricerche - Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante,
Forschungsgruppe Turin, Turin, Italien) nach der in Pantaleo et al. (2016) [193] beschriebenen
Methode durchgeflihrt. Dabei wurden in der Vorbereitung der Experimente Gesamt-RNA-Proben
aus N. benthamiana mittels des ,Poly(A) Tailing Kit” (Life Technologies) polyadenyliert. Mit Hilfe
von Oligo(dT)-Primern konnten so auch miRNA-Sequenzen wahrend einer reversen Transkription

(siehe auch 2.2.2.6) in cDNA Uberfiihrt und untersucht werden.
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2.2.1.8 Sequenzierung von DNA

Das Sequenzieren von isolierter Plasmid-DNA (siehe 2.2.1.1.1) wurde durch die Firma Seqlab
(Géttingen) durchgeflinrt. Entsprechende Sequenzieransatze wurden nach Herstellerangaben

gemischt. Die Sequenzierprimer sind unter 7.9.4 aufgefiihrt.
2.2.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten zu Klonierungszwecken erfolgte mit Hilfe der ,T4 DNA Ligase”
(Thermo Scientific). Die Reaktionen erfolgten in einem Volumen von 20 ul nach
Herstellerangaben. Es wurde ein Stoffmengenverhaltnis des Vektors zum DNA-Fragment von
mindestens eins zu sechs eingehalten. Die Reaktionsansatze wurden nach zusammenfiihren fir
mindestens 2 h bei 22 °C inkubiert und hiernach flir Transformationsreaktionen in E. coli (siehe
2.2.1.10.1) verwendet.

2.2.1.10 Transformation von Plasmid-DNA

2.2.1.10.1 Transformation in E. coli

Zur Transformation von DNA in chemokompetente E. coli-Zellen wurden je 20-40 ng Plasmid-
DNA bzw. 2,5 pl Ligationsansatz auf Eis zu einem 50 pl-Aliquot der Zellen gegeben. Der Ansatz
wurde anschlieRend 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fir 90 s bei 42 °C. Im
Anschluss wurde der Ansatz auf Eis abgekuhlt und 500 pl LB-Medium hinzugegeben. Es erfolgte
eine Inkubation flr 15-30 min bei 37 °C. Danach wurden etwa 100 pl der Zellen auf einer LB-Agar-
Platte (1,5 % Agarose) mit einem Antibiotikum zur Selektion ausplattiert und die Platte bei 37 °C
Uber Nacht inkubiert und anschlief3end bei 4 °C gelagert.

2.2.1.10.2 Inokulation von Nicotiana benthamiana mit CymRSV

Die Infektion von N. benthamiana mit CymRSV wurde durch Dr. Vitantonio Pantaleo (Consiglio
Nazionale delle Ricerche - Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante, Forschungsgruppe
Bari, Bari, Italien) nach der rub-in-Inokulationsmethode durchgeflihrt. Dabei werden den
Blattoberseiten der Pflanzen durch Auftupfen von Siliziumcarbid Mikroverletzungen zugefiigt. Auf

diese wird die virale RNA als Lésung aufgetragen und somit in die Pflanze iinokuliert.
2.2.2 Molekulargenetische Arbeiten mit Ribonukleinsdauren (RNA)

Samtliche Arbeiten mit RNA fanden unter RNase-freien Bedingungen statt. Dafiir wurden RNase-

freie Gefalte (Eppendorf) sowie RNase-freies Wasser (Sigma-Aldrich) verwendet.
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2.2.2.1 In-vitro-Transkription

Im Rahmen dieser Arbeit kam die in-vitro-run-off-Transkription zum Einsatz. Dabei werden zuvor
linearisierte Plasmide einer Transkriptionsreaktion unterworfen. Diese Plasmide enthalten zudem
die Promotorsequenz fiir eine RNA-Polymerase. Durch den Promotor und die Schnittstelle in der
DNA sind die Grenzen der transkribierten RNA festgelegt und RNA-Molekile definierter Lange

werden produziert.

Fur das vorliegende Projekt wurden Transkriptionsreaktionen mit der ,SP6 RNA Polymerase*
(Thermo Scientific) durchgeflihrt. Dafiir kam linearisierte und gereinigte Plasmid-DNA (siehe
2.2.1.2 und 2.2.1.3) zum Einsatz. Die Verwendung eines cap-Analogons (m7G(5")ppp(5')G)
wahrend der Reaktion, welches jeweils am 5°-Ende der RNA angefiigt wird, erhéht deren Stabilitat
und ermdglich eine effizientere Initiation der Translation (siehe 2.2.4.4). Tabelle 2.5 fasst das

Pipettierschema einer in-vitro-Transkription zusammen.

Tabelle 2.5: Allgemeines Pipettierschema einer in-vitro-Transkription

Komponente Menge
Linearisiertes Plasmid 500-1500 ng
cap-Analogon (10 mM; Jena Bioscience) 8 ul
Transkriptionspuffer (Thermo Scientific) 20 ul

(5x)

rNTPs (20 mM HTP; 5 mM GTP) 10 ul
RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul; Thermo 0,5 pl
Scientific)

,»SP6 RNA Polymerase“ (Thermo Scientific) 30U

H20 ad. 100 pl

Nach dem Zusammenflhren dieser Reaktionen auf Eis wurden die Reaktionsansatze fir 2,5-4 h
bei 37 °C inkubiert. Anschlielliend wurden 25 U DNase | (Roche Diagnostics) hinzugegeben und
erneut flir 20 min bei 37 °C inkubiert. Dadurch sollte template-DNA abgebaut werden. Die in vitro
transkribierten RNA-Moleklle wurden hiernach einer Phenol/Chloroform-Extraktion und einer

Ethanol-Prazipitation unterzogen (siehe 2.2.2.2).
2.2.2.2 Reinigung und Prazipitation von RNA

RNA-LAsungen wurden nach dem in 2.2.1.3 beschriebenen Prinzip einer Phenol/Chloroform-
Extraktion unterzogen. Anstelle von TE-gesattigtem Phenol wurde jedoch wassergesattigtes

Phenol verwendet.
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Zur Prazipitation wurden die RNA-L&sungen auf ein Volumen von 200 ul mit Wasser aufgefiillt.
Danach wurden 36 yl Ammoniumacetat (6 M) sowie 472 ul Ethanol hinzugegeben. Nach einer
Inkubation bei RT fir 10 min wurde die RNA durch Zentrifugation (13.000 rpm; 30 min; RT)
pelletiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden 0,5 ml Ethanol (70 %) hinzugegeben und die
Proben erneut zentrifugiert (13.000 rpm; 10 min; RT). Die erhaltene RNA wurde luftgetrocknet und
in 30-50 yl Wasser aufgenommen. Zur Verbesserung der Reinheit wurden gegebenenfalls

einzelne Prazipitationsschritte wiederholt.
2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von RNA mittels UV/vis-Spektroskopie

Die Konzentrationsbestimmung von RNA-L&sungen erfolgte analog zu der von DNA mittels
UV/vis-Spektroskopie (siehe 2.2.1.4) nach demselben Vorgehen. Eine Absorption von 1 entspricht
dabei einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml. Ein Quotient Azeo/A2s0 grolder als 2,0 weist dabei auf

eine reine RNA-Probe hin.
2.2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese von RNA

RNA-LAsungen wurden analog zur DNA (siehe 2.2.1.5) mittels Gelelektrophorese analysiert. Die
Auftrennung der Molekile erfolgte in 1,2 % (w/v) Agarose-Gelen in 1x MOPS-Puffer (20 mM
MOPS pH 7,0; 5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA; 2,7 % (v/v) Formaldehyd (37 %)) in einer
horizontalen Laufkammer. Die Proben wurden zuvor mit dem gleichen Volumen Ladepuffer (95 %
(v/v) Formamid; 0,025 % (w/v) SDS; 0,025 % (w/v) Bromphenolblau; 0,025 % (w/v) Xylencyanol;
0,025 % (w/v) Ethidiumbromid; 0,5 mM EDTA) gemischt und fir 10 min bei 75 °C inkubiert. Die

Auftrennung und die Dokumentation der Gele erfolgten wie in 2.2.1.5 beschrieben.
2.2.2.5 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Fir die RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial wurde eine TRIzol™-Extraktion durchgefiihrt. Diese
stellt eine Modifizierung der in 2.2.1.3 beschriebenen Phenol/Chloroform-Extraktion dar. TRIzol™
(Thermo Scientific) ist eine einphasige Lésung aus Phenol und Guanidiniumisothiocyanat, welche
Zellen lysiert, aber Biomolekile wie RNA intakt belasst. Durch Zugabe von Chloroform bildet sich
ein dreiphasiges System mit RNA-Molekilen in der wassrigen, DNA-Molekiilen in der Inter- und

Proteinen innerhalb der hydrophoben Phase.

Die RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial geschah vor Ort durch Dr. Vitantonio Pantaleo (Consiglio
Nazionale delle Ricerche —I stituto per la Protezione Sostenibile delle Piante, Forschungsgruppe

Bari, Bari, Italien).
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2.2.2.6 Reverse Transkription

Mittels reverser Transkription kénnen RNA-Proben in Vorbereitung zur qRT-PCR (siehe 2.2.1.7.4)
in cDNA-Molekile Gberflhrt werden. Daflr wurden ca. 2 ug Gesamt-RNA mit DNase behandelt
und mit Hilfe des ,High Capacity cDNA Reverse Transcription kit“ (Life technologies) nach

Herstellerangaben behandelt.
2.2.2.7 5'-Phosphorylierung kleiner RNA-Molekiile

Aufgrund der Praferenz von p19 fir 5’-phosphorylierte siRNA wurden samtliche RNA-
Oligonukleotide vor Untersuchungen mit p19 5°-phosphoryliert. Dies wurde mittels der ,T4
Polynucleotide Kinase* (Thermo Scientific) durchgeflhrt. Tabelle 2.6 fasst das Pipettierschema

einer Phosphorylierungsreaktion zusammen.

Tabelle 2.6: Alilgemeines Pipettierschema einer 5°-Phosphorylierungsreaktion kleiner RNAs.

Komponente Menge

RNA 50 pmol

ATP (50 pM) 2 ul (=100 pmol)
PNK-Puffer A (Thermo Scientific) 2 ul

T4 Polynucleotide Kinase (Thermo 1 i

Scientific)

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul; Thermo 0,5 pl
Scientific)

H20 ad. 20 pl

Diese Reaktionsansatze wurden auf Eis zusammengefihrt und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Zur
radioaktiven Markierung wurden den Reaktionsansatzen jeweils 25 uCi an y-[*2P]-ATP
hinzugesetzt. AnschlieRend wurde zum Stoppen der Reaktionen 1yl EDTA (500 mM)
hinzugegeben und die Reaktionsansatze fir 10 min bei 70 °C inkubiert. Es folgte die
Hybridisierung der RNA-Molekdile.

2.2.2.8 Hybridisierungen kleiner RNA-Molekiile

Zur Bildung von RNA-Duplex-Molekilen wie siRNAs oder miRNAs wurden die zuvor
phosphorylierten RNA-Molekiile hybridisiert. Dazu wurden 5°-Phosphorylierungsansatze der
zugehorigen RNAs aus 2.2.2.7 vollstandig gemischt und fur 3 min auf 94 °C erhitzt. Es folgte eine

schrittweise Abkihlung in Schritten zu je 3 K von je 3 min Lange bis auf 25 °C.

Nach Abschluss der Hybridisierung wurden siRNA- oder miRNA-Duplex-Molekile mittels ,illustra
microspin G-25 columns® (GE Healthcare) nach Herstellervorgaben gereinigt, um nicht

verbrauchtes ATP von den Ansatzen abzutrennen. Voruntersuchungen mit [32P]-markierter RNA
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ergaben dabei einen Verlust an RNA von etwa 1/3 der Gesamtmenge. Dies wurde in die
Konzentrationsangaben der RNA-Proben mit einbezogen.

2.2.2.9 Schmelzpunktanalyse von siRNAs und miRNAs

Zur Verifizierung der erfolgten Hybridisierung kleiner RNA-Molekile und zur thermodynamischen
Analyse wurden thermische De- bzw. Renaturierungen durchgeflinrt. Dazu wurden die
hybridisierten RNA-Helices in 600 pyl Bindepuffer (siehe 2.2.3.9) auf eine Konzentration von
0,5 uM verdinnt. Diese Ansatze wurden im ,Jasco v-550 Spektrometer” (Jasco) von 20 °C auf
90 °C (mit 0,4 K/min) unter Stickstoffatmosphare erhitzt. Um ein Verdampfen der Lésung zu
verhindern, wurde diese mit Mineral6l (Carl Roth) Uberschichtet. Die Dissoziation der RNA-
Strange wurde durch Absorptionsmessungen bei 268 nm dokumentiert. Die erhaltenen
Datensatze (Absorption gegen Temperatur) werden im Rahmen dieser Arbeit Schmelzkurven
genannt. Es folgte die Abkihlung des Ansatzes auf 20 °C (0,4 k/min) bei Dokumentation der
Absorption bei 268 nm. Diese Datensatze werden Hybridisierungskurven genannt. Die Schmelz-
und Hybridisierungskurven wiesen jeweils zwei Transitionen auf. Da lediglich die Transitionen bei
niedrigerer Temperatur eine Variabilitdt bei verschiedenen miRNA-Varianten aufwies (siehe
Abschnitt 7.5), wurden diese zur Auswertung einer nichtlinearen Regression an die Formeln 2.4
und 2.5 nach Riechmann et al. (2005) [195] unterworfen. Dabei galt die Annahme, dass diese

Transitionen unimolekulare De-/Renaturierungsreaktionen darstellen.

-AG0
_ (AN+mNT)—[AN+mNT—(AU+mUT)]*eW
A= e 24
1+e RT
0— AWO _r T I
AG® = AH®+ (1= =) + AC, * (T =Ty =T+ Inz) 25

A steht dabei flr das Absorptionssignal, Ax/Au fur die Signalamplituden im nativen bzw.
denaturierten Zustand bei 0 K, mn/my flr die Anstiege der Grundlinien des nativen bzw.
denaturierten Zustandes, T fur die Temperatur, Tw flir den Transitionsmittelpunkt (auch
Schmelztemperatur), R fiir die Gaskonstante, AG? fiir die Anderung in der freien Gibbs-Enthalpie
im Gleichgewicht, AH° firr die Anderung der Enthalpie im Gleichgewicht und AC, fiir die Differenz
der Warmekapazitat des nativen und des denaturierten Zustandes. Durch Umstellen von Formel
2.6 ist es maoglich die Entropieanderung (AS°) im Gleichgewicht bei Tu zu bestimmen.

AG = AH —AS*T 2.6
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2.2.3 Proteinbiochemische Arbeiten
2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach deren Molekulargewicht wurden diskontinuierliche
Polyacrylamid-Gelelektrophoresen durchgefiihrt. Dabei werden die Proteine unter Hitze und der
Anwesenheit von SDS und B-Mercaptoethanol in einen denaturierten Zustand tberfihrt und dort
gehalten. AnschlieRend werden sie in einem grobporigen Sammelgel fokussiert und fortfihrend
in einem feinporigen Trenngel aufgetrennt. Tabelle 2.7 enthalt die Zusammensetzung von Trenn-
und Sammelgelen.

Tabelle 2.7: Zusammensetzungsschema von diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelen (10 cm x 10 cm x
1 mm) fiir die SDS-PAGE

Komponente Trenngel 10 % (ca. 8 ml) Sammelgel 5 % (ca. 3 ml)
Puffer 2 ml 0,75 ml
Acrylamid-Bisacrylamidlosung 2,7 ml 0,4 mi

(37,5:1) 30 %

H:0 3,2ml 1,6 ml
Ammoniumperoxodisulfat 10 % 50 pl 15 ul

(wiv)

TEMED 12,5 7,5

4 x Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI pH 8,8; 0,4 % (w/v) SDS
4 x Sammelgelpuffer: 0,25 M Tris/HCI pH 6,8; 0,2 % (w/v) SDS

Bei Verwendung von 15 %igen SDS-Gelen wurde die Menge an Acrylamid-Bisacrylamid
entsprechend heraufgesetzt. Vor dem Auftragen wurden die Proben 1:4 mit SDS-Probenpuffer
(20 mM Tris/HCI pH 6,8, 12 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycin, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau, 10 %
(v/v) B-Mercaptoethanol) versetzt und fiir 5 min auf 95 °C erhitzt. Die Auftrennung erfolgte durch
ein elektrisches Feld mit einer begrenzenden Stromstarke von 25-35 mA je Gel. Nach der
Auftrennung wurden die Gele Coomassie-gefarbt (siehe 2.2.3.1.1) oder einer Silberfarbung (siehe
2.2.3.1.2) unterzogen.

2.2.3.1.1 Coomassie-Farbung von SDS-Gelen

Zur Coomassie-Farbung wurden die Gele nach der Auftrennung in Farbelésung (0,6 % (w/v)
Coomassie-Brilliant-Blau G-250, 10 % (v/v) Essigsaure, 10 % (v/v) Methanol) fir 20 min
schuttelnd inkubiert. Es folgten Inkubationsschritte in Entfarbelésung (10 % (v/v) Essigsaure;
40 % (v/v) Methanol) fir je 20 min bis zur gewunschten Entfarbung. AnschlieBend wurden die

Gele getrocknet und digitalisiert oder fiir Silberfarbungen weiterverwendet.
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2.2.3.1.2 Silberfarbung von SDS-Gelen

Die Silberfarbungen von Proteingelen erfolgten nach dem Protokoll von Nesterenko et al. (1994)

[196]. Tabelle 2.8 fasst das Protokoll zusammen.

Tabelle 2.8: Protokoll der Silberfarbung von SDS-Gelen.

Arbeitsschritt Pufferzusammensetzung Volumen (ml) Inkubationszeit
Fixieren 30 ml Aceton 60 5 min

0,75 mI TCA (100 % (w/v))

25 yl Formaldehyd (37 %)

ad. H.0
Waschen H.0 - 3x5s;1x1min; 3x
5s
Vorbehandeln | 30 ml Aceton 60 5 min
ad. H.0
Vorbehandeln Il 100 pl Na2S203(20 % (w/v)) 60 1 min
Waschen H-0 - 3x5s
Farben 0,8 ml AgNOs (14 % (w/v)) 60 8 min
0,6 ml Formaldehyd (37 %)
ad. H>,O
Waschen H2O - 3x5s
Entwickeln 1,2 g Na2COs 60 10-20 s

25 pl Formaldehyd (37 %)
25 pl NazS20s3 (20 % (wiv))
ad. H.0
Stopp 1 %ige Essigsaure - -

Im Anschluss wurden die Gele getrocknet und digitalisiert.
2.2.3.2 Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Proteinkonzentrationen von Proteingemischen wurden mit der Methode nach Bradford bestimmt.
Diese Methode basiert auf der Interaktion von Coomassie-Brilliant-Blau-Farbstoff mit kationischen
und unpolaren Seitenketten von Proteinen. Durch Bildung von Komplexen wahrend dieser
Interaktionen verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 470 nm auf 595 nm.
Die Absorption der Probe bei 595 nm stellt daher ein MaR fir gebildete Coomassie-Aminosaure-

Komplexe und somit flir die eingesetzte Proteinmenge dar.

Dafir wurden je 10 ul der Proteinlésung mit 490 yl Bradfordlésung (wassrige LOsung aus
Coomassie-Brilliant-Blau G-250, Ethanol und ortho-Phosphorséaure; Bio-Rad) vermischt und bei
Raumtemperatur 10 min inkubiert. Nachfolgend wurde die Absorption der Probe am
.BioPhotometer® (Eppendorf) bestimmt und die Konzentration der Probe mittels Lambert-

35



2. Materialien und Methoden Robert Pertermann

Beerschen Gesetzes bestimmt. Jede verwendete Lésung wurde vor Nutzung durch Einsatz von

Rinderserumalbumin geeicht.
2.2.3.3 Protein-Konzentrationsbestimmung mittels UV/vis-Spektroskopie

Die Konzentrationen vollstdndig gereinigter, rekombinanter Proteinldsungen wurden
photospektrometrisch bestimmt. Dafir wurden im ,Jasco V-550 Spektrometer® (Jasco)
Absorptionsspektren von 340-240 nm aufgenommen und die Proteinkonzentration bei 280 nm
mittels Lambert-Beerschen Gesetzes ermittelt. Dabei wurde ein Extinktionskoeffizient €g0 von

34.950 M-"*cm-" fir alle p19-Varianten verwendet.
2.2.3.4 Proteinbiosynthese und Zellaufschluss

Zur Herstellung von CIRV-p19 und dessen Varianten wurde ein auf den pGEX-Vektoren
(Amersham Biosciences) basierendes Plasmid, welches fir die p19-Variante mit N-terminal
fusionierter Glutathion-S-Transferase (GST) codiert, in E. coli des Stammes BL21-CodonPlus
(DE3)-RIPL transformiert (siehe 2.2.1.10.1). Die Anzucht der Zellen erfolgte im Schiittelkolben (6

x 11) oder durch Fermentation an einem Biostat ED-Reaktor.

Fir die Zellanzucht im Schittelkolben wurde eine 200 ml-Vorkultur der Zellen in LB-Medium mit
Ampicillin (100 ug/ml) Gber Nacht bei 37 °C schittelnd inkubiert. Mit jeweils 25 ml dieser Vorkultur
wurden je 11 LB-Medium (+100 pyg/ml Ampicillin) versetzt. Diese Hauptkultur wurde ebenso
schittelnd bei 37 °C inkubiert und die optische Dichte (ODsgo) stiindlich bestimmt. Nachdem eine
ODesoo von etwa 0,6 erreicht wurde, folgte die Induktion der Expression des p19-ORFs durch
Zugabe von 1 mM IPTG. Nach einer weiteren Inkubation flir 4 h wurden die Zellen durch
Zentrifugation (Zentrifuge: SORVALL RC-6 Plus, Thermo Whatman; Rotor: PTI F10S — 6 x 500y;
6.000 rpm, 5 °C, 25 min) pelletiert und mittels flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis zum

Zellaufschluss wurden die Zellen bei -20 °C gelagert.

Die Fermentationsprozesse wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Ralph Golbik (AG Mikrobielle
Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale), Deutschland) an einem Biostat ED-Reaktor
durchgeflhrt. Dafir wurden 2 | einer LB-Vorkultur mit Ampicillin (100 ug/ml) Gber Nacht bei 37 °C
schittelnd inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Zentrifuge: SORVALL RC 6 Plus,
Thermo Whatman; Rotor: PTI F10S — 6 x 500y; 6.000 rpm, RT, 25 min) pelletiert und in 20 ml LB-
Medium resuspendiert. Mit diesem wurden im Biostat ED-Reaktor 6 | Komplexmedium (60 g/I
Hefeextrakt; 0,06 M K;HPO4 6 mM MgSO.; 0,03 M Glukose; 0,01 NH4Cl) versetzt. Die
Zellanzucht erfolgte bei einem Sauerstoffgehalt von 30 % bei 37 °C und pH 7,0. Ab einer ODsoo
von 10 erfolgte eine digital gesteuerte Zugabe von feeding-Lésung (300 g/l Glycerin; 300 g/l
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Hefeextrakt). Nach 10 h Inkubation wurde die Lésung innerhalb einer Stunde auf 30 °C abgekiihlt
und die Genexpression mit 1 mM IPTG induziert. Nach weiteren 9 h erfolgte die Zellernte durch
Zentrifugation flr zweimal 40 min bei 4.200 rpm und RT (Zentrifuge: Avanti J-20; Beckman Coulter
Inc.; Rotor: JL8.1000). Die Zellen wurden anschliefsend mit flissigem Stickstoff schockgefroren

und bis zur Benutzung bei -40 °C gelagert.

Zum Zellaufschluss wurden 10-15 g der gefrorenen Zellen in ein 50 ml-Reaktionsgefal’ tberfihrt
und dieses mit Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10 mg/ml Lysozym)
aufgeflllt. Nachdem die Zellen aufgetaut und flr 3 h auf Eis inkubiert wurden, folgte der
Aufschluss im ,GAULIN homogenizator® (APV Homogenizer GmbH) in jeweils drei Durchlaufen.
Unlésliche Bestandteile wurden zunachst durch Zentrifugation (Zentrifuge: Hettich ROTINA 38 R;
10 min, 10.500 rpm; 4 °C) abgetrennt und das Protein aus der geldsten Fraktion gereinigt. Es
folgte eine Ultrazentrifugation bei 4 °C und 35.000 rpm fir 1 h (Zentrifuge: L8-60M; Beckman
Instruments; Rotor: Type 45 Ti). Das so erhaltene Lysat wurde entweder unverziglich zur
Chromatographie verwendet oder mittels flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei -20 °C gelagert.
2.2.3.5 Proteinreinigung von p19

Zur Aufreinigung des p19-Proteins wurde die Proteinlésung aus 2.2.3.4 verschiedenen
chromatographischen Reinigungsschritten unterzogen. Pufferwechsel und Konzentrieren der
Probe fand durch Dialyse (siehe 2.2.3.5.2) oder mit Hilfe eines ,Spin-X UF Concentrator” (Corning;
MWCO: 10.000) nach Herstellerangaben statt. Die Details zu den einzelnen Reinigungsschritten
sind in den folgenden Abschnitten aufgefihrt und in diesem Abschnitt zusammengefasst.

Zunachst wurde die Proteinldsung mit dem Glutathion-S-Transferase-p19-Fusionsprotein (GST-
p19) einer Affinitatschromatographie unterworfen, bei der die GST spezifisch an die Saulenmatrix
bindet. Damit wurde der Mehrzahl der zelluldren Proteine aus E. coli abgetrennt. Die GST wurde
daraufhin durch Einsatz der ,PreScission™ Protease” (GE Healthcare) nach Herstellerangaben
auf der Affinitatssaule (siehe 2.2.3.5.1) oder separat abgespalten. In letzterem Fall folgte eine
erneute Affinitdtschromatographie zum Abtrennen der Glutathion-S-Transferase. Nach einem
Pufferwechsel (siehe 2.2.3.5.2) wurde die p19-Lésung einer Anionenaustauschchromatographie
(lec; siehe 2.2.3.5.3) unterworfen, um Nukleinsaure-Verunreinigungen abzutrennen. Die so

erhaltene Losung wurde konzentriert und zur Analyse verwendet.
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2.2.3.5.1 Affinitaitschromatographie und Proteolyse von GST-p19-Fusionsproteinen

Zur Reinigung von GST-p19-Fusionsproteinen aus Zelllysaten wurden Affinitdtschromatographien
mittels ,GSTrap FF*-Saulen (Saulenvolumen: 5 ml; GE Healthcare) durchgefiihrt. Alle Schritte
fanden dabei in gekihlter Umgebung (ca. 8 °C) mit einer Flussgeschwindigkeit von ca. 2 ml/min
statt. Zunachst wurden etwa 150 mg Proteinmischung aus dem Zelllysat auf das Saulenmaterial
geladen. Es folgte ein Waschschritt mit 2 Sdulenvolumen PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI;
10 mM NazHPOy4; 1,8 mM KH2PO4). Zur Abspaltung der GST wurde die Saule in 50 mM Tris/HCI
pH 7,5 und 150 mM NaCl aquilibiert. AnschlieBend wurden im selben Puffer 100 U ,PreScission™
Protease® (GE Healthcare) hinzugegeben und das Saulenmaterial Gber Nacht bei 4 °C inkubiert.
Die Elution des, von der GST abgespaltenen, p19-Proteins erfolgte durch Spulen der Saule mit
6 ml des Reaktionspuffers. Samtliche GST-fusionierten Proteine wurden durch 2 Saulenvolumen
des Elutionspuffers (50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM L-Glutathion (reduziert)) eluiert.

2.2.3.5.2 Dialyse von Proteinproben

Zum Pufferwechsel wurden p19-enthaltende Losungen mit Hilfe eines ,SERVAPOR®" (SERVA
electrophoresis GmbH) -Dialysierschlauches (MWCO: 12.000-14.000) gegen das jeweilige 20-
fache Volumen des Dialysierpuffers dialysiert. Es wurden jeweils 3 Dialysierschritte fir mindestens
3 h bei 8 °C durchgefuhrt.

2.2.3.5.3 Anionenaustauschchromatographie (lec)

Wahrend der Proteinreinigung wurden Anionenaustauschchromatographien (lec) durchgefihrt.
Neben einer Abtrennung von Fremdproteinen sollten so auch Nukleinsdureverunreinigungen,
welche an das p19 binden, entfernt werden. Die lec fand am ,Akta-Purifier (GE Healthcare) bei
10 °C statt. Daflr wurden entweder ,Resource Q“ (5 ml; Amersham Biosciences) oder ,Mono Q
5/50 GL*“ (Amersham Biosciences) -Saulen verwendet. Druck und Fliegeschwindigkeiten
richteten sich dabei nach Herstellerangaben. Das Protein wurde in Niedrigsalzpuffer (50 mM
Tris/HCI pH 7,5, 50 mM NaCl) auf die Chromatographiesdulen geladen und diese mit
2 Saulenvolumen desselben Puffers gespllt. Die Elution erfolgte durch einen linearen Gradienten
(0-100 %) mit Hochsalzpuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 500 mM NaCl) Uber jeweils
40 Saulenvolumen. Der Durchfluss wurde zu je 1 ml fraktioniert und die p19-enthaltenden
Fraktionen nach einer Analyse Uber SDS-PAGE (siehe 2.2.3.1) zusammengefiuhrt und
konzentriert (siehe 2.2.3.5). Die Proteinlésung wurde anschlieliend bis zur Charakterisierung in
Lagerungslosung (10 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50 % (v/v)
Glycerin) bei -20 °C gelagert.
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2.2.3.6 Massenspektrometrische Untersuchungen von gereinigtem p19-Protein

Zur Identitatsprifung der Proteine wurden massenspektrometrische Untersuchungen
durchgeflhrt. Dafiir wurden die p19-Proben durch Dialyse (siehe 2.2.3.5.2) gegen H.O entsalzt
und etwa 100 ug des Proteins an einem ,Ultraflex-Il TOF/TOF* Massenspektrometer (Bruker
Daltonics, Bremen) mit einer MALDI-Quelle analysiert. Die massenspektrometrischen
Untersuchungen erfolgten durch Dr. Angelika Schierhorn (MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale),
Deutschland).

2.2.3.7 Circulardichroismus-Messungen von p19-Varianten

Chirale Molekule mit Chromophor absorbieren spezifisch zirkular polarisiertes Licht. Trifft Licht auf
eine Losung chiraler Moleklile, in der jeweils eines der Stereoisomere ausschlieBlich oder im
Uberschuss vorliegt, kann diese spezifische Absorption durch Anderung der Elliptizitat
spektroskopisch erfasst werden (Circulardichroismus, CD). Spezifische Konformationen von
chiralen Peptidbindungen weisen dabei ein charakteristisches CD-Spektrum im Fern-UV-Bereich
auf. Somit ist es moglich, Sekundarstrukturelemente von Peptidketten durch CD spektrokopisch
zu erfassen. Dabei stellt ein CD-Spektrum eines Proteins ein Summenspektrum dar, welches sich
aus den Einzelspektren der jeweiligen Peptidbindungen zusammensetzt. Aussagen Uber den
Gesamt-Sekundarstrukturgehalt eines Proteins sind daher unter Vorbehalt méglich. Anderungen
im Fern-UV-CD-Spektrum deuten jedoch auf Anderungen in der Konformation des jeweiligen

Proteins hin.

Die CD-Messungen dieser Arbeit wurden an einem ,J-810 Spectropolarimeter” (Jasco) bei 20 °C
durchgefihrt. Dabei wurden jeweils 30-40 pug/ml p19-Ldsung in Bindepuffer (siehe 2.2.3.9) in einer
Prazisionskivette vom Typ ,,110-QS" mit einer Schichtdicke von 1 mm flr ein Fern-UV-Spektrum
(Wellenlange: 198-250 nm) verwendet. Die so erhaltenen Spektren wurden pufferkorrigiert und
mittels ,Spectra Manager | Software” (Jasco) geglattet. Zur Vergleichbarkeit mit anderen CD-

Spektren war zudem eine Normierung notwendig. Diese erfolgte nach folgender Gleichung:

O*F*3300%—

[Olmrw = —— = 2.7

Dabei steht [O]wrw fur die genormte Elliptizitdt (mean residue weight ellipticity), © fur die
gemessene Elliptizitat, F fir die EichgroRe des Gerates (142,5/5610051), M fir die molare Masse
des Proteins, n fir die Zahl der Aminosauren, c fir die Konzentration des Proteins in mg/ml und

d fUr die Schichtdicke der Kiivette in cm.
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2.2.3.8 Analytische Ultrazentrifugation von p19-Proben

Zu Ermittlung des Oligomer-Zustandes von p19 wurden analytische Ultrazentrifugationen
durchgefliihrt. Sedimentationsgeschwindigkeits- und Gleichgewichtsmessungen wurden bei
jeweils 40.000 rpm bzw. 8.000 rpm in einer analytischen Ultrazentrifuge ,XL-A“ (Beckman
Instruments) bei 20 °C durchgefiihrt. Die Zentrifuge war dabei mit einem ,An50Ti“-Rotor und
Doppelsektorzellen  bestlickt. Fir die Analysen wurden 1,2-13uM  CIRV-p19
(Monomerkonzentration) in 50 mM Tris/HCI pH 7,6, 150 mM NaCl und 1 mM TCEP untersucht
und die Daten mit Hilfe der Software ,Sedfit* analysiert. Die Durchflihrung und die Analyse der
Daten erfolgte durch Dr. Hauke Lilie (MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale), Deutschland).

2.2.3.9 Untersuchungen von p19-sRNA-Interaktionen

Zur Untersuchung der Interaktionen von CIRV-p19 mit kleinen RNAs wurden Studien zur direkten
Bindung von p19 an einzelne kleine RNAs sowie Versuche in Prasenz einer weiteren,
kompetitierenden RNA durchgefiihrt. Letztgenannte Versuche werden im Folgenden auch
Kompetitionsexperimente genannt. Dabei wurden 5 -markierte, kleine RNAs (siehe 2.2.2.7) durch

Titration nichtmarkierter RNAs aus zuvor gebildeten Komplexen mit CIRV-p19 verdrangt.

Nachdem in den Erstversuchen festgestellt wurde, dass sich die durch Kompetitionsexperimente
erhaltenen Bindekonstanten nicht relevant von den Konstanten der direkten Messungen
unterschieden, konnten fir die Messung bedeutende Zwischenschritte bei der Komplexbildung
ausgeschlossen werden. Daher sind spatere Folgeversuche nur noch als Studien zur direkten
Bindung von p19 an siRNAs und miRNAs durchgeflihrt worden.

2.2.3.9.1 Studien zur direkten Bindung von p19 mit siRNAs und miRNAs

Zur Bestimmung der Affinitat von p19 bei der Bindung an die entsprechende kleine RNA, wurden
etwa 3 pM kleine, markierte RNA (siehe 2.2.2.7 und 2.2.2.8) mit verschiedenen Mengen CIRV-
p19in 20 pl Bindepuffer (20 mM Tris/HCI pH 7,5; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 0,02 % (v/v) Tween-
20; 1 mM DTT) fur 1-1,5 h bei 24 °C inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden komplexierte und
freie RNA durch einen Electrophoretic mobility shift assay (EMSA, siehe 2.2.3.9.3) aufgetrennt.

2.2.3.9.2 Kompetitionsexperimente

Zur Untersuchung der Spezifitdt der Bindung von CI/RV-p19 an kleine RNAs wurden
Kompetitionsexperimente durchgeflihrt. Dabei wurden verschiedene Mengen 5 -phosphorylierter,
unmarkierter, kleiner RNA zu jeweils 3 pM 5’-markierter, kleiner RNA (siehe 2.2.2.7 und 2.2.2.8)
mit 0,5nM CIRV-p19 (Dimerkonzentration) ftitriert. Dabei kam derselbe Bindepuffer wie in
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2.2.3.9.1 zum Einsatz. Diese Ansatze wurden Uber Nacht bei 24 °C inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurden RNA-p19-Komplexe und freie RNA durch EMSA (siehe 2.2.3.9.3) aufgetrennt.

2.2.3.9.3 Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)

Zur Auftrennung von freier, 5’-markierter RNA von Komplexen aus p19 und 5’-markierter, kleiner
RNA wurden Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) durchgefiihrt. Daflir wurde jeder
Reaktionsansatz aus 2.2.3.9.1 und 2.2.3.9.2 mit je 5 ul Ladepuffer (50 mM Tris/HCI pH 7,5; 10 mM
EDTA; 0,002 % (w/v) Bromphenolblau; 0,002 % (w/v) Xylencyanol; 50 % (v/v) Glycerin) vermischt
und unverzlglich auf ein 6 %iges Polyacryamid-Gel (10 cm x 10 cm x 1 mm) in 1x TBE (89 mM
Tris; 89 mM Borsaure; 2 mM EDTA) aufgetragen. Die Auftrennung in 0,5x TBE-Laufpuffer
(44,5 mM Tris; 44,5 mM Borsaure; 1 mM EDTA) erfolgte in einem elektrischen Feld bei einer
begrenzenden Spannung von 120V bei Raumtemperatur (23,5-24 °C geprift im oberen
Pufferreservoir). Nach der Auftrennung wurden TBE-Polyacrylamid-Gele fiir 15-20 min in 5 %iger
Essigsaure inkubiert und vakuumgetrocknet. Anschliel’end wurde ein ,Storage Phosphor Screen
S 230" (GE Healthcare) aufgelegt und die Gele fir mindestens drei Tage exponiert. Es folgte ein

Scan mittels eines ,Storm 860“-Phosphorimagers (Molekular Dynamics).
2.2.3.9.4 Auswertung der Bindungsstudien

Die aus den EMSA-Versuchen erhaltenen Autoradiogramme wurden mit dem Programm
»ImageQuant 5.0 Build 050 (Molecular Dynamics) ausgewertet. Dabei wurden die Signalstarken
der Banden, welche freier RNA bzw. RNA-p19-Komplex zuzuordnen sind, quantifiziert. Die
Signalstarke der RNA-p19-Bande geteilt durch die Gesamtintensitat der Signale in der jeweiligen
Lauf-Spur ergab das normalisierte Signal fur die Bindung der RNA durch p19 (auch relative shift
oder fraction bound).

