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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Plusstrang-RNA-Viren — ein Uberblick

Viren sind makromolekulare Strukturen, die zu ihrdermehrung auf Wirts-Zellen

angewiesen sind. Zu Wirts-Organismen gehoren né&beren und Pflanzen auch Bakterien
und Pilze. So ungleich wie die Wirts-Organismerdssp verschieden sind auch die Viren
selbst. Um der Vielfalt der Viren beizukommen, wikgrsucht, eine systematische
Einteilung zu schaffen. Die taxonomische EinordndagViren erfolgt zum einen nach dem
Typ des Genoms. Man unterscheidet DNA- und RNA-Vilenerhalb dieser Gruppen kann
zwischen einzelstrangigen und doppelstrangigen fBenounterschieden werden. Viren,
deren Genom aus einzelstrdngiger RNA besteht, kbndariber hinaus nach der
Orientierung ihrer RNA klassifiziert werden: Plussig-Orientierung bzw. Minusstrang-
Orientierung. Weitere Kriterien der Einteilung sidée Anzahl der RNA-Segmente, die
Symmetrieart des Capsids, welches das Genom umhiiitt das Vorhandensein einer
Membranhtille. (Fauquet al, 2005)

Von den pflanzenpathogenen Viren werden die meigienden Plusstrang-RNA-Viren

gruppiert. Die Klassifizierung dieser Gruppe und d&irtsspektrum zeigt Tabelle 1-1 in
grober Ubersicht. Bisher konnte die tiberwiegendel dar Plusstrang-RNA-Viren keiner
Ordnung zugeteilt werden. Die detailliertere Eilteg, wie sie vom Internationalen
Komitee fur Virus-Taxonomie (ICTVinternational Committee on Taxonomy of Virgses

vorgenommen wurde, findet sich im Anhang.

Tab. 1-1: Die Klassifizierung der Plusstrang-RNA-Vien und ihr vielfaltiges Wirtsspektrum

Ordnung Anzahl der Familien Wirt

Nidovirales 3 Vertebraten, Invertebraten

Picornavirales 5 Pflanzen, Vertebraten, Invertebraten
Tymovirales 4 Pflanzen, eukaryotische Mikroorganismen

n.k. 16 Pflanzen, Vertebraten, Invertebraten, eutkache

Mikroorganismen, Bakterien

n.k. = nicht klassifiziert

Das Genom der Plusstrang-RNA-Viren besteht ausbendrei einzelstrangigen RNA-
Molektlen mit Plusstrang-Polaritat. Dies bedeutleiss die genomische RNA-Sequenz der
Protein-codierenden Sequenz entspricht, sie alsktdals mMRNA fungiert. Die codierende
Sequenz ist am 5-Ende und am 3’-Ende von Untréeslen Regionen (UTR) eingefasst.

1
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Die UTRs kénnen mit z.Bstem loop (Haarnadel-) bzwpseudoknaeStrukturen komplexe
Sekundar- bzw. Tertiarstrukturen ausbilden undleggtische Funktionen ausiiben. Im Zuge
ihres  Vermehrungzyklus (Replikationszyklus bzw. ektfonszyklus) erzeugen viele
Plusstrang-RNA-Viren subgenomische RNAs (sgRNASg dls mRNAs agieren und
entsprechend fir Proteine codieren. (Ball, 2007)

Ein wichtiges Protein, das von Plusstrang-RNA-Vigatildet wird, ist die RNA-abhangige
RNA-Polymerase (RARP). Die bisher aufgeklarten Kstmen der RARPs ahneln, wie bei
allen Polymerasen, der Form einer rechten Hand,pality, finger- und thumbDoméne.
Diese Doméanen enthalten jeweils konservierte Mothe an der RNA-Synthese, ausgehend
von einer RNA-Matrize, beteiligt sind. (van Digt al, 2004)

Die genomische RNA ist in Teilen des Infektionszygkimit dem viral kodierten Hull-Protein
(coatProtein) assoziiert, das einen Spezies-typischenspartikel mit der viralen RNA
bildet. Weitere Proteine, die von Plusstrang-RNAeviigebildet werden kdnnen, sind RNA-
silencing Suppressoren und Proteine mit Methyltransferased tHelikase-Funktion.
Pflanzen-Viren kdnnen zudem emovemenProtein codieren, das eine Verbreitung des
Virus von Zelle zu Zelle erleichtert. (Hull, 2009)

Obwohl das Wirtsspektrum der (+)-Strang-RNA-Virem Isreit ist, bedingt die &hnliche
Genomstruktur Gemeinsamkeiten im Replikationszykluen Folgenden wird der
Infektionszyklus pflanzenpathogener Plusstrang-RKN#en und das Zusammenspiel mit der

Wirtszelle ndher beschrieben.