Bei direkten Bindungsstudien (siehe 2.2.3.9.1) wurde das normalisierte Bindungssignal gegen die
eingesetzte Gesamt-Konzentration von CIRV-p19 aufgetragen. Durch nichtlineare Regression der
Daten an die Formel 2.8 konnte die apparente Dissoziationskonstante (Kp) ermittelt werden.

Pn
S= (Smax - SO) * m + S 2.8

Dabei steht S fir die normalisierten Signalstarke (fraction bound), Smax flr die Amplitude, P fir
die eingesetzte  p19-Gesamt-Konzentration  (Dimer-Konzentration), Ko fur die
Dissoziationskonstante, n fir die Kooperativitat und Sy fiir das offset der Daten. Diese Gleichung
fand Anwendung unter der Voraussetzung, dass die Konzentration der eingesetzten 5°'-

41



2. Materialien und Methoden Robert Pertermann

markierten, kleinen RNA wesentlich kleiner (mindestens 10-fach) als die Dissoziationskonstante

war.

Bei Kompetitionsexperimenten (siehe 2.2.3.9.2) wurde das normalisierte Bindungssignal gegen
die eingesetzte Konzentration der Kompetitiv-RNA aufgetragen. Durch Regression der Daten an
Gleichung 2.9 konnten apparente Bindekonstanten (Kc) ermittelt werden.

— 2
S = Smax=So g L XDc 4P +R, —\/(KD +2-Co+ B +R,) —4-Rt-Pt| +S, 29
2-R¢ Kc Kc

Dabei steht S fur die normalisierten Signalstarke (fraction bound), Smax flr die Amplitude, R; flr
die eingesetzte Menge an 5 -markierter, kleiner RNA, C; fir die jeweilige eingesetzte Menge an
Kompetitiv-RNA, P flr die eingesetzte p19-Gesamt-Konzentration (Dimer-Konzentration), Kp fir
die Dissoziationskonstante von CIRV-p19 an die 5-markierte RNA, K¢ flr die apparente

Bindekonstante und S, fur das offset der Daten.
2.2.4 In-vitro-Versuche mit dem BY-2-Lysat (BYL)

Bei dem BY-2-Lysat (BYL) handelt es sich um einen zytoplasmatischen Extrakt aus
evakuolisierten N. tabacum-Protoplasten. Dieses pflanzenbasierte Lysat enthalt alle wichtigen
Komponenten flr eine in-vitro-Translation von exogen zugegebenen mRNA-Molekilen [197].
Zudem ermdglicht es RISC-Aktivitaten zu rekonstituieren durch in-vitro-Translation von AGO-
Proteinen und Zugabe spezifischer, kleiner RNAs [37,198]. Auch die Replikation von viralen RNA-
Genomen kann nachgestellt werden [197,199] sowie deren Inhibition durch in vitro rekonstituierte
RISC-Aktivitat [91]. Die Mdoglichkeit, die miRNA-vermittelte Regulation der Genexpression
nachzustellen, macht das BYL zu einem geeigneten System, um den Einfluss von CIRV-p19 auf

das miRNA-vermittelte RNA-silencing zu untersuchen.
2.2.4.1 Herstellung eines zytoplasmatischen Extraktes aus BY-2-Zellen

Zur Herstellung des BYLs wurden ca. 3-4 ml der BY-2-Suspensionskultur in 50 ml frisches MS-
Medium Uberfiihrt. Nach einer Inkubation flir 5 Tage bei 23 °C im Dunkeln unter leichtem Schiitteln
(Infors Multitron, 120 rpm) wurden die Zellen durch Zentrifugation (Zentrifuge: Rotina 38R; Hettich;
1 min; 800 rpm; Beschleunigung: 3; Bremse: 0) pelletiert. Etwa 50 ml der so pelletierten Zellen
wurden mit 100 ml Protoplastierlosung ((0,312 % (w/v) Cellulase Onozuka RS; 0,1 % (w/v)
Pectolyase Y23) in Protoplasten-Waschpuffer (12,5 mM Natriumacetat; 5 mM CaCl,; 0,37 M
Mannitol; pH 5,8)] resuspendiert und fir etwa 3 h bei 26 °C unter leichtem Schitteln (Infors
Multitron, 110 rpm) im Dunkeln inkubiert. Die so erfolgte Protoplastierung der Zellen wurde

lichtmikroskopisch bestatigt. Anschlielend wurden die Zellen auf sechs 50 ml-Reaktionsgefale
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aufgeteilt, pelletiert (Zentrifuge: Rotina 38R; Hettich; 5 min; 800 rpm; Beschleunigung: 3; Bremse:
0) und je 3x mit Protoplasten-Waschpuffer gewaschen. Dafiir wurden die pelletierten Zellen in je
30 ml Protoplasten-Waschpuffer (je Gefall) resuspendiert und erneut pelletiert. Im Anschluss
wurden die Zellen in 15 ml Protoplasten-Waschpuffer resupendiert und auf zuvor frisch

hergestellte Percoll-Gradienten verteilt.

Fur die Herstellung von Percoll-Gradienten wurden zunachst zwei LOsungen bereitgestellt: Eine
0 % Percoll-Lésung (0,7 M Mannitol; 20 mM MgClz; 5 mM PIPES/KOH pH 7,0) und eine 70 %
Percoll-Lésung (70 % (v/v) Percoll; 0,7 M Mannitol; 20 mM MgClz; 5 mM PIPES/KOH pH 7,0).
Percoll-Lésungen mit anderen Konzentrationen an Percoll wurden durch Mischen dieser beiden
Lésungen erstellt. Fir einen Percoll-Gradienten wurde in einem 14 ml-Zentrifugenréhrchen
(Beckmann) zunachst ein linearer Gradient aus 0-30 %iger Percoll-Lésung (insgesamt 6 ml)
generiert. Dieser wurde mit Hilfe eines Gradientenmischers erzeugt und mit 2,1 ml 40 %iger
Percoll-Lésung unterschichtet. Diese wurde wiederum mit 1,9 ml einer 70 % Percoll-L6sung

unterschichtet.

Nachdem diese Gradienten mit den gewaschenen BY-2-Protoplasten beladen wurden, erfolgte
eine Auftrennung der Zellen durch Zentrifugation (Ultrazentrifuge: L8-M; Rotor: SW40Ti; 60 min;
7500 rpm; Beschleunigung: 1; Bremse 0; 23 °C). Entvakuolisierte Miniprotoplasten sammelten
sich in der Interphase zwischen der 40 % Percoll-Schicht und der 70 % Percoll-Schicht an. Diese
wurden isoliert und je 2x mit Protoplasten-Waschpuffer gewaschen (siehe selber Abschnitt oben).
Nachfolgend wurden diese Zellen im 3,5-4 fachen Volumen TR-Puffer (30 mM HEPES/KOH
pH 7,4; 80 mM Kaliumacetat; 1,8 mM Magnesiumacetat, 2 mM DTT; 1x Protease-Inhibitor
(Roche, complete Mini, EDTA free)) resuspendiert und mittels eines auf Eis vorgekuhlten ,dounce
homogenizer® (tight fit) in etwa 100 StéRen aufgeschlossen. Dabei wurden jeweils 10 StéRe
durchgeflhrt, bevor der ,homogenizer* auf Eis fir eine Minute erneut gekuhlt werden musste.
AnschlieRend wurden die Zellkerne durch zweimalige Zentrifugation (Zentrifuge: Mikro 200R;
10 min und 2 min; 3000 rpm; 4 °C) entfernt und der Uberstand als BYL aliquotiert. Bis zur weiteren

Verwendung erfolgte die Lagerung des Lysats bei -80 °C.
2.2.4.2 Mikrokokkus-Nuklease-Spaltung zellularer mRNAs

Die Mikrokokkus-Nuklease (MN) ist eine extrazellulare Nuklease aus Staphylococcus aureus. Es
handelt sich um eine Endonuklease mit einer Praferenz fiir einzelstrangige Nukleinsauren. Im
Verlaufe dieser Promotion wurde die MN zur Spaltung endogener mRNAs im BYL verwendet
[199]. Aufgrund der (schwacheren) Katalyse der Spaltung doppelstrangiger Nukleinsauren und

der Spaltung von mRNAs, musste die MN durch Zugabe von EGTA inaktiviert werden, um die
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Lysate fUr spatere in-vitro-Translationsreaktionen vorzubereiten. Dieses komplexiert Ca?*-lonen,

welche essentielle Kofaktoren der MN darstellen.

Zur Spaltung zellularer mMRNAs wurden je 100 pl BYL mit 0,5 mM CaCl; und 7,5 U der MN (Roche
Diagnostics) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde fir 15 min bei 20 °C inkubiert. Anschlieflend
wurde die MN durch Zugabe von 3 mM EGTA inaktiviert. Die Translationsaktivitat der behandelten
Lysate wurde durch Luziferase-Assays (siehe 2.2.4.5) Uberprift. MN-behandelte Lysate wurden

bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.
2.2.4.3 Immunprazipitation kleiner RNAs aus dem BY-2-Lysat

Fir Immunprazipitationen kleiner RNAs wurde das ,microRNA detection kit” (New England
Biolabs) verwendet. Dieses nutzt ein Fusionsprotein bestehend aus einem Maltosebindeprotein,
dem p19 des Carnation italian ringspot virus und einem Chitinbindeprotein, um kleine RNAs zu
prazipitieren. Die praktische Durchfiihrung der Immunprazipitation fand durch Dr. Jana Schuck
(AG Mikrobielle Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale), Deutschland) statt.

Dafiir wurden 20 ug Gesamt-RNA aus dem BYL (isoliert mit Phenol/Chloroform-Extraktion: siehe
2.2.2.2) und 7 U des Fusionsproteins nach den Herstellervorgaben fir eine sRNA-Prazipitation
verwendet. Das so erhaltene Prazipitat wurde mit 20 ug Proteinase K (Sigma) in Anwesenheit von
0,5% (w/v) SDS fir 30 min bei 37 °C behandelt und die erhaltenen sRNAs mittels
Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolfallung (siehe 2.2.2.2) gereinigt.

Die Sequenzierung der Prazipitate erfolgte als next generation sequencing mit einem ,Highscan®-
Sequenziergerat (lllumina, San Diego, USA) und wurde durch Dr. Knut Krohn (Core Unit DNA-

Technologien; Universitat Leipzig, Leipzig, Deutschland) durchgefiihrt.

Die bioinformatische Auswertung der Daten erfolgte durch Dipl.-Bioinform. Claus Weinholdt (AG
Bioinformatik, MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale), Deutschland). Daflir wurden die
Rohsequenzen mit den Programmen “cutadapt” (Version 1.12) und “sickle” um Adaptersequenzen
gekirzt und gefiltert. Anschlieliend wurden die Sequenzen mit bekannten rRNA-Genen verglichen
(Programm: ,Bowtie” (Version 1.1.2)). Dabei wurde ein Maximum an drei seed-Fehlpaarungen
zugelassen. Nicht-Ubereinstimmende Sequenzen wurden mit einer Kombination aus Nicotiana
tabacum-miRNA-hairpin-Sequenzen aus der miRbase (Version 21) (www.mirbase.org) und
snoRNA-Sequenzen aus der ,plant snoRNA database” (http://bioinf.scri.sari.ac.uk/cgi-
bin/plant_snorna/home) unter Zuhilfenahme von ,Bowtie“ (maximal drei Fehlpaarungen)
verglichen. Sequenzen mit miRNA-Ubereinstimmungen wurden mittels eines modifizierten ,R

scripts® gezahlt und mittels ,Bioinductor package edgeR* (Version 3.12.1) verglichen. MiRNAs
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wurden als signifikant unterschiedlich abundant deklariert, sofern die ermittelte ,false discovery

rate“ (FDR) einen Wert unterhalb von 0,05 annahm.
2.2.4.4 In-vitro-Translation

In-vitro-Translationen wurden mit MN-behandeltem BYL (siehe 2.2.4.2) durchgefiihrt. Der

zugehorige Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.9 zusammengefasst.

Tabelle 2.9: Reaktionsansatz fiir eine in-vitro-Translation im BYL

Komponenten Menge
BYL 10 pl
Kreatinphosphatkinase (10 mg/ml) 0,4 ul
4x TR*-Puffer 2 ul

10x TM-Puffer 2 ul
mRNA 1 4g
H20 ad. 20 yl

Der 4x TR*-Puffer (120 mM HEPES/KOH pH 7,4; 400 mM Kaliumacetat; 7,2 mM
Magnesiumacetat; 2 mM DTT; 4x Protease-Inhibitor (Roche)) enthalt die fir die Translation von
AGO-Proteinen optimale Kaliumacetat-Konzentration, wurde jedoch auch fir die in-vitro-
Translation anderer Proteine verwendet. Der verwendete 10x TM (Translationsmix) enthielt die
nachfolgenden Bestandteile: 7,5 mM ATP; 1 mM GTP; 250 mM Kreatinphosphat und 0,8 mM

Spermin.

Im Falle einer radioaktiven Markierung wurden dem Reaktionsansatz 10 uCi [*°S]-L-Methionin
(1000 Ci/mmol; Hartman Analytic) zugesetzt. Die Reaktionsansatze wurden fiir eine Stunde bei
25 °C inkubiert.

2.2.4.5 Luziferase-Reporterassay zur Darstellung von RISC-Aktivitaten

Einen experimentellen Ansatz, um RISC-Aktivitaten in vitro darzustellen, stellte ein sogenannter
Luziferase-Reporterassay dar. Dafir wurde zunachst N. benthamiana-AGO1-1L [131] im BYL
nach dem Protokoll aus 2.2.4.4 in vitro translatiert. Dies geschah unter Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen von C/IRV-p19. Bei Abwesenheit dieses Proteins wurde das
Volumen des Translationsansatzes durch das entsprechende Volumen des p19-Lagerungspuffers
(10 mM Tris/HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 50 % (v/v) Glycerin) aufgefillt.
Nach einer Translation von einer Stunde wurden dem Reaktionsansatz ca. 0,07 uM einer
phosphorylierten (siehe 2.2.2.7), doppelstrangigen, kleinen RNA zugegeben (Gesamtvolumen:

22 ul). Einer weiteren Inkubation bei 25 °C fir 30 min folgend wurden je 10 pl in zwei neue
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Reaktionsgefalie Uberfuhrt. In diese wurden jeweils entweder 5 fmol einer Luziferase-mRNA oder
5 fmol einer Luziferase-Reporter-rmRNA (enthalt ein firefly-Luziferase-ORF fusioniert mit einer
Zielsequenz fur die jeweilige miRNA) gegeben. Nach einer weiteren Inkubation bei 25 °C fir 1 h
wurden die Aktivitdten der so synthetisierten Luziferasen durch einen Luziferase-Assay

gemessen.

Dafir wurden zunachst 20 ul Luziferase-Substrat (luciferase assay system; Promega) bei
Raumtemperatur in ein Reaktionsgefa® vorgelegt. Zu diesem wurden 2,5 ul des
Reaktionsansatzes pipettiert und etwa 10-12 s bei Raumtemperatur inkubiert. Danach folgte eine
Messung des emittierten Lichtes durch ein Luminometer (Berthold detection systems) iber einen
Zeitraum von 20 s als relative Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s). Dieses war mdglich, da das
Luziferin-Substrat im Reagenz durch die Luziferasen zu Oxyluziferin unter Lichtemission

umgesetzt wird.

Zur Auswertung dieser Messreihen wurden zunachst die gemessenen Luziferase-Aktivitaten aus
Reporter-mRNA-Translationen durch die zugehdrigen Luziferase-Aktivitdten aus den Luziferase-
mRNA-Translationen geteilt. Dies stellt eine Normalisierung der Daten dar. Zudem wurde in jeder
Messreihe eine siRNA (gf698) eingesetzt, welche keine spezifische Zielsequenz in der Reporter-
MRNA auswies. Die mit dieser sSRNA erhaltenen, normalisierten Luziferase-Aktivitaten wurden als
100 %-Wert der Luziferase-Reporter-Aktivitat festgelegt. Eine Abnahme dieses Wertes durch den
Einsatz einer Reporter-spezifischen miRNA (oder siRNA) stellte ein Mal flir die spezifische RISC-
Aktivitat des Lysates dar.

2.2.4.6 cleavage-Assays zur Darstellung von RISC-Aktivitaten

Eine weitere Mdglichkeit RISC-Aktivitaten in vitro darzustellen, waren cleavage-Assays. Die
praktische Durchfihrung dieser Versuche fand durch Dr. Torsten Gursinsky (AG Mikrobielle
Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale), Deutschland) statt. Daflir wurden zunachst
0,5 pmol N. benthamiana-AGO1-1L [131] im BYL nach dem Protokoll aus 2.2.4.4 in vitro
translatiert. Dabei waren von Beginn an ebenso die jeweilige phosphorylierte (siehe 2.2.2.7),
doppelstrangige, kleine RNA sowie gegebenenfalls 0,1 bzw. 1 uM (Dimerkonzentration) des
CIRV-p19 zugegen (Puffer und Konzentration entaprechend Abschnitt 2.2.4.5). Nach der
Translationsreaktion fir 2,5h wurden je Ansatz 2 ug Luziferase-RNA sowie 50 fmol [32P]-
markierter Ziel-RNA hinzugegeben. Nach einer Spaltungreaktion fir 15 min bei 25 °C folgte die
Zugabe von 20 ug Proteinase K unter Answesenheit von 0,5 % (w/v) SDS. Danach wurden die
Reaktionsansatze fir 30 min bei 37 °C inkubiert, mit RNase-freiem Wasser auf 120 ul aufgefillt

und die RNA mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Die Prazipitation der RNA erfolgte durch
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Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2), 2.9 Volumen Ethanol und 20 pg t-RNA ber
Nacht bei -20 °C. Nach der anschlielenen Zentrifugation (13.000 rpm, 4 °C, 30 min) erfolgte eine
Waschung durch Ethanol (70 % (v/v), siehe Abschnitte 2.2.2.2), eine Trocknung des Prazipitats
und die Aufnahme der RNA in 25 ul 1x Ladepuffer (45 % (v/v) deionisiertes Formamid 10 mM
Tris/HCL pH 7,4; 2 mM EDTA; 0,002 % (w/v) Bromphenolblau; 0,002 % (w/v) Xylencyanol). Vor
der Analyse wurde die RNA durch Inkubation bei 75 °C fir 5 min denaturiert. Daraufhin wurden
je 10 pl Probenvolumen auf ein 10 %iges Polyacryamid-Gel (10 cm x 10 cm x 1 mm) in 1x TBE
(89 mM Tris; 89 mM Borsaure; 2 mM EDTA) und 8 M Harnstoff aufgetragen. Die Auftrennung in
0,5x TBE-Laufpuffer erfolgte in einem elektrischen Feld bei einer begrenzenden Spannung von
350 V. Nach der Auftrennung wurden TBE-Polyacrylamid-Gele fur 15-20 min in 5 %iger
Essigsaure inkubiert und vakuumgetrocknet. Anschlielend wurde ein ,Storage Phosphor Screen
S 230" (GE Healthcare) aufgelegt und die Gele fiir mindestens drei Tage exponiert. Es folgte ein
Scan mittels eines ,Storm 860“-Phosphorimagers (Molekular Dynamics).
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierungen der Bindungen von microRNAs durch p19

3.1.1 Immunprazipitation von sRNAs aus dem BY-2-Lysat durch p19

Um die Bindungseigenschaften von p19 an verschiedene miRNAs charakterisieren zu kdénnen,
sollte zunachst ein Gesamtbild tber die Interaktionen von miRNAs eines pflanzlichen Organismus
mit p19 generiert werden. Dabei sollte auf Organismen wie den im Bereich der pflanzlichen
Virologie verwendeten Modellorganismus Nicotiana benthamiana [200] zurtickgegriffen werden.

Einige der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden im BY-2-Lysat
durchgefihrt. Dabei handelte es sich um einen zytoplasmatischen Extrakt aus evakuolisierten
Nicotiana tabacum-Protoplasten (nah verwandt mit N. benthamiana). In vorherigen Studien
[37,91,198,199] konnte gezeigt werden, dass dieses Lysat die Rekonstitution von aktiven und
durch siRNA- oder miRNA-Zugabe programmierbaren RNA-induced silencing complexes (RISCs)
aus in vitro translatieren AGO-Proteinen ermdglicht. Des Weiteren konnte die Aktivitat des VSRs
p19 durch Verminderung von AGO/RISC-Aktivitaten in vitro nachgewiesen werden. Daher wurde
dieses Lysat ausgewahlt, um Interaktionen von p19 mit cytoplasmatischen kleinen RNAs
nachzuweisen und eine erste Charakterisierung der Bindung verschiedener miRNAs an diesen
VSR durchzufihren. Um miRNAs identifizieren zu kénnen, welche mit p19 wahrend viraler
Infektionen relevante Interaktionen eingehen kénnten, mussten zunachst Daten generiert werden,
ob und welche microRNAs in vitro mit p19 assoziieren. Zu diesem Zweck wurde zunachst eine
Immunprazipitation (IP) durchgeflihrt, bei der die im BYL vorhandenen kleinen RNAs durch p19

prazipitiert werden sollten.

Fur diesen Versuch wurde das ,p19 siRNA binding protein® (New England Biolabs;
Katalognummer M0310) verwendet. Dabei handelt es sich um ein Fusionsprotein, bestehend aus
einem Maltosebindeprotein, dem p19 des Carnation italian ringspot virus (CIRV-p19) und einem
Chitinbindeprotein. Es wurde gewahlt, da dessen Fahigkeit das RNA-silencing im BYL zu
inhibieren bereits nachgewiesen werden konnte [91] und zudem das C/RV-p19 die bisher am
besten in vitro charakterisierte Variante von p19 bei der Bindung an siRNAs darstellt. Somit eignet
es sich auch, um die Interaktionen von p19 mit miRNAs in vitro zu charakterisieren. Dafir wurde
Gesamt-RNA aus dem BYL mit dem Fusionsprotein versetzt und die IP durchgeflihrt. Durch

Proteolyse mittels Proteinase K, Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanolféllung konnte die
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RNA danach isoliert werden (siehe 2.2.4.3). Die praktische Durchfiihrung dieser Experimente
erfolgte durch Dr. Jana Schuck (AG Mikrobielle Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg,
Halle(Saale), Deutschland). So erhaltene RNA-Molekile wurden mit einem ,Highscan“-
Sequenziergerat (lllumina, San Diego, USA) durch PD Dr. Knut Krohn vom Interdisziplinaren
Zentrum fur Klinische Forschung (IZKF) der Universitat Leipzig (Core Unit DNA-Technologien,
Universitat Leipzig, Leipzig, Deutschland) sequenziert. Nach diesem Vorgang wurden die
Sequenzen durch Dipl.-Bioinform. Claus Weinholdt (AG Bioinformatik, MLU Halle-Wittenberg,
Halle, Deutschland) gefiltert (siehe Abschnitt 2.2.4.3). Die gefilterten RNA-Sequenzen wurden
danach den precursor-Sequenzen der miRNAs aus N. tabacum zugeordnet, welche in der
miRBase (www.mirbase.org) annotiert vorlagen und anschlieRend quantifiziert. Durch Vergleich
der in die IP eingesetzten RNA (input) mit den prazipitierten Sequenzen konnten Anreicherungen
von einigen annotierten miRNA-precursor-Sequenzen nachgewiesen werden, ebenso wie einige
Sequenzen mit geringerer Prasenz nach der IP. Abbildung 3.1 fasst die Ergebnisse dieser IP im

Bezug die Sequenzen mit veranderter Abundanz zusammen.

Zusatzlich zu der genannten IP wurde eine zweite Immunprazipitation unter gleichen
Bedingungen durchgefihrt. Bei dieser wurde jedoch vor der RNA-Extraktion genomische RNA
des TBSV dem Lysat zugesetzt und fir 2 h inkubiert. Hierbei sollten Bedingung zu spaten
Zeitpunkten viraler Infektionen simuliert werden. Bei diesen liegen relevante Mengen viraler
genomischer RNA intrazellular vor, genauso wie erhdhte Mengen an siRNAs viralen Ursprungs.
Durch die Inkubation des viralen Genoms im Lysat sollten virale siRNAs durch die endogenen
DCL-Aktivitaten des Lysates erzeugt werden. Die Ergebnisse dieses IP-Versuches sind im

Anhang unter 7.1 aufgefihrt.
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Abbildung 3.1 Ergebnisse der p19-Immunprazipitation (IP) aus dem BYL Die sequenzierten kleinen
RNAs wurden zu precursor-Sequenzen von miRNAs aus N. fabacum zugeordnet und anschlieRend
quantifiziert. Nach Vergleich dieser Zuordnungen nach der IP mit denen der input-Sequenzen ergaben sich
Anreicherungen sowie weniger abundante Sequenzen. Dargestellt sind alle Abundanzveranderungen,
welche durch Bestimmung der false discovery rate (FDR) als signifikant (FDR<0,05) gekennzeichnet
wurden. Das Experiment wurde mit drei Chargen des BYL durchgefiihrt. Aus 162 annotierten und
zugeordneten Sequenzen lagen 23 angereichert und 10 weniger abundant nach der IP vor.

Die erhaltenen sRNA-Sequenzen konnten allen annotierten precursor-Sequenzen aus N.
tabacum (162) zugeordnet werden. Jedoch zeigten die in Abbildung 3.1 dargestellten Ergebnisse,
dass nur ein kleiner Teil dieser Sequenzen durch die IP angereichert (23x) oder weniger abundant
(10x) vorlag. Auch die Ergebnisse der zweiten IP in Abschnitt 7.1 zeigten Anreicherungen und
Verminderungen der Abundanz einiger aber nicht aller miRNAs. Diese Daten wiesen darauf hin,
dass das p19-Protein eine Bindungspraferenz zu einigen wenigen miRNAs aufweist. Andere
miRNAs hingegen interagierten offensichtlich signifikant schwacher mit dem Protein. Unter den
sRNA-Sequenzen mit veranderter Abundanz waren auch zwei Isoformen von miRNAs mit
zentraler Bedeutung fir das antivirale RNA-silencing (siehe Abschnitt 1.1.4): miR162a und
miR168e. Die N. tabacum-miR162a lag nach der IP angereichert vor und stellt einen Regulator
von DCL1 dar. Die N. tabacum-miR168e reguliert die Aktivitat des antiviralen AGO1-Proteins.

Diese miRNA wies nach der IP eine verminderte Abundanz auf.

Um der Moglichkeit einer Unterscheidung von miRNAs durch p19 durch verschiedene
Bindepraferenzen (differentielle Bindung) nachzugehen, wurden diese beiden miRNAs (miR162
und miR168) fur weitere Versuche ausgewahlt. Sie stehen dabei auch stellvertetend fiir andere
durch p19 an- oder abgereicherte miRNAs. Zudem sollte auch ein Bezug zur antiviralen
Immunantwort bewertet werden. Daher wurde auch die nicht in den IP-Daten enthaltene miR403

in weiteren Studien verwendet. Diese reguliert die Translation des AGO2-Proteins, welches
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ebenso wie AGO1 einen zentralen Bestandteil antiviraler RISCs darstellt (siehe Abschnitt 1.1.4)
und stellt damit ebenso eine miRNA von zentraler Bedeutung flr die Regulation der antiviralen
Immunantwort dar. An Hand dieser drei Modell-miRNAs sollte die Bindung von p19 charakterisiert

und eine mdgliche differentielle Bindung des Proteins an miRNAs untersucht werden.
3.1.2 Ableitungen der miRNA-Strukturen aus Nicotiana benthamiana

Haufig wird zur Untersuchung biologischer Vorgange in Pflanzen mit dem Modellorganismus
Arabidopsis thaliana (Familie: Brassicaceae) gearbeitet. So wurden bisherige Studien mit
transgen synthetisiertem p19 ausschliel3lich in diesem Organismus durchgefiihrt [183,185—-187],
obwohl dieser Organismus keinen naturlichen Wirt der Tombusviren darstellt. Jedoch wird speziell
im Bereich der pflanzlichen Virologie Nicotiana benthamiana (Familie: Solanaceae) als
Modellorganismus verwendet [200]. Der Grund dafir liegt unter anderem in der Infizierbarkeit
dieses Organismus durch diverse Phytoviren, inklusive der Tombusviren [201]. Um eine
Vergleichbarkeit mit vorherigen Studien anderer Autoren zu gewahrleisten, wurde entschieden im
Verlaufe dieser Arbeit die miRNA-Duplex-Strukturen beider Pflanzenspezies in ihrer Bindung zu

p19 zu untersuchen.

Zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit lagen jedoch noch keinerlei Sequenzinformationen
Uber microRNAs aus N. benthamiana vor. Daher wurden die precursor-Sequenzen der
ausgewahlten miRNAs aus N. benthamiana auf Basis der Sequenzen aus N. tabacum (miR162
und miR168) und S. /ycopersicum (miR403) mittels einer BLAST-Analyse online ermittelt (siehe
Abschnitt 2.1.4.2). Die Strukturen der miRNAs aus A. thaliana wurden der Datenbank miRBase
(www.mirbase.org) entnommen. Die schematischen Darstellungen der miRNA-Duplex-Molektile
der drei ausgewahlten miRNAs aus A. thaliana und N. benthamiana wurden in Abbildung 3.2
aufgefihrt. Zur Unterscheidung wurden im Zuge dieser Arbeit miRNAs aus A. thaliana mit dem

Prafix At und aus N. benthamiana mit Nb gekennzeichnet (z.B. AtmiR403).
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Abbildung 3.2: Duplex-Strukturen der microRNAs 162, 168 und 403 aus A. thaliana und N.
benthamiana Die Strukturen der N. benthamiana-miRNAs wurden aus den ermittelten precursor-Strukturen
abgeleitet (siehe Text). Jeweils in rot sind die miRNA-(+)-Strange dargestellt, in schwarz die *-Strange. (A-
C) Duplex-Strukturen der miRNAs aus A. thaliana. (D-F) Duplex-Strukturen der miRNAs aus N.
benthamiana. (A, D) Verschiedene Isoformen der miR162. (B, E) Isoformen der miR168. (C, F) Isoformen
der miR403. Bei identischen Duplex-Strukturen mehrerer Isoformen aus demselben Organismus ist jeweils
nur ein Duplex dargestellt. Die farbigen Késten zeigen die Positionen innerhalb der Duplex-Strukturen an,
an denen sich die Isoformen derselben miRNA unterscheiden.

Es wurden einige Gemeinsamkeiten zwischen den miRNA-Duplex-Strukturen aus beiden
Pflanzenspezies deutlich. So sind die AfmiR162-Isoformen a und b identisch mit der als
NbmiR162b bezeichneten Isoform. Ebenso unterscheiden sich die AtfmiR168a-Isoform und die als
NbmiR168 d und e ermittelten Isoformen nicht. Aufgrund dieser Ubereinstimmungen und des
hohen Grades an Konservierung der miR168 [39,42] wurden die AfmiR162 (NbmiR162b) und die
AtmiR168a (NbmiR168d,e) als die jeweiligen Konsensus-Strukturen dieser miRNA-Duplex-
Strukturen angenommen. Im Falle der miR403 sind die Duplex-Strukturen sehr verschieden. Zwar
sind die jeweiligen (+)-Strange identisch, jedoch unterscheiden sich die *-Strange stark
voneinander. So ist der *-Strang der AfmiR403 um ein Nukleotid Ianger als der (+)-Strang, was
ein gap in der Duplex-Struktur zur Folge hat. Alle der in Abbildung 3.2 aufgeflihrten miRNA-

Duplex-Strukturen wurden im Folgenden den Bindungsstudien an p19 unterzogen.
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3.1.3 Differentielle Bindung der miRNAs 162, 168 und 403 durch p19 in vitro

Fur eine Charakterisierung der Bindeeigenschaften von p19 an die im vorigen Abschnitt dafiir
ausgewahlten miRNAs sollte dieses Protein heterolog rekombinant synthetisiert und gereinigt
werden. Nachdem bereits die IP mit einer Fusionsvariante des p19-Proteins des Carnation italian
ringspot virus (CIRV) durchgefiihrt wurde, wurde auch fir die in-vitro-Charakterisierung der
Bindeeigenschaften auf das p19 des CIRV zuriickgegriffen. Dieses wurde als Fusionsprotein mit
einer Glutathion-S-Transferase (GST) produziert. Durch eine chromatographische Reinigung
mittels Affinitdtschromatographie, Abspaltung der GST und erneuter Affinitdtschromatographie
wurde die Mehrzahl der zellularen Proteine aus E. coli abgetrennt (siehe 2.2.3.5.1).
Anschlielender konnten Nukleinsduren und die verbliebenen Protein-Verunreinigungen durch
eine Anionenaustauschchromatographie (lec) abgetrennt werden (siehe 2.2.3.5.3). Der Erfolg
dieser  Reinigung  wurde mittels ~ Massenspektrometrie (siehe  2.2.3.6) und

Absorptionsspektroskopie sichergestellt und ist in Abbildung 3.3 dokumentiert.
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Abbildung 3.3: Dokumentation des Reinigungserfolgs des CIRV-p19. (A) C/IRV-p19 nach der Reinigung
auf einem Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamid-Gel. (B) Absorptionsspektrum der p19-Préparation mit
ermitteltem Quotienten der Absorptionen bei 280 nm und 260 nm. (C) Circulardichroismus-Spektrum der
p19-Praparation.

Mit Hilfe des Absorptionsspektrums der Praparation nach der Reinigung konnte bestatigt werden,
dass die Praparation frei von Nukleinsduren vorlag (Quotient Azso/Azs0: 1,65). CD-Messungen der
p19-Praparaton deuteten auf ein Protein mit geringem a-helicalem Anteil und geringem
Faltblattanteil (10,6 % a-Helix und 28,4 % pB-Faltblatt, ermittelt mittels ,BeStSel“-online-
Werkzeugs (http://bestsel.elte.hu/)) hin. Dies ist abweichend von dem publizierten Modell von
Vargason et al. (2003) [156] (ca. 33 % a-Helix und 20 % B-Faltblatt). Mogliche Erklarungen dafir
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sind Unterschiede in der Proteinfaltung nach der Bindung kleiner RNAs oder starker in der
Kristallstruktur als in der Losung ausgepragte Sekundarstrukturen des Proteins. Des Weiteren
konnte der Oligomerisierungszustand des Proteins durch analytische Ultrazentrifugation (siehe
2.2.3.8) bestimmt werden. CIRV-p19 lag bei allen getesteten Konzentrationen als Dimer vor

(Daten nicht gezeigt).

Um die Interaktionen von CIRV-p19 mit kleinen RNAs zu charakterisieren, wurden sowohl Studien
zur direkten Bindung des Proteins an einzelne kleine RNAs als auch Versuche in Prasenz einer
weiteren, kompetitierenden RNA (Kompetitionsexperimente) durchgefiihrt (siehe 2.2.3.9). Bei
Studien zur direkten Bindung wurden zunachst kleine, festgelegte Mengen an 5°-markierter sSRNA
mit unterschiedlichen Konzentrationen CIRV-p19 inkubiert. Die entstandenen sRNA-p19-
Komplexe wurden danach mittels nichtdenaturierender Gelelektrophorese (EMSA) von der freien
RNA abgetrennt und die Gele nach Auftrennung getrocknet. Nachdem mittels Autoradiographie
die Signale der Komplexe und der freien RNA quantifiziert wurden, konnten die relativen,
gebundenen Anteile der freien RNA ([RNA-p19)/[RNA]wow) gegen die Gesamt-
Proteinkonzentration aufgetragen und die Dissoziationskonstante (Kp) nach Formel 2.8 ermittelt
werden (siehe Abbildung 3.4). Dabei wurden auch Bindungsstudien mit der siRNA ,gf698*
durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um eine siRNA mit einer Lange von 21 nt und einer
Zielsequenz innerhalb der codierenden Region des GFP (grin fluoreszierendes Protein). Sie
wurde erstmals von lki et al. (2010) [198] beschrieben und stellt im Zuge dieser Arbeit eine
Referenz-siRNA dar.
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Abbildung 3.4: Beispielhafte Darstellung einer Bindungsstudie von p19 mit einer siRNA. (A)
Autoradiogramm eines EMSAs aus einer Bindungsstudie von C/IRV-p19 bei der Bindung an die siRNA gf698
(siehe Text); (B) Diagramm zur Auswertung einer solchen Bindungsstudie. Die Signalstarken der einzelnen
Banden aus (A) wurden quantifiziert und der relative Anteil an gebundener RNA (hier: [gf698-
p19]/[gf698]total) pro p19-Konzentration ermittelt; Schwarze Kreise in (B): relative Anteile an gebundener
RNA aus (A); Schwarze Linie in (B): nichtlineare Regression der Datenpunkte nach Formel 2.8.
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Die so ermittelten Dissoziationskonstanten fur die Isoformen der miRNAs 162, 168 und 403

wurden in Tabelle 3.1 gelistet.

Tabelle 3.1: Dissoziationskonstanten der miRNAs 162, 168 und 403 aus A. thaliana und N. benthamiana
sowie der siRNA ,gf698“ bei der Bindung an C/IRV-p19. Die relativen Bindekonstanten (Kre) stellen die
relativen Affinitaten im Vergleich zu gf698 dar. Standardabweichungen wurden als Wert nach ,£“ hier mit
aufgefiihrt. Jede Messung wurde mindestens dreimal durchgefihrt.

sRNA-Familie sRNA Kb (nM) relative Bindekonstante
(Krel)
siRNA gf698 0,06 + 0,04 1
miR162 AtmiR162a,b/meiR162b 0,07 £ 0,03 1,17
NbmiR162a 0,14 £ 0,05 2,33
AtmiR168a/NbmiR168d,e 2,29+0,78 38,17
miR168 AtmiR168b 4,83 + 1,57 80,5
NbmiR168a,b,c 6,57 + 1,50 109,5
AtmiR403 1,37 £ 0,29 22,83
miR403 NbmiR403a 0,11 £ 0,02 1,83
NbmiR403b 0,37 + 0,06 6,17

Die siRNA ,gf698" wurde hochaffin durch das C/IRV-p19 (Kb = 0,06 nM) gebunden. Damit konnten
auch vorher publizierte Affinitdten von p19 an siRNAs (Kp = 0,17 nM; [156]) reproduziert werden.
Fur die miRNAs ergab sich ein differenziertes Bild. So konnten beide Isoformen der miR162 mit
einer sehr hohen Affinitdt gebunden werden, welche sich nicht signifkant von der der siRNA
unterschied. Alle Isoformen der miR168 hingegen wurden wesentlich schwacher gebunden (Kp =
2,29-6,57 nM). Zusatzlich zu den Bindekonstanten unterschieden sich auch die maximalen
Signalstarken (Amplituden) bei den Experimenten mit beiden miRNA-Familien (siehe Abschnitt
7.2). So wurden in Experimenten mit miR162-Varianten Amplituden in gleicher Hohe wie die in
den siRNA-Experimenten erhalten. Bei Versuchen mit den Varianten der miR168 hingegen
wurden wesentlich schwachere, maximale Signalstarken bestimmt (siehe 7.2). Bei der miR403
wurden, in Abhangigkeit vom Herkunftsorganismus, sehr unterschiedliche Bindungskonstanten
ermittelt. So zeigte die AtmiR403 eine eher geringe Affinitat zu p19 (Ko = 1,37 nM), jedoch wiesen
die NbmiR403a und die NbmiR403b deutlich héhere Affinitaten auf (Kps jeweils 0,11 nM und
0,37 nM).

Zusatzlich zu den Messungen zur Bindung von p19 an jeweils eine kleine RNA wurden auch
Kompetitionsexperimente durchgefiihrt (siehe 2.2.3.9.2; Beispiel in Abbildung 3.5). Dabei wurde
dieselbe Menge an 5’-markierter gf698-siRNA wie in den Studien zur direkten Bindung mit 0,5 nM
CIRV-p19-Dimer inkubiert (fihrt zu einem relativen Anteil gebundener RNA von etwa 90 %).
Zusatzlich wurden verschiedene Konzentrationen an 5°-phosphorylierter, unmarkierter sRNA

hinzutitriert. Durch Abnahme der relativen Anteile gebundener, 5’-markierter gf698 mit
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zunehmender Konzentration an Kompetitor-RNA kann eine apparente Bindungskonstante (Kc)
nach Formel 2.9 ermittelt werden. Diese Konstante kann bei einfachsten Bindungsmodellen den

Ko-Wert der Kompetitor-RNA darstellen, jedoch bei komplexeren Bindungsvorgangen davon

abweichen.
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Abbildung 3.5: Beispielhafte Darstellung eines Kompetitionsexperiments von p19 mit 5"-markierter
gf698 und unmarkierter gf698. (A) Autoradiogramm eines EMSAs aus einem Bindungsexperimentes von
CIRV-p19 bei der Bindung an gf698 ([*2P]-markiert) und und in Prasenz verschiedener Konzentrationen 5°-
phosphorylierter, unmarkierter gf698; (B) Diagramm zur Auswertung des Autoradiogramms aus (A). Die
Signalstarken der einzelnen Banden wurden quantifiziert und der relative Anteil an gebundener RNA pro
Kompetitor-Konzentration (hier: [gf698-p19]/[gf698]rotal) ermittelt; Schwarze Kreise in (B): relative Anteile an
gebundener RNA aus (A); Schwarze Linie in (B): nichtlineare Regression der Datenpunkte nach Formel 2.9.

Die ermittelten apparenten Bindungskonstanten (K¢) sind in Tabelle 3.2 gelistet.

Tabelle 3.2: Apparente Bindungskonstanten der Kompetitor-RNAs AtfmiR162a,b; AfmiR168a und
AtmiR403, sowie gf698 in Kompetitionsexperimenten mit 5°-[3?P]-markierter gf698 und CIRV-p19. Die
relativen Bindekonstanten (Kre) stellen die normalisierten Kc-Werte in Referenz zu gf698 dar.
Standardabweichungen wurden als Wert nach ,t“ hier mit aufgeflihrt. Jede Messung wurde mindestens
dreimal durchgefihrt.

Kompetitor-RNA Kc (nM) Kompetitiver Kre Krel aus direkter Bindung
(normalisierter Kc) (Tabelle 3.1)

gf698 0,07 £ 0,03 1 1

AfmiR162a,b 0,12 + 0,05 1,71 1,17

AfmiR168a 1,59 +0,35 22,71 38,17

AtmiR403 1,09 + 0,43 15,57 22,83

Im Ergebnis der Kompetitionsexperimente konnte das schon zuvor beobachtete differentielle
Bindungsverhalten von p19 an verschiedene miRNAs bestatigt werden. Zwar zeigten sich die

Unterschiede in den Kc-Werten weniger pragnant als die der Kp-Werte aus den vorherigen

56



3. Ergebnisse Robert Pertermann

Messungen, jedoch konnte die Tendenz einer schwachen Bindung der AfmiR168a und AfmiR403

gegenuber einer héher affinen Bindung der AfmiR162 bestatigt werden.

Als Fazit kann festgehalten werden, das die getesteten miRNAs 162, 168 und 403 mit CIRV-p19
interagierten, sich jedoch ihre Affinitdten zu diesem Protein dabei stark unterschieden. So wurden
alle Isoformen der miR162 mit Affinitdten an p19 gebunden, welche die Affiniten der Referenz-
siRNA reproduzierten. Die Varianten der miR168 wiesen allesamt deutlich niedrigere Affinitaten
zu p19 auf. Bei den miR403-Varianten wurden unterschiedliche Ergebnisse je nach dem
Herkunftsorganismus der Isoform erhalten. So konnten die N. benthamiana-lsoformen mit
héheren Affinitaiten mit C/RV-p19 interagieren, welche denen der miR162 nahe kamen.
Andererseits interagierte die A. thaliana-Isoform deutlich schwacher mit dem VSR. Diese
Ergebnisse konnten grundsatzlich auch durch eine zweite Messreihe bestatigt werden, bei der
Bindungsstudien mit CIRV-p19 in Prasenz einer 5’-markierten gf698 und einer zweiten,

kompetitierenden sRNA durchgefiihrt wurden.

Die Erkenntnis, dass CIRV-p19 sehr unterschiedlich mit verschiedenen miRNAs interagiert, flihrte
zu der Frage nach der biologischen Signifikanz dieses Ergebnisses. Dieser wurde in Abschnitt 3.2

nachgegangen.

3.2 Auswirkungen der differentiellen Bindung durch p19 auf das miRNA-
vermittelte PTGS

Bei der im vorigen Abschnitt gewonnenen Erkenntnis, dass p19 miRNAs mit sehr
unterschiedlichen Affinitaten binden kann, blieb die Frage offen, ob diese Unterschiede auch in
Unterschieden in der Sequestrierung kleiner RNAs und in Konsequenz in unterschiedlichen
Regulationen der Ziel-RNAs resultieren. Dies war in Anbetracht der Dissoziationskonstanten fir
die Bindung von p19 an die miR168 (2,23 nM als kleinster Wert) nicht offensichtlich. Bei dieser
Affinitédt konnte eine vollstandige Sequestrierung der microRNA durch p19 im Zuge einer viralen
Infektion nicht ausgeschlossen werden, da es sich im Vergleich zu anderen intrazellularen
Interaktionen nach wie vor um eine hochaffine Interaktion handelt. Mit den Experimenten des
folgenden Abschnittes sollte der Einfluss der differentiellen Bindung auf die miRNA-vermittelte
posttranskriptionelle Regulation der Expressionen von AtAgo7, Dcl1 und AtAgoZ2 in vitro und in

vivo gezeigt werden.
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3.2.1 Differentielle Beeinflussung von miRNA/RISC-Aktivititen durch p19 in vitro

Um den Einfluss der differentiellen Bindung von p19 an miRNAs auf die Regulation der Translation
in vitro zu untersuchen, wurde das BYL als System zur Untersuchung von RISC-Aktivitaten
verwendet. Dabei wurden zwei Versuchstypen durchgeflihrt: Luziferase-Reporterversuche und
cleavage-Assays. Mit den Luziferase-Reporterversuchen konnten sowohl slicer-abhangige als
auch slicer-unabhangige Translationsinhibitionen dargestellt werden. Cleavage-Assays machten
ausschlieBlich die endonukleolytische RISC-Aktivitat sichtbar. Durch Verwendung beider
Versuche konnte somit zumindest teilweise beurteilt werden, welche der mdglichen RISC-
Aktivitdten (endonukleolytische Spaltung oder spaltungsunsabhangige Translationsinhibition)

durch die miRNAs vermittelt und diese durch CIRV-p19 beeinflusst werden.

Fur ein Luziferase-Reporterexperiment (siehe auch 2.2.4.5) wurde AGO7-mRNA (codiert flr
AGO1-1L [131] aus N. benthamiana) im BYL in vitro translatiert. Es folgte die Zugabe der
jeweiligen zu untersuchenden kleinen RNA. Dadurch konnte diese kleine RNA in das gebildete
AGO1-Protein integriert und ein programmierter RISC gebildet werden. Zu diesem Ansatz wurde
eine Reporter-mRNA gegeben. Diese enthielt die Zielsequenz der jeweiligen untersuchten miRNA
sowie ein offenes Leseraster (ORF) fir eine firefly-Luziferase. Die miRNA-Zielsequenzen wurden
zudem jeweils mit flankierenden Sequenzen aus den Herkunfts-mRNAs cloniert, um eine
mdglichst authentische Sequenzumgebung zu gewahrleisten (Schema der Reporter-mRNAs in
Abbildung 3.6 (B)). Dabei wurden fir die Reporter-mRNA zum Nachweis der miR162-Aktivitat
jeweils 9 Nukleotide 5" und 3" zur miRNA-Zielsequenz hinzugefligt, welche die authentischen,
benachbarten Nukleotide des Dc/1-Gens aus A. thaliana darstellten (der DCL1-ORF aus N.
benthamiana war zum Zeitpunkt der Konstruktion nicht bekannt). Die miR168-Reporter-mRNA
enthielt die ersten 450 Nukleotide des A{AGO7-ORF inklusive der miR168-Zielsequenz. Im Falle
des miR403-Reporters wurde die 3’-untranslatierte-Region (3-UTR) der AGO2-mRNA aus N.
benthamiana 3" vom Luziferase-ORF kloniert. Nach Translation der Reporter-mRNA konnte die
Aktivitat der gebildeten Luziferase gemessen werden. Die Verminderung dieser Aktivitat durch die
jeweils eingesetzte miRNA stellte ein Mal fur die programmierte Aktivitat des in vitro gebildeten
RISC dar. Diese Aktivitat setzte sich aus endonukleolytischer Spaltung und slicer-unabhangiger
Translationsinhibition zusammen. Je nach genutzter Charge des BYL unterschied sich die
erreichte RISC-Aktivitat oder der Einfluss von p19 (siehe folgende Textabschnitte). Die
Ergebnisse innerhalb einer Charge lagen jedoch konsistent vor (siehe Abbildungen 3.6 und 3.7).
Aufgrund der Begrenzung jeder Chargenmenge konnten nicht alle Ergebnisse dieser Arbeit mit
derselben Charge dargestellt werden. Es wurden daher zwei BYL-Chargen (nummeriert mit 1 und

2) mit weitgehend homogenen miR162-vermittelten RISC-Aktivitaten verwendet.
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Abbildung 3.6: Luziferase-Reporterexperimente zur Darstellung der miRNA-vermittelten RISC-
Aktivitaten in vitro. (A) FlieBschema zur Darstellung der Vorgehensweise bei Luziferase-
Reporterversuchen: Zunachst wurde NbAGO7-1L-mRNA im BYL in vitro translatiert. Anschlief’end folgte
die Zugabe einer sRNA und eine Inkubation zur Formation von AGO/RISCs. Eine Reporter-mRNA (siehe
auch (B)) wurde daraufhin hinzugegeben und translatiert. Die erfolgte Translation wurde durch einen
Luziferaseassay quantifiziert; (B) Schematische Darstellung des Aufbaus der Reporter-mRNAs (siehe
Text): oben: miR162-Reporter-mRNA; mittig: miR168-Reporter-mRNA; unten: miR403-Reporter-mRNA,; (C)
Darstellung der Ergebnisse von Reporterexperimenten fir miR162-vermittelte RISC-Aktivitaten mit zwei
ausgewahlten Chargen des BYL (siehe Text); links Charge 1; rechts: Charge 2; (D) Ergebnisse von
Reporterexperimenten fir miR168-vermittelte RISC-Aktivitdten im BYL der Charge 1; (E) Ergebnisse von
Reporterexperimenten fur miR403-vermittelte RISC-Aktivitdten im BYL der Charge 2. Alle Ergebnisse
stellen technische Replikate mit wenigstens drei Durchflihrungen des jeweiligen Experimentes dar.
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Die miRNA-vermittelte Aktivitat von AGO/RISCs im BYL konnte fir alle hier untersuchten miRNAs
dargestellt werden. Untersucht wurden dabei die jeweiligen Isoformen der miRNAs, welche in
Abschnitt 3.1.2 als Konsensus-Strukturen ausgewiesen wurden (AfmiR162; AtmiR168a) sowie
AfmiR403. Nachdem jedoch die geringe, durch AfmiR403 vermittelte RISC-Aktivitat festgestellt
wurde (siehe Abbildung 3.6 (E)), wurden die beiden miR403-Isoformen aus N. benthamiana
diesen Versuchen ebenso unterzogen. Auch durch Einsatz dieser miRNAs wurde die Luziferase-

Aktivitat vergleichsweise gering reduziert (um ca. 60 %).

Um den Einfluss der differentiellen Bindung von C/RV-p19 von unterschiedlichen miRNAs auf die
Regulation von Expressionen von mRNAs zu untersuchen, wurden die eben aufgefiihrten
Experimente in Anwesenheit des Proteins durchgeflihrt. Dabei wurde rekombinant produziertes
CIRV-p19 (siehe Abschnitt 3.1.3) dem BYL vor Zugabe der AGO7-mRNA zugesetzt. Dadurch
wurde im Verlaufe des Experimentes bei miRNA-Zugabe ein Zustand geschaffen, in dem p19 mit
den gebildeten AGO-Proteinen um die Bindung der frisch zugegebenen miRNAs konkurriert. Auf
diese Weise wurden die zugegebenen kleinen RNAs nicht vorzeitig in AGO-Proteine inkorporiert
oder durch p19 gebunden. Somit konnte der relative Einfluss des VSRs p19 auf das PTGS

untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abbildung 3.7: Luziferase-Reporterexperimente zur Darstellung des Einflusses von CIRV-p19 auf
die miRNA-vermittelten RISC-Aktivitdaten in vitro. (A) Flielkschema zur Darstellung der Vorgehensweise
bei Luziferase-Reporterversuchen mit p19: Diese liefen wie in Abbildung 3.6 beschrieben ab, jedoch wurde
rekombinant produziertes C/IRV-p19 zu Beginn der Versuche dem Reaktionsansatz hinzugegeben; (B)
Ergebnisse von Experimenten fir miR162-vermittelte RISC-Aktivitaten mit p19 mit zwei Chargen des BYL;
links Charge 1; rechts: Charge 2; Rechts wurden verschiedene p19-Konzentrationen (0,05 uM; 0,1 pM;
0,2 uM) verwendet. Die bei allen anderen Experimenten eingesetzte p19-Konzentration (0,1 yM Dimer-
Konzentration) ist durch rote Balken gekennzeichnet; (C) Ergebnisse von Experimenten fiir miR168-
vermittelte RISC-Aktivitaten (BYL: Charge 1) ohne (grauer Balken) und mit (roter Balken) p19; (D)
Ergebnisse von Experimenten fir miR403-vermittelte RISC-Aktivitdten (BYL: Charge 2) ohne (grauer
Balken) und mit (roter Balken) p19; Sterne: Signifikante Aktivitdtserhéhungen durch p19 (ein Stern: p<0,05;
zwei Sterne: p<0,01; drei: p<0,001).
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Wie durch die Abbildung veranschaulicht wurde, flihrt die Zugabe von CIRV-p19 zu einer
Wiederherstellung der zuvor verminderten Luziferase-Aktivitaten. Durch Titration von
verschiedenen p19-Konzentrationen konnte gezeigt werden, dass dies ein dosisabhangiger Effekt
ist (siehe Abbildung 3.7 (B), rechtes Diagramm). Es wird jedoch auch deutlich, dass sich die
Ergebnisse in Abhangigkeit von der verwendeten Charge des BYL unterscheiden kénnen (siehe
Abbildung 3.7 (B), Vergleich der beiden Diagramme). Daher koénnen die Ergebnisse
verschiedener miRNAs nur verglichen werden, wenn dafir dieselbe BYL-Charge verwendet
wurde. Fir die Reporterversuche mit verschiedenen miRNAs wurde als eingesetzte Konzentration
von p19 0,1 uM (Dimer) ausgewahlt. Dies entsprach in etwa der Menge an zugegebener kleiner
RNA.

Die Ergebnisse machen deutlich, dass CIRV-p19 bei Einsatz der miR168 einen eher geringen
Einfluss auf die zugehdrige RISC-Aktivitat aufwies. Bei Einsatz der miR162 in derselben BYL-
Charge (siehe Abbildung 3.7; Vergleiche (B) und (C)) wurde die RISC-Aktivitat durch p19 nahezu
vollstandig blockiert. Die miR403-abhangigen Reporterexperimente wiesen unterschiedliche
Ergebnisse auf. So zeigte der Einsatz von CIRV-p19 mit der NbmiR403a relativ den gréten Effekt
(siehe Abbildung 3.7 (D)). Das bedeutet, dass bei dieser miRNA-Isoform der grofite Anteil an
zuvor verminderter Luziferase-Aktivitdt durch p19 wiederhergestellt werden konnte. Dabei
handelte es sich auch um die miR403-Isoform mit der hochsten Affinitat zu p19 (siehe Tabelle
3.1). Die beiden anderen miR403-Isoformen hingegen wurden in ihrer Aktivitat durch p19 weniger

stark eingeschrankt.

Zusatzlich zu den Luziferase-Reporterexperimenten zur Untersuchung des Einflusses von CIRV-
p19 auf die RISC-Aktivitaten in vitro wurden auch cleavage-Assays im BYL durchgefiihrt (siehe
Abschnitt 2.2.4.6). Bei diesen wurde spezifisch die endonukleolytische Aktivitat der in vitro
rekonstituierten AGO/RISC-Komplexe dargestellt. Dadurch konnte auch der Einfluss des VSRs
auf diese spezifische Aktivitat dargestellt werden, was bei den Luziferase-Reporterexperimenten
nicht moglich war. Die praktische Durchfihrung dieser Experimente erfolgte durch Dr. Torsten
Gursinsky (AG Mikrobielle Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg, Halle(Saale), Deutschland).

Analog zu den Luziferase-Reporterexperimenten wurde AGO7-mRNA (codiert fir AGO1-1L [131]
aus N. benthamiana) im BYL in vitro translatiert (siehe 2.2.4.4). Dies geschah in Prasenz der
jeweiligen zu untersuchenden kleinen RNA sowie in An- oder Abwesenheit des rekombinanten
CIRV-p19. Dabei wurde bei Einsatz von p19 dieses mit einer Konzentration von 0,1 yM verwendet
(in etwa die Konzentration an zugegebener miRNA) oder mit zehnfacher Menge. Anders als bei

den Luziferase-Reporterversuchen wurde den Reaktionsansatzen nach in-vitro-Rekonstitution
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der RISC-Komplexe jedoch eine [*?P]-markierte Ziel-RNA hinzugegeben, deren miRNA-
vermittelte Spaltung dann nach erfolgter Gelelektrophorese mittel Autoradiographie
nachgewiesen werden konnte. Dabei wurden Fragmente der jeweiligen mRNAs von jeweils ca.
500 bp verwendet, welche die natirlichen Ziel-Sequenzen der jeweiligen miRNA enthielten. Bei
miR162 wurde somit ein Fragment der DCL 7-mRNA eingesetzt. Fiir Untersuchungen der miR168
war dies ein Fragment der AGO7-mRNA. Die miR403-vermittelten AGO/RISC-Aktivitaten wurden
mit Hilfe eines AGO2-mRNA-Fragmentes dargestellt. Abbildung 3.8 zeigt den schematischen

Aufbau sowie die Ergebnisse dieser Versuche.
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Abbildung 3.8: Cleavage-Assays zur Darstellung des Einflusses von CIRV-p19 auf die miRNA-
vermittelten slicer-Aktivitidten in vitro. (A) Flielschema zur Darstellung der Vorgehensweise dieser
Experimente: Zunachst wurde NbAGO7-1L-mRNA im BYL in Anwesenheit einer sSRNA und gegebenenfalls
CIRV-p19 in vitro translatiert. AnschlieRend folgte eine Inkubation zur Formation von AGO/RISCs. Eine
[*2P]-markierte Ziel-RNA wurde daraufhin hinzugegeben. Die erfolgte Spaltung wurde nach
gelelektrophoretischer Auftrennung durch Autoradiographie verifiziert. (B) Reprasentative Darstellung der
Ergebnisse dieser Experimente als Autoradiogramme. Oben von links: Darstellung der Beeinflussung der
miR162- und miR168-vermittelten RISC-Aktivitaten; unten von links: AfmiR403- und NbmiR403a-vermittelte
RISC-Aktivitaten. SP: Spaltprodukte der Ziel-RNAs; (-): keine Zugabe; (+): Zugabe; (++) bei p19: Zugabe in
der 10-fachen Menge. Alle Experimente wurden dreifach durchgeflhrt.
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Die miRNA-vermittelte slicer-Aktivitat von AGO/RISCs konnte fir alle hier untersuchten miRNAs
dargestellt werden. Untersucht wurden dabei die jeweiligen Isoformen der miRNAs, welche in
Abschnitt 3.1.2 als Konsensus-Strukturen ausgewiesen wurden (AfmiR162; AtmiR168a) sowie
AfmiR403. Aufgrund der deutlich unterschiedlichen Kp-Werte und der Ergebnisse aus den
Luziferase-Reporterversuchen wurde auch NbmiR403a in die Untersuchungen mit einbezogen.
Es ist deutlich zu erkennen, dass sowohl miR168 als auch AfmiR403 deutlich geringere
Spaltungsaktivitaten der AGO/RISC-Komplexe vermitteln konnten als miR162 und NbmiR403a.
Insbesondere bei miR168 stand dies im Gegensatz zu den Ergebnissen aus Abbildung 3.6. Dieser
Umstand konnte damit begriindet werden, dass die Luziferase-Reporterversuche AGO/RISC-
vermittelte Translationsinhibitionen darstellten, welche sowohl auf endonukleolytische
Spaltungsaktivitaten als auch auf slicer-unabhangige Translationsinhibition zurtickgehen kénnen.
Die slicer-unabhangigen RISC-Aktivititen waren jedoch in den cleavage-Assays nicht

visualisierbar.

Durch Einsatz von CIRV-p19 konnte jede dargestellte, endonukleolytische RISC-Aktivitat inhibiert
werden. Wahrend jedoch die miR162- und NbmiR403a-vermittelten RISC-Aktivitaten bereits bei
p19-Konzentrationen von 0,1 uM (wie in Abbildung 3.7) grofitenteils inhibiert werden konnten, war
dies bei miR168- und AtmiR403-vermittelten slicer-Aktivitdten nicht der Fall. Auffallig ist dabei,
dass die miR168 und die AfmiR403 in diesem Experiment auch die beiden sRNA-Duplex-
Strukturen mit den kleinsten Affinitaten zu CIRV-p19 aufwiesen.

Als Fazit kann folgendes festgehalten werden: Der Einfluss von CIRV-p19 auf die AGO/RISC-
Aktivitdten schien den unterschiedlichen Affinitdten des Proteins zu den miRNAs zu folgen. Die
unterschiedliche Bindung dieses Proteins an verschiedene miRNAs kann also auch zu einer
unterschiedlichen Beeinflussung der AGO/RISC-Aktivitdten in vitro fihren. Dabei konnte die
Frage nach der biologischen Relevanz dieser Eigenschaft nicht adressiert werden. Dies ist
Gegenstand von Abschnitt 3.2.2.

3.2.2 Spezifische Auswirkungen von p19 auf die posttranskriptionelle Regulation der

Genexpression in vivo

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Bindungsunterschiede von p19 an miRNAs und die
hernach in vitro beobachtete unterschiedliche Beeinflussung von mRNA-Translationen im Zuge
einer viralen Infektion der Pflanze auch zu deutlich verschiedenen Auswirkungen auf das
pflanzliche PTGS fiuhren, wurden Infektionsexperimente durchgefiihrt. Diese erfolgten in
Kollaboration mit Dr. Vitantonio Pantaleo (Consiglio Nazionale delle Ricerche - Istituto per la

Protezione Sostenibile delle Piante, Forschungsgruppe Bari, Bari, Italien), der die Experimente
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durchfiihrte, und Dr. Giorgio Gambino (Consiglio Nazionale delle Ricerche - Istituto per la
Protezione Sostenibile delle Piante, Forschungsgruppe Turin, Turin, Italien), der die RNA-Proben
sequenzierte. Die Interpretation und Einordnung der Daten in den Kontext erfolgte durch den Autor

der vorliegenden Arbeit.

Bei den durchgefiihrten Experimenten wurden Nicotiana benthamiana-Pflanzen mit dem
Cymbidium ringspot virus (CymRSYV) infiziert. Dabei handelt es sich um ein Tombusvirus (wie
auch CIRV und TBSV). Das CymRSV-N. benthamiana-System wurde umfassend etabliert
[172,173] als ein System zur Untersuchung tombusviraler Infektionen von Pflanzen. Das
Vorhandensein einer bereits etablierten Variante des Virus ohne p19-Expression ermoglichte
Untersuchungen zu dessen Einfluss wahrend der Infektion. Zudem zeigt das CymRSV-p19 eine
grof3e Homologie zum CIRV-p19 (Sequenz-alignment siehe Abbildung 3.9, 72,7 % Aminosaure-
Identitét, 80,9 % Ahnlichkeit). Insbesondere die in Abschnitt 3.3.2 herausgearbeiteten
Aminosaureseitenketten mit Beteiligung am differentiellen Bindungsmuster des Proteins sind sehr
ahnlich (nur Valin 108 in C/IRV-p19ist ein Isoleucin in CymRSV-p19). Daher wurde angenommen,

dass die Ergebnisse der hier gezeigten in-vivo-Studien auch auf CIRV-p19 Ubertragbar sind.

CIRV-pl9 MERAIQGNDTREQANGERWDGGSGGITSPFKLPDESPSWTEWRLYNDETNSNQDNPLGFK
CymRSV-pl19 MERAIQGSDVREQADSECWDGGGGGTTSPFKLPDESPSLHEWRLHHSEESENKDNPLGFK

khkkkkkk Kk kkkk: k kkkk kk Kkhkkhkkkhkkkkkk kkkk.. k  kokkkkkkk
CIRV-pl9 ESWGFGKVVFKRYLRYDRTEASLHRVLGSWTGDSVNYAASRFLGANQVGCTYSIRFRGVS
CymRSV-pl9 ESWSFGKVVFKRYLRYDGAETSLHRALGSWERDSVNDAASRFLGLSQIGCTYSIRFRGTR

hkk kkkkkkkkkkhkhkk -kokkkk kkkk  kkkk kkkkkkk k.kkkkkkkkkk
CIRV-pl9 VTISGGSRTLQHLCEMAIRSKQELLQLTPVEVESNVSRGCPEGIETFKKESE*
CymRSV-pl19 LTLSGGSGTLQRLIEMAIRTKRTMLQPTPSEREGNVSRRRPEGTEAFKEESE -

ckokkkk kkkok kkkkkok: kk kk kK Kk kkkk  kkk Kk.kk.kkk

Abbildung 3.9: Aminosaure-alignment von CIRV-p19 und CymRSV-p19. Aminosaureseitenketten sind
im Ein-Buchstaben-Code dargestellt. In Blau: Seitenketten mit Kontakt zum Phosphat-Ruckgrat einer
gebundenen siRNA [156]. Pfeile in Rot: Seitenketten mit Funktion in der miRNA-Unterscheidung durch p19
(siehe Abschnitt 3.3.2): Glutamin 107, Valin 108, Glycin 109 und Threonin 111.

Im Verlauf dieser Studien wurden friihe Phasen der CymRSV-Infektion von N. benthamiana zwei
Tage nach der Infektion (two days post infection, 2 dpi) untersucht. Dabei wurden die Pflanzen im
Sechsblatt-Stadium durch die rub-in-Methode mit CymRSV infiziert (siehe Abschnitt 2.2.1.10.2).
Als Kontrolle fungierte eine Variante des Virus, welche durch Einflhren eines Stopp-Codons
unmittelbar nach dem Start des p19-ORFs nicht mehr in der Lage war, dieses Protein zu

synthetisieren [172]. Sie wird im Folgenden Cym19Stop genannt. Nach 2 dpi wurden RNA-Proben
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fur eine Quantifizierung von miRNAs, mRNAs und genomischer RNA der Viren entnommen. Diese
Prozedur wurden ebenso 4 dpi durchgeflihrt flir ein Kontrollexperiment zu einer spateren Phase
der Infektion. Studienergebnisse anderer Autoren [136], nach denen nach 2 dpi virale genomische
RNA von CymRSV und Cym19Stop noch in sehr geringer, fir Transkriptionsverstarkungen
irrelevanter Konzentration vorlagen, konnten bestatigt werden (siehe Abschnitt 7.3). Um die
Bindung kleiner RNAs an p19 in vivo zu erfassen, wurden (+)- und *-Strange der jeweiligen miRNA
quantifiziert und ins Verhaltnis gesetzt. Da bei einer in AGO-Proteine inkorporierten kleinen RNA
der *-Strang entfernt und abgebaut wird, kdnnen bei Quantifizierungen so einer RNA mehrheitlich
(+)-Strange detektiert werden. Wird eine kleine RNA im Zuge einer Infektion hingegen durch p19
gebunden, geschieht dies mit beiden RNA-Strangen und das Duplex-Molekil wird stabilisiert.
Dadurch wirde sich bei Quantifizierung der RNAs ein gesteigertes *-Strang/(+)-Strang-Verhaltnis
(*/+-Verhaltnis) ergeben, wenn die RNA in vivo mit p19 interagiert. Daher wurde das */+-Verhaltnis
der kleinen RNAs als Mal} fur eine Bindung durch das Protein herangezogen und ist fir 2 dpi in
Tabelle 3.3 dargestellt.

Tabelle 3.3: Die */+-Verhaltnisse der untersuchten miRNAs in N. benthamiana 2 dpi nach CymRSV- bzw.
Cym19Stop-Infektionen

miRNA-Dupex *I+-Verhéltnis bei *I+-Verhiltnis bei Veranderung durch
CymRSV-Infektion Cym19Stop-Infektion p19
miR162*/miR162 0,32+0,12 0,2+0,1 Anstieg um ca. 60 %
miR168*/miR168 0,12 £ 0,02 0,12 + 0,06 Keine
miR403*/miR403 0,49 + 0,11 0,23 + 0,07 Anstieg um ca. 115 %

Es wird deutlich, dass die beiden miRNAs mit geringem Kp-Wert (siehe Abschnitt 3.1.3) auch in
vivo bevorzugt durch p19 gebunden werden. Dieses Ergebnis konnte auch 4 dpi (Tabelle 3.4)
bestatigt werden. Die hier beobachteten Anstiege der */+-Verhaltnisse sind sogar noch deutlicher,
konnten allerdings aufgrund der grof3en Fehler nur eingeschrankt mit den Daten nach 2 dpi
verglichen werden.

Tabelle 3.4: Die */+-Verhaltnisse der untersuchten miRNAs in N. benthamiana 4 dpi nach CymRSV- bzw.
Cym19Stop-Infektionen

miRNA-Dupex *[+-Verhéltnis bei *I+-Verhiltnis bei Veranderung durch
CymRSV-Infektion Cym19Stop-Infektion p19
miR162*/miR162 0,37 +£0,2 0,14+ 0,1 Anstieg um ca. 165 %
miR168*/miR168 0,08 + 0,04 0,09 + 0,01 Keine
miR403*/miR403 0,43 + 0,17 0,18 + 0,03 Anstieg um ca. 140 %

Nach diesen Ergebnissen wurden die mRNA-Mengen der Ziel-Gene der untersuchten miRNAs

mittels qRT-PCR quantifiziert. N. benthamiana codiert fir mehrere Isoformen von AGO1:
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NbAGO1-1L; NbAGO1-1H und NbAGO1-2 [131]. Die im Verlauf der in-vivo-Versuche
quantifizierten mRNA-Mengen beinhalteten die Isoformen NbAGO1-1L und NbAGO1-1H. Sie
wurden zusammenfassend jedoch AGO7-mRNA bezeichnet. Die mRNA-Mengen in N.

benthamiana 2 dpi nach CymRSV-Infektion sind in Abbildung 3.10 dargestellt.
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Abbildung 3.10: Darstellung der Transkript-Mengen von DCL1, AGO1 und AGO2 2 dpi. Als
Referenzgen wurde Cyclophilin (CPH) verwendet. Die Sterne deuten auf signifikante (p < 0,05)
Steigerungen der mRNA-Mengen in CymRSV-infizierten Pflanzen im Gegensatz zu Cym19stop-infizierten
Pflanzen hin.

In Abbildung 3.10 ist deutlich zu erkennen, dass die mMRNAs von DCL1 und AGO2 bei CymRSV-
Infektion deutlich starker akkumulieren als bei Cym19Stop-infizierten Pflanzen. Diese mRNAs
stellen die Ziel-RNAs der miRNAs dar, welche mit p19 in vivo interagieren (siehe Tabelle 3.3). Die
Menge an AGO7-mRNA bleibt bei 2 dpi unverandert. Eine Quantifizierung ergab stabile miRNA-
Gesamt-Mengen. Dadurch konnten unterschiedliche miRNA-Aktivitaten nur auf unterschiedliche
Inkorporationstendenzen in AGO-Proteine zurlickgeflihrt werden. Das lasst die Schlussfolgerung
zu, dass die beobachteten Unterschiede der mRNA-Mengen in CymRSV- und Cym19Stop-
infizierten Pflanzen mit den Affinitaten der miRNAs mit p19 korrelieren (siehe Tabelle 3.3). Zur

Kontrolle wurden auch mRNA-Mengen nach 4 dpi quantifiziert und in Abbildung 3.11 dargestellt.
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Abbildung 3.11: Darstellung der Transkript-Mengen von DCL1, AGO1 und AGO2 4 dpi. Als
Referenzgen wurde Cyclophilin (CPH) verwendet. Die Sterne deuten auf signifikante (p < 0,05)
Steigerungen der mRNA-Mengen in CymRSV-infizierten Pflanzen im Gegensatz zu Cym19stop-infizierten
Pflanzen hin.

Wie anhand der Abbildung 3.11 zu sehen ist, lag nach 4 dpi die AGO7-mRNA-Menge ebenso wie
die DCL1- und AGO2-mRNA-Mengen bei CymRSV-infizierten Pflanzen héher als in Cym19Stop-
infizierten Pflanzen. Zu diesem Zeitpunkt der Infektion wurde jedoch bereits die Verstarkung der
Transkription von Ago1 beschrieben [191]. Eine Transkriptionsverstarung ware aber prinzipiell
auch fur Dcl1 und Ago2 denkbar. Daher konnten auch die erhéhten Abundanzen der DCL1- und
AGO2-mRNAs nicht eindeutig die Sequestrierung von miRNAs durch p19 zuriickgeflihrt werden.