1.2 Der Infektionszyklus von Plusstrang-RNA-Virenin der Pflanze

Der Infektionszyklus von Plusstrang-RNA-Viren kaimnsechs Schritte unterteilt werden:
Eintritt in die Zelle, Entlassung der viralen RNAisader Virushille, Synthese viraler
Proteine (Translation), Replikation zur Amplifikati der viralen RNA und schlief3lich

Assemblierung neuer Viruspartikel und deren Freisgy aus der infizierten Zelle (Hull,

2009). Abbildung 1-1 zeigt ein vereinfachtes Scheles Infektionszyklus eines Plusstrang-
RNA-Virus in einer pflanzlichen Wirtszelle.

Aufgrund der geringen Genomgréf3e von Viren ist Kegpazitat, Proteine zu codieren,
begrenzt. Zwar wurden verschiedene Strategien mrglvum diese Restriktion zu

minimieren, dennoch sind Viren auf Faktoren (z.Bot€ine und Membranen) des Wirtes

angewiesen.
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Abb. 1-1: Ubersicht tiber den Infektionszyklus eine®lusstrang-RNA-Virus

Pflanzenviren gelangen ber Insekten (1) oder duiertwundung in die Zelle. Die virale RNA wird ausrd
Viruspartikel freigesetzt (2). Das virale Genomrdials Matrize sowohl fur die Translation (3) alsch die
Replikation (4). Der Ort der Replikation sind zé&le Membranen, die Virus-induzierte Vesikel bild&as
aus der Translation hervorgegangene Hull-Protelp) (@rpackt die neu synthetisierte RNA in Virusikait
(5). Die Viruspartikel treten Uber Insekten oderrlgzungen aus der Zelle aus (6). Die virale RNArka
zudem mit Hilfe des Virus-codiertemovemen®roteins (MP) Uber Plasmodesmata (PD) in NachHareel
gelangen (7).

(adaptiert nach Rao, 2006)

1.2.1 Eintritt des Virus in die Zelle unduncoating

Der Infektionszyklus eines Virus beginnt mit demntéit in die Zelle. Im Gegensatz zu
animalen Viren ist den pflanzlichen Viren der Zugau der Zelle aufgrund der Zellwand
erschwert. Sie werden daher uber Insekten, dig\aktoren* bezeichnet werden, in das
Zytoplasma ,injiziert” oder sie gelangen Uber ererwundungsstelle in die Zelle. Daneben
gibt es Pflanzen-Viren, die Uber Pollen oder Sawehreitet werden.

Dem Eintritt in die Wirtszelle folgt dasincoating Die virale RNA wird aus dem

Viruspartikel freigesetzt und wird somit fur dieldenden Prozesse wie Translation und
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Replikation zuganglich. Dasncoatingist ein wenig verstandener und untersuchter Psozes
FUr Tobacco mosaic viruSTMV) wird eine bidirektionale Disassemblierungrgeschlagen,
die kotranslational und vermutlich parallel zur Reaion ablauft (Wilson, 1984; Wu &
Shaw, 1996). Auch eine pH-Wert-abhangige Konforars@inderung der Viruspartikel-
Komponenten, wie es fiklfalfa mosaic virugAMV) in vitro gezeigt wurde (Verhagen &
Bol, 1972), kdnntein vivo eine Moglichkeit sein, die RNA aus dem Viruspaetikzu

entlassen.

1.2.2 Translation viraler Proteine

Von der viralen RNA werden im Zytoplasma Proteirenslatiert. Die RNA-Matrize wird
dabei in 5’- 3’-Richtung abgelesen. Wie auch bdiuen mRNAs sind Beginn und Ende
eines open reading frame(ORF) durch ein Translations-Start- und Stop-Codon
gekennzeichnet. Verschiedene Mechanismen gestd&tienViren jedoch, auch dem Stop-
Codon nachfolgende ORFs zu translatieren oder amwemmeORF mehrere Proteine zu
synthetisieren und zudem die Menge an Translatrodsiit zu regulierenPlum pox virus
(PPV) bildet beispielsweise ein Polyprotein, daschwiral codierte Proteasen prozessiert
wird, sodass aus einem ORF mindestens zehn Pragaiseehen. PPV nutzt aul3erdem das
leaky scanningbei dem ein Start-Codon aufgrund seines speh#iséRNA-Kontextes
uberlesen werden kann (Salva@b@l, 2006). Darliber hinaus sind das Uberlesen vop-Sto
Codons sowie die Translation mitteibosomal frameshiftz.B. -1ribosomal frameshift
bekannt. Letzteres wird beispielsweise von Vertretger FamilieLuteoviridae und der
Gattung Sobemovirugyenutzt. Dafiir sind eine sogenannte Heptanukletifty-Sequenz
und eine nachfolgendeseudoknoeStruktur bzw. Sekundarstruktur der RNA nétig. Beid
fuhren dazu, dass das Ribosom wahrend der Trasslatihlt. Die tRNAs der A-und P-
Stelle des Ribosoms binden, ermoglicht durch wabblePosition eines Codons, je ein
Nukleotid versetzt stromaufwarts in 5’-Richtung.eDiolge ist, dass die Translation in
einem neuen Leseraster fortgesetzt wird. liiesomal frameshifRate belauft sich, z.B. fur
Cocksfoot mottle virysauf 10% in Weizenkeim-Extrakt. Es entsteht faligliein Gemisch
aus zwei Proteinen, eines aus dem urspringlichela @ eines aus dem versetzen ORF,
der fUr die putative RdRP codiert. (Miller & Giediq 2010; Luccheset al, 2000).