MiRNA-vermittelte RISC-Aktivitaten kénnen sich prinzipiell aus endonukleolytischen und slicer-
unabhangigen Aktivitdten zusammensetzen. Insbesondere bei miR168 konnten auch slicer-
unanhangige RISC-Aktivitditen angenommen werden, welche zur Translationsinhibition der
AGO7-mRNA fiihren (siehe auch Abschnitt 3.2.1). Daher wurden auch die Proteinmengen von
NbAGO1 mittels Immundetektion quantifiziert (siehe Abschnitt 7.3). Die Abundanzen von AGO1
zeigten sich dabei trotz gesteigerter AGO7-mRNA-Mengen in CymRS V-infizierten Pflanzen stabil.
Dies bestatigte die Ergebnisse dieses Abschnittes, dass miR168 von der p19-Sequestrierung
unberihrt und damit aktiv verblieb. Da fiir N. benthamiana keine Antikérper fur DCL1 und AGO2
vorhanden waren, konnten die korrespondierenden Protein-Mengen nicht mittels Immundetektion

bestimmt werden.

Die Ergebnisse von Abschnitt 3.2.2 kénnen wie folgt zusammengefasst werden: Es konnte
anhand der ausgewahlten miRNAs gezeigt werden, dass im Zuge einer viralen Infektion von N.
benthamiana durch CymRSV diese sRNAs bereits nach 2 dpi durch p19 sequestriert wurden. Dies
fuhrte auch zu Modulationen der durch diese miRNAs vermittelten RISC-Aktivitaten. Allerdings
wurden diese Interaktionen durch die Affinitat des VSRs an diese miRNAs bestimmt. Die miR168,
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welche in vitro mit deutlich niedrigerer Affinitat als die anderen beiden untersuchten kleinen RNAs
aus N. benthamiana mit p19 interagierte, wurde in ihrer Aktivitat durch das den VSR codierende
Virus nicht eingeschrankt. Nach 4 dpi war die unterschiedliche Bindung der miRNAs durch p19
nach wie vor festzustellen. Allerdings konnten durch die bereits in anderen Publikationen
beschriebene Transkriptionsverstarkung der AGO7-mRNA modulierte RISC-Aktivitaten nicht
mehr zweifelsfrei festgestellt werden. Das tombusvirale p19-Protein zeigt also ein differentielles
Bindungsverhalten bei der Bindung an verschiedene miRNAs wahrend einer viralen Infektion und
daraus folgend auch eine differentielle Beeinflussung der Regulation der Expression der Ziel-
MRNAs dieser miRNAs. Um auch Riickschllisse auf das Bindungsverhalten des Proteins an
andere miRNAs ziehen zu konnen, sollten die Ursachen fir dieses differentielle

Bindungsverhalten eruiert werden. Dies wurde in Abschnitt 3.3 dargestellt.

3.3 Molekulare Determinanten fur die differentielle Bindung von miRNAs durch
p19

Im vorhergehenden Abschnitt wurde gezeigt, dass ein unterschiedliches Bindungsverhalten von
p19 an verschiedene miRNAs die Regulation von Komponenten, welche fiir die antivirale
Immunantwort der Pflanze relevant sind, differentiell beeinflusst. Danach sollte das
Bindungsverhalten von p19 an miRNAs im Allgemeinen untersucht werden, um den Vorgang der
Differenzierung verschiedener miRNAs durch p19 verstehen zu kdnnen. Daflr wurden molekulare
Determinanten flr eine Unterscheidung zwischen verschiedenen miRNAs herausgearbeitet. Dies
betraf Determinanten innerhalb der sSRNA-Duplex-Struktur. Aber auch in der Primarstruktur des
Proteins wurden Aminosauren identifiziert, welche an der Differenzierung von miRNAs durch p19

beteiligt sind. Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Studien aufgezeigt.

3.3.1 Strukturdeterminanten fiir die differentielle Bindung von miRNAs durch p19 in der
RNA-Duplex-Struktur

Fir das Auffinden von Determinanten innerhalb der Nukleinsaurestruktur, anhand derer die
miRNAs durch p19 differenziert werden, wurden die Konsensus-Strukturen der miRNAs 162 und
168 (siehe Abbildung 3.2) verglichen. Diese beiden reprasentieren kleine RNAs, welche mit
besonders niedrigem (miR162) oder hohem (miR168) Kp an C/IRV-p19 binden. Dabei fallt auf,
dass in beiden Duplex-Strukturen Basenfehlpaarungen an unterschiedlichen Positionen enthalten

sind. AuBerdem enthalt die miR168-Struktur drei G-U-Basenpaarungen (auch G-U-wobbles),
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welche keine Watson-Crick-Basenpaarungen darstellen. Unterschiedliche, aber definierte
Abweichungen vom  kanonischen  Watson-Crick-Basenpaarungsmuster  konnten als
Determinanten fir die Diskriminierung von verschiedenen miRNAs durch CIRV-p19 dienen. Um
dies zu untersuchen, wurden Varianten der miR162 erstellt, mit denen systematisch der Einfluss
von Basenfehlpaarungen und G-U-wobbles auf die Bindeaffinitat der miRNAs zu p19 analysiert
werden sollte. Das Vorgehen bei der Erstellung dieser Varianten ist im folgenden Abschnitt

dargelegt.

3.3.1.1 Generierung artifizieller RNA-Duplex-Molekiile zur Bestimmung von

Bindungsdeterminanten in vitro

Fur die Erstellung artifizieller RNA-Duplex-Molekiile wurden Bezeichnungen fir die Nukleotide
eingefuhrt, mit denen die Lokalisation von eingefiigten Veranderungen deutlich gemacht werden
sollten. Die meisten miRNAs und vsiRNAs bestehen aus RNA-Duplex-Molekilen mit einer
Einzelstranglange von 21 Nukleotiden. Sie weisen dabei jeweils einen doppelstrangigen Bereich
von 19 Basenpaarungen, eventuell unterbrochen durch Basenfehlpaarungen, auf, sowie einen
Uberhang von 2 nt am 3'-Ende. Jedes Basenpaar wird im Folgenden entsprechend der Nummer
der Nukleotide im Einzelstrang, gezahlt vom 5°-Ende des jeweiligen Stranges, nummeriert.
Zuséatzlich werden bei miRNAs funktionell (+)-Strang und *-Strang unterschieden. Daher werden
durch Einfigen der Anhangsel ,* oder ,* die Zugehdrigkeiten zum jeweiligen Strang deutlich
gemacht. Eine miRNA enthalt also die Basenpaarpositionen ,1*/19*, ,2*/18* bis zu ,19*/1*“.
Abbildung 3.12 verdeutlicht noch einmal schematisch den Aufbau kleiner RNAs und die daraus

folgende Benennung der Basenpaarpositionen.

5-1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 -3’

3-2120 19 18 17 16 1514 13 1211 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 -5

Abbildung 3.12: Piktogramm zum generellen Aufbau von kleinen RNAs und Bezeichnung der
Basenpaare. Rot: (+)-Strang (oder guide-Strang); Schwarz: *-Strang; Aus der im Text beschriebenen
Nomenklatur fur die Basenpaarungen ergibt sich fur das mit dem Pfeil gekennzeichnete Basenpaar die
Positionsbezeichnung 5%/15*.

Um den Einfluss von Abweichungen im Watson-Crick-Paarungsmuster im doppelstrangigen

Bereich von miRNAs auf die Bindung durch C/IRV-p19 zu untersuchen, sollten artifizielle Varianten

71



3. Ergebnisse Robert Pertermann

der miR162 erstellt werden. Dafiir wurde folgende Uberlegung einbezogen: Wie in der
Kristallstruktur von CIRV-p19 und einer siRNA zu sehen ist [156], bindet ein p19-Dimer an den
RNA-Duplex in symmetrischer Art. Das bedeutet, dass jeder Terminus des Doppelstrangbereichs
der RNA in gleicher Weise mit den p19-Monomeren interagiert. Um die Rolle einzelner
Basenpaare bei der Bindung an p19 einzuschatzen, war es demnach ausreichend einen Terminus
der miR162 zu modifizieren. In diesen wurden systematisch G-U-wobbles oder Fehlpaarungen
eingefligt, um aus der affin an C/IRV-p19 bindenden RNA (mit niedrigem Kp) eine weniger affine
RNA (mit hohem Kp) zu erstellen. So wurde zunachst eine miR162-Variante mit zwei
Nukleotidaustauschen an den Positionen 4 und 9 des *-Stranges erstellt. Diese Duplex-Variante
wurde miR162-0 genannt und beinhaltete einen Terminus mit komplett komplementaren
Basenpaarungen. Sie wurde in der Folge als Ausgangsvariante genutzt, um systematisch
Basenfehlpaarungen oder G-U-wobbles einzufiihren, und die entstandenen Varianten auf die
Bindungskonstanten zu CIRV-p19 untersucht. Dafiir wurde nach Mdglichkeit zunachst nur der *-
Strang verandert, um moglichst authentische und funktionale (+)-Strdnge zu gewahrleisten.
Abbildung 3.13 fasst diese Strategie zur miR162-Variantenerzeugung zusammen.

AtmiR162a,b

miR162-19+C/1*

3 -cuhdddA oY
miR162-0 /

-3 miR162-18+C/2*

CAUCCAG
SLLE 5
AGG-5 \ »
5 -UCGAUAAAC

CUCUGCAUCCAG-3
RNy
3" -CUAGCUACUUGGAGACGUA

G
1 LILIn
3 -cuAGEAOLL A

miR162-17+U/3*

Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Gestaltung artifizieller miR162-Varianten zur
systematischen Untersuchung des Einflusses von Basenfehlpaarungen in der miRNA-Struktur auf
die Bindung an p19. Rot: (+)-Strange der miRNA-Varianten; Schwarz: *-Strange der miRNA-Varianten;
Blau: Nukleotidveranderungen in jeder Struktur im Vergleich zu Wildtyp-miR162 (bei miR162-0) oder zur
miR162-0 (bei den weiteren Varianten).
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3.3.1.2 Systematische Charakterisierung der Bedeutung von Basenfehlpaarungen und G-

U-Basenpaarungen in miR162-Varianten bei der Bindung durch p19

Fir die systematische Untersuchung des Einflusses von Basenfehlpaarungen im
doppelstrangigen Bereich einer miRNA auf die Bindung zu CIRV-p19 wurden, entsprechend der
Ergebnisse von Huang et al. (2009) [202], Basenfehlpaarungen eingefiihrt, bei denen jeder
Pyrimidinbase ein Cytosin gegenulbergestellt wurde und jeder Purinbase die jeweils andere
Purinbase (also jeweils Adenin gegentiber von Guanin und Guanin gegentber von Adenin). Diese
Anderungen sollten die Doppelstrang-Duplex-Strukturen mdglichst stark destabilisieren und nach
Madglichkeit auch zu maximalen Auswirkungen in den Bindekonstanten bei der miRNA-Bindung
zu p19 fihren. Die so veranderten miR162-Varianten wurden nach dem in Abschnitt 3.1.3
beschriebenen Vorgehen (siehe auch Abschnitt 2.2.3.9.1 im Methodenteil) Bindungsstudien mit
rekombinant produziertem CIRV-p19 unterworfen. Die dabei bestimmten Kp-Werte wurden im
Weiteren in Bezug zu dem der miR162-0 (0,15 + 0,05 nM) gesetzt, welcher sich nicht signifikant
vom Kp-Wert der AfmiR162 (0,07 + 0,03 nM) unterschied und deswegen als Kontrollwert
verwendbar war. Die Ergebnisse dieser Studien sind in Abbildung 3.14 (A) und tabellarisch im
Anhang unter Abschnitt 7.4 aufgefiihrt.
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Abbildung 3.14: Systematische Untersuchung der Einfliisse von Basenfehlpaarungen und G-U-
Paarungen in miR162-Varianten auf die Bindung zu p19. Dargestellt sind Bindungskonstanten (Ko-
Werte) verschiedener miR162-Varianten. Alle Varianten wurden ausgehend von miR162-0 erstellt; (A)
Darstellung der Kp-Werte von Varianten mit Basenfehlpaarungen; (B) Darstellung des Einflusses von U*/G*-
Paarungen auf die Bindung zu CIRV-p19; (C) Darstellung der Einfliisse verschiedener Abweichungen vom
Watson-Crick-Paarungsmuster auf die Bindung zu p19 an den Positionen 14*/6*, 13*/7*, 12*/8* und 10*/10*.
Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefiihrt. Die Sterne zeigen signifikante Abweichungen
zu miR162-0 an (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).

74



3. Ergebnisse Robert Pertermann

Wie anhand von Abbildung 3.14 (A) zu erkennen ist, hatten Basenfehlpaarungen in der miR162-
Struktur sehr unterschiedliche Wirkungen auf die Bindung der jeweiligen Variante zu C/IRV-p19.
Wahrend die meisten Fehlpaarungen nur zu geringen Veranderungen der Affinitaten fihrten,
banden miR162-Varianten mit Fehlpaarungen an den Positionen 13*/7* und 10*/10* mit signifikant
hoheren Kp-Werten an CIRV-p19.

Die im Zuge dieser Arbeit betrachtete miR168 weist neben Basenfehlpaarungen auch G-U-
wobbles auf (siehe auch Abbildung 3.2 und nachfolgend Abbildung 3.15). Diese befinden sich im
eher mittleren Bereich des RNA-Duplex und beinhalten ebenso die Position 13/7. Daher wurden
auch diese Abweichungen vom Watson-Crick-Basenpaarmuster in die Untersuchungen
einbezogen. Analog des Vorgehens zur Konstruktion der miR162-Varianten mit
Basenfehpaarungen wurden weitere Varianten erstellt, in denen G-U-Paarungen eingefihrt
wurden (siehe Abschnitt 3.3.1.1). Diese enthielten das entsprechende Guanin jeweils im *-Strang
und das Uracil im (+)-Strang (Orientierung U*/G*). Fir diese Varianten mussten zudem auch
Anderungen in den (+)-Strangen der RNA-Duplex-Molekiile eingefiihrt werden. Nach der
Markierung, Hybridisierung und Reinigung dieser artifiziellen miRNAs (siehe Abschnitte 2.2.2.7
und 2.2.2.8) wurden diese, ebenso wie die Varianten mit Fehlpaarungen, direkten
Bindungsstudien (siehe auch Abschnitt 2.2.3.9) unterworfen. Abbildung 3.14 (B) fasst die

Ergebnisse dieser Studien zusammen.

Es wurde deutlich, dass die meisten G-U-Paarungen keinen Einfluss auf die Bindungsaffinitat der
jeweiligen miR162-Variante an CIRV-p19 hatten. Jedoch wurden durch Einfiihren von G-U-
wobbles an den Basenpaarpositionen 13*/7* und 12*/8* signifikant erhéhte Kp-Werte gemessen.
Durch G-U-Paarungen an 14*/6* und 10*/10* sanken die Bindungsaffinitdten der artifiziellen
miRNAs im Vergleich zur miR162-0 ebenfalls, jedoch weniger stark ausgepragt als an 13*/7* und
12+/8*.

Nachfolgend wurden die Basenpaarpositionen 14*/6*, 13*/7*, 12*/8* und 10*/10* weitergehend
untersucht. Daflir wurden die dort eingeflihrten G-U-wobbles invertiert (also Orientierung G*/U*).
Da an Basenpaarposition 12*/8* Unterschiede in den Bindungsaffinititen offenbar von der
Identitdt der Abweichung zum Doppelstrang abhingen, wurden hier zusatzlich einige weitere
Basenfehlpaarungen inseriert (siehe Abbildung 3.14 (C)). Die miR162-Varianten mit jeweils einer
dieser Abweichungen wurden wie zuvor beschrieben in direkten Bindungsstudien auf ihre Bindung
zu CIRV-p19 untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien sind in Abbildung 3.14 (C) dargestellt.
Lediglich die miR162-Variante mit einem invertiertem G-U-wobble auf Position 13*/7* wies dabei

einen stark erhéhten Kp-Wert im Vergleich zur miR162-0 auf.
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Als Fazit zu diesen Versuchen kann folgendes festgehalten werden: Die wobbles und
Basenfehlpaarungen auf Position 14*/6* wiesen einen vergleichsweise moderaten Effekt auf die
Bindungsaffinitaten auf. Bei Position 13*/7* schien jedwede Anderung der Nukleotide, die nicht in
einem Watson-Crick-Basenpaar resultiert, einen starken Abfall der Bindungsaffinitat zur Folge zu
haben. Auf Position 10*/10* bewirkte vor allem das Einfligen einer C/C-Basenfehlpaarung einen
Abfall der Bindungsaffinitat der miRNA-Variante zu CIRV-p19. Diese Fehlpaarung stellte einen
Eingriff in den RNA-Duplex dar, welcher die Stabilitdt der Duplex-Struktur dieser Variante starker
beeintrachtigen kénnte als andere Abweichungen vom Watson-Crick-Basenpaarungsmuster
[202]. Bei Varianten mit wobbles und Fehlpaarungen auf der Position 12*/8* kam es zu sehr
unterschiedlichen Ergebnissen. Lediglich das wobble der Orientierung 12*U/8*G zeigte einen
stark negativen Einfluss auf die miRNA-p19-Bindung. Die Invertierung dieses Basenpaars flhrte
zwar noch immer zu einer miR162-Variante mit signifikant erhéhtem Kp-Wert, jedoch ist diese
Schwachung der miRNA-p19-Bindung bedeutend kleiner als beim 12*U/8*G-wobble.

Um auszuschlief3en, dass die beobachteten Erniedrigungen der Affinitdten der miR162 Varianten
zu p19 durch eine generelle Stérung der Stabilitdt des miRNA-Doppelstranges zustande kamen,
aufgrund der grofRe Teile oder die komplette miRNA ungepaart vorlagen, wurden die miR162-
Varianten mit modifizierten Basenpaarungen auf den Positionen 13*/7* und 12*/8*
Schmelzpunktanalysen (siehe Abschnitt 2.2.2.9) unterworfen. Bei diesen Analysen konnte keine
Korrelation zwischen thermodynamischer Stabilitdt der miRNA-Duplex-Molekile und Kp-Werten
festgestellt werden (siehe Abschnitt 7.5). Daraus wurde geschossen, dass die Verminderungen
der Affinitaten der miR162-Varianten bei der Bindung an CIRV-p19 auf spezifische Abweichungen
im Watson-Crick-Paarungsmuster des doppelstrangigen Bereiches des RNA-Duplex
zurlckzuflhren sind, und nicht das Resultat einer Disruption des Doppelstranges darstellen. Um
allgemeine Riickschlisse auf das Bindungverhalten von p19 an verschiedene miRNAs ziehen zu
konnen, wurde der Einfluss der ermittelten Nukleotiddeterminanten auch in der miR168-Struktur
untersucht (siehe Abschnitt 3.3.1.3).

3.3.1.3 Charakterisierung der Bedeutung der G-U-Basenpaarungen in der miR168-Struktur
bei der Bindung durch p19

Im vorherigen Abschnitt wurde deutlich, dass die Basenpaarregion der Positionen 7/13 und 8/12
im miR162-Duplex-Molekil bedeutsam fiir die Bindung an das CIRV-p19 ist. Wie in Abbildung
3.15 zu erkennen ist, enthalt auch der RNA-Duplex von AtmiR168a (NbmiR168d,e ; im Weiteren
miR168) auf diesen Positionen G-U-Paarungen: Diese befinden sich auf der Position 8*/12* und
auf der Position 13*/7*. In beiden Fallen befindet sich das Guanin im (+)-Strang. Das wobble auf
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Position 8*/12* entspricht also der in Abbildung 3.14 (B) untersuchten Orientierung, wohingegen
das auf Position 13*/7* einem invertierten wobble nach dem in Abschnitt 3.3.1.2 gewahlten
Vorgehen entspricht. Um den Einfluss dieser wobbles auf die Bindung der miR168 zu C/IRV-p19
zu untersuchen, wurden verschiedene Varianten dieser miRNA konstruiert (dargestellt in
Abbildung 3.15 (A)). Bei diesen wurden die G-U-Paarungen durch Veranderungen der jeweiligen
*-Strange in G-C-Paarungen umgewandelt. So entstanden doppelstrangige miRNA-Varianten, mit
jeweils einem oder keinem dieser G-U-wobbles (miR168-Varianten 1 bis 3). Zudem wurden
Varianten konstruiert, in denen zuséatzlich die Basenfehlpaarungen durch Veranderung der *-
Strange entfernt worden sind (Varianten 4 und 5) sowie eine siRNA-Variante der miR168 (Variante
6). Bei dieser kleinen RNA entsprachen alle Basenpaare dem Watson-Crick-
Basenpaarungsmuster. Die so konstruierten miR168-Varianten wurden hinsichtlich ihrer Bindung
an p19 charakterisiert (siehe auch Abschnitt 2.2.3.9 im Methodenteil). Die Ergebnisse dieser
Studien sind in Abbildung 3.15 (B) und im Anhang unter 7.4 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Darstellung der Einfliisse der zentralen G-U-wobbles in der miR168-Struktur auf die
Bindung an CIRV-p19. (A) Schematische Darstellung der Duplex-Strukturen von miR168-Varianten. In
diesen wurden durch Veranderung der *-Strédnge die G-U-wobbles 8°/12* und 13*/7* in G-C-Paare
umgewandelt. Details zum Vorgehen sind im Text aufgefiihrt. Orange Markierung: G-U-Paarung; Griine
Markierung: eingeflihrte G-C-Paarung; (B) Darstellung der Bindungskonstanten der in (A) dargestellten
miRNA-Varianten bei der Bindung an C/IRV-p19. Die Sterne zeigen signifikante Abweichungen der Affintitat
der miR168-Variante zu p19 von der der AtmiR168 an (*: p<0,05; **: p<0,01).

Aus den in Abbildung 3.15 dargestellten Ergebnissen geht hervor, dass einige der miR168-
Varianten (Varianten 2, 3, 5 und 6) eine signifikant hhere Affinitat zu C/IRV-p19 aufwiesen als die
Wildtyp-miR168a. Allen diesen Varianten gemein ist dabei, dass bei ihnen das G-U-wobble auf
Position 8*/12* durch ein G-C-Paar ersetzt wurde. Das G-U-Paar auf Position 13*/7* stellte kein

Merkmal dar, welches den hohen Kp-Wert der miR168 bei der Bindung an p19 erklart. Es ist
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zudem bemerkenswert, dass selbst die siRNA-Variante der miR168 (Variante 6) eine deutlich
niedrigere Affinitat (Ko-Wert: 0,35 £ 0,16 nM) zu CIRV-p19 aufzeigt als die siRNA gf698. Dies
deutet auf Sequenzspezifitaten von p19 bei der siRNA-Bindung hin. Der Einfluss der Nukleotid-
Sequenzen einer kleinen RNA auf die C/IRV-p19-Bindung konnte im Umfang dieser Arbeit jedoch

nicht untersucht werden.

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Einfluss des G-U-wobbles an Position 8*/12* in der
miR168-Struktur auf die Bindung zu CIRV-p19 auch auf die miR168-vermittelte RISC-Aktivitat in
vitro Ubertragbar war, wurden erneut Luziferase-Reporterversuche durchgeflihrt. Diese wurden
nach dem in Abschnitt 3.2.1 beschriebenen Vorgehen mit der miR168-Reporter-mRNA aus
Abbildung 3.6 durchgeflhrt. Dabei wurde die BYL-Charge 1 verwendet. Hierbei kamen
verschiedene der in Abbildung 3.15 dargestellten miR168-Varianten zum Einsatz. Dies war
mdglich, da sich diese Varianten nur in den *-Strangen und nicht in den, speziell fir die Bindung
an die miRNA-Zielsequenz entscheidenden, (+)-Strangen unterschieden. Allerdings konnten
aufgrund der beschrankten Menge an BYL je Charge nur die Varianten 1, 3, 4 und 6 untersucht

werden. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Wie in der Abbildung zu erkennen ist, konnten durch alle eingesetzten miR168-Varianten
vergleichbar hohe RISC-Aktivitdten erzielt werden. Das bedeutet, dass sich die resultierenden
Luziferase-Aktivitaten (graue Balken in Abbildung 3.16) nicht signifikant voneinander
unterschieden und zudem kleiner waren, als bei der gf698-Kontrolle. Durch Einsatz von CIRV-p19

konnten die durch die miR168-Varianten vermittelten RISC-Aktivitdten reduziert werden, was in
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erhohten Luziferase-Aktivitaten resultierte. Dies war insbesondere bei den miRNA-Varianten sehr
effizient, deren Affinitdten zu C/IRV-p19 zuvor als signifikant héher als die der Wildtyp-miRNA
ermittelt wurden (miR168-Varianten 3 und 6 in diesem Experiment). Bereits bei Einsatz der
miR168-Variante 3 konnte in Anwesenheit von CIRV-p19 in vitro eine signifikant héhere
Luziferase-Aktivitat gemessen werden, als bei Einsatz der niedrigaffin an p19 bindenden
Varianten 1 und 4 sowie der Wildtyp-miRNA. Es kann also festgehalten werden, dass durch das
G-U-wobble auf Position 8/12 in der miR168-Struktur auch die Einflisse von CIRV-p19 auf die
Translation der Luziferase-Reporter-mRNA moduliert wurden. Folgend zu diesen Experimenten
wurden auch Aminosauren in der p19-Primarstruktur mit zentraler Bedeutung fiir die miRNA-
Differenzierung bestimmt, um Mechanismen dieser Differenzierung zukiinftig verstehen zu

kénnen.

3.3.2 Spezifische Aminoséauren in der p19-Primarstruktur fiir die differentielle Bindung
von miRNAs durch p19

Unter Abschnitt 3.3.1 konnte gezeigt werden, dass eine spezifische molekulare Determinante in
mMiRNA-Duplex-Strukturen, namentlich eine G-U-Paarung auf der Basenpaarposition 8/12,
malRgeblich die Affinitat von miRNAs bei der Bindung an p19 erniedrigt. Diese wirkt dabei miRNA-
unabhangig. Um die Unterscheidung (Diskriminierung) zwischen verschiedenen miRNAs durch
p19, welche durch diese Determinante bestimmt wird, zukinftig verstehen zu kénnen, sollten
jedoch auch die entsprechenden Regionen in der Primarstruktur des Proteins ermittelt werden,

welche an der differentiellen Bindung des Proteins beteiligt sind.

3.3.2.1 Ableitung von Aminosaureseitenketten fiir eine differentielle Bindung aus der

Kristallstruktur

Als Ausgangspunkt fir die Auswahl von Aminosaureseitenketten mit moglicher Funktion bei der
mMiRNA-Diskriminierung durch CIRV-p19 wurde die von Vargason et al. (2003) [156] publizierte
Kristallstruktur verwendet (PDB-Code: 1rpu). Diese beinhaltet die Struktur eines CIRV-p19-
Dimers in Komplex mit einem RNA-Duplex-Molekil von der GroRRe eine siRNA. Abbildung 3.17
stellt die publizierte Struktur dar.
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Abbildung 3.17: Ko-Kristallstruktur von CIRV-p19 mit einer siRNA aus Vargason et al. (2003) [156]
und Darstellung der molekularen Umgebung um ein Basenpaar 8/12. (A) Gesamtdarstellung des C/IRV-
p19-Dimers in Komplex mit dem RNA-Duplex; (B) Vergrofierung des in (A) markierten Bildausschnittes. Rot
markiert in der siRNA: das G-C-Basenpaar auf Position 8/12. Rot markiert im Protein:
Aminosaureseitenketten mit polaren Kontakten zum Basenpaar 8/12 sowie Threonin 111. Blaue gestrichelte
Pfeile: Hinweise auf polare Kontakte zwischen p19 und dem siRNA-Basenpaar 8/12. Der durchgezogene
Pfeil zeigt den wasservermittelten Kontakt zwischen Glycin 109 und dem Guanin 8 an (siehe Text).

Da ein spezifisches G-U-wobble als Bindungsdeterminante fungierte war eine spezifische
Erkennung der Nukleobasen durch Teile des CIRV-p19-Proteins wahrscheinlich. Studien zu
Nukleobasen-Aminosaure-Interaktionen, wie beispielsweise die von de Ruiter und Zagrovic
(2015) [203], legen insbesondere Interaktionen von polaren Aminosaureseitenketten, wie die von
Glutamin und Asparagin, mit Guaninbasen Uber elektrostatische Wechselwirkungen oder
Wasserstoffbrickenbindungen nahe. Da im flr die Bindung relevanten wobble eine ebensolche

Base enthalten war, wurden vor allem polare oder geladene Aminosaureseitenketten in die
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Betrachtungen mit einbezogen. Wie aus Abbildung 3.17 zu entnehmen ist, wurden in der
publizierten Struktur einige polare Kontakte zwischen dem Protein und dem siRNA-Basenpaar
8/12 aufgezeigt. Diese betrafen insbesondere die Aminosauren Glutamin 107 (jeweils eine polare
Interaktion mit der Hauptkette und mit der Seitenkette) und Lysin 67. Zudem wurde ein
wasservermittelter Kontakt zwischen dem Glycin 109 und dem 2°-Amin des Guanins 8 dargestellt.
Aufgrund dieser Verbindungen wurden die Aminosaureregion 106 bis 109 (Asparagin 106,
Glutamin 107, Valin 108 und Glycin 109) der CIRV-p19-Priméarstruktur sowie das Lysin 67 einem
Alanin-Scan unterzogen, um eine moégliche Beteiligung dieser Aminosauren in der Differenzierung
des Proteins zwischen verschiedenen miRNAs zu untersuchen. Zudem wurden einige polare
Aminosauren des N-Terminus, namentlich Glutamin 6 und Asparagin 8, in die Untersuchungen
mit einbezogen. Der N-Terminus des Proteins ist in der Kristallstruktur nicht enthalten, jedoch in
raumlicher Nahe zu der Aminosaureregion 106 bis 109. Zusatzlich fungierte das Threonin 111 als
Kontrolle. Bei dieser Aminosaure konnte bereits eine Rolle in der miRNA-Differenzierung bei

miRNAs mit Basenfehlpaarungen an der Position 10/10 nachgewiesen werden [163].
3.3.2.2 Untersuchung der miRNA-Bindung durch p19-Varianten im BYL

Nachdem im vorherigen Abschnitt einige Aminosauren ausgewahlt wurden, welche auf eine
Beteiligung an der miRNA-Differenzierung untersucht werden sollten, wurden nun
Punktmutationen in CIRV-p19-codierenden Sequenzen mittels ortsgerichteter Mutagenese (siehe
Abschnitt 2.2.1.7.3) eingeflihrt. Auf diese Weise wurden die ausgewahlten Aminosauren jeweils
einzeln durch Alanine ersetzt und ein Funktionsscan konnte durchgefihrt werden. MRNAs,
welche fiir diese p19-Varianten codierten, wurden durch in-vitro-Transkription hergestellt. Diese
wurden fir die Herstellung der Proteine im BYL mittels in-vitro-Translation verwendet. Durch
Testtranslationen unter Anwesenheit von [*S]-L-Methionin  konnten  gleichmaRige
Translationseffizienzen nachgewiesen werden (siehe Abschnitt 7.6).

Nach diesen Vorversuchen wurden die mRNAs der p19-Alanin-Varianten in vitro im BYL und die
Ansatze hiernach mit [*P]-markierten miR162 und miR168 (Konsensus-Strukturen aus 3.1.2)
inkubiert. Die entstandenen sRNA-p19-Komplexe wurden mittels EMSA (siehe 2.2.3.9.3) von der
freien RNA abgetrennt und die Signale der Komplexe und der freien RNA mittels Autoradiographie

quantifiziert. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 3.18 dargestelit.
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Abbildung 3.18: Bindung der p19-Alanin-Varianten an miR162 und miR168 im BYL in vitro. (A)
Autoradiogramm eines EMSAs nach in-vitro-Translation der angezeigten p19-Varianten im BYL und
Inkubation mit miR162/miR168; (B) Darstellung der normalisierten RNA-p19-Komplexsignale aus (A) nach
drei unabhangigen Messungen. Das Signal ohne p19 stellt ein Hintergrundsignal dar. Das miR162-Signal
bei in vitro translatiertem Wildtyp-p19 wurde dabei als Referenzsignal fiir die Normalisierungen verwendet.
hellgrau: miR162-p19-Komplex-Signale; dunkelgrau: miR168-p19-Komplex-Signale; Fehlerbalken:
Standardabweichungen; Sterne: Signifikante Anderungen des Komplex-Signals im Vergleich zum miR168-
p19-Signal bei translatiertem Wildtyp-p19; *: p<0,05; **: p<0,01.

Wie der Abbildung 3.18 (A) zu entnehmen ist, konnten Signale der Komplexe aus den miRNAs
162 und 168 (Konsensus-Strukturen aus 3.1.2) und in vitro translatierten p19-Varianten detektiert
werden. Dabei traten jedoch sehr unterschiedliche Intensitdten der Komplex-Banden auf. So
wurde im Vergleich zur miR168 ein wesentlich gréRerer Anteil der miR162 durch das Wildtyp-p19
komplexiert. Dieser Umstand reflektierte unterschiedlichen Signalstarken von miR162 und
miR168 bei der Bindung an p19, welche bereits in Abschnitt 3.1.3 beschrieben wurden (siehe
auch Abschnitt 7.2). Wie auRerdem zu erkennen ist, zeigten auch die p19-Varianten miRNA-p19-

Komplexe mit sehr unterschiedlichen Signalintensitaten. Der Anteil der komplexierten miR168
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wurde teils stark verringert, zum Beispiel bei p19-G109A. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin,
dass die Affinitatsunterschiede dieser p19-Varianten bei Bindung an miR162 und miR168 durch
die Alanin-Austausche nicht vermindert, sondern sogar verstarkt wurden. Da diese Signalstarken
jedoch nicht identisch mit den Affinitdten der p19-Varianten zu den miRNAs sind, wurden diese
Experimente lediglich als Indikator betrachtet und einige der Varianten flir eine rekombinante
Synthese, Reinigung und spatere Charakterisierung ausgewahlt. Dies betraf die Varianten mit den
Austauschen Q107A, V108A und G109A, mit signifikant erhdéhten Unterschieden in der
Komplexierung von miR162 und miR168. Die Variante T111A wurde trotz einer signifikant
verminderten Fahigkeit miR168 zu binden nicht weiter untersucht, da das Threonin 111 bereits

zuvor als Aminosaure mit Funktion in der miRNA-Differenzierung beschrieben wurde [163].

3.3.2.3 Biochemische Charakterisierung der p19-Varianten Q107A, V108A und G109A in

vitro

Die im vorherigen Abschnitt ausgewahlten p19-Varianten wurden wie in Abschnitt 3.1.3
beschrieben heterolog rekombinant synthetisiert und anschlieRend gereinigt. Die korrekte Faltung
der Proteine konnte vor den Funktionsstudien mittels CD-Spektroskopie nachgewiesen werden
(siehe Abschnitt 7.7). Dabei wiesen die Spektren der Varianten V108A und G109A auf eine mit
der Wildtyp-Variante vergleichbare Sekundarstruktur-Zusammensetzung hin, mit nur geringfiigig
gesteigerter Signalamplitude. Die Signalstarke des CD-Spektrums der Variante Q107A war
jedoch deutlich geringer. Da sich allerdings nur die Amplitude und nicht die Form der Kurve von
der Wildtyp-Variante unterschied, wurde eine ahnliche, aber nicht identische Zusammensetzung
der Sekundarstrukturen ermittelt (siehe Abschnitt 7.7). Somit war anzunehmen, dass diese
Proteinvariante (p19-Q107A) teilweise ungefaltet und damit inaktiv vorliegen kdnnte. Alle diese
rekombinant synthetisierten p19-Varianten wurden im Folgenden fir Bestimmungen der
Bindungskonstanten (Kpo-Werte, siehe 2.2.3.9.1) bei der Bindung an kleine RNAs eingesetzt.
Dabei wurden die siRNA gf698 (Referenz), AtmiR162 und AtmiR168a (Konsensus-Strukturen aus

3.1.2) verwendet. Die Ergebnisse dieser Studien sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst.
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Tabelle 3.5: Dissoziationskonstanten verschiedener kleiner RNAs an die angezeigten C/IRV-p19-Varianten;
n. b.: Bindungskonstanten nicht bestimmbar, da in entsprechenden EMSA-Versuchen keine RNA-p19-
Komplexbildung zu beobachten war.

sRNA Kp-Wert (nM) Kp-Wert (nM) Kp-Wert (nM) bei  Kp-Wert (nM) bei

bei Bindung an bei Bindung an Bindung an p19- Bindung an p19-
Wildtyp-p19 p19-Q107A V108A G109A

gf698 0,06 £ 0,04 0,46 £ 0,30 0,23 £ 0,02 0,39+£0,18

(siRNA)

AtmiR162 0,07 £ 0,03 1,52 + 0,49 0,37 £ 0,08 0,38 £ 0,11

AtmiR168 2,29 +0,78 n.b. (500 nM)  n.b. (=1.000 nM) n.b. (= 500 nM)

relativer Kp 38,17 =1.000 >4.000 =1.000

von miR168’

miR162- 1,93+0,13 - n.b. 5,09 £1,73

12*U/8*G

miR168- 0,71 +£0,29 - 0,61 +0,11 0,57 £ 0,03

Variante 2

'relativer Ko zu dem von gf698

Wie der Tabelle 3.5 zu entnehmen ist, waren alle p19-Varianten in der Lage die Referenz-siRNA
(gf698) zu binden und wiesen bestimmbare Dissoziationskonstanten (Kp-Werte) auf. Dessen
ungeachtet zeigte sich, dass durch jeden eingeflihrten Alanin-Austausch die Affinitat des
jeweiligen Proteins an die siRNA signifikant reduziert wurde. Dennoch verblieben die Affinitaten
zur siRNA auf einem héherem Niveau (0,2 — 0,5 nM) als die des Wildtyp-p19 an die AimiR168a
(2,29 + 0,8 nM). Da sich die weiteren Ergebnisse der p19-Varianten unterschieden, werden diese

Varianten hier gesondert ausgewertet.

Das p19-Q107A zeigte, wie bereits erwahnt, eine erniedrigte Affinitat (Kp-Wert: 0,46 1+ 0,30 nM)
zur siRNA gf698 im Vergleich zum Wildtyp-p19 (Kp-Wert: 0,06 £ 0,04 nM). Die AtmiR162 wird mit
einer noch niedrigeren Affinitat (Kp-Wert: 1,52 + 0,49 nM) an die p19-Variante gebunden. Diese
p19-Variante zeigte sich also bezogen auf die Affinitdten zu kleinen RNAs allgemein weniger
tolerant gegenliber Abweichungen des Watson-Crick-Paarungsmusters im RNA-Duplex-Molekdil.
Die Bindungskonstanten dieser Variante an die miR168 konnten nicht bestimmt werden. Bei
entsprechenden EMSA-Versuchen trat bis einschlieRlich 100 nM eingesetztes p19-Dimer keine
fur eine Konstantenbestimmung ausreichende Komplexbildung des Proteins mit der AfmiR168a
auf. Bei héheren Konzentrationen ab 500 nM p19-Q107A wurde die Laufgeschwindigkeit der
markierten RNA zudem so dramatisch reduziert, dass von der Bildung von Protein-RNA-
Komplexen héherer Ordnung auszugehen ist (siehe Abschnitt 7.8). Ein entsprechender Kp-Wert
kann lediglich geschatzt werden (= 500 nM). Das Verhaltnis des Wertes dieser Konstante zu dem
der Bindungskonstante der gf698 (0,46 + 0,30 nM) konnte auf mindestens 1.000 abgeschatzt
werden und lag damit deutlich hdher als das gleiche Verhaltnis beim Wildtyp-p19 (38,17). Dies

weist auf einen deutlich gréReren Unterschied in den freien Bindungsenthalpien, also auf eine
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starkere Diskriminierung dieser p19-Variante zwischen den kleinen RNAs hin. Da sich diese
Variante jedoch allgemein weniger tolerant gegeniber Basenfehlpaarungen (wie in miR162)
zeigte, wurde die starkere Differenzierung der p19-Variante zwischen den miRNAs auf einen
additiven Umstand zuriickgefiihrt. Somit kbnnten Basenfehlpaarungen in der miR168-Struktur und

G-U-wobbles gemeinsam die Affinitat bei Bindung durch p19-Q107A verschlechtern.

Die p19-Varianten V108A und G109A wiesen jeweils ahnliche Bindungsprofile zu den miRNAs
und zur gf698 auf. So zeigten die Kp-Werte fir gf698 (0,23 + 0,02 nM bei V108A und
0,39 £ 0,18 nM bei G109A) und fir AtmiR162 (0,37 £ 0,08 nM und 0,38 + 0,11 nM) zwar eine
allgemeine Erniedrigung der Affinitat der jeweiligen Variante zu kleinen RNAs an. Jedoch
interagierten diese p19-Varianten mit etwa gleich grof3en Affinitdten mit gf698 und AfimiR162. Bei
Bindungsstudien mit AfmiR168a traten ahnliche Ergebnisse wie bei der p19-Variante Q107A ein
(nicht gezeigt). Aufgrund des Auftretens von Protein-RNA-Komplexen héherer Ordnung konnten
die Kp-Werte nicht exakt bestimmt, sondern lediglich abgeschatzt bzw. MinimalgréRen angegeben
werden (siehe auch Tabelle 3.5). Dennoch ist auf Basis dieser Schatzungen festzustellen, dass
die Verhaltnisse der miR168-Kp-Werte zu denen von gf698 (= 1.000 bzw. =4.000) erhéht im
Vergleich zum Wildtyp-p19 (38,17) vorlagen (Tabelle 3.5). Dies deutet auf groRere Differenzen
der freien Bindungsenthalpien der Komplexe und damit auf eine starkere Differenzierung der p19-
Varianten zwischen gf698 bzw. AtmiR162 und AfmiR168a hin.

Nachfolgend sollte untersucht werden, ob es sich bei der mit Hilfe der p19-Varianten ermittelten
Aminosaureregion auch tatsachlich um die Komplementarregion fiir die miRNA-Unterscheidung
anhand des G-U-wobbles 8/12 handelt. Dazu wurden die p19-Varianten V108A und G109A
Bindungsstudien mit den miRNA-Varianten miR162-12*U/8*G (miR162 mit eingefigtem G-U-
wobble) und miR168-Variante 2 (miR168-Variante mit fehlendem G-U-wobble auf Position 8/12;
siehe auch Abbildung 3.15 (A)) unterzogen. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden zum
Vergleich ebenso in Tabelle 3.5 dargestellt. Bei beiden p19-Varianten fihrte das Fehlen des
wobbles in der miR168-Struktur zu einer Wiederherstellung der mit einer siRNA vergleichbaren
Affinitat. Jedoch unterscheiden sich die Ergebnisse bei miR162-12*U/8*G. Bei p19-V108A flhrt
das Einflhren des G-U-wobbles an der Basenpaarposition 8/12 zu einer Erhéhung der Kp-Werte
bis in den nicht bestimmbaren Bereich der Wildtyp-miR168. Anders stellt sich die Situation bei
p19-G109A dar. Dieses Protein bindet die miR162-Variante mit einer noch deutlich messbaren
Affinitat (Ko-Wert: 5,09 + 1,73 nM). Dies weist darauf hin, dass bei dieser p19-Variante zusatzlich
zum wobble auch andere Eigenschaften der miRNA einen Einfluss auf die Bindungskonstante
haben kdnnten, Dies kénnten Unterschiede in der naheren Nukleotid-Sequenzumgebung der

Position 8/12 sein, welche bisher im Rahmen dieses Projektes als irrelevant angesehen wurden.

86



3. Ergebnisse Robert Pertermann

Es kann also vermutet werden, dass sich bei p19-G109A auch molekulare Mechanismen der

miRNA-Differenzierung im Vergleich zum Wildtyp verandert haben.

Aus den Ergebnissen der biochemischen Charakterisierungen der p19-Varianten Q107A, V108A
und G109A kann folgendes zusammengefasst werden: Alle untersuchten p19-Varianten wiesen
starke Unterschiede in den Affinitaten bei der Bindung an miR162 und miR168 auf. Diese
Unterschiede waren deutlich ausgepragter als beim Wildtyp-p19. Die Variante Q107A zeigte
jedoch zusatzlich auch eine deutlich verminderte Affinitat bei der Bindung an miR162 im Vergleich
zur Referenz-siRNA. Dies wies auf eine allgemeine geringere Toleranz gegenlber anderen
Abweichungen vom Watson-Crick-Paarungsmusters im miRNA-Duplex-Molekiil bei der Bindung
an kleine RNAs hin. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die starken Unterschiede zwischen
den Affinitaten bei Bindung an miR162 und miR168 vollstandig (Variante V108A) oder in grol3em
MaRe (Variante G109A) vom G-U-wobble an Position 8/12 abhangig war. Daraus kann
geschlossen werden, dass es sich bei der Aminosaureregion 108-109 tatsachlich um eine Region
zur Differenzierung des CIRV-p19 zwischen verschiedenen miRNAs anhand des beschriebenen

wobbles handelt.

Es ist aufffallig, dass die ermittelte Komplementarregion in der Primarstruktur des CIRV-p19 flr
die Differenzierung zwischen sRNAs anhand des G-U-wobbles Aminosauren betrifft, welche in
verschiedenen p19-Orthologen hoch konserviert vorliegen [178]. Flr die ebenso in Abschnitt
3.3.2.1 ausgewahlten Aminoauren N8 oder N106 gilt dies nicht, sie sind hypervariabel. Dies macht
es wahrscheinlich, dass nahezu alle p19-Orthologe der Tombusviren ahnliche Unterschiede in

den Affinitdten zwischen miR162 und miR168 aufweisen.

3.4 Weiterfiihrende Studien

In den vorherigen Abschnitten wurde die Bindung von CIRV-p19 an verschiedene microRNAs
untersucht. Dafir wurden die unterschiedlichen Affinititen an ausgewahlte microRNAs
charakterisiert, deren Bedeutung fir das PTGS aufgezeigt und molekulare Determinanten flr eine
Differenzierung zwischen miRNAs identifiziert. Dabei wurde insbesondere das G-U-wobble auf
Position 8/12 mit Hilfe einer miRNA (miR162) als Determinante fiir eine Verminderung der Affinitat
einer sRNA an p19 bestimmt. Mit Hilfe der zweiten miRNA (miR168) wurde diese Determinante
bestatigt und andere Abweichungen des Watson-Crick-Paarungsmusters in sRNA-

Doppelstrangen wie die an Position 7/13 ausgeschlossen. Nun stellte sich die Frage, ob das G-
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U-wobble auch bei anderen als den fir alle bisherigen Versuche verwendeten Modell-miRNAs als
Determinante fir die Differenzierung fungiert oder bei Prifung anderer Duplex-Molekile
ausgeschlossen werden koénnte. Durch die in Abschnitt 3.1.1  durchgefiihrten
Immunprazipitationen koénnten zudem durch Vergleich der angereicherten und weniger

abundanten RNA-Sequenzen auch weitere Determinanten identifiziert werden.

Um das G-U-wobble als Hauptdeterminante fur die Differenzierung in einem miRNA-System zu
untersuchen, ohne dabei von vorneherein einen Bezug zur antiviralen Immunantwort zu ziehen,
wurde die miRNA 6149 aus Nicotiana tabacum ausgewahlt (Schema siehe Abbildung 3.19). Diese
miRNA konnte durch eine Immunprazipitation durch C/IRV-p19 angereichert werden, bei dem als
RNA-Quelle das BYL mit TBSV-RNA fungierte (siehe Abschnitt 3.1.1 und Abschnitt 7.1).
Zielsequenzen der miR6149-Familie  (entnommen  fir N.  benthamiana  auf
www.benthgenome.qut.edu.au) sind vor allem mRNAs von F-box-Proteinen, welche in
verschiedenen Geweben exprimiert werden, ohne bisherigen, konkreten Hinweis auf biologische
Funktionen. Fir N. tabacum sind keine Zielsequenzen der miR6149-Familie bekannt. Es ist
anzunehmen, dass es sich um ahnliche Zielsequenzen wie in N. benthamiana handelt. So wurde
zusétzlich zu den N. tabacum-Isoformen auch die N. benthamiana-Isoform dieser miRNA-Familie
untersucht (Struktur-Schemata siehe Abbildung 3.19). Diese unterscheidet sich strukturell von
den N. tabacum-Isoformen vor allem durch die Anwesenheit eines G-U-wobbles auf der Position
8*/12*. Damit war es durch die hier untersuchte miR6149-Familie moglich, den Einfluss des
bereits zuvor untersuchten wobbles auf die Bindung zu CIRV-p19 ohne Erstellung von artifiziellen

miRNA-Varianten zu untersuchen.

NbmiR6149 Abbildung 3.19: Struktur-Schemata von miRNA-
Duplex-Strukturen aus der miR6149-Familie.

5 —UUGAUAC IUGIAAUCGGC -3° Dargestellt sind jeweils die Duplex-Strukturen der

3- _CAAACUAUG Mcouuace -5 miR6149 aus Nicotiana benthamiana und der zwei

Isoformen aus Nicotiana tabacum. Rot: (+)-Strange;
Schwarz: *-Strange; Griine Kasten:
NtmiR6149a Basenpaarpositionen 8/12.

5 -uUGAUACECAdBUGAAUCGGC -3~
CC TTITI Tilest er
3’ -CAAACUAUGE,UGEGUUUGGC -5
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Diese RNA-Duplex-Molekile wurden 5’-markiert und hybridisiert und anschlielend auf ihre
Bindungsaffinitdt zu CIRV-p19 untersucht. Die Ergebnisse dieser Studien sind in Tabelle 3.6
dargestelit.

Tabelle 3.6: Dissoziationskonstanten der miR6149-Isoformen an CIRV-p19; n. b.: Bindungskonstanten
nicht bestimmbar.

miRNA Kp-Wert bei Bindung an C/IRV-p19 (nM)
NbmiR6149 n.b.

NtmiR6149a 9,83 +5,88

NtmiR6149b 5,39+0,43

Die N. tabacum-lsoformen der miR6149 zeigten im Vergleich zu vorherigen Versuchen (ca.
0,1nM bei hochaffiner Bindung; siehe auch Abschnitte 3.1.3 und 3.3.1) hohe
Dissoziationskonstanten (ca. 5-10 nM) an CIRV-p19. Diese kénnen mit den wobbles erklart
werden, welche benachbart auf den Positionen 13*/7* und 14*/6* liegen. Die Auswirkungen
benachbarter G-U-Paarungen konnten im Verlaufe dieser Arbeit nicht mehr untersucht werden.
Zusatzlich konnte bei Einsatz der N. benthamiana-lsoform in den durchgefihrten EMSA-
Versuchen keine Komplexbildung mit C/IRV-p19 beobachtet werden. Der Unterschied zu den N.
tabacum-lsoformen kann mit der Anwesenheit des G-U-wobbles auf der Position 8%/12* erklart
werden. Dass die miR6149-Isoformen aus N. tabacum entgegen der hier gemessenen, geringen
Affinitaten in der Immunprazipitation aus dem BYL durch CIRV-p19 angereichert werden konnten,
ist demnach nicht mit den Affinitdten dieser Isoformen an das Protein zu erklaren. Stattdessen
kdénnte es andere, noch nicht annotierte Isoformen dieser erst 2012 beschriebenen [204] miRNA

geben, deren Sequenzen nach der IP den bereits annotierten Isoformen zugeordnet wurden.

Insgesamt konnten die Ergebnisse dieses Abschnittes das im Verlauf der vorliegenden Arbeit
ermittelte G-U-wobble als allgemeine Determinante fir die Differenzierung von miRNAs durch
CIRV-p19 bestatigen. Gleichzeitig wurde auch deutlich, dass die Betrachtung von Anreicherungen
oder Abreicherungen von miRNA-Sequenzen in IP-Versuchen nicht ausreichend ist fir eine
Beurteilung, ob eine bestimmte miRNA im Zuge einer viralen Infektion relevant mit p19 interagiert
und die entsprechende Expressionsregulation gestort wird. Dies musste, wie am Beispiel der
miR162, der miR168 und der miR403 in dieser Arbeit geschehen, durch eine gezielte

Untersuchung der miRNA und ihrer Zielsequenzen wahrend einer viralen Infektion erfolgen.
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4. Diskussion

Virale Infektionen von Pflanzen rufen, wie auch bei anderen Organismen, Vvielfaltige
Krankheitsbilder und Schadigungen hervor. Vor allem bei Kulturpflanzen kénnen betrachtliche
oOkonomische Schaden durch Schadigungen im Wuchs, den Friichten oder der Entwicklung der
Wirtspflanzen entstehen. Daher riihrt ein gro3es Interesse am Schutz der Pflanzen vor viralen
Infektionen und an der Erforschung der pflanzlichen Immunantwort. Phytoviren wie die
Tombusviren modifizieren zahlreiche zelluléare Prozesse, um die eigene Vermehrung intrazellular
zu ermoglichen, zu schitzen und zu verstarken. Die vorliegende Arbeit soll im Grundsatz dazu
beitragen diese Modulationen durch virale Proteine wahrend einer Infektion besser verstehen zu

kénnen.

Als Gegenmalinahme zum antiviralen RNA-silencing entwickelten viele Phytoviren virale
Suppressoren des RNA-silencings (VSRs). Diese unterscheiden sich dabei in Struktur und oft in
Funktion je nach Virus véllig, haben jedoch die effektive Inhibierung der antiviralen Immunantwort
gemein. Gut untersucht ist dabei das p19-Protein der Tombusviren, welches durch
Sequestrierung von siRNAs deren Inkorporation in RISCs inhibiert [156,158,160]. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der RNA-Duplex-Molekiile kénnte es jedoch auch microRNAs binden und

sequestrieren [192].

4.1 P19 moduliert miRNA-Aktivitaten wahrend viraler Infektionen von Pflanzen

Das miRNA-vermittelte RNA-silencing stellt eine in Eukaryoten weit verbreitete Form des PTGS
dar [10]. Dabei tiberlappt es durch gemeinsam genutzte Komponenten oder Ahnlichkeiten in den
Funktionsweisen mit dem antiviralen RNA-silencing, ist jedoch nicht damit identisch. Aufgrund
dieser Ahnlichkeiten kénnte das miRNA-vermittelte RNA-silencing anfallig fiir eine Inhibition durch
VSRs sein. Bereits im Vorfeld dieser Arbeit lielen die Studienergebnisse anderer Autoren die
Vermutung zu, dass p19, der VSR der Tombusviren, mit miRNA-vermittelten silencing-Prozessen
interferiert [183,185—187]. Dabei wurden diese Proteine zumeist in transgenen A. thaliana oder N.
benthamiana produziert. Versuche dieser Art weisen den Nachteil auf, dass hier intrazellular hohe

Konzentrationen des Proteins auf eher geringe Mengen an miRNAs und anderen kleinen RNAs
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treffen. Dadurch kénnten miRNA-vermittelte RISC-Aktivitaten selbst dann inhibiert durch p19
werden, wenn die entsprechende miRNA im Zuge einer Infektion durch Tombusviren aufgrund
einer zu geringen Affinitat nicht durch diesen VSR sequestriert werden wirde. Wahrend einer
viralen Infektion einer Pflanze wie N. benthamiana ist die intrazellulare Situation komplexer. So
liegen zu Beginn geringe Mengen an viralen siRNAs vor. Zu spateren Phasen der Infektionen (ab
4 dpi) hingegen steigen die Mengen an neu entstandenen vsiRNAs an (siehe [130] und Abschnitt
7.3). Da die Hauptfunktion von p19 in der Sequestrierung dieser siRNAs liegt, waren zusatzliche
Interaktionen mit miRNAs zu diesen spaten Infektionsphasen nur noch eingeschrankt méglich.
Studienergebnisse von Kontra und Kollegen (2016) bestatigten, dass p19 miRNAs im Zuge viraler
Infektionen von N. benthamiana weitaus weniger effizient als in transgenen Pflanzen sequestriert
(virale Infektionen langer als 4 dpi; [192]). Mogliche Interaktionen von p19 mit miRNA-Aktivitaten
von biologischer Relevanz sind also in friheren Phasen pflanzlicher Infektionen durch
Tombusviren wahrscheinlich. Eine zusatzliche Schwierigkeit bei Untersuchungen viraler
Infektionen nach 4 dpi und spater besteht darin, dass einsetzende Veranderungen auf
Transkriptionsebene wie beispielsweise die Stimulation der AGO7-mRNA-Transkription mogliche
Veranderungen auf posttranskriptioneller Ebene Uberlagern konnten [191]. Im Allgemeinen
wurden die Affinitdten von p19 zu allen miRNAs zudem als niedriger angenommen als die an
siRNAs. So wurde in vivo in Einzelfallen wie fir miR171 oder miR168 gezeigt, dass diese miRNAs
nicht oder nur schwach mit p19 assoziieren [181]. Ziel dieser Arbeit war es ein umfassenderes
Bild Gber Interaktionen von p19 mit miRNAs zu gewinnen und diese im biologischen Kontext der
Frihphasen viraler Infektionen zu betrachten. Dafiir wurde das erste Mal eine systematische in-

vitro-Studie mit einer in-vivo-Studie unter normalen, nicht transgenen Bedingungen kombiniert.

In vitro konnte auf das BY-2-Lysat (BYL) zuriickgegriffen werden, welches neben miRNA-
vermittelten RISC-Aktivitaten [37] auch die Aktivitat des CIRV-p19 [91] darstellen kann und sich
damit als System zur Untersuchung der p19-miRNA-Interaktionen eignet. /In vivo wurde das
bereits etablierte Cymbidium ringspot virus-N. benthamiana-System verwendet, welches zudem
den Einsatz einer replizierenden, p19-defizienten Variante des CymRSV (Cym19stop)
ermdglichte [172—-174]. Dank diesen Systemen kann eine Einordung der hier gewonnenen

Erkenntnisse in den Kontext von Publikationen anderer Autoren vorgenommen werden.

Neben anderen Untersuchungen musste zunachst bewertet werden, ob Interaktionen von p19 mit
miRNAs wahrend viraler Infektionen von Pflanzen Gberhaupt hinreichend stark sein kdnnten, um
wirkungsvoll in das pflanzliche PTGS eingreifen zu kénnen. Mit Hilfe einer Immunprazipitation (I1P)
mit kommerziell erhaltlichem C/IRV-p19 und Gesamt-RNA aus dem BYL konnte gezeigt werden,
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dass einige miRNAs starker mit p19 assoziierten und andere nur schwache Interaktionen zeigten
(siehe Abbildung 3.1). Dadurch wurde deutlich, dass Studien zu Interaktionen von p19 mit
einzelnen mMiRNAs zu stark unterschiedlichen Ergebnissen flihren kénnen. Eine damit
angedeutete unterschiedliche (differentielle) Bindung von p19 an verschiedene miRNAs ist bisher
nicht untersucht worden und wird in den folgenden Abschnitten diskutiert. Zudem konnte so eine
Vorauswahl getroffen werden, welche miRNAs flr eine nahere Untersuchung mit p19 infrage
kamen. Die fir die folgenden Studien ausgewahlte miRNA 162 (miR162) lag nach der IP
angereichert vor. Alle Isoformen dieser miRNA assoziierten mit rekombinant synthetisiertem
CIRV-p19 mit einer Affinitat, welche der einer siRNA gleichkam. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass mit Hilfe dieser miRNA und in vitro translatiertem AGO1 spezifische RISC-Aktivitaten
rekonstituiert werden konnten, welche durch Einsatz von CIRV-p19 effektiv inhibiert wurden (siehe
Abschnitt 3.2.1). Im Anschluss wurde nachgewiesen, dass wahrend viraler Infektionen von N.
benthamiana-Pflanzen p19 mit miR162 interagiert und die DCL7-mRNA (die Ziel-RNA der
mMiR162) eine erhéhte Abundanz aufwies. Dies war bereits nach 2 dpi und damit vor Auftreten
grolkerer Mengen an vsiRNAs nachweisbar. Damit konnte gezeigt werden, dass das tombusvirale
p19-Protein wahrend einer viralen Infektion einer Pflanze mit dem miRNA-vermittelten RNA-
silencing interferiert und dies einen vermutlich biologisch relevanten Einfluss auf den pflanzlichen
Metabolismus darstellt. Dies steht entgegen der Ergebnisse zur p19-Interaktionen mit einzelnen
miRNAs wie miR171 und miR168, welche nur schwach mit dem VSR interagierten [181]. Es
geschieht zudem zeitlich vor der direkten Beeinflussung des antiviralen RNA-silencings durch
siRNA-Sequestrierung und dem Ausbilden infektionsbegleitender Symptome der Pflanzen. Es
konnte damit auch gezeigt werden, dass mit dem kombinierten experimentellen Ansatz aus
systematischer in-vitro- und in-vivo-Studie der Einfluss des VSRs auf einzelne miRNA-vermittelte
PTGS-Mechanismen untersucht und beurteilt werden kann.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Ergebnissen anderer Autoren, welche bei p19-
Synthese in transgenen Pflanzen die Ausbildung von Symptomen viraler Infektionen mit
Stérungen bei der Expression miRNA-regulierter Gene in Verbindung bringen [185,189]. Dennoch
kann angenommen werden, dass die miRNA-Sequestrierung durch p19 eher der Modulation der
antiviralen Immunantwort (siehe folgende Abschnitte) infizierter Pflanzen dient. Zukilnftige
Studien zur Beeinflussung des antiviralen RNA-silencings durch p19 sollten also die
Beeinflussung von miRNA-Aktivitaten mit einschlieRen. Eine offene Frage ist, inwieweit VSRs
anderer Viren ebenso in der Lage sind, in friihen Phasen viraler Infektionen mit miRNA-Aktivitaten
zu interferieren. Im Folgenden werden die Unterschiede der Interaktionen der miRNAs 162, 168
und 403 mit p19 diskutiert.
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4.2 P19 reguliert miRNA-Aktivitaten durch eine differentielle Bindung

unterschiedlich

Neben der Uberlappung von miRNA-vermitteltem PTGS und der antiviralen Immunantwort durch
gemeinsam genutzte Komponenten besteht noch eine weitere Verbindung dieser RNA-silencing-
Formen. So befinden sich einige Komponenten des RNA-silencings selbst unter regulatorischer
Kontrolle durch miRNAs. Martinez de Alba und Kollegen konnten dementsprechend bereits 2011
zeigen, dass Mutationen in Arabidopsis thaliana, welche eine spezifische Stérung des miRNA-
vermittelten PTGS zur Folge hatten (z.B. Mutationen in Dcl1, Se, Hst und Hyl1), zu einem
effizienteren siRNA-vermittelten RNA-silencing von exogener RNA fihrten [132]. Daher ist
anzunehmen, dass ein gezielter Einfluss eines VSRs wie p19 auf das miRNA-vermittelte PTGS
auch eine Wirkung auf das antivirale Immunsystem der Pflanze aufweist. Die Auswirkung muss
jedoch nicht fir alle miRNAs gleichartig sein. So sollten miRNAs, welche die Abundanz antiviraler
Komponenten negativ regulieren (beipielsweise AGO-regulierende miRNAs), fir Phytoviren
vorteilhafte Aktivitaten aufweisen. MiRNAs wie miR162 miuissten jedoch eine gegenteilige Rolle
einnehmen (siehe auch Abschnitt 1.1.4 und nachfolgend im Abschnitt). Eine biologische
Bedeutung der VSR-miRNA-Interaktionen kann also je nach miRNA verschieden sein.

In der in Abschnitt 3.1 beschriebenen IP wurden durch Anreicherungen und Abreicherungen
einiger miRNAs Hinweise erhalten, dass miRNAs in der Tat sehr unterschiedliche Affinitaten zu
p19 aufweisen konnten. Aus den Daten der IP wurden neben der bereits beschriebenen miR162
als angereicherte miRNA auch miR168 als miRNA mit erniedrigter Abundanz fir weitere
Untersuchungen ausgewahlt. Beide miRNAs weisen Zielsequenzen von Bedeutung fir die
antivirale Immunantwort der Pflanze auf [32,51,81,82,132]. Dabei stellt miR162 einen Regulator
der proviralen DCL 1-Expression dar und weist entsprechend eine antivirale Rolle im Kontext einer
viralen Infektion einer Pflanze auf. MiR168 hingegen inhibiert die antivirale AGO7-Expression und
stellt somit eine provirale Komponente dar. Zusatzlich wurde entschieden miR403 in die Studien
einzubeziehen. Diese miRNA konnte in der IP nicht detektiert werden, da fir N. tabacum zum
Zeitpunkt dieser Arbeit keine annotierten Sequenzen der miR403-precursor-Molekliile vorlagen.
Aufgrund ihrer Regulation der Translation des antiviral-wirkenden AGO2-Proteins [89] (und des
nah verwandten AGO3) war fir miR403 eine ahnliche Rolle wie fliir miR168 anzunehmen. Mit
Auswahl dieser sRNAs wurde ein Modellsystem kreiert, anhand dessen der Einfluss der Bindung

von p19 an miRNAs auch mit Hinblick auf die Suppression der antiviralen Immunantwort
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untersucht werden konnte. Dafiir wurde die bereits beschriebene Kombination aus systematischer

in-vitro-Studie mit einer in-vivo-Studie unter normalen, nicht transgenen Bedingungen eingesetzt.
4.21 P19 zeigt unterschiedliche Affinitaten bei Bindung an miR162, miR168 und miR403

Nach der rekombinanten Produktion und Reinigung von C/IRV-p19 konnte dieses Protein in vitro
fir Messungen zu Bindungsaffinitaten eingesetzt werden. Wahrend alle miR162-Isoformen und
die miR403-Isoformen aus N. benthamiana mit einer ebenso hohen Affinitat wie die Referenz-
siRNA durch p19 gebunden wurden, waren die Kp-Werte fir alle miR168-Isoformen und die
miR403-Isoform aus A. thaliana signifikant héher. Fir AtmiR403 konnte dies damit begriindet
werden, dass diese Isoform im *-Strang um ein Nukleotid langer ist als im (+)-Strang (siehe
Abbildung 3.2). Dadurch ergibt sich ein bulge in der Duplex-Struktur, welche durch eine daraus
folgende Kriimmung nicht mehr optimal durch p19 zu binden ware. Die im Vergleich zur siRNA
erniedrigte Affinitat der miR168-Isoformen an p19 konnte nicht durch so eine Abweichung in der
Form des RNA-Duplex-Molekiils erklart werden. Als wahrscheinlichste Begriindung fiir die hohen
Ko-Werte wurden spezifische Abweichungen im Watson-Crick-Basenpaarmuster im
doppelstrangigen Bereich der RNA-Duplex-Moleklle angenommen und spater weitergehend
untersucht. Zusatzlich wurden Bindestudien in Prasenz einer weiteren, kompetitierenden sRNA
durchgefiihrt. Dies geschah aus zwei Grinden: Erstens kénnen die, aus den direkten
Bindestudien erhaltenen, Bindekonstanten bei komplexeren Bindemodi des Proteins durch
andere Teilschritte der Komplexbildung beeinflusst werden. Dabei setzt sich der beobachtete
Ubergang zum Komplex nicht nur aus Assoziation und Dissoziation von Protein und RNA
zusammen (sondern z.B. durch eine noch zu erfolgende Protein-Dimerisierung). Zweitens stellt
diese experimentelle Situation den intrazellularen Zustand am Anfang einer viralen Infektion
besser nach. Hier konkurrieren verschiedene endogene, kleine RNAs (z.B. microRNAs) um die
Bindung an kleinere Mengen des p19-Proteins. In diesen Experimenten konnte die Fahigkeit des
CIRV-p19, zwischen miRNAs mittels einer bevorzugten Bindung von miR162 gegeniiber miR168
und AfmiR403 zu differenzieren, bestatigt werden. Da sich die Ergebnisse aus den direkten
Messungen und denen mit kompetitiver RNA nicht unterschieden, wurden flir spatere
Untersuchungen der Bindung kleiner RNAs an p19 lediglich direkte Bestimmungen der Kp-Werte
durchgeflhrt.
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4.2.2 P19 beeinflusst in vitro die Aktivititen von miR162, miR168 und miR403

unterschiedlich

Um den Einfluss von p19 auf verschiedene miRNA-vermittelte Mechanismen des PTGS in vitro
zu untersuchen, wurden im BY-2-Lysat (BYL) Experimente durchgefiihrt, in denen RISC-
Aktivitdten dargestellt werden konnten: Luziferase-Reporterexperimente und cleavage-Assays.
Bei beiden experimentellen Ansatzen wurden zunachst NbAGO7-1L-miRNA-RISCs in vitro
rekonstituiert und mit Hilfe einer Ziel-RNA die resultierende Aktivitdt ausgelesen. Bei den
Luziferase-Reporterversuchen konnte nicht abgelesen werden, ob die rekonstituierte RISC-
Aktivitdt auf endonukleolytischer Spaltung der Ziel-RNA oder auf einer slicer-unabhangigen
Translationsinhibition beruht. Es standen hier keine Informationen iber den Zustand der Reporter-
mMRNA zur Verfligung sondern lediglich Gber die Mege des entstandenen Translationsproduktes.

Bei cleavage-Assays wurden ausschliel3lich slicer-Aktivitaten nachgewiesen.

Es konnte zunachst gezeigt werden, dass samtliche eingesetzten miRNAs im BYL in beiden
experimentellen Ansatzen RISC-Aktivitdten vermitteln kénnen (siehe Abbildungen 3.6 und 3.8).
Unabhangig von den fiir diese Studie relevanten Erkenntnissen konnte festgestellt werden, dass
insbesondere miR168 im Gegensatz zu miR162 oder den N. benthamiana-lsoformen von miR403
keine effektive endonukleolytische RISC-Aktivitdt vermittelte jedoch eine effektive
Translationsinhibition der Luziferase-Reporter. Es ist also anzunehmen, dass ein betrachtlicher
Anteil der miR168-vermittelten AGO/RISC-Aktivitat auf slicer-unabhangiger Translationsinhibtion
beruht. Dies steht in Einklang mit friheren Veréffentlichungen [130], nach denen bei erhéhter
miR168-Aktivitat im Zuge viraler Infektionen auch grollere Mengen intakter AGO7-mRNA
vorlagen, jedoch keine erhdhten Proteinmengen. Ein weiterer von der Untersuchung des p19-
Proteins unabhangiger Befund ist, dass alle AGO/RISC-Komplexe mit inkorporierten miR403-
Isoformen die Translation der jeweiligen Reporter-mRNA vergleichsweise ineffektiv inhibierten,
jedoch die NbmiR403a im cleavage-Assay nach ihrer Inkorporation in NbAGO1-1L eine sehr
effektive endonukleolytische RISC-Aktivitat zur Folge hatte. Als wahrscheinlichste Begriindung fiir
diesen scheinbaren Widerspruch wurde die Konstruktion der Reporter-RNA fir miR403
angesehen (siehe Abbildung 3.6 (B)). Bei dieser wurde, im Gegensatz zu den anderen Reporter-
MmRNAs, die 3’-untranslatierte-Region (3'-UTR) der AGO2-mRNA aus N. benthamiana
stromabwarts (3°) vom Luziferase-ORF eingefiihrt, da die UTR die miR403-Zielsequenz enthalt.
Iwakawa und Tomari beschrieben bereits 2013, dass die Effektivitat von miRNA-Zielsequenzen
im BYL auch von deren Position innerhalb einer mMRNA abhangt. MiRNA-Bindestellen im 3°-

Bereich von mRNAs fuhren demnach in Pflanzen zu eher ineffektiven Translationsinhibitionen
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[37]. Offensichtlich kann selbst eine ausgepragte slicer-Aktivitat wie bei NbmiR403 nicht zu einer
effektiven Translationsinhibition fiihren, wenn die miRNA-Zielsequenz in der 3-UTR der mRNA
lokalisiert ist. Vergleiche zum Einfluss des C/IRV-p19 auf die miR403-vermittelte RISC-Aktivitat in
Luziferase-Reporterexperimenten sind also lediglich bei Verwendung derselben Reporter-mRNA
und verschiedener miR403-Isoformen zielfiihrend. Vergleiche mit anderen miRNAs erscheinen
dabei nicht sinnvoll.

Bei Einsatz von CIRV-p19 konnte in beiden Experimenten gezeigt werden, dass der VSR die
miRNA-vermittelten RISC-Aktivitaten entsprechend der Affinitidten an die jeweiligen miRNAs
inhibiert. Dabei wurde als Standardkonzentration des VSRs mit 0,1 uM eine Konzentration
festgelegt, welche nur geringfligig hoher als die der jeweils zugefiihrten miRNA war (Einsatz von
zusatzlichen Konzentrationen in den Abbildungen gekennzeichnet). Da beide Konzentrationen in
jedem Fall mindestens 50-fach hoher als die Kp-Werte von p19 an die jeweilige miRNA waren und
die Menge endogener miRNAs im BYL sehr viel kleiner war als die Menge exogener sRNAs, war
theoretisch eine vollstandige Sequestrierung der jeweiligen kleinen RNA durch p19 im BYL
moglich. Die Reaktionsbedingungen waren also so gewahlt, dass RISC-Aktivitaten durch p19 nur
dann nicht inhibiert werden sollten, wenn die Tendenz der miRNA zur AGO-Inkorporation deutlich
starker ausgepragt vorliegt. Dann wiirde p19 diese miRNA vermutlich auch in vivo nicht effektiv
sequestrieren kénnen. Es muss jedoch angemerkt werden, dass die in-vitro-Experimente im BYL
ausschlieBlich AGO1/RISC-Aktivitaten darstellten. Zuklnftig kbnnten Experimente dieser Art auch
andere AGO-Proteine, welche in vivo miRNAs inkorporieren, umfassen.