Wie bereits erwahnt, werden von etlichen PlusstRNé\-Viren der Pflanzen wéhrend der

Replikation subgenomische RNAs gebildet. Sie véeneleinem ORF, der auf der
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polycistronischen, genomischen RNA hinter einempSZodon liegt, zu einer eigenen
MRNA (s.a. Abschnitt 1.3).

Viren haben zudem Strategien entwickelt, um ditulgek Translationsmaschinerie effizient
zu nutzen und die Translation der viralen RNA gédpen der Translation der zellularen
MRNAs zu behaupten. Im Gegensatz zu zellularen mRkNAaben viele pflanzliche
Plusstrang-RNA-Viren kein 5'AGpppN cap, Uber das die Translations-Initiationsfaktoren
der Wirtszelle rekrutiert werden und die notwendigd&ularisierung der mRNA mit dem 3'-
poly-A ermdglicht wird. Die Bindung der ribosomald@®S-Untereinheit kann stattdessen
Uber eine komplexe Sekundéarstruktur, die interndoofomen-Bindestelle internal
ribosomal entry sitelRES), erfolgen, mit der das Ribosom in unmitkedy Nahe zum Start-
Codon positioniert wird. Fufobacco etch virukonnte eine IRES-Aktivitat der 5’UTR
belegt werden. Die Aktivitat ist dabei bestimmt curden zellularen Translations-
Initiationsfaktor elF4G (Gallie, 2001; Ray al, 2006).

Eine ebenfalls in der 5’UTR lokalisierte Sekundérstur mit translationsverstarkender
Wirkung ist diepseudoknaeStruktur desTobacco mosaic virudDiese sogenanntel&ader
Region wird von dem zellularen HitzeschockproteiS8AF101 gebunden. In Abh&angigkeit
von den eukaryotischen Translations-Initiationsfadi elFAG und elF3 stimuliert HSP101
die virale Translation (Wellst al, 1998).

Nicht nur in der 5’UTR sind RNA-Elemente zu findaie die Translationsrate erhdhen.
Satellite tobacco necrosis virdgeispielsweise beherbergt in der 3'UTR eifr@anslation
Enhancer Domair{TED). Diese bindein vitro den zellularen Translations-Initiationsfaktor
elF4F und, wenn auch mit geringerer Affinitat, desdJntereinheiten elF4E und elF4G
sowie die jeweiligen Iso-Formen (Gaeb al, 2004). Das LuteoviruBarley yellow dwarf
virus (BYDV) rekrutiert die Translationsmaschinerie etadls Uber ein in der 3'UTR
gelegenes Element, da®YDV-like cap-independent translation eleme(BTE).
Basenpaarungen zwischen 5’- und 3’-Ende der RNAdglichen den Translationsstart am
5’-Ende (Milleret al, 2007; Gucet al, 2001).

Brome mosaic virysein Vertreter der Famili@romoviridaemit dreiteiligem Genom mit
capund ohne Poly-A-Ende, enthalt eine tRNA-&hnlictl8ur (TLS) in der 3'UTR. Diese
bindet den zellularen Lsm1-7/Patl-Proteinkomplex wermittelt so eine Stimulation der
Translation der viralen RNA (Noueist al, 2003, Gala&t al,, 2010).

Bei Vertretern der Familidotyviridae ist ein viral kodiertes Protein, dagral protein
genome-linked(VPg), kovalent an das 5-Ende der RNA gebundeir. &as VPg des
Potyvirus Turnip mosaic viruskonnte eine Bindung des Translations-Initiatiokidies

elF4E gezeigt werdelfWittmann et al, 1997; Leonardet al, 2000). Fur ein anderes
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Potyvirus,Potato virus Akonnte schlie3lich eine stimulierende Wirkung &g mit elF4E

auf die virale Translation belegt werden (Eskeliral, 2011).