4.2.3 p19 zeigt eine differentielle Beeinflussung der Aktivitaten von miR162, miR168 und

miR403 in vivo

Zur Untersuchung der biologischen Relevanz der unterschiedlichen (differentiellen) Bindung von
p19 an die drei miRNAs wurde das bereist etablierte CymRSV-N. benthamiana-System genutzt
(siehe Abschnitt 3.2.2). Zu beachten ist allerdings, dass es sich bei CymRSV zwar um ein
Tombusvirus wie C/IRV handelt, diese jedoch nicht identisch sind. Da es bisher keine Hinweise
auf grundsatzliche Unterschiede dieser Viren hinsichtlich Infektionen von N. benthamiana gibt und
aufgrund der Ahnlichkeiten der Priméarstrukturen der p19-Proteine — die in Abschnitt 3.3.2
herausgearbeitete Aminosaureregion mit Funktion bei der miRNA-Differenzierung ist nahezu
identisch — wurde angenommen, dass die Ergebnisse der Infektionsexperimente mit denen in vitro

korrelierbar sind.
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RNA-Proben wurden zunachst 2 dpi entnommen. Durch dieses Vorgehen wurde eine friilhe Phase
viraler Infektionen von Pflanzen zur Untersuchung ausgewahlt. Es konnte gezeigt werden, dass
die beiden miRNAs 162 und 403, welche bereits in vitro durch CIRV-p19 hochaffin gebunden
wurden, im Vergleich der drei miRNAs auch in vivo mit dem p19-Protein am starksten
interagierten. Zusatzlich fiel eine Erhéhung der Abundanz der Zielsequenzen der miRNAs 162
und 403 auf (jeweils die DCLT-mRNA und die AGO2-mRNA) jedoch nicht der der miR168-
Zielsequenz (AGO71-mRNA) bei Einsatz der p19 exprimierenden Virus-Varianten auf. Zwar kann
eine Veranderung der gemessenen Transkript-Mengen durch eine Steigerung der jeweiligen
Transkription nicht ausgeschlossen werden. Dies ist jedoch unwahrscheinlich, da die, durch
CymRSYV ausgel6ste, Steigerung der Ago1-Transkription zu diesem Zeitpunkt der Infektion auch
noch nicht stattfindet [131]. Da die miR168-vermittelte RISC-Aktivitat in vitro nicht hauptsachlich
auf einer endonukleolytischen Aktivitat beruhte (siehe Abbildungen 3.6 und 3.8), konnte aus dieser
konstanten mRNA-Menge jedoch nicht zweifelsfrei auf die noch verbleibene miR168-Aktivitat
geschlossen werden. Jedoch belegte eine Immundetektion konstante Mengen von AGO1 in
beiden infizierten Pflanzengruppen (siehe Abschnitt 7.3). Eine Mengenbestimmung von NbDCLA1

und NbAGO2 ware zur endglltigen Bestatigung der Ergebnisse sinnvoll.

4 dpi konnte die differentielle Bindung von p19 an miR162, miR168 und miR403 ebenso
nachgewiesen werden, jedoch nicht mehr damit verbundene unterschiedliche miRNA-vermittelte
RISC-Aktivitaten. Eine eintretende Akkumulation der AGO7-mRNA bei CymRSV-Infektion (siehe
Abbildung 3.11) wurde auf eine Akkumulation der mRNA von NbAGO1-1H zuriickgefuhrt [131].
Aufgrund dieser beschriebenen Akkumulation von mRNA-Mengen (vermutlich zurtickgehend auf
eine gesteigerte Transkription) konnten auch die Anstiege der mRNA-Mengen der DCL1- und
AGO2-mRNAs nicht eindeutig auf ein Bindungsereignis der betreffenden miRNAs mit p19
zurtckgefiuhrt werden. Es ist mdglich, dass sich nach 4 dpi Transkriptions-Induktion und miRNA-

Inaktivierung addieren und beide Effekte Erhéhungen der Abundanzen der Ziel-mRNAs bewirken.

Die Erkenntnis der differentiellen Bindung von miRNAs durch den VSR p19 und die damit
verbundene selektive Beeinflussung der Expressionen der Ziel-RNAs wirft die Frage auf, welche
Funktion diese Eigenschaft fiir das Virus erfillt. Dass beispielsweise die antivirale miR162 deutlich
starker in ihrer Aktivitat beeinflusst wird als die provirale miR168, lasst die Vermutung zu, dass
eine gezielte Modulation der antiviralen Immunantwort durch die differentielle Bindung erreicht
wird (Naheres dazu in Abschnitt 4.4). Um dies einschatzen zu kénnen, ist zunachst ein noch
umfassenderes Bild der Gesamtheit, welche miRNAs in vivo hochaffin mit p19 interagieren und
welche nicht, sinnvoll. Durch den Fokus auf spatere Zeitpunkte viraler Infektionen durch andere
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Autoren konnten Untersuchungen dazu bisher nicht erstellt werden. Fir solche Studien kdnnten
prinzipiell IP-Daten herangezogen werden, um im Allgemeinen Bindungsmuster des VSRs an
miRNAs zu ermitteln. Andererseits kdnnten molekulare Determinanten, anhand derer die Affinitat
von kleinen RNAs an p19 bestimmt wird, ermittelt werden (siehe auch Abschnitt 4.3). Wird als
Zielstellung der differentiellen Bindung von p19 an miRNAs die Modulation der antiviralen
Immunantwort angenommen, kénnten zukiinftig auch neue Komponenten der Immunantwort (z.B.
noch unbekannte RISC-Faktoren oder Faktoren fiir die pamp triggered immune response - PTI)
ermittelt werden. Daflr kdnnten besonders hochaffin oder niedrigaffin an p19 bindende miRNAs
und deren Zielsequenzen analysiert werden. Deren Expressionsprodukte konnten dann auf ihre

Bedeutung fiir das pflanzliche Immunsystem untersucht werden.

Eine weitere Frage, die sich aus der Erkenntis der differentiellen Bindung von p19 an sRNAs
ergibt, ist die nach der Bedeutung und Verbreitung dieser Eigenschaft bei anderen Phytoviren. So
konnte parallel zum gezeigten Projekt fir das 2b-Protein des Tomato aspermy virus (TAV) ein
ahnliches differentielles Bindungsmuster an miRNAs nachgewiesen werden wie flir das
tombusvirale p19-Protein [205]. Dabei handelt es sich um einen VSR, welcher keinerlei Homologie
mit dem p19-Protein aufweist. Dennoch ist die Hauptfunktion dieses Proteins die Sequestrierung
von vsiRNAs wahrend viraler Infektionen und damit die Inhibition des antiviralen RNA-silencings
[206], jedoch mit vdllig anderem Bindungsmodus als p19 [205]. Auch das 2b-Protein zeigt dabei
Affinitdten zu den miR162-Isoformen, welche in etwa genauso hoch wie die an siRNAs sind.
Ebenso werden alle miR168-Isoformen mit deutlich niedrigerer Affinitdt gebunden. Die miR403-
Isoformen jedoch interagieren allesamt hochaffin mit dem VSR. Aufgrund der offensichtlichen
Parallelen im Bindungsverhalten an miRNAs kann angenommen werden, dass es sich bei der
Eigenschaft der differentiellen Bindung um eine verbreitete Eigenschaft von biologischer
Bedeutung fir mehrere Viren handelt. Jedoch stehen Untersuchungen zu Beeinflussungen der
miRNA-vermittelten RISC-Aktivitaten wahrend viraler Infektionen von TAV-Wirtsorganismen noch
aus. Ebenso kénnten weitere Untersuchungen zur Verbreitung und Bedeutung der differentiellen

Bindung an miRNAs bei anderen Phytoviren zuklnftig erfolgen.
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4.3 Der molekulare Mechanismus der miRNA-Differenzierung von CIRV-p19

In Pflanzen werden die Expressionen einer Vielzahl von Genen durch unterschiedliche miRNAs
und andere kleine RNAs reguliert. Prinzipiell wird dabei unterschieden in evolutionar altere und
von der Sequenz her konservierte miRNA-Familien mit grof3er, speziestibergreifender Verbreitung
und in deutlich variablere, weniger weit verbreitete (teilweise speziesspezifische), jingere miRNA-
Familien [39]. In vielen Pflanzen liegen miRNAs aus weit verbreiteten, konservierten Familien in
hoher Abundanz vor. Dies wurde durch Cuperus und Kollegen 2011 damit begriindet, dass diese
mMiRNAs relativ viele Ziel-RNAs von hoher Bedeutung fir die Zelle negativ regulieren [39]. Im
Gegensatz dazu seien miRNAs jungeren Ursprungs haufig von wesentlich geringerer Abundanz.
Die Konservierung alter miRNA-Familien betrifft dabei hauptsachlich die (+)-Strange des miRNA-
Duplex-Molekiils aber auch die *-Strange [40,41]. Es erscheint logisch, dass das festgestellte
differentielle Bindungsverhalten von p19, sofern es eine gleichartige Bedeutung in mehreren

Wirtsorganismen aufweist, an konservierte Merkmale der miRNA-Duplexe angepasst wurde.

Um ein generelles Muster aller durch die differentielle Bindung von p19 betroffenen miRNAs und
damit die Auswirkung dieser Eigenschaft beurteilen zu kdénnen, konnte generell zwei
experimentellen Ansatzen nachgegangen werde. So kdénnten einerseits IP-Experimente in
verschiedenen Wirtsorganismen und Geweben zu frilhen Zeitpunkten viraler Infektionen
ausgewertet werden. Andererseits konnten durch Bestimmung allgemeiner molekularer
Determinanten zur Diskriminierung auf miRNA-Ebene Vorhersagen getroffen werden, welche
miRNAs in Friihphasen der viralen Infektionen durch p19 sequestriert werden konnten und welche
nicht. Die IP-Versuche tragen dabei einige Nachteile. So erfordern unterschiedliche miRNA-
Konzentrationen in verschiedenen Geweben fiir ein umfassenderes Bild entsprechend viele
Versuche. Zudem existiert das Problem, dass in einigen miRNA-Familien mehrere Isoformen von
miRNA-Duplex-Molekilen mit abweichender Struktur aber identischen (+)-Strangen vorliegen.
Dadurch kénnten miRNAs aus input-Datensatzen einer Isoform zugeordnet werden und nach der
IP einer anderen. Dies hatte Fehldeutungen Uber Anreicherungen oder Abreicherungen von
miRNAs durch eine IP zur Folge. Bei IP-Experimenten kénnten zudem zuvor bereits in AGO-
Proteine inkorporierte sRNAs, welche daher nur noch einzelstrangig vorliegen, die Ergebnisse
beeinflussen. Diese kleinen RNAs waren durch p19 nicht mehr prazipitierbar, allerdings in den
input-Datensatzen enthalten. Es ist méglich, dass die in Abschnitt 3.4 untersuchte miR6149 durch
diese Nachteile falschlicherweise als durch p19 hochaffin gebunden angesehen wurde, obwohl

die gemessenen Kp-Werte dieser Interaktion dies nicht bestatigten.
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Daher wurden molekulare Determinanten zur Differenzierung auf miRNA-Ebene bestimmt. Eine
Identifizierung der molekularen Determinanten auf miRNA-Ebenene aber auch auf Proteinseite
stellt zudem einen Ausgangspunkt dar, um die Ursachen der miRNA-Differenzierung untersuchen

zu konnen.

4.3.1 Determinanten fiir die differentielle Bindung von p19 an verschiedene miRNAs
innerhalb der miRNA-Struktur

Fur die Identifizierung der Nukleinsaure-Determinanten wurden die miRNAs 162 und 168 als
Modell-RNAs herangezogen (siehe Abschnitt 3.3). Neben Gemeinsamkeiten in der Struktur —
beide (+)-Strange beginnen mit der Sequenz ,UCG" am jeweiligen 5°-Terminus und weisen
mehrere G-C-Paarungen am jeweils anderen Terminus auf — sind beide miRNA-Duplex-Molekdle
zu miRNA-Familien zugehorig, welche in allen Angiospermen vorhanden sind und
hochkonserviert vorliegen [39,42]. Sie unterscheiden sich jedoch in der Sequenz und dem
Auftreten von Basenfehlpaarungen voneinander. Zudem stellen sie Beispiele von miRNAs mit
hoher Affinitdt (miR162) und geringer Affinitat (miR168) an p19 dar.

Nach Erstellung von miR162-Varianten, unter Beriicksichtigung der Ergebnisse von Huang et al.
(2009) [202], konnte gezeigt werden, dass die Nukleobasenregion 6/14 bis 8/12 eines miRNA-
Duplex-Molekiils bei Abweichung vom Watson-Crick-Basenpaarungsmuster die Affinitat des
RNA-Dimers zu p19 negativ beeinflussen kann. Uberraschend ist dabei der Einfluss des wobbles
auf Position 12*U/8*G da eine Basenfehlpaarung an gleicher Stelle oder ein invertiertes wobble
keine negativen Auswirkungen auf die Bindungsaffinitat aufwies. Bei dieser Basenpaarposition
wird die Bindung einer miRNA an C/IRV-p19 also auch abhangig von der Art der Abweichung vom

komplementaren Basenpaarungsmuster inhibiert.

Bindungsstudien mit miR168-Varianten ergaben, dass das G-U-wobble auf Position 8*/12* fir die
hohen Kp-Werte der miR168 zu CIRV-p19 verantwortlich ist. Ein Nebenergebnis dieser
Untersuchungen der miR168-Varianten ist, dass neben der Position und der Identitdt von
Abweichungen im Watson-Crick-Paarungsmuster auch andere Merkmale der Duplex-Moleklile,
Einfluss auf das Bindungsverhalten der kleinen RNA zu p19 aufweisen kénnen. Das wird am
Beispiel der miR168-Variante 6 erkennbar, welche als siRNA eine deutlich niedrigere Affinitat (Ko-
Wert: 0,35 £ 0,16 nM) zu CIRV-p19 aufzeigt als die siRNA gf698 (0,06 £ 0,04 nM). Der Einfluss
der Sequenzen der Einzelstrange einer siRNA auf die Bindung zu C/IRV-p19 wurde im Vorfeld
dieser Arbeit durch andere Autoren ausgeschlossen [156]. Dennoch zeigten die Ergbnisse der

vorliegenden Arbeit, dass zukinftig auch siRNAs verschiedener Sequenzen in ihrer Bindung an
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den VSR untersucht werden sollten. Fir die miR168-Varianten konnte mit Hilfe von Luziferase-
Reporterversuchen gezeigt werden, dass vor allem RISC-Aktivitdten von miR168-Varianten ohne
G-U-wobble auf Position 8*/12* durch C/IRV-p19 inhibiert wurden. Damit konnte dieses wobble
auch als Determinante fir einen verminderten Einfluss von p19 auf die miRNA-vermittelte
AGO/RISC-Aktivitat in vitro bestimmt werden.

Dieses G-U-wobble wurde als Determinante fir die Bindung zu p19 auch unabhangig am Beispiel
der miR6149 im Abschnitt 3.4 bestatigt. Es wurde jedoch insgesamt deutlich, dass die
Anreicherung der miR6149-Isoformen durch C/RV-p19 aus dem BYL nicht mit der Affinitat dieser
Isoformen an das Protein zu erklaren ist. Ein méglicher Grund daflir sind die in Abbildung 3.19
aufgezeigten, benachbarten G-U(U-G)-wobbles auf den Positionen 13*/7* und 14*/6*. Es wurde
bisher nicht untersucht, ob direkt nebeneinander liegende Abweichungen zum Watson-Crick-
Basenpaarungsmuster additiv zu einer erheblichen Stérung der Bindung der miRNA an CIRV-p19
fuhren koénnen. Dies ist jedoch mdglich. AuRerdem sind noch unbekannte, nicht annotierte
Isoformen der miR6149 mdglich, welche keine wobbles aufweisen, da diese miRNA-Familie erst
2012 durch Tang et al. [204] beschrieben wurde.

Der Zusammenhang zwischen Bindungsaffinitdt des VSRs p19 an miRNAs und verschieden
starker Einflisse auf das PTGS zum Einen und einzelnen molekularen Determinanten innerhalb
der Duplex-Molekiile von spezifischer Identitdt und Position zum Anderen wurde bisher nur von
Cheng et al. (2011) hergestellt [163]. Dabei fiihrte eine Basenfehlpaarung in der Mitte (Position
10/10) eines sSRNA-Duplex-Molekdils zu einer erniedrigten Affinitat der miRNA zu p19. Durch einen
komplementaren Aminosaureaustausch T111S konnte jedoch die Affinitat des VSRs zu dieser
mMiRNA wieder erhdht werden. Das hier beschriebene G-U-wobble war in dieser Studie jedoch
noch nicht als potentielle Determinante bekannt. Kontra et al. (2016) [192] stellten zudem einen
Zusammenhang zwischen der Sequestrierung kleiner RNAs durch CymRSV-p19 in N.
benthamiana und deren Inkorporation in einzelne AGO-Proteine her. Nach ihren Ergebnissen
sollten AGO1-spezifische virale siRNAs bevorzugt gegentiber AGO2-spezifischen siRNAs durch
den VSR sequestriert werden. Zudem zeigten Zhang et al. (2014) [92] auf, dass miRNAs mit
Basenfehlpaarungen auf der Position 11/9 (wie bei miR162) und Basenpaarungen auf 15/5 (wie
bei miR168) in A. thaliana in einer Inkorporation in AGO1 beglnstigt werden. Das hier
beschriebene G-U-wobble stellt keines der bisher bekannten Strukturmerkmale dar, welches die
AGO-Inkorporation beeinflusst. Dennoch ist es moglich, dass die von Kontra und Kollegen
angedeutete Praferenz von p19 zu AGO1-spezifischen sRNAs [192] in einem Zusammenhang mit
der differentiellen Bindung des VSRs an kleine RNAs steht. Um dies zu beurteilen, konnten G-U-
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wobbles in miRNA-Duplex-Strukturen zukinftig auch in ihrem Einfluss auf die AGO-Inkorporation
untersucht werden. Fir umfassendere Ergebnisse waren dafir jedoch bisher noch fehlende
Datenbanken noétig, welche die Strukturelemente aller bekannten miRNA-Duplex-Molekiile

auflisten und auswertbar darstellen.

Da das G-U-wobble 8/12 als bedeutsames Element fir die Funktion von miRNAs bisher nicht
aufgetreten ist, wird jedoch angenommen, dass es sich um eine Besonderheit nur sehr weniger
mMiRNAs wie miR168 handeln koénnte. Jagtap et al. (2011) [42] zeigten einen hohen
Konservierungsgrad des miR168-Duplex in verschiedenen pflanzlichen Organismen auf. Das
bedeutende G-U-wobble auf Position 8*/12* ist dabei vollstandig konserviert. Ein Vergleich aller
in Angiospermen konservierter miRNA-Familien in N. tabacum und N. benthamiana wies aus,
dass Uberhaupt nur drei dieser 21 Familien auch das G-U-wobble 8/12 in diesen beiden Spezies
vorliegen haben (Daten nicht gezeigt, Abgleich aus der miRBase und
www.benthgenome.qud.edu.au): miR168, miR171 und miR399. Die zudem weite Verbreitung der
miR168 und eine bindungsunabhangige Stimulation der miR168-Expression durch p19 [191]
legen eine zentrale Rolle einer durch diese miRNA genau regulierten AGO1-Homoostase bei
viralen Infektionen nahe. Die durch das G-U-wobble 8/12 vermittelte miRNA-Differenzierung durch
das virale Protein kdnnte also dem Zweck dienen spezifisch miR168 von der Bindung durch den
VSR auszuschlieRen. Die biologische Bedeutung einer solchen miRNA-Differenzierung wird unter
Einbeziehung der Erkenntnisse aus Abschnitt 3.2 in Abschnitt 4.5 diskutiert.

4.3.2 Konservierte Aminosaureseitenketten sind in die Differenzierung von miRNAs
durch p19 involviert

Im Verlaufe der Studien anderer Arbeitsgruppen zum Bindungsverhalten von p19 an kleine RNAs
wurden diverse Varianten des Proteins mit einzelnen Aminosaureaustauschen beschrieben
[156,157,162,163,178,207,208]. Dabei wurde jedoch zumeist keine Differenzierung kleiner RNAs
durch den VSR untersucht. Davon ausgenommen sind die Studien von Cheng et al. 2011 ([163],
siehe vorheriger Abschnitt). Fur die Auswahl der Aminosauren nutzten die Autoren in dieser Studie
die Ko-Kristallstruktur von CIRV-p19 (PDB-Code: 1rpu aus [156]) und einer siRNA als
Ausgangspunkt. Nach einem ahnlichen Prinzip wurde daher auch im Verlaufe dieser Arbeit
vorgegangen. Dabei wurde auf das genannte G-U-wobble bzw. auf die entsprechende Position in
der Kiristallstruktur eingegangen (siehe auch Abbildung 3.17).

Wie in Abschnitt 3.3.2.1 beschrieben, ist eine spezifische Erkennung einzelner Nukleobasen

durch das CIRV-p19 wahrscheinlich, denn nicht nur das wobble an sich, sondern auch dessen
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Orientierung sind entscheidend fiur die miRNA-Differenzierung. Bei der Interaktion von
Aminosauren mit Nukleobasen kann zwischen zwei Typen unterschieden werden. Erstens:
sogenannte Stapelwechselwirkungen (engl. stacking interactions) zwischen aromatischen
Aminosauren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan oder Histidin) und den Nukleobasen. Diese
beruhen auf dipol-induzierten  Dipol-Wechselwirkungen und treten zumeist an
I6sungsmittelexponierten Nukleobasen wie den an den Termini gelegenen Nukleobasen eines
Doppelstranges auf. Zweitens: Elektrostatische Wechselwirkungen oder
Wasserstoffbriickenbindungen. Diese verbinden einzelne Gruppen der Nukleobasen und
Aminosaureseitenketten, den Carboxy-Sauerstoff oder den Amid-Wasserstoff der Peptidkette
miteinander [203]. Da das G-U-wobble an einer Position lokalisiert ist, welche sich in der Ko-
Kristallstruktur von CIRV-p19 und einer siRNA im internen, nicht Idsungsmittelexponierten Bereich
befindet, wurden elektrostatische Wechselwirkungen oder Wasserstoffbriickenbindungen als
wahrscheinlicher gesehen. Flr die weiteren Versuche zur Untersuchung per Alanin-Scan wurden
die Aminosauren Glutamin 6, Asparagin 8, Lysin 67, Asparagin 106, Glutamin 107, Valin 108,
Glycin 109 sowie Threonin 111 ausgewahlt (siehe Abschnitt 3.3.2.1). Die T111A-Variante diente
dabei als Kontrolle, deren Funktion bereits in Cheng et al. 2011 [163] beschrieben wurde. Sie
zeigte sich in der Lage, siRNAs mit hoher Affinitat zu binden, jedoch im EMSA unfahig, mit
miRNAs mit Basenfehlpaarung auf Position 10/10 zu interagieren. Dieses Protein stellt also eine
Variante mit verstarkter miRNA-Differenzierung anhand eines anderen Nukleotidmerkmals als des
hier beschriebenen dar. Die Aminosauren 6 und 8 wurden aufgrund der anzunehmenden
raumlichen Nahe zum Basenpaar 8/12 ausgewahlt, obgleich sie selbst in der Kristallstruktur nicht
sichtbar sind. Die p19-Variante K67A wurde in Liu et al. (2012) [207] als funktional in Bezug auf
die RNAI-Suppression beschrieben. Das Lysin 67 interagiert jedoch in der Kristallstruktur aus
Vargason et al. (2003) mit dem Phosphat des Guanin 8 der siRNA [156]. Bei einer Abweichung
bei Abweichung im Watson-Crick-Basenpaarungsmuster an dieser Stelle konnte diese Interaktion
jedoch beeintrachtigt sein. Daher wurde Lysin 67 in die Versuche einbezogen. Auch die
Aminosauren 106 bis 109 wurden aufgrund der in der Kristallstruktur sichtbaren Kontakte zur
Basenpaarung 8/12 in die Versuche involviert. Interessanterweise weisen Allison et al. (2016) fir
die Aminosauren 105 (Alanin bei CIRV-p19) und 106 (Asparagin) des p19-Proteins der
Tombusviren eine positive Selektion nach, sie sind also hypervariabel [178]. Die Aminosauren
107 bis 109 (Glutamin, Valin und Glycin bei C/IRV-p19) hingegen zeigen beim Vergleich der
Tombusviren eine nahezu vollstandige Konservierung. Anzumerken ist zudem, dass der in
Abschnitt 3.3.2.1 beschriebene, wasservermittelte Kontakt zwischen dem Glycin 109 und dem 2°-
Amin des Guanins 8 die einzig sichtbare Interaktion zwischen Protein und einer Nukleobase

darstellt. Prinzipiell sind Interaktionen mit dem 2°-Amin des Guanins 8 wahrscheinlich, da
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ebendieses Amin im Uracil-Guanin-wobble herausgestellt und damit frei fiir Interaktionen mit dem
Protein wird (siehe Abbildung 4.1). Grundséatzlich wirden zudem Interaktionen des Proteins mit
dieser Nukleobase auch die niedrigen Affinitaten der miR162-Varianten mit Basenfehlpaarungen
oder G-U-wobbles an Position 7*/13* bei Bindung an CIRV-p19 erklaren kénnen (siehe Abschnitt
3.3.1.2). So kénnten auch benachbarte Abweichungen vom Watson-Crick-Basenpaarungmuster
in der miR162-Duplex-Struktur das in miR162 immer vorhandene Guanin 8 fir Interaktionen mit
dem VSR zuganglich machen.

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung einer Cytosin-Guanin-Basenpaarung (A) und eines G-U-
wobbles (B) In rot hervorgehoben ist das 2'-Amin des Guanins, welches bei G-U-wobbles nicht an der
Wasserstoffverbriickung der Nukleobasen beteiligt ist.

Samtliche CIRV-p19-Varianten, bei denen die oben genannten Aminosauren durch Alanine
ersetzt wurden, wurden nach in-vitro-Translation im BYL auf ihre miRNA-Bindefahigkeiten
untersucht (siehe Abbildung 3.18). Mit den dabei gewonnenen Indikationen wurden die Varianten
Q107A, V108A und G109A fir die rekombinante Synthese, Reinigung und Charakterisierung
ausgewahlt. Insgesamt konnte durch die Versuche mit den Alanin-Varianten die
Aminosaureregion 108-109 als komplementare Region zum G-U-wobble auf Position 8/12 als
Nukleinsauredeterminante flr eine differentielle Bindung von miRNAs durch p19 ermittelt werden.
Die Varianten V108A und G109A zeigten neben einer verminderten allgemeinen sRNA-
Bindungsaffinitat ein starker unterscheidendes (diskriminierendes) Bindungsverhalten zwischen
den miRNAs. Die Ergebnisse der initialen Versuche mit den Varianten Q107A und T111A
schlossen jedoch eine, tatsachlich aus mehr Aminosauren als V108 und G109 bestehende,
Komplementarregion nicht aus. Inshesondere die Variante T111A deutet Uberaschenderweise
auch in dieser Arbeit ein verandertes differentielles Bindungsverhalten an, welches aufgrund der
Vorstudien anderer Autoren aber nicht ausschliellich dem G-U-wobble zugeordnet werden kann
[163]. Weitere Studien zur Kartierung der Komplementarregion auch mit anderen
Aminosaurenaustauschen sollten in Zukunft demnach durchgefiihrt werden. Méglich ware dafir
eine Ausdehnung der Region der untersuchten Aminosauren auf das Cystein 110. Dieses wurde

bisher durch andere Autoren zwar nicht als fiir die Bindung an kleine RNAs relevant eingestuft
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[162], ist demnach im Rahmen der Untersuchungen zur miRNA-Differenzierung nicht beachtet

worden.

Mechanistisch lassen die beiden p19-Varianten V108A und G109A schwer gemeinsame Schlisse
auf den zugrunde liegenden Differenzierungsmechanismus zu. So stellte der V108A-Austausch
einen Eingriff in die p19-Priméarstruktur dar, bei dem eine sterisch weniger raumgreifende
Aminosaure anstelle des Valins eingefihrt wurde. Die gesteigerte miRNA-Differenzierung ware
also mit einer erhdhten Zuganglichkeit der Peptidhauptkette bei Glycin 109 zu erklaren. Beim
G109A-Austausch hingegen wurde das im Bezug auf die ¢- und y-Torsionswinkel der Hauptkette
flexible Glycin durch ein weniger flexibles Alanin ausgetauscht, was zudem einen gréReren Raum
beanspruchte als das Glycin. Es ist mdglich, dass durch diesen Aminosaureaustausch
Konformationen der Hauptkette des p19 geférdert wurden, welche einen Kontakt mit dem Guanin
8 beférderten. Die CD-Messungen deuteten (siehe Abschnitt 7.7) auf in der Summe vergleichbare
Sekundarstruktur-Zusammensetzungen hin wie im p19-V108A oder im wt-p19. Allerdings
erlaubten die CD-Messungen keinerlei Riickschllisse auf die Mikro-Struktur des Proteins um das

Glycin 109 herum.

Unabhéngig von den Uberlegungen zur genauen Interpretation der Ergebnisse der p19-Varianten
blieb aber die Frage offen, ob tatsachlich ein (elektrostatischer oder Wasserstoffbriicken-) Kontakt
zwischen der identifizierten Aminosaureregion und der miRNA-Base Guanin 8 zustande kommt
und dieser fur die miRNA-Differenzierung durch p19 relevant ist. Um diesen nachzuweisen,
werden folgende Vorgehensweisen vorgeschlagen. Zum einen kénnte die Einfiihrung langerer,
sterisch anspruchsvollerer Aminosaureseitenketten an den Positionen 108 und 109 in der p19-
Primarstruktur eine Verbindung zur miRNA-Nukleobase unterbinden oder erschweren. Mdéglich
waren dafir Phenylalanin oder Leucin. Zum anderen kdnnte auch ein Einsatz von Hypoxanthin in
der miRNA-Struktur anstelle des Guanins 8 aufschlussreich sein. Diese Nukleobase kann als
Guaninderivat ohne das entscheidende 2°-Amin angesehen werden. Zudem kénnte nach dem in
Vargason et al. (2003) [156] beschriebenen Vorgehen eine Ko-Kristallstruktur mit CIRV-p19 in
Komplex mit der miR168 oder einer artifiziellen miRNA mit G-U-wobble auf Position 8/12 ermittelt
werden. Bisherige Versuche solche Molekulkomplexe zu kristallisieren waren zwar erfolgreich, die
Kristalle jedoch zu klein fir eine Untersuchung (nicht gezeigt). Eine Wiederholung und

Verbesserung dieser Versuche sollte daher durchgefiihrt werden.

Bemerkenswert bei den Ergebnissen zur Bestimmung von an der miRNA-Differenzierung
beteiligten Aminosauren ist, dass die ermittelte komplementéare Region fir die miRNA-

Differenzierung eine hoch konservierte Aminosaureregion darstellt. So sind Glutamin 107 und
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Glycin 109 (mit Ausnahme des Maize necrotic streak virus) bei allen elf in Allison et al.
betrachteten p19-Proteinen vollstandig konserviert [178]. Das Valin 108 tritt in anderen p19-
Proteinen als Isoleucin auf. Andere untersuchte Aminosauren wie die Asparagine 8 und 106
hingegen sind in den p19-Orthologen deutlich weniger konserviert bzw. sogar positiv selektiert.
Da die beschriebene Aminosaureregion 108-109 in fast allen p19-Homologen konserviert vorliegt,
kann angenommen werden, dass auch diese Tombusvirus-VSRs eine vergleichbare
Differenzierung zwischen verschiedenen miRNAs wahrend einer viralen Infektion durchfihren.
Gemeinsam mit der Konservierung des G-U-wobbles auf Position 8*/12* in allen miR168-
Isoformen [42] ergibt sich dabei flr die miRNA-Differenzierung durch den VSR p19 das Bild einer
unter Tombusviren und deren Wirtsorganismen insgesamt weit verbreiteten Eigenschaft von

hoher Relevanz wahrend viraler Infektionen.

44 Die biologische Bedeutung der miRNA-Diskriminierung

Im Verlauf dieser Arbeit konnte eine Unterscheidung (Diskriminierung) von miRNAs durch den
tombusviralen VSR CIRV-p19 gezeigt werden (siehe 4.2). Dabei konnte erstmals mittels einer
kombinierten Studie aus in-vitro-Messung und in-vivo-Studie in CymRSV-infizierten N.
benthamiana-Pflanzen unter nicht transgenen Bedingungen gezeigt werden, dass dieses
differentielle Bindungsverhalten des p19 in einer ebenso differentiellen Beeinflussung der miRNA-
vermittelten Regulation der Expression von mRNAs resultiert. Dabei wurden drei miRNAs auf ihre
Interaktionen mit p19 untersucht. Die miRNAs 162 und 403 aus N. benthamiana interagierten in
vitro und in vivo hochaffin mit p19. Die proviral wirkende miR168 hingegen wurde von der
Sequestrierung durch p19 ausgespart. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die
Unterscheidung zwischen den verschiedenen Modell-miRNAs zum grofien Anteil auf eine
einzelne Abweichung vom Watson-Crick-Basenpaarungsmuster innerhalb der miRNA-Struktur
zurickzufihren ist. Die Identifikation einer zu diesem G-U-wobble auf Position 8/12
komplementaren Aminosaureregion, rundet dieses Bild ab. Die damit gebildete Hypothese zum

biologischen Kontext wird im folgenden Abschnitt dargelegt.

Der Umstand, dass die miRNA-Diskriminierung im Wesentlichen auf einzelne Abweichungen im
Basenpaarungsmuster des miRNA-Duplex-Molekils zuriickzuflihren ist, deutet darauf hin, dass
einzelne miRNAs oder kleinere miRNA-Gruppen Ziel dieser Diskriminierung durch den VSR sein
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kénnten bzw. von der Sequestrierung ausgespart werden kénnen. Jagtap und Kollegen konnten
2014 einen hohen Konservierungsgrad der miR168-Familie aufzeigen, wohingegen die miR403-
Familie deutlich variabler in ihrer Struktur ausgepragt ist [42]. Es ist anzunehmen, dass eine
Eigenschaft wie die differentielle Bindung des p19-Proteins auf die in ihrer Doppelstrangstruktur
konserviertere miR168 ausgerichtet ist, um diese von der Sequestrierung auszusparen. Daflir
sprechen noch andere Beobachtungen. So liegt die Aminosadureregion im CIRV-p19, welche
komplementar zum G-U-wobble auf Position 8/12 ist, in einem bei den verschiedenen
tombusviralen p19-Proteinen konservierten Bereich (vergleiche [178] Konservierung und positive
Selektion benachbarter Aminosauren). Dies deutet zusammen mit dem breiten Wirtsspektrum der
Tombusviren [201] auf eine Anpassung an ein in Bedecktsamern ubiquitdr vorhandenes miRNA-
Struktur-Schema bzw. an ubiquitar verbreitete miRNAs hin. Zudem konnte gezeigt werden, dass
neben den tombusviralen p19-Proteinen auch das 2b-Protein des Tomato aspermy virus (TAV,
Familie: Bromoviridae) zwischen miR162 und miR168 via differentieller Bindung unterscheidet
[205] . Beide Proteine (und die jeweiligen Viren) sind dabei strukturell jedoch nicht verwandt. Das
G-U-wobble auf Position 8/12 fungiert bei 2b ebenso wie im Fall des p19-Proteins als
Hauptdeterminante fir die miRNA-Diskriminierung auf RNA-Ebene (Dr. Tamilarasan Selvaraj,
unpubliziert, personliche Mitteilung). Die Tatsache, dass die beiden VSRs eine an dieser Stelle
sehr ahnliche Bindungseigenschaft an kleine RNAs aufweisen, unterstreicht die Bedeutung der
gezielt schwachen Bindung der miR168 fiir die Unterstlitzung von viralen Infektionen. So kénnten
Angiospermen-infizierende Tombusviren ihre VSRs friih an die ubiquitar verbreiteten und in
Bezug auf das wobble hochkonservierten miR168-Isoformen angepasst haben, um deren Aktivitat
im Zuge einer viralen Infektion zu unterstiitzen oder zu erhalten. Dieser Prozess ware dann auch
bei anderen, nicht verwandten Viren mit VSRs &hnlicher Funktion mdglich oder sogar
wahrscheinlich. Bei der AGO2-regulierenden miR403 ist diese Situation jedoch komplexer. Hier
gibt es Organismus-spezifische Unterschiede in den Bindeaffinitdten zum p19-Protein mit hohen
(N. benthamiana) und niedrigen (A. thaliana) Affinitdten. Die miR403 ist evolutionar gesehen
deutlich jinger und weniger weit verbreitet als die anderen beiden Modell-RNAs [39,42]. So gibt
es diese miRNA-Familie in Monokotyledonen und einigen Dikotyledonen nicht. Zudem ist sie in
ihrer Struktur deutlich variabler. Die Tatsache, dass die miR403-Sequestrierung durch p19 bei
CymRSV-infizierten N. benthamiana-Pflanzen eine verstarkende Wirkung auf das antivirale RNA-
silencing aufweist, entgegen der Einwirkungen von p19 auf die miR162- und miR168-Aktivitaten,
kann auf deren zu miR168 vergleichbare Rolle zurlickgefiihrt werden. Méglicherweise sind nach
Anpassung der viralen Proteine zum schwachen Binden der miR168 neue miRNA-regulierte,
antivirale AGO-Proteine oder aber neue miRNAs bzw. miRNA-Familien aufgetreten. Diese

mMiRNAs (z.B. miR403) unterscheiden sich strukturell von der miR168 und in verschiedenen
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Organismen auch voneinander [42]. Dadurch kdénnten Anpassungen der Bindeaffinitdten der
VSRs an miRNAs umgangen werden. Das hochaffine Binden der miR403 ware also in diesem
Zusammenhang als pflanzliche Anpassung an die miRNA-Diskriminierung durch sRNA-bindende
VSRs wie p19 zu verstehen. Scholthof et al. (2011) [209] (vergleiche [89]) beschreiben das
vermutlich durch miR403 in seiner Aktivitat regulierte AGO2 als hauptsachlichen antiviralen Akteur
im Falle einer TBSV-Infektion in N. benthamiana sowie als eine Art ,second layer* der antiviralen
Immunantwort nach Ausfall von AGO1. Dies ist konsistent mit dem Bild, dass wahrend einer
tombusviralen Infektion dieser Tabakspezies AGO1 nach der virusinduzierten Akkumulation der
mMiR168 - unterstltzt durch das Auslassen der Bindung der miRNA durch p19 - in seiner Funktion

blockiert wird und AGO2 als zentrales Protein in der antiviralen Immunantwort verbleibt.

Damit ergibt sich fur die in Abschnitt 3.2.2 gezeigten Ergebnisse einer CymRSV-Infektion von N.
benthamiana folgende Interpretation: Durch Bindung und Sequestrierung der miR162 kommt es
im Zuge einer tombusviralen Infektion einer Pflanze zu einer Akkumulation von DCL1. Dessen
erhéhte Aktivitat fihrt dann zu reduzierten Expressionen von DCL4 und auch DCL3 (via eines
noch unbekannten Mechanismus) [46,51,64], was eine Inhibierung der antiviralen Immunantwort
zur Folge hat. Zusatzlich wirkt der miRNA-Prozessor DCL1 auch durch die vermehrte
Prozessierung proviraler miRNAs wie miR168 und miR403 in einer die Infektion unterstiitzenden
Weise. Weiterhin wird durch die nur schwach ausgepragte Sequestrierung der miR168 durch p19
die Aktivitat dieser miRNA nicht beeinflusst. Das hat zur Folge, dass die Aktivitat des antiviralen
AGO1-Proteins weiterhin niedrig gehalten wird. Die Bindung der antiviralen miR162 und das
Auslassen der Bindung der proviralen miR168 wirken also auf eine zielgerichtete Inhibierung der
antiviralen Immunantwort hin. Eine dhnliche Zielrichtung wurde in Arabidopsis durch Azevedo und
Kollegen auch fir das carmovirale p38 angenommen, welches ebenso die miR162-Aktivitat und
auch die AGO1-Aktivitat inhibierte jedoch nicht durch direkte sRNA-Interaktion [64].
Demgegenuber steht die starke Sequestrierung von miR403 durch p19. Die Wirkung der Bindung
dieser RNA besteht in der Aufhebung der negativen Regulation der AGO2-Expression. Das
AGO2-Protein wirkt im Anschluss im antiviralen RNA-silencing als ,second layer* der antiviralen
Immunantwort. Ein zusammenfassendes Modell der biologischen Bedeutung der differentiellen

Bindung von p19 an die drei getesteten miRNAs ist in Abbildung 4.2 dargestellit.
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Abbildung 4.2: Modell zur Interpretation der Ergebnisse der CymRSV-Infektionen von N.
benthamiana-Pflanzen: Links: CymRSV-Infektion; Rechts: Cym19stop-Infektion; (A) Einfluss des
CymRSV-p19 auf die DCL1-Expression in neu infizierten Pflanzen; Durch Sequestrierung von NbmiR162
wird die DCL 1-Expression begUlnstigt. Dadurch wird die miRNA-Prozessierung gesteigert, von denen einige
(wie miR168) proviral wirken kdnnen. Ebenso wirkt DCL1 inhibierend auf die DCL4-Expression, wobei DCL2
unbeeinflusst verbleibt [64]. Die miR168-vermittelte AGO1-Regulation wird verstarkt durch das Auslassen
dieser miRNA von der Sequestrierung und durch Stimulation der Transkription des miR168-Vorlaufer-
Molekils [130]. (B) Einfluss des CymRSV-p19 auf die AGO2-Expression in neu infizierten Pflanzen; p19
steigert durch miR403-Sequestrierung die AGO2-Expression mit antiviraler Auswirkung.

Es kann also zusammenfasst werden, dass die hier charakterisierte differentielle
Bindungsfahigkeit von CIRV-p19 an verschiedene microRNAs vermutlich ein Resultat eines ko-
evolutiondren Prozesses zwischen Pathogen und verschiedenen Wirten ist. Eine Anpassung an
fur die pflanzliche Immunantwort bedeutsame, hochkonservierte miRNAs wie miR168 durch die
miRNA-Diskriminierung ermdéglicht einen Angriff auf das antivirale RNA-silencing zusatzlich zur
eigentlichen siRNA-Bindungsfunktion. Jedoch kénnen strukturell deutlich variablere miRNAs wie

miR403 als Gegenmallname einiger Angiospermen gegen dieses virale Vorgehen im Ping-Pong-
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Mechanismus zwischen Pflanze und Virus angesehen werden [105]. lhre Sequestrierung lauft

dann den durch die differentielle Bindung erzielten Effekten entgegen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Verlaufe dieser Arbeit wurde der tombusvirale VSR p19 bei seinen Interaktionen an
verschiedene miRNAs untersucht und die biologische Bedeutung der dabei ermittelten
Eigenschaften beurteilt. Bisher war bekannt, dass in transgenen Pflanzen produziertes p19 in vivo
miRNAs sequestrieren kann. Ob dies eine Eigenschaft von biologischer Relevanz wahrend viraler
Infektionen darstellt, war bisher unbekannt. Zur Untersuchung der miRNA-Bindeeigenschaften
von p19 wurde daher hier das erste Mal eine kombinierte Studie aus in-vitro-Messungen und in-
vivo-Experiment unter nicht transgenen Bedingungen durchgefihrt. In vitro wurde heterolog,
rekombinant synthetisiertes C/IRV-p19 in seiner Bindung an miRNAs charakterisiert und die aus
den dabei ermittelten Affinitdten folgenden Einflisse auf miRNA-vermittelte RISC-Aktivitaten
beurteilt. In vivo konnte wahrend einer viralen Infektion von N. benthamiana der Einfluss der
mMiRNA-Sequestrierungen auf die Expression der miRNA-Zielgene untersucht und beurteilt

werden. Dabei wurden folgende Ergebnisse erhalten:

1. P19 moduliert wahrend einer viralen Infektion die Aktivitdten von miRNAs, deren
Affinitat zum VSR vergleichbar hoch der einer siRNA ist. Dies fuhrt auch zu einer
Modulation der entsprechenen Expression der Ziel-RNA. Zudem geschieht es
unabhangig von der Sequestrierung einer Vielzahl viraler siRNAs, da die Interaktionen
mit miRNAs zeitlich davor liegend stattfinden.

2. P19 zeigt deutliche Unterschiede in der Bindung an verschiedene miRNAs und
in Konsequenz auch Unterschiede in der Modulation ihrer Aktivitidten. Anhand
der miRNAs 162 (hochaffine Bindung), 168 (niedrigaffine Bindung) und 403
(unterschiedlich je nach Herkunftsspezies der Isoform) konnte diese Eigenschaft in
vitro und in vivo nachgewiesen werden. Es wurde deutlich, dass zumindest einige
mMiRNAs gezielt von einer biologisch relevanten Sequestrierung ausgeschlossen
werden konnten. Die Unterscheidung zwischen den miRNAs durch p19 wird in dieser
Arbeit miRNA-Diskriminierung oder differentielle Bindung genannt.

3. Die miRNA-Diskriminierung durch p19 findet anhand einer definierten
Basenpaarregion innerhalb des miRNA-Duplex statt und beinhaltet auf Seiten
des Proteins eine hoch konservierte Region von Aminosauren. Innerhalb des
mMiRNA-Duplex-Molekiils stellt vor allem ein G-U-wobble der Orientierung 8G/12U eine
Determinante fUr eine Erniedrigung der Affinitat an p19 dar. Dabei handelt es sich um

eine in den miR168-Isoformen vieler Pflanzenspezies hoch konservierte Abweichung
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vom  Watson-Crick-Basenpaarungsmuster.  Vermutlich  weisen auch alle
Wirtsorganismen der Tombusviren eine entsprechende miR168-Isoform auf. Die
komplementar dazu an der miRNA-Diskriminierung beteiligte Aminosaureregion (Valin
108 und Glycin 109) ist zudem mit einer Ausnahme in allen p19-Orthologen vorhanden.
Daher ist eine Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf andere Tombusviren méglich.

4. Die differentielle Bindung des Proteins an verschiedene miRNAs stellt
vermutlich eine Eigenschaft dar, deren Zweck die Inhibierung des antiviralen
RNA-silencings ist. Dabei wird insbesondere angenommen, dass die evolutionare
Anpassung dieser Eigenschaft durch das Virus an die Eigenschaften eher alter,
hochkonservierter miRNAs wie miR162 und miR168 vorgenommen wurde. Die
Sequestrierung bestimmter Isoformen der deutlich variableren miR403 hingegen kann
als Gegenmalname einiger Angiospermen im ko-evolutionaren Ping-Pong-

Mechanismus zwischen Virus und Wirt betrachtet werden.

Aus den genannten Ergebnissen kdnnten sich in Zukunft weitere Untersuchungen an diese Arbeit
anschlieRen. Neben den bereits in der Diskussion vorgeschlagenen Experimenten kénnten zwei
hauptsachliche Ziele definiert werden. Zum einen sollten auch andere Phytoviren und deren VSRs
und Wirtsorganismen auf eine gezielte Modulation von miRNA-Aktivitaten untersucht werden.
Insbesondere bei siRNA-sequestrierenden VSRs sollten diese Untersuchungen folgen, da die
differentielle Bindung an miRNAs bisher nur hier fir p19 und (wenn auch vorerst ohne
Untersuchungen in vivo) fir das TAV-2b-Protein beschrieben wurden. So wurden simultan zu
dieser Arbeit bereits das carmovirale p38 und ein potyvirales HcPro-Protein auf differentielle
Bindungsfahigkeiten an miRNAs untersucht (Dr. Raph-Peter Golbik und Dr. Tamilarasan Selvaraj;
jeweils AG Mikrobielle Biotechnologie, MLU Halle-Wittenberg, personliche Mitteilung). Zum
anderen sollten die bislang ermittelten molekularen Determinanten fir eine mMiRNA-
Diskriminierung als Ausgangspunkt flr weitere Studien verwendet werden, um das Verstandnis
fur diesen Vorgang zu férdern. Ein Interesse an diesem Verstandnis besteht auch aufgrund der
technischen Anwendungen von p19. So kann der VSR als miRNA-Detektionsmolekil, als
Transfektionsagenz oder zur Inhibition des RNA-silencings bei der gezielten Expression von
Genen in transgenen Pflanzen eingesetzt werden [6,7,158,163,171]. Das Wissen um die
Limitierungen des Proteins im Bezug auf die silencing-Inhibition oder bei anderen Aufgaben

kénnte dazu beitragen diese Anwendungen zuklinftig weiter zu effektivieren.
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7. Anhang

7.1 Immunprazipitation von sRNAs aus dem BYL durch p19 mit Zusatz von
TBSV-RNA

Analog zu der in Abschnitt 3.1.1 beschriebenen Immunprazipitation kleiner RNAs aus dem BYL
wurde eine weitere IP unter Zusatz von genomischer RNA des TBSV durchgeflhrt. Im Vorfeld der
RNA-Extraktion aus dem BYL wurden je 0,5 ug genomische RNA des Virus 20 ul Lysat zugesetzt
und fir 2h bei 25 °C inkubiert. Das weitere Vorgehen entsprach der in Abschnitt 3.1.1

beschriebenen Methodik.

log, Fold-Change
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Abbildung 7.1: Ergebnisse der p19-Immunprazipitation (IP) aus dem BYL unter Zusatz von TBSV-
RNA. Die sequenzierten kleinen RNAs wurden zu precursor-Sequenzen von miRNAs aus N. tabacum
zugeordnet und anschlielend quantifiziert. Nach Vergleich dieser Zuordnungen nach der IP mit den input-
Sequenzen ergaben sich Anreicherungen sowie weniger abundante Sequenzen. Dargestellt sind alle
Abundanzveradnderungen, welche durch Bestimmung der false discovery rate (FDR) als signifikant
(FDR<0,05) gekennzeichnet wurden. Das Experiment wurde mit drei Chargen des BYL durchgefihrt. Aus
162 annotierten und zugeordneten Sequenzen lagen 27 angereichert und 3 weniger abundant nach der IP
vor.
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7.2 Signalamplituden der Bindeexperimente von CIRV-p19 an gf698, miR162,
miR168 und miR403

Neben den in Abschnitt 3.1.3 beschriebenen unterschiedlichen Affinitadten der verschiedenen
Modell-RNAs an CIRV-p19 unterschieden sich in diesen Experimenten ebenso die dabei
erreichten maximalen Signalstarken (Amplituden) voneinander (siehe Abbildung 7.2). Damit
gemeint ist also das gemessene Signal fir die maximal erreichte, relative Bandenintensitat einer
RNA-p19-Bande in der jeweiligen EMSA-Messung (sihe auch Abschnitt 2.2.3.9.4).
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Abbildung 7.2: Maximale Signalstédrken verschiedener miRNA-Isoformen bei Bindung an C/IRV-p19.
Aufgetragen sind die maximalen Signalstarken aus den Bindeexperimenten (sieh Abbildung 3.4). Die Sterne
kennzeichnen signifikante Unterschiede zum Referenz-Signal der gf698 assoziiert an CIRV-p19 (*: p<0,05;
** p=<0,01; ***: p<0,001). Das NbmiR162a-Signal ist dabei signifikant groéfer, alle anderen
gekennzeichneten signifikant kleiner.

Auffallig ist, dass alle miRNAs stark erniedrigter Affinitdt zu C/IRV-p19 auch signifikant kleinere
Amplituden im Vergleich zu der der gf698-Referenz aufwiesen. Bei allen miRNA-Isoformen mit
hoher Affinitdt zu p19 wurden Amplituden von mindestens gleicher HOhe gemessen. Die
NbmiR162a-Isoform wies dabei eine erhéhte maximale Signalstarke auf. Die unterschiedlichen
Signalstarken in direkten Bindestudien von CIRV-p19 mit verschiedenen miRNAs bildeten die
Grundlage flr die Experimente im BYL in Abschnitt 3.3.2.2.
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7.3 Weitere Mengenbestimmungen von RNA-Molekiillen und AGO1 in CymRSV-

infizierten N. benthamiana-Pflanzen

In Abschnitt 3.2.2 wurden Versuchen in vivo durchgefiihrt, bei denen N. benthamiana-Pflanzen
mit CymRSV infiziert wurden. Dabei wurden 2 dpi und 4 dpi miRNA-Mengen und mRNA-Mengen
quantifiziert. AuRerdem wurden auch die Mengen an viraler genomischer RNA und vsiRNAs
quantifiziert. Dies geschah Uber qRT-PCR (virales Genom) oder Northern-Blot (vsiRNAs) zu
beiden Zeitpunkten der Probennahme (siehe Abbildung 7.3). Zum Beurteilen der Auswirkungen
von Sequestrierungen von miRNAs durch CymRSV-p19 auf die Genexpression ist es sinnvoll, die
Mengen der durch die regulierten Gene codierten Proteine zu bestimmen. Jedoch waren zum
Zeitpunkt dieser Arbeit keinerlei Antikorper fir NbDCL1 oder NbAGO?2 verfligbar. Daher konnte
lediglich die NbAGO1-Mengen durch Immundetektion quantifiziert werden (siehe Abbildung 7.3).
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Abbildung 7.3: Mengenbestimmungen von viralen RNAs und AGO1 in CymRSV-infizierten N.
benthamiana-Pflanzen 2 dpi und 4 dpi. Dargestellt sind die Ergebnisse verschiedener Quantifizierungen
aus den in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Infektionsexperimenten, welche als Kontrollbestimmungen
Relevanz aufweisen. (A) Ermittlung der relativen Abundanz der viralen genomischen RNA in den
Infektionsexperimenten zu beiden Zeitpunkten per qRT-PCR. Die Bestimmung erfolgte wie die der mRNA-
Mengen im gleichen Abschnitt. Als Referenzgen wurde Cyclophilin (CPH) verwendet. Die Sterne
kennzeichnen signifikante (p<0,01) Unterschiede in den RNA-Mengen. (B) Northern-Blot-Analysen der
vsiRNA-Mengen in den Infektionsexperimenten nach 2, 4 und 10 dpi. Die Ladekontrollen stellen ribosomale
RNAs dar. (C) Immunnachweise von NbAGO1-1 wahrend der Infektionsexperimente 2 dpi und 4 dpi. Die
entsprechenden, quantifizierten Signale sind jeweils in etwa identisch.
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Wie in Abbildung 7.3 (A) zu sehen ist, lag zu jeder Probennahme mehr genomische, virale RNA
in CymRSV-infizierten als in Cym19Stop-infizierten Pflanzen vor. Dieses Missverhaltnis war nach
4 dpi starker ausgepragt (Verhaltnis der Mengen der genomischen RNA CymRSV/Cym19Stop:
1,57 2 dpi und 1,72 4 dpi). Erst zu diesem spaten Zeitpunkt sind Akkumulationen von endogenen
mMRNAs aufgrund Verstarkungen der Transkription beschrieben, welche mit der Abundanz der
viralen RNA in Verbindung stehen [131]. 2 dpi war die Gesamtmenge an viraler, genomischer
RNA sehr gering im Vergleich zu 4 dpi (jeweils ca. 20 %). Zudem konnten 2 dpi vsiRNAs nicht
regelmaflig nachgewiesen werden (Abbildung 7.3 (B)), sodass auch deren Einfluss auf das
experimentelle Ergebnis als minimal angenommen wird. Abbildung 7.3 (C) zeigt zudem die in
[130] beschriebene stabile Abundanz der NbAGO1-Proteine. Damit wurde auch deutlich, dass die
in Abschnitt 3.2.2 beschriebenen Steigerungen der AGO2- und DCL 17-mRNA-Mengen nicht durch
die unterschiedlichen AGO1-Mengen, sondern durch die Menge an frei verfligbaren miRNAs

erhalten wurden.

7.4 Daten der Charakterisierungen der miRNA-Varianten bei der Bindung durch
CIRV-p19

Die Ermittlung von Determinanten fir die Diskriminierung von verschiedenen miRNAs durch
CIRV-p19 wurde in den Abschnitten 3.3.1.2 und 3.3.1.3 in Form von S&ulendiagrammen
(Abbildungen 3.14 und 3.15) dargestellt. Um diese Daten genauer bewerten zu kénnen, erfolgt
hier eine Neudarstellung dieser Daten in tabellarischer Form.

Tabelle 7.1: Bindeaffinitdten der artifiziellen miR162-Varianten an CIRV-p19 (entspricht den Daten aus
Abbildung 3.14).

miRNA-Name Position der Basenpaar in neues Kb (nM)
Veranderung zu miR162-0 Basenpaar
miR162-0

miR162 (wt, Atf) - - - 0,07 £ 0,03
miR162-0 - - - 0,15 £ 0,06
miR162-19*C/1*C 19*/1* C'IG* c*/C* 0,34 £ 0,15
miR162-19*U/1*G 19*/1* C'IG* U*/G* 0,15+ 0,12
miR162-18*C/2*C 18*/2* C*IG* c*/C* 0,12 £ 0,08
miR162-18*U/2*G 18*/2* C'IG* u+/G* 0,13+ 0,03
miR162-17*U/3*C 17+/3* U*/A* u*/C* 0,30 £ 0,17
miR162-17*U/3*G 174/3* U*/A* u*/G* 0,09 £ 0,04
miR162-16*"A/4*G 16*/4* A*/U* A*IG* 0,38 +£0,13
miR162-16*U/4*G 16*/4* A*/U* U*/G* 0,17 £ 0,05
miR162-15*C/5*C 15*/5* C*IG* c*/C* 0,23 £ 0,08
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miR162-15*U/5*G 15*/5* c/G* u/G* 0,170 + 0,01
miR162-14*G/6*A 14*/6* G*/C* G*/A* 0,86 + 0,49
miR162-14*U/6*G 14*/6* G*/C* u+/G* 0,45+ 0,08
miR162-14*G/6*U 14+/6* G*/C* G*/U* 0,16 + 0,09
miR162-13*U/7*C 13*/7* U*/A* u*/Cc* 1,01 £0,10
miR162-13*U/7*G 13*/7* U*/A* u/G* 1,83 £ 0,38
miR162-13*G/7*U 134/7* U*/A* G*/U* 1,53 + 0,49
miR162-12*C/8*C 12*/8* C/G* c*/C* 0,28 +0,24
miR162-12*G/8*G 12*/8* C*/G* G*/G* 0,07 + 0,04
miR162-12*C/8*A 12+/8* cC*/G* C*IA* 0,16 £ 0,03
miR162-12*U/8*G 12*/8* C/G* u/G* 1,93 +0,13
miR162-12*G/8*U 12*/8* c/G* G*/U* 0,31 +0,09
miR162-11*U/9*C 11+/9* U*/A* u*/C* 0,22 + 0,03
miR162-11*U/9*G 11+/9* U*/A* u/G* 0,15+ 0,13
miR162-10*C/10*C 10*/10* C/G* c*/C* 1,73 £ 0,57
miR162-10*C/10*A 10*/10* C/G* C*/A* 0,35+0,24
miR162-10"U/10*G 10*/10* c/G* u/G* 0,63 + 0,21

Tabelle 7.2: Bindeaffinitdten der artifiziellen miR168-Varianten an CIRV-p19 (entspricht den Daten aus
Abbildung 3.15).

miR168-Variante Veranderungen zur miR168 (wt, Ata) Kb (nM)
AmiR168a - 2,29+0,78
miR168-Variante 1 Austausch 13*G/7*U gegen G*/C* 3,13 £ 1,68
miR168-Variante 2 Austausch 8*G/12*U gegen G*/C* 0,70 £ 0,29
miR168-Variante 3 Austausche 13*G/7*U und 8*G/12*U gegen G*/C* 1,00 £ 0,24

miR168-Variante 4 Austausch 13*G/7*U gegen G*/C*; Eliminierung der 2,66 £ 0,49
Basenfehlpaarungen auf Positionen 4*/16* und 15*/5*

miR168-Variante 5 Austausch 8*G/12*U gegen G*/C*; Eliminierung der 0,49 £ 0,17
Basenfehlpaarungen auf Positionen 4*/16* und 15*/5*

miR168-Variante 6 siRNA-Variante der AimiR168a 0,35+0,16

7.5 Stabilitatsmessungen einiger miRNA-Varianten durch

Schmelzkurvenbestimmung

In Abschnitt 3.3.1.2 konnte durch Bindestudien von CIRV-p19 an artifizielle miR162-Varianten
unter anderem die Basenpaarregion 7/13 bis 8/12 im Allgemeinen und ein G-U-wobble der
Orientierung 8G/12U im Speziellen als molekulare Determinanten zur miRNA-Diskriminierung
durch CIRV-p19 ermittelt werden. Um ausschlieBen zu kdnnen, dass durch Erstellen der
artifiziellen miR162-Varianten instabile RNA-Duplex-Molekiile, bei denen grof’e Teile des
Doppelstranges ungepaart vorliegen, kreiert wurden und diese dann zu den beobachteten
schwacheren Bindungen fihren, wurden die miR162-Varianten mit Nicht-Watson-Crick-

Basenpaarungen an den Positionen 13*/7* und 12*/8* Schmelzpunktanalysen (siehe Abschnitt
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2.2.2.9) unterworfen. Dabei wurde eine miRNA-enthaltende Lésung von 20 °C auf 90 °C erhitzt
und die Absorption bei 268 nm dokumentiert (Denaturierungsvorgang, Schmelzkurve). Im
Anschluss wurde die Probenlésung mit derselben Geschwindigkeit abgekihlt und die Absorption
ebenso dokumentiert (Renaturierungsvorgang, Hybridisierungskurve). Aus den so erhaltenen
Graphen (Auftragungen der Absorption gegen die Temperatur) lieBen sich thermodynamische
Parameter errechnen (siehe Abschnitt 2.2.2.9). Die ermittelten Graphen wiesen dabei einen
zweiphasigen Verlauf auf (siehe Abbildung 7.4 (A)). Da empirische Messungen ergaben, dass
lediglich die Transitionen niedriger Temperaturen eine Variabilitdt aufwiesen (nicht gezeigt),
wurde angenommen, dass diese die unterschiedlichen Doppelstrangstabilititen bei
unterschiedlichen miR162-Varianten wiederspiegeln. Unter Annahme einer hier unimolekularen
Entfaltung/Faltung konnten fiir diese Ubergange die Schmelztemperaturen (Tu; siehe Abbildung
7.4 (B)) und Faltungs-/Entfaltungs-Enthalpien (AH, siehe Abbildung 7.4 (C)) ermittelt werden.
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Abbildung 7.4: Darstellung der Ergebnisse der Schmelzpunktanalysen mir artifiziellen miR162-
Varianten. (A) Beispielhafte Darstellung einer zweiphasigen Denaturierungskurve einer artifiziellen miRNA
(hier: miR162-12*U/8*G). (B) Ermittelte Transitionstemperaturen bei Denaturierungsmessungen (hellgrau)
und Renaturierungsmessungen (dunkelgrau) einiger miRNAs. Aufgetragen sind jeweils die
Schmelztemperaturen der Transition der niedrigeren Temperatur. (C) Die zu (B) zugehdrigen ermittelten
Faltungs-/Entfaltungsenthalpien (AH). Die Fehlerbalken stehen flr Standardabweichungen nach
mindestens drei Messungen.
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Wie in Abbildung 7.4 zu erkennen ist, waren Unterschiede in den Daten aus Entfaltungs- und
Faltungsvorgangen zu beobachten. Diese waren jedoch im Vergleich zu den Unterschieden der
Datenséatze zwischen verschiedenen miR162-Varianten zumeist klein und wurden daher nicht als
relevant eingestuft. Es konnte kein Zusammenhang zwischen einer Destabilisierung von miR162-
Duplex-Molekilen und einer erniedrigten Affinitdt an CIRV-p19 festgestellt werden. Die hier
getesteten Varianten der miR162 mit einem Kp-Wert oberhalb von 1 nM (miR162-12*U/8*G,
miR162-13*U/7*G, miR162-13*G/7*U und miR162-13*U/7*C) wiesen keine erniedrigten
Schmelztemperaturen im Vergleich zu den anderen Varianten auf (siehe Abbildung 7.4 (B)). Fir
die ermittelten Enthaplien der Schmelz- oder Hybridisierungsiibergange konnte aufgrund der
grolien Streuung der Daten kein eindeutiges Bild ermittelt werden. Niedrige Werte, welche auf
instabile RNA-Duplex-Molekile hindeuten, konnten zwar fir alle Varianten mit verandertem
Basenpaar auf Position 13*/7* ermittelt werden, jedoch waren diese wegen der gro3en Varianz
der Daten nicht signifikant verschieden voneinander. Auf eine anschlieRende Berechnung der

Entropieanderungen an den Schmelzpunkten wurde aufgrund der Streuung der Werte verzichtet.

7.6  In-vitro-Translationen der p19-Varianten im BYL

Um die in Abschnitt 3.3.2 bearbeiteten Varianten des CIRV-p19 indikativ auf ihr Bindungsverhalten
an verschiedene miRNAs zu untersuchen, wurden diese im BYL in vitro translatiert und auf ihre
Interaktion mit [*?P]-markierten miR162 und miR168 untersucht (siehe Abschnitt 3.3.2.2). Die so
gewonnenen Ergebnisse sind jedoch nur aussagekraftig bei vergleichbaren Mengen an
bereitgestellten CIRV-p19-Varianten im BYL. Durch Testtranslationen unter Anwesenheit von
[33S]-L-Methionin sollten gleichmaRige Translationseffizienzen nachgewiesen werden. Die so
erhaltenen BYL-Reaktionsansatze mit [3°S]-L-Methionin-markierten p19-Varianten wurden
daraufhin einer SDS-PAGE unterzogen und die Signalstdrken mittels Autoradiographie
quantifiziert (siehe Abbildung 7.5). Es ist zu erkennen, dass alle p19-Varianten mit gleichmafiger

Abundanz in den Reaktionsansatzen vorlagen.
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Abbildung 7.5: In-vitro-Translation der p19-Varianten im BYL. (A) Beispielhafte Darstellung eines
Autoradiogramms der in vitro translatierten p19-Varianten im BYL nach der SDS-PAGE. (B) Diagramm zur
Darstellung der ermittelten Signalstarken aus Autoradiogrammen wie in (A) nach drei Versuchen mit
Standardabweichungen. Dabei wurde das p19-wt-Signal in jeder Durchflihrung auf 1 gesetzt. Es gab keine
signifikanten Abweichungen in den Signalstarken der Banden zueinander.

7.7  Circulardichroismus-Messungen von p19-Varianten

In Abschnitt 3.3.2.3 wurden einige p19-Varianten mit Alanin-Austauschen in der Primarstruktur in
vitro biochemisch untersucht. Um die Ergebnisse vergleichen zu kdénnen, ist es jedoch
unabdingbar sicherzustellen, dass diese Veranderungen in der Primarstruktur keinen Einfluss auf
die strukturelle Stabilitdt des p19-Proteins ausiiben. Dafiir wurden die rekombinant produzierten
p19-Varianten nach der Reinigung Circulardichroismus-Messungen (CD-Messungen)
unterworfen (siehe Abschnitt 2.2.3.7), um die jeweiligen Anteile der Sekundarstrukturen

vergleichend zu Uberpriifen. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 7.6 dargestellt.
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Abbildung 7.6: CD-Spektren der p19-

Varianten: Q107A (Blau), V108A (Rot),

G109A (Cyan) und Wildtyp (Schwarz).
4000 T T T T T T Dargestellt sind gemittelte Werte von jeweils
drei bis vier unabhangig aufgenommenen
Datensatzen pro p19-Variante.
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Wie zu erkennen ist, weisen alle p19-Varianten mit Ausnahme der Variante Q107A ahnliche CD-
Spektren wie die Wildtyp-Variante des CIRV-p19 auf. Tabelle 7.3 enthalt die aus diesen CD-
Spektren mittels des ,BeStSel“-online-Werkzeugs (http://bestsel.elte.hu/) errechneten

Zusammensetzungen der Sekundarstrukturen der p19-Varianten.

Tabelle 7.3: Zusammensetzungen der Sekundarstrukturen der p19-Varianten ermittelt mit Hilfe von
.BeStSel“ aus den in Abbildung 7.6 dargestellten CD-Spektren

a-helicaler Anteil in  B-Faltblatt-Anteil in

CIRV-p19-Variante B-turn-Anteil in %
% %
wt 10,6 28,4 11,1
p19-Q107A 8,2 35,8 12,3
p19-V108A 15,6 28,0 10,5
p19-G109A 10,9 28,9 10,9

Die Anwendung des ,BeStSel“-Algorithmus ergab flr alle p19-Varianten ahnliche Anteile der
Sekundarstrukturen. Abweichungen dabei wurden, jedoch mit Ausnahme der von p19-Q107A,
dessen Signalamplitude des CD-Spektrums sich stark von denen der anderen Varianten
unterschied, als irrelevant angenommen. So schien zwar bei den a-helicalen Anteilen die starkste
Abweichung bei p19-V108A vorzuliegen. Jedoch war deren CD-Kurve nahezu identisch mit p19-
G109A (siehe Abbildung 7.6).
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7.8 miRNA-EMSA-Versuche mit p19-Varianten

Im Verlaufe der in Abschnitt 3.3.2.3 ausgewerteten Experimente wurden Bindungsstudien der
p19-Varianten an die Modell-miRNAs durchgefiihrt. Dabei wurde auch festgestellt, dass die
Bindungskonstanten an miR168 nicht exakt bestimmt werden konnten. Bei entsprechenden
EMSA-Versuchen trat zunachst keine messbare Komplex-Bildung der AimiR168a mit der p19-
Variante auf. Jedoch konnten teilweise bei hoheren p19-Konzentrationen Verlangsamungen der
miR168-Migration detektiert werden, welche auf Komplexe hoéherer Ordnung hindeuten. In

Abbildung 7.7 ist ein so beschriebenes Autoradiogramm exemplarisch dargestellt.

|

[CIRV-p19-Q107A-Dimer], (nM) 1 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 O
~ w e — T T

héherer RNA-p19-Komplex =%

freie RNA

Abbildung 7.7: Exemplarische Darstellung eines Autoradiogrammes nach Bindungsstudie von p19-
Q107A an AtmiR168a.
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7.9 Auflistungen

7.9.1 Chemikalienliste

Aceton

Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese 30 (37,5:1)
Acrylamid/Bisacrylamid Rotiphorese 40 (19:1)

Agarose low EEO

Albumin Fraktion V (BSA)
Ammoniumacetat
Ammoniumchlorid
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicilin

Bacto-Agar

Bacto-Hefe-Extrakt

Bacto-Trypton

Bacto-Pepton

Borsaure

Bradford, Protein assay dye reagent
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Cap-Analogon

Chloroform

Coomassie- Brilliant-Blau G-250
Desoxyribonukleosidtriphosphate
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure

Dikaliumhydrogenphosphat
Dinatriumhydrogenphophat

VWR International, Darmstadt,
D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Becton, Dickinson & Co., MD,
USA

Becton, Dickinson & Co., MD,
USA

Becton, Dickinson & Co., MD,
USA

Becton, Dickinson & Co., MD,
USA

AppliChem, Darmstadt, D
Bio-Rad, Hercules, USA
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Jena Bioscience, Jena, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Jena Bioscience, Jena, D
Duchefa Biochemie B. V.,
Haarlem, NL

AppliChem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
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Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- N,N,N’,N’-tetraessigsaure
(EGTA)

Formaldehyd

Formamid (deionisiert)

Glukose

Glycerin (wasserfrei)
Glycin
Guanidiniumthiocyanat

Harnstoff

AppliChem, Darmstadt, D
VWR International, Darmstadt,
D

VWR International, Darmstadt,
D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

SERVA Electrophoresis,
Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfon-saure (HEPES) AppliChem, Darmstadt, D

Isoamylalkohol

Isopropanol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kreatinphosphat

L-Glutathion

.Luciferase Assay Reagent*
Magnesiumacetat
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Mangan(ll)-chlorid

VWR International, Darmstadt,
D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Promega, Mannheim, D
Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
AppliChem, Darmstadt, D
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Mannitol
B-Mercaptoethanol
Methanol

Mineraldl
Murashige & Skoog Basal Medium

Myo-Inositol

Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid

Natriumthiosulfat
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
y-[3°P]-ATP

Percoll

Phenol (TE-gesattigt)

Phenol (wassergesattigt, stabilisiert)
Piperazin-1,4-bis-(2-ethansulfonsaure) (PIPES)
Protease-Inhibitor (complete Mini, EDTA free)

Ribonukleosidtriphosphate
Rubidiumchlorid
[35S]-L-Methionin

Saccharose

Salzsaure

Silbernitrat

Spermin

AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

VWR International, Darmstadt,
D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Duchefa Biochemie B. V.,
Haarlem, NL

Duchefa Biochemie B. V.,
Haarlem, NL

AppliChem, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Serva, Heidelberg, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt,

AppliChem, Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Hartmann Analytic,
Braunschweig, D

GE Healthcare, Minchen, D
AppliChem, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
AppliChem, Darmstadt, D
Roche Diagnostics, Mannheim,
D

Jena Bioscience, Jena, D
AppliChem, Darmstadt, D
Hartmann Analytic,
Braunschweig, D

Merck, Darmstadt, D

VWR International, Darmstadt,
D

Thermo Scientific, Bonn, D
Carl Roth, Karlsruhe, D
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Thiaminhydrochlorid

Trichloressigsaure (TCA)

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tris(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP)

Tween-20

Wasser (Nuklease-frei)

Xylencyanol

Duchefa Biochemie B. V.,
Haarlem, NL

J. T. Baker Chemicals,
Phillipsburg, USA

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

AppliChem, Darmstadt, D

Alle Puffer und Losungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser hergestellt und gegebenenfalls

autoklaviert oder sterilfiltriert.
7.9.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

5415R (Zentrifuge)
Akta-Purifier

Avanti J-20 (Zentrifuge)
BioPhotometer

Biostat ED-Reaktor

Brutschrank

Corning® 15mL PP Centrifuge Tubes
Corning® 50mL PP Centrifuge Tubes

Dounce Homogenizer (tight fit)

Einmalklvetten PLASTIBRAND
Elektrophorese Power Supply Consort EV233

Elektrophoresekammern

Eppendorf Safe-Lock Tubes (nuklease-frei), 1,5 ml
Eppendorf Safe-Lock Tubes (nuklease-frei), 2,0 ml

Eppendorf, Hamburg, D

GE Healthcare, Neu-Isenburg,
D

Beckman Coulter, Krefeld, D
Eppendorf, Hamburg, D
Sartorius Stedim, Goéttingen, D
Binder, Tuttlingen, D

Corning, New York, USA
Corning, New York, USA
KONTES GLASS, Vineland,
USA

Carl Roth, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

OWL Separation Systems,
Portsmouth, USA

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
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Feinwaage ABJ 120-4M

GAULIN Homogenizator

GeneJET™ Gel Extraction Kit

GeneJET™ PCR Purification Kit

GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

Gradientenmischer
GSTrap FF-Affinitatssaule

Hellma® absorption cuvettes (verschiedene)

lllustra microspin G-25 columns

Infors Multitron Il HT
Isotemp 125D

J-810 Spectropolarimeter

Jasco v-550 Spektrometer
Gel-Dokumentationsanlage EDAS 290
Lichtmikroskop

Magnetrihrer IKA

Mastercycler personal (Thermocycler)
MicroRNA detection kit

MIKRO 200 (Zentrifuge)
MIKRO 200 R (Zentrifuge)
Mono Q 5/50 GL-Saule

pH-Meter pH 209 benchtop

PowerSupply Pack P25

KERN & SOHN GmbH,
Balingen, D

APV Homogeniser GmbH,
Ldbeck, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Hoefer, Holliston, USA

GE Healthcare, Neu-Isenburg,
D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

GE Healthcare, Neu-Isenburg,
D

Infors, Bottmingen, CH

Fisher Scientific, Waltham,
USA

Jasco GmbH, Schaafheim, D
Jasco GmbH, Schaafheim, D
Kodak, Rochester, USA
Thermo Scientific, Bonn, D
Reo basic C IKA, Staufen, D
Eppendorf, Hamburg, D

New England Biolabs, Ipswich,
USA

Hettich, Tuttlingen, D

Hettich, Tuttlingen, D

Amersham Biosciences,
Uppsala, S
HANNA instruments,

Woonsocket, USA

Biometra, Gottingen, D
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PurePak PCR micro tubes

PureYield™ Plasmid Midiprep System
Resource Q-Saule

Rotina 38R (Zentrifuge)
Rotor SW40Ti

Rotor 45 Ti

Schuttler KS 260 basic
Schdttler SM30

Schiittler Typ 3005
Schittler VIBRAX VXR basic

SERVAPOR®-Dialysierschlauch (MWCO:12.000-14.000)

Sirius Luminometer

SORVALL (RC6+) (Zentrifuge)

Spin-X UF Concentrator
Storage Phosphor Screen S 230

Storm 860-Phosphorimager

Thermomixer comfort
Ultrazentrifuge L8-M
Uni-Geldryer 3545D
UVette

UVP UVsolo touch
Waage accu-622

Whatman™ Blotting-Papier, Grad GB003

Zentrifugenroéhrchen Ultra clear (14 x 95mm)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Promega, Madison, USA
Amersham Biosciences,
Uppsala, S

Hettich, Tuttlingen, D
Beckman Coulter, Krefeld, D
Beckman Coulter, Krefeld, D
IKA, Staufen, D

Edmund Buhler GmbH,
Hechingen, D

GFL, Burgwedel, D

IKA, Staufen, D

SERVA Electrophoresis,
Heidelberg, D

Berthold detection systems,
Bad Wildbad, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Corning, New York, USA

GE Healthcare, Neu-Isenburg,
D

Molecular Dynamics, Krefeld,
D

Eppendorf, Hamburg, D
Beckman Coulter, Krefeld, D
Bio-Rad, Hercules, USA
Eppendorf, Hamburg, D
Analytik Jena, Jena, D

Fisher Scientific, Waltham,
USA

GE Healthcare, Neu-Isenburg,
D

Beckman Coulter, Krefeld, D
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7.9.3 Enzyme

7.9.3.1 Restriktionsendonukleasen

Die zu den hier aufgefiihrten Restriktionsendonukleasen eingesetzten Puffer entsprachen den

Herstellerempfehlungen. Bei Einsatz mehrerer Endonukleasen wurde auf den ,Buffer Tango'

(Thermo Fisher Scientific) zurtickgegriffen.