1.2.3 Replikation

Das RNA-Molekil, das als Matrize fur die Translatidient, ist in einem spateren Stadium
des Infektionsszyklusemplatefur die Replikation. Die Synthese neuer Plusstriahbh-
Molekule erfolgt in 5° — 3’-Richtung. Beides bedinglass zunéchst ein komplementarer
RNA-Strang, die Minusstrang-RNA, als Intermediabigget wird. Dieses Minusstrang-
Intermediat dient als Matrize fir die PlusstrangiBgse. Der Replikationsprozess ist
asymmetrisch. Das bedeutet, dass, mit BeteiligurgWirtsfaktoren (siehe auch Abschnitt
1.3), ein Uberschuss an Plusstrang gebildet wird.

Wahrend der Minusstrang-Synthese kénnen verkirateiddtrang-Intermediate entstehen.
Die bereits erwéhnten subgenomischen RNAs werdarmsetchen verkirzten Minusstrang-
Intermediaten transkribiert. Sie werden nicht rEpli, d.h. sie selbst stellen keine Matrize
fur eine Minusstrang-Synthese dar (Miller & Ko@000).

Die neuen RNA-Molekile werden durch den Replikasenlilex synthetisiert. Dieser
besteht u.a. aus der von viraler RNA translatieReiRP und Faktoren der Wirtszelle. Die
RdRP wird gezielt von der viralen RNA rekrutiedass der Replikase-Komplex spezifisch
die virale RNA amplifiziert. Jeweils am 3’-Ende d&lus- bzw. Minusstrang-RNA liegen die
Promotorsequenzen, von denen die RNA-Synthese laiusge Brome mosaic viruBMV)
wurden solche Promotorregionen in den 3'UTRs dej (hd (-)-Strang-RNA als
Bindestellen fur die Komponenten des Replikase-Klexgs bestimmt (Chaet al, 2004).
Darlber hinaus kénnen weitere Elementecim agierend, die Replikation beeinflussen.
Beispielsweise begunstigt eirsgem-loopStruktur (H4 genannt) defurnip crincle virus
RNA die Bindung der RdRP. H4 liegt in der 3'UTR d@sisstranges, ist aber auch im (-)-
Strang aktiv (Sun & Simon, 2006). F8atellite tobacco necrosis virk®nntenstem-loop
Strukturen in der 3'UTR bzw. 5’'UTR gefunden werdeie die Akkumulation der viralen
RNA positiv beeinflussen (Bringloet al, 1999). Ebenso kdnnen RNA-RNA-Interaktionen
wichtig sein, die auf einer komplementédren Basempap zwischen Sequenzen in der
3'UTR und mehr als 800 nt in 5’-Richtung geleger@@aguenzen basieren, wie fiotato
virus X beschrieben (Hat al, 2007).

Neben Abschnitten der viralen RNA spielen Wirtstaikh eine wichtige Rolle fur die
Replikation. Jedes Virus nutzt ein unterschiedkcl&et an spezifischen Wirtsfaktoren,

bedient sich aber auch Faktoren, die in Eukarykterserviert sind. So sind beispielsweise
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zellulare Chaperone involviert. Wirtsfaktoren sizdidem an der Assemblierung der
Replikase-Komplexe und deren Insertion in Membrabeteiligt. Auch an Modifikationen
zellularer Membranen im Zuge einer Virusinfektiommken zellulare Proteine mi{Nagy &
Pogany, 2012 und siehe unten)

Einigen an der zellularen Translation beteiligteaktBren kommt eine Bedeutung fur die
Virus-Replikation zu. Untereinheiten des Translagidnitiationsfaktors elF3 binden die
RdRP und stimulieren die (-)-Strang-Synthese WBywme mosaic virudzw. Tobacco
mosaic virus(Quadt et al., 1993; Osman & Buck, 1997). Der eydiassche Translations-
Elongationsfaktor eEF1A kann ebenfalls regulieramdlie Replikation bestimmter Viren
eingreifen. Dieses Protein interagiert als Kompiek GTP mit der aminoacylierten tRNA-
ahnlichen Struktur (TLS) am 3-Ende d&urnip yellow mosaic virugTYMV). Die
Translation der TYMV-RNA wird dadurch verstarktedMinusstrang-Synthese dagegen
vitro inhibiert. Deshalb wird fiir eEF1A eine Rolle beivechsel von der Translation zur
Replikation vermutet. (Matsuds al, 2004; Matsuda & Dreher, 2004)

Fur die Vervielfaltigung der viralen RNA sind zddve Membranen als Ort der Replikation
unabdingbar. Fur die entsprechende LokalisierursgREplikase-Komplexes sind wiederum
Proteine des Wirtes nétig. Die in der VakuolenmeaanbdokalisierterArabidopsis thaliana-
Proteine  TOM1 und TOM3 fihren bei Mutation zu eineifotalverlust der
Replikationsfahigkeit des Tobamovirlisbacco mosaic viruffMV). Zumindest fiur TOM