BamH]I (20.000 U/ml)

EcoRI (10 U/ul)

Ncol (10 U/ul)

Notl (10 U/pl)

Smal (10 U/pl)

Smil (10 U/pl)

7.9.3.2 Sonstige Enzyme und Proteine

Cellulase Onozuka RS

Dpnl

DNasel

DreamTaqg-Polymerase

Lysozym (aus Hihnereiweil})

Kreatinphosphatkinase

Mikrokokkus-Nuklease

New England Biolabs, Ipswich,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Duchefa Biochemie B. V.,
Haarlem, NL

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Roche Diagnostics, Mannheim,
D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA

Roche Diagnostics, Mannheim,
D

Roche Diagnostics, Mannheim,
D
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»P19 siRNA binding protein®

Pectolyase Y23

Phusion High-Fidelity-DNA-Polymerase

PreScission™-Protease

RiboLock-RNase-Inhibitor

SP6-RNA-Polymerase

T4-DNA-Ligase

T4 Polynukleotid-Kinase

7.9.4 Oligonukleotidliste
7.9.4.1 DNA-Oligonukleotide

New England Biolabs, Ipswich,
USA

Duchefa Biochemie B. V.,
Haarlem, NL

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

GE Healthcare, Neu-Isenburg,
D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Schwerte, D

Nachfolgend aufgelistet sind alle DNA-Oligonukleotide (Primer), welche im Rahmen dieser

Dissertation fir PCR-Reaktionen

(Kolonie-PCR, PCR im Zuge von Klonierungen und

Mutagenese-PCR) und zu Sequenzierungszwecken verwendet wurden. Alle eingesetzten DNA-

Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) bezogen.

.Tabelle 7.4: Auflistung aller hier verwendeten DNA-Oligonukleotide

Primername

Nukleotidsequenz (57-3)

GCGGATCCATGGAACGAGCTATAC

Zweck des Primers

PCR-Primer fiir p19-Klonierung in

p19pGEXf )
AAGGAAAC pGEX-6P-1 (vorwarts)
190GEX TCCCCCGGGGAATTACTCGCTTTC  PCR-Primer fiir p19-Klonierung in
r

PP TTTCTTGAAGGTTTC pGEX-6P-1 (revers)
Sequenzierprimer fir alle pSP64-
basierenden Plasmide (pLF2_p19

pSP64SQ1f GAGAGATGATAGGGTCTGCTTC

und Mutanten; Luziferase-

Plasmide)
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Sequenzierprimer fir alle pGEX-
PGEXSEQ GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG:AAGCCACGTTTGGTG
6P-1-basierenden Plasmide
GCCATGGAACGAGCTATAQGCAGGA Mutageneseprimer fir den QB6A-
p19Q6Afwd
AACGACACTAGGG Austausch in der p19-Sequenz
CCCTAGTGTCGTTTCCTgCcTATAGC Mutageneseprimer fiir den Q6A-
p19Q6Arev
TCGTTCCATGGC Austausch in der p19-Sequenz
GGAACGAGCTATACAAGGAGcCGA Mutageneseprimer fir den N8A-
p19N8Afwd
CACTAGGGAACAAGC Austausch in der p19-Sequenz
19N8A GCTTGTTCCCTAGTGTCGgCcTCCTT Mutageneseprimer flir den N8A-
rev
P GTATAGCTCGTTCC Austausch in der p19-Sequenz
GCTGGGGTTTCGGGQCAGTTGTAT Mutageneseprimer flr den K67A-
p19K67Afwd
TTAAGAGATATCTCAG Austausch in der p19-Sequenz
CTGAGATATCTCTTAAATACAACTg Mutageneseprimer flr den K67A-
p19K67Arev
cCCCGAAACCCCAGC Austausch in der p19-Sequenz
CGATTTCTCGGTGCCgcCCAGGTC  Mutageneseprimer fir den N106A-
p19N106Afwd
GGATGTACC Austausch in der p19-Sequenz
GGTACATCCGACCTGGgcGGCACC  Mutageneseprimer flir den N106A-
p19N106Arev
GAGAAATCG Austausch in der p19-Sequenz
CGATTTCTCGGTGCCAACQCtGTCG  Mutageneseprimer fir den Q107A-
p19Q107Afwd
GATGTACCTATAGTATTCG Austausch in der p19-Sequenz
CGAATACTATAGGTACATCCGACag Mutageneseprimer fir den Q107A-
p19Q107Arev
cGTTGGCACCGAGAAATCG Austausch in der p19-Sequenz
CTCGGTGCCAACCAGGCCGGATGT  Mutageneseprimer flir den V108A-
p19V108Afwd
ACCTATAGTATTCGG Austausch in der p19-Sequenz
CCGAATACTATAGGTACATCCGgC  Mutageneseprimer fir den V108A-
p19V108Arev
CTGGTTGGCACCGAG Austausch in der p19-Sequenz
CGGTGCCAACCAGGTCGCATGTAC  Mutageneseprimer fir den G109A-
p19G109Afwd
CTATAGTATTCGGTTTCG Austausch in der p19-Sequenz
CGAAACCGAATACTATAGGTACATg Mutageneseprimer fur den G109A-
p19G109Arev
CGACCTGGTTGGCACCG Austausch in der p19-Sequenz
CAACCAGGTCGGATGTgCCTATAG  Mutageneseprimer fir den T111A-
p19T111Afwd
TATTCGGTTTCGAG Austausch in der p19-Sequenz
CTCGAAACCGAATACTATAGGCACA  Mutageneseprimer fiir den T111A-
p19T111Arev
TCCGACCTGGTTG Austausch in der p19-Sequenz

145



7. Anhang Robert Pertermann

DNA-Oligonukleotid mit miR162-

CATGGGCAATGAGCTGGATGCAGA Zielsequenz (vorwarts) zur
miR162fwd GGTTGTATTATCGATGTCTATGG  Klonierung des Reporterkonstruktes
fir miR162
DNA-Oligonukleotid mit miR162-
miR162rev CCATAGACATCGATAATACAACCTC Zielsequenz (rlickwarts) zur
TGCATCCAGCTCATTGCC Klonierung des Reporterkonstruktes
fir miR162

7.9.4.2 RNA-Oligonukleotide

Nachfolgend sind alle im Rahmen dieser Dissertation verwendeten RNA-Oligonukleotide
aufgelistet. Diese wurden ohne 5°-Phosphat von der Firma Biomers (Ulm, D) bezogen und fir
spatere Phosphorylierungsreaktionen und Hybridisierungsreaktionen eingesetzt. Da aus jeweils
zwei einzelnen RNA-Oligonukleotiden ein sRNA-Duplex-Molekil hybridisiert werden konnte und
einige der RNA-Strange dabei mehrfach Verwendung fanden, wurden die gepriiften RNA-Duplex-
Strukturen hiernach ebenso aufgefiihrt.

Tabelle 7.5: Auflistung aller verwendeten RNA-Oligonukleotide.

Beschreibung des RNA-

Name Nukleotidsequenz Oligonukleotids
gf698 gs uag uuc auc cau gcc aug ugu guide-Strang der gf698-siRNA
gf698 ps aca ugg cau gga uga acu aua passenger-Strang der gf698-siRNA
. guide-Strang der AtmiR162 (Isoformen a
AfmiR162+ ucg aua aac cuc ugc auc cag und b) und NbmiR162 (Isoform a)
passenger-Strang der AtmiR162
AtmiR162* gga ggc agc ggu uca ucg auc (Isoformen a und b) und NbmiR162
(Isoform a)
. . passenger-Strang der NbmiR162
NbmiR162b gga ggc agc ggu uua ucg auc (Isoform b)
. modifizierter guide-Strang von AtmiR162
miR162+-10u ucg aua aac uuc ugc auc cag mit der Mutation C10U
. modifizierter guide-Strang von AftmiR162
miR162+-12g ucg aua aac cug ugc auc cag mit der Mutation C12G
. modifizierter guide-Strang von AftmiR162
miR162+-12u ucg aua aac cuu ugc auc cag mit der Mutation C12U
. modifizierter guide-Strang von AtmiR162
miR162+-13¢g ucg aua aac cuc ggc auc cag mit der Mutation U13G
miR162+-14u UCg aua aac cuc UUC auc cag modifizierter guide-Strang von AftmiR162

mit der Mutation G14U

146



7. Anhang

Robert Pertermann

modifizierter guide-Strang von AtmiR162

miR162+-15u ucg aua aac cuc ugu auc cag mit der Mutation C15U

. modifizierter guide-Strang von AtmiR162
miR162+-16u ucg aua aac cuc ugc uuc cag mit der Mutation A16U

. modifizierter guide-Strang von AtmiR162
miR162+-18u ucg aua aac cuc ugc auu cag mit der Mutation C18U

. modifizierter guide-Strang von AtmiR162
miR162+-19u ucg aua aac cuc ugc auc uag mit der Mutation C19U

modifzierter passenger-Strang von
miR162*-0 gga ugc aga ggu uca ucg auc AfmiR162 mit den Mutationen G4U und
C9A

miR162*-1c Cga uge aga ggu Uca ucg auc modifizierte Versio.n von miR162*-0 mit
der Abweichung G1C

miR162*-2¢ gca UgC aga ggu Uca ucg auc modifizierte Versio.n von miR162*-0 mit
der Abweichung G2C

miR162*-3c ggC UGC aga ggu uca ucg auc modifizierte Versiqn von miR162*-0 mit
der Abweichung A3C

miR162*-3g 999 UGC aga ggu Uca Ucg auc modifizierte Versio_n von miR162*-0 mit
der Abweichung A3G

miR162*-4g gga ggc aga ggu uca ucg auc modifizierte Versio.n von miR162*-0 mit
der Abweichung U4G

miR162*-5¢ gga UCC aga ggu uca ucg auc modifizierte Versio.n von miR162*-0 mit
der Abweichung G5C

miR162*-6a gga uga aga ggu Uca ucg auc modifizierte Versio_n von miR162*-0 mit
der Abweichung C6A

miR162*-6g gga Ugg aga ggu uca ucg auc modifizierte Versio.n von miR162*-0 mit
der Abweichung C6G

. . modifizierte Version von miR162*-0 mit
miR162*-6u gga ugu aga ggu uca ucg auc der Abweichung C6U

miR162*-7¢ gga ugc cga ggu uca ucg auc modifizierte Versio_n von miR162*-0 mit
der Abweichung A7C

miR162*-7g gga UgC gga ggu uca ucg auc modifizierte Versio'n von miR162*-0 mit
der Abweichung A7G

miR162*-7u gga Uge Lga ggu UCa Ucg auc modifizierte Versiqn von miR162*-0 mit
der Abweichung A7U

miR162*-8a gga ugc aaa ggu uca ucg auc modifizierte Versio_n von miR162*-0 mit
der Abweichung G8A

. . modifizierte Version von miR162*-0 mit
miR162*-8c gga ugc aca ggu uca ucg auc der Abweichung G8C

miR162*-8u gga ugc aua ggu uca ucg auc modifizierte Versio.n von miR162*-0 mit
der Abweichung G8U

miR162*-9¢ gga Uge agc ggu uca ucg auc modifizierte Versio_n von miR162*-0 mit
der Abweichung A9C

. . modifizierte Version von miR162*-0 mit
miR162*-9¢g gga ugc agg ggu uca ucg auc der Abweichung A9G

miR162*-10c gga ugC aga cgu Uca ucg auc modifizierte Versiqn von miR162*-0 mit
der Abweichung G10C

guide-Strang von AimiR168 (Isoformen

AfmiR168+ ucg cuu ggu gca ggu cgg gaa a und b) und NbmiR168 (Isoformen d

und e)
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passenger-Strang von AtmiR168

AfmiR168a* CCC gCC uug cau caa cug aau (Isoform a) und NbmiR168 (alle
Isoformen)
AtmiR168b* CCC gucC uug uau caa cug aau passenger-Strang von AimiR168
(Isoform b)
NbmiR168a,b,c+ ucg cuu ggu gca ggu cgg gac guide-Strang Vznbl\llﬁ]rglg 68 (Isoformen

modifizierte Version von AfmiR168a* mit

miR168*V1 CCC gCC cug cau caa cug aau der Abweichung U7C
miR168*V2 CCC 0CC LU CAC caa cud aau modifizierte Version von AimiR168a* mit
gee uug 9 der Abweichung U12C
miR168*V3 CCC 4CC CUd Cac caa cud aau modifizierte Version von AfmiR168a* mit
gee cug 9 den Abweichungen U7C und U12C
modifizierte Version von AfmiR168a* mit
miR168*V4 CCC gac cug cau caa aug aau den Abweichungen C5A, U7C und
C16G
modifizierte Version von AimiR168a* mit
miR168*V5 CCC gac uug cac caa gug aau den Abweichungen C5A, U12C und
C16G
modifizierte Version von AfmiR168a* mit
miR168*V6 CCC gac cug cac caa gcg aau den Abweichungen C5A,U7C, U12C,
C16G und U17C
. guide-Strang von AfimiR403 und
AtmiR403+ uua gau uca cgc aca aac ucg NbmiR403 (alle Isoformen)
AtmiR403* ugu uuu gug cuu gaa ucu aau u passenger-Strang von AtmiR403
. . passenger-Strang von NbmiR403
NbmiR403a ugu uug ugc gug aau cug aca (Isoform a)
. . passenger-Strang von NbmiR403
NbmiR403b ugu uug ugc gug auu cug aca (Isoform b)

Tabelle 7.6: Schemata aller untersuchten Wildtyp-miRNA-Duplex-Strukturen und der siRNA gf698.

Name und Duplex-Schema

Beschreibung

g£698

i
3" -AUAUCAAG

gf698-siRNA

Atmirlé2a,b

5--ucGathanccUcoGehyccac -3

. L I T I O O T N N
3" -CUAGCUALUUGGGACGGAGG -5

NbmiR1&2a

miRNA 162 aus A. thaliana lsoformen a und b

CCAG -3° mMiRNA 162 aus Nicotiana benthamiana Isoform a
]
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NEmiRrR1éZb

AG-3° miRNA 162 aus Nicotiana benthamiana Isoform b

A0 -3 miRNA 168 aus A. thaliana Isoform a

Atmir168b

5 -UcGCUUGGUG
*

AA -3 miRNA 168 aus A. thaliana Isoform b
3‘—UhAGﬁCAAéU -5

NbmiR1&8a,b,c
miRNA 168 aus Nicotiana benthamiana Isoformen

a,bundc

miRNA 168 aus Nicotiana benthamiana Isoforms d

CGGG. :
e und e

aacUce _3- miRNA 403 aus A. thaliana

5-_UUAGAUUCACGCAcArACUCG -3 miRNA 403 aus Nicotiana benthamiana Isoform a

SPILILILLinintnld
37 -ACAGUCTAAGUGCGUGUUUGY _5-

NbEmiR403b

5°-gu cUce -3 miRNA 403 aus Nicotiana benthamiana Isoform b

AG.
l=11
3 -ACAGUC
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Tabelle7.7: Darstellung der eingesetzten, artifiziellen miR162-Duplex-Strukturen.

Position des

. . .. Name der
Name und Duplex-Schema Nicht-Watson-  Eingefiihrtes hybridisierten
Crick- Basenpaar RNA-Molekiil
Basenpaares -volekule
miR162-0
AfmiR162+
5 -UCGATAR GC G -3 - - . *
e miR162"-0
3 —CURGCUHCUUGGRGRCGURGG -5
miR162-19+C/H1*C
: +)-Strang: C AtmiR162+
5 -UCGAUMAACCUCUGCAUCCAG -3 1*/19* £ ) : .
BRI . -Strang: C miR162*-1c
3" -CUAGCUACUUGGAGACGUAG( -5
MIR162-18+C/2*C
-Strang: C AtmiR162+
; A Conc-z  2*/18* *) o
i Tf‘,*,‘w A‘?“{ﬂﬁ,?ﬁ ([A -Strang: C miR162*-2¢c
3" -CUAGCUACUUGGAGACGUACG -5°
miR162-17+U/3*C
+)-Strang: U AtmiR162+
5 -UCGAUAAACCUCUGCAYCCAG -3 37 £ . , *
sl LI CTTTETIT T -Strang: C miR162*-3¢c
3" -CUAGCUARUUGGAGACGUCGG -5
miR162-16+A/4*G
+)-Strang: A AtmiR162+
5 -UCGATAAACCUCUGCAUCCAG -3 4*/16* £ : - x
UL TLCnrreen -Strang: G miR162*-4g
3" -CUAGCUACUUGGAGACGGAGG -5
miR162-15+C/5*C
+)-Strang: C AtmiR162+
= A cC G 5*/15* S, . .
SR T Steng G miRiese
3" -CUAGCUACUUGGAGAC cUAGG -5°
miR162-14+G/6"A
+)-Strang: G AtmiR162+
5 -UCGAUMAACCUCUSCAUCCAG -3 6*/14* & . - *
N e -Strang: A miR162*-6a
3" -CUAGCUA oUUGGAGA, GUAGG -5
miR162-13+U/7*C
+)-Strang: U AtmiR162+
5 -UCGAUAARCCUCUGCAUCCAG -3 7*13* g . - %
TELED LRLEID LHLLL] -Strang: C miR162*-7¢c
3 -CUAGCUAcUUGGAG -CGUAGG -5°
miR162-12+C/8*C
-Strang: C AtmiR162+
- h CYGCATUCCAG - 8*/12* (*) : ©
s e 3 Sreng” G miRte2 e
3" -CUAGCUACUUGGAACGUAGG -5
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miR162-11+U/9*C

+)-Strang: U AtmiR162+
& A Teoog "CAG -3 9*/11* Sc ; *
> -pecAThARcEUCTGEATC CAG Stang: C  miR162"9c
3" -CUAGCUALUUGGE GACGUAGG -5
miR162-10+C/10*C
+)-Strang: C AtmiR162+
5 -UCGAUPAACCUCUGCAUCCAG -3 10*/10* £ ) - x
PEREL L0 PRl -Strang: C miR162*-10c
3" -CUAGCUACUUGCAGACGUAGG -5
miR162-19+/1*G
+)-Strang: U miR162+-19u
5°_1CG AUAAACCUCU GCAUCUAG -3 1*/19* i ) - *
IR -Strang: G miR162*-0
3- —CUAGCUACUUGGAGACGUAGG i
miR162-18+J/2*G
+)-Strang: U miR162+-18u
5 -UCGATMAACCUCUGCAUUCAG -3 2*/18* £ ) - ¥
LU LULLTLC =L .. -Strang: G miR162*-0
3" -CUAGCUAUUGGAGACGUAGG -5
miR162-17+H/3* G
+)-Strang: U AtmiR162+
5 -UCGATAAACCTCUGCAUCCAG -3 3 17 i ) : *
PETEL TLREITnIL il -Strang: G miR162*-3g
3 -CUAGCUACUUGGAGACGUGGG -5°
miR162-16+J/4*G
+)-Strang: U miR162+-16u
5°-UCGATMAACCUCUGCTUCCAG -3 4*/16* £ ) - "
CETHEL CTTEI Tt -Strang: G miR162*-4g
3" -CUAGCUACUUGGAGACGGAGG -5°
miR162-15+/6*G
+)-Strang: U miR162+-15u
5 -UCGATAAACCTCUGUAUCCAG -3 5*/15* ﬁ ) : *
PEELL LLRLIOIL=1111 -Strang: G miR162*-0
3 -CUAGCUACUUGGAGACGUAGG -5°
miR162-14+/6*G
+)-Strang: U miR162+-14u
PR g 6414 ( R162+-
- DEEATMAACCTCTTCATCEAG -3 Stang: G miR162"6g
3 CUAGCUACUUGGAGAGGUAGG s
miR162-13+U/7*G
+)-Strang: U AtmiR162+
5 -UCGATA GCAUCCAG -3 713" £ ) : N
BRI R -Strang: G miR162*-7g
3" -CUAGCUA oUUGGAGGCGUAGG -5
miR162-12+/8*G
+)-Strang: U miR162+-12u
5 -UCGAUAAACCUUUGCAUCCAG -3 8*/12+ ,S ) : *
PEIL] KL=l Liniin . -Strang: G miR162*-0
3°-CUAGCUAcUUGGAGACGUAGG -5
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miR162-11+U/9*G

5 -UCGATAAACCUCUGCAUCCAG -3 9*/11* £+)-Strar?g: J A?miR1§2+
PLLEL LELL=T0000IEL -Strang: G miR162*-9g
3" -CUAGCUA,UUGGGGAC GUAGG -5
miR162-10+U/10*G
+)-Strang: U miR162+-10u
5°-UC GATAAACUUCUGCAUCCAG -3 10*/10* ,S ) - %
BRI -Strang: G miR162*-0
3°-CUAGCUALUUGGAGACGUAGG -5
miR162-14+G/6*1
+)-Strang: G AtmiR162+
5 -UCGAUMAACCUCUGCAUCCAG -3 6*/14* £ . : *
PELLL LLLEIT0lll] -Strang: U miR162*-6u
3°-CUAGCUAUUGGAGAUGUAGG -5°
miR162-13+G/7*U
(AR st L S %14t (+)-Strang: G miR162+-13¢g
RIS e i3 *Strang: U miR162*-7u
3" -CUAGCUA UUGGAGUCGUAGG -5
miR162-12+G/8*G
; +)-Strang: G miR162+-12¢g
5 -UCGAUAAACCUCSUGCAUCCAG -3 8*/12* £ . - %
PLILL LLLLL PIECIIL -Strang: G miR162"-0
3 -CUAGCUALUUGGAGACGUAGG -5
miR162-12+C/8"A
; +)-Strang: C AtmiR162+
5 -UCGAUMAACCUCUGCAUCCAG -3 8*/12* g . - *
Bt e B e R T -Strang: A miR162*-8a
3" -CUAGCUA oUUGGAx ACGUAGG -5
miR162-12+G/3*L
FULEE e SLTE B A T %140t (+)-Strang: G miR162+-12g
L s = gn2 *Strang: U miR162*-84
3°-CUAGCUA cUUGGAUACGUAGG -5
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Tabelle 7.8: Darstellung der eingesetzten, artifiziellen miR168-Duplex-Strukturen.

Name der
Name und Duplex-Schema Beschreibung hybridisierten RNA-
Molekiile
miR168-Variante 1
Variante 1 der miRNA AfmiR168+
5 -mecCUUGE Tege 3
—mlj,—u ﬁ&h&& i&fﬁ’; 168 aus A. thaliana miR168*V1
miR168-Variante 2
; Variante 2 der miRNA AfmiR168+
-UCGCUIGGUGCAGGUCGGGAR -
s ool YT T 168 aus A. thaliana mMiR168*V2
[ C
miR168-Variante 3
T e o T Variante 3 der miRNA AtmiR168+
dpea il ML&L&HII:& LULL o 168 aus A. thaliana miR168*V3
o X - 3
miR168-Variante 4
GG Variante 4 der miRNA AfmiR168+
g e LT T T 168 aus A. thaliana miR168*V4
miR168-Variante &
gt e B e st Variante 5 der miRNA AtmiR168+
s T T 168 aus A. thaliana MiR168*V5
miR168-Variante &
b T Variante 6 der miRNA AfmiR168+
TILILLIILIn 168 aus A. thaliana miR168*V6

3 -uahbb ML ELEALLL -

7.9.5 miRNA-precursor-Sequenzen

Im Zuge dieser Studien wurden auch miRNA-Duplex-Strukturen aus Nicotiana benthamiana
untersucht. Zum Zeitpunkt der hier aufgefiihrten Studien waren die benétigten miRNA-Sequenzen
jedoch nicht annotiert worden. Daher wurden die entsprechenden miRNA-precursor-Sequenzen
(als DNA-Sequenzen) nach der in Abschnitt 3.1.2 dargestellten Vorgehensweise ermittelt und sind

im Folgenden aufgefiihrt. Entsprechende (+)-Strang-Sequenzen sind dabei gelb hinterlegt.
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NbmiR162a-precursor:

TGGTTGGTTAAGAACACTGGAGGCAGCGGTTTATCGATCTGTTCCCTGAAAAGCGATAAAC
AAAATATAGCAACAGGAATCGGTCGATAAACCTCTGCATCCAGCGGTTAACCCCCTTCT

Lokalisierung im Genom: > Niben101Scf11303Ctg014:3301-4500
NbmiR162b-precursor:

TTCTTTTGGTTGGTTAAAAACACTGGAGGCAGCGGTTCATCGATCTGTTCCCTGAAAGGCG
ATAACAAAAATATAGCAACAGGAATCGGTCGATAAACCTCTGCATCCAGCGCTTAACCCCCT
TCTCTCT

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf01764Ctg011:2801-4000 (-1)
NbmiR168a-precursor:

TGTCTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGACTAATTCGCCGGCGACGGCGGCAATCACGA
CGACGGTGATTGTTATTTAATGGAGTTTAGACGTACGAAGTTATCAACATTTTTTTGTTTTGC
AGCGAAATTTGTCCCGCCTTGCATCAACTGAATTGGAGACTGC

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf10054Ctg018:1201-2400
NbmiR168b-precursor:

CTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGACTAATTCGCCGGCGGCGGCAATCACGACGGCGG
TGATTGTTATTAAATGGAGTTAAGATGTACGAAGTTATCAACTTTTTTTGTTTTGCGGCGAAA
TTTGTCCCGCCTTGCATCAACTGAATTAGAGACTGC

Lokalisierung im Genom: > Niben101Scf10307Ctg006:2101-3300
NbmiR168c-1-precursor:

GTCTCTCATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGACCTGCTTTGTCGGCGACAATGACGTCAGCTGA
CGGTGACGGTGGCATATCGATAGATATACATGTTTATGACGAAGTTTGGGTCCCGCCTTGC
ATCAACTGAATCGGAGACTGCGGCGAAT

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf04636Ctg025:701-1900
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NbmiR168c-2-precursor:

GGTCTCTCATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGACCTGTCTCGCCGGCGACAATGACGTCAGCT
GACGGTTACGGTGCCGTATCGATAGATATACATGTTGTTTATGACGAAGTTTGGGTCCCGC
CTTGCATCAACTGAATCGGAGACTGCGGT

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf07765Ctg021:44501-45800 (-1)
NbmiR168d-precursor:

GGTCTCTAATTCGCTTGGTGCAGGTCGGGAACTGACTCGCCGGTGACGCTGTCCGCGCCG
GAATCGGCGCCCTTAGTTTCATTGATATTTTGTTTACATGTACCGATGTTTAGAGAGCTCTCT
TTTGGACTTATTTGTTAGTAATTTTTGTTGTTGAAAATAACTTGATATATGTATAGCTAAGTAG
AGAGTGTTTACCCACGGTTAGTTAAGTAATAGATACTATGTAGAGAGTGTTTACCACGGTTG
GTTAGGTAATGGATATGTAGAGAGTTCATGTTTTTAATAGATTAGTTATGAATGAAAGTGCG
CCTCGTAAATGGCTAAGTTTGTTCCCGCCTTGCATCAACTGAATTGGTGACCGC

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf08513Ctg014:21401-22800 (-1)
NbmiR168e-precursor:

CTCTAACTCGCTTGGTGCAGGTCGGGAACTGACTCGCCGGTGACGCTGTCCGCGCCGGAA
TCGGCGCCCTTAGTCTCAATCATTTTTTGTTTATATGCATCGATATTCAGAGAGCTCTCATTA
GGACTTATTTGTTAGTAATTTTTTGTTGTTGAAATTAACTTGATATATGTATAGATAAGTAGAG
AGTGTTTACCCCCGGTTGGTTAAGTAATAGATATGTAGAGACTGTTTGCCCACGGTTGGTTC
CACGGTTGGTTAAGTAATGGATATGTAGAGAGTTCAATTTTTTTTAATAGATTAGTTATGAAT
GAAATTGCGCCTCGTCAATGGCTAAGTTTGTTCCCGCCTTGCATCAACTGAATCGGTGACC
GC

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf07340Ctg008:19901-21400

NbmiR403a-precursor:

AAAGAGTCATATTTCACGTTTGTGCGTGAATCTGACAACCCTTTTTATCATTTTTATCTCATG
GGTTGTGTTTGTTAGATTCACGCACAAACTCGCAATATGTCTTTTCT

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf00793Ctg034:3501-4700
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NbmiR403b-precursor:

TCTGAAAGAGGCATATTTCACGTTTGTGCGTGATTCTGACAACCATTTTTCATCATTAAATTT
ATTTTTATCTCATTGGTTGTGTTTGTTAGATTCACGCACAAACTCGTAATATGACTTTTCCTC
ATCT

Lokalisierung im Genom: >Niben101Scf06412Ctg035:201-1400
7.9.6 Plasmidkonstruktionen und virale Sequenzen
Folgende kommerziellen Plasmidvektoren wurden im Zuge dieser Arbeiten verwendet.

Tabelle 7.9: Auflistung aller in dieser Dissertation verwendeten Ausgangsplasmide

Vektor Bezugsfirma Zweck
pSP64-Poly(A) Promega, Madison, USA Vektorriickgratfiir den p19-ORF fir

in-vitro-Transkriptionsreaktionen

pSP-luc Promega, Madison, USA Ausgangsvektor fur die Konstruktion
der Luziferasekonstruktionen
pGEX-6P-1 GE Healthcare, Neu-Isenburg, D Vektorrlickgrat flr den p19-ORF fir

die rekombinante Synthese von p19

Nachfolgend werden alle fir dieses Projekt relevanten Plasmide namentlich aufgelistet.
Entsprechende Plasmidkarten wurden analog und digital unter diesen Namen in der Abteilung
.Mikrobielle Biotechnologie“ des Institutes fiir Biochemie und Biotechnologie (Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg) hinterlegt.

pSPLF2_CIRVp19 (QS): Dieses Plasmid basiert auf dem pSP64-Poly(A)-Vektor und codiert fir
den ORF von CIRV-p19. Es wurde freundlicherweise durch Dr. Torsten Gursinsky zur Verfligung
gestellt und diente nach Smil-Linearisierung als template fir in-vitro-Transkriptionsreaktionen.

pSPLF2_CIRVp19-Q6A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von pSPLF2_CIRVp19
dar. Es codiert fir ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch Q6A. Es wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19Q6Afwd und p19Q6Arev aus
pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-N8A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von pSPLF2_CIRVp19
dar. Es codiert flr ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch N8A. Es wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19N8Afwd und p19N8Arev aus
pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-K67A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von pSPLF2_CIRVp19
dar. Es codiert fir ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch K67A. Es wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19K67Afwd und p19K67Arev aus
pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-N106A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von pSPLF2_CIRVp19
dar. Es codiert fir ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch N106A. Es wurde durch
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ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19N106Afwd und p19N106Arev aus
pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-Q107A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von
pSPLF2_CIRVp19 dar. Es codiert fur ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch Q107A.
Es wurde durch ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19Q107Afwd und p19Q107Arev
aus pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-V108A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von pSPLF2_CIRVp19
dar. Es codiert flr ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch V108A. Es wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19V108Afwd und p19V108Arev aus
pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-G109A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von
pSPLF2_CIRVp19 dar. Es codiert flr ein mutiertes CIRV-p19 mit Aminosaureaustausch G109A.
Es wurde durch ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19G109Afwd und p19G109Arev
aus pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

pSPLF2_CIRVp19-T111A: Dieses Plasmid stellt eine modifizierte Version von pSPLF2_CIRVp19
dar. Es codiert flir ein mutiertes C/IRV-p19 mit Aminosaureaustausch T111A. Es wurde durch
ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer p19T111Afwd und p19T111Arev aus
pSPLF2_CIRVp19 erzeugt.

PGEX_p19: Dieses Plasmid stellt ein auf pGEX-6P-1 basierendes Plasmid dar, welches den
CIRV-p19-ORF enthalt. Durch PCR-Reaktion mit Hilfe der Primer p19pGEXf und p19pGEXr
wurde der p19-ORF aus pSPLF2_CIRVp19 amplifiziert und nach BamHI/Smal-Restriktion in den
BamHI/Smal-linearisierten pGEX-6P-1-Vektor einligiert.

PGEX_p19-Q6A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-Q6A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-Q6A
per PCR Uberflihrt.

PGEX_p19-N8A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-N8A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-N8A
per PCR Uberflhrt.

PGEX_p19-K67A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-K67A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-
K67A per PCR Uberfihrt.

PGEX_p19-N106A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-N106A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-
N106A per PCR Uberfihrt.

pPGEX_p19-Q107A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-Q107A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-
Q107A per PCR uberfuhrt.

PGEX_p19-V108A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-V108A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-
V108A per PCR Uberflihrt.

PGEX_p19-G109A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-G109A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-
G109A per PCR Uberfihrt.
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PGEX_p19-T111A: Dieses Plasmid stellt eine Modifizierung des Plasmids pGEX_p19 dar. Dabei
wurde der CIRV-p19-T111A-ORF analog zum Vorgehen bei pGEX-p19 aus pSPLF2_CIRVp19-
T111A per PCR Uberfihrt.

pSP-lucM5pA: Modifizierung von pSP-luc mit verlangerter Poly(A)-Sequenz. Dieses Plasmid
wurde freundlicherweise durch Dr. Torsten Gursinsky zur Verfiigung gestellt.

pSP-miR162-luc: Plasmid mit codiertem Reporterkonstrukt zum Nachweis der miR162-Aktivitat
in vitro. Zur Klonierung wurde ein Doppelstrang-DNA-Fragment (hybridisierte Fragmente
miR162fwd/ miR162rev) in ein Ncol-geschnittenes Plasmid pSP-lucM5pA einligiert.

pSP-Ago1-luc (Zc5): Plasmid mit codiertem Reporterkonstrukt zum Nachweis der miR168-
Aktivitat in vitro. Dieses Plasmid wurde freundlicherweise durch Dr. Torsten Gursinsky zur
Verfligung gestellt.

pSP-luc-Ago2 (ZZ4): Plasmid mit codiertem Reporterkonstrukt zum Nachweis der miR403-
Aktivitat in vitro. Dieses Plasmid wurde freundlicherweise durch Dr. Torsten Gursinsky zur
Verflgung gestellt.

pSPLF2_NbAgo1-1L: Plasmid, welches flir NbAGO1-1L codiert. Nach Smil-Linearisierung, kann
es als template fur in-vitro-Transkriptionsreaktionen dienen. Es wurde freundlicherweise durch Dr.
Torsten Gursinsky zur Verfligung gestellt.

Die genomischen Sequenzen der in Abschnitt 3.2.2 eingesetzten Viren (CymRSV und
Cym19Stop) entsprechen den in [172] beschriebenen Virenvarianten.
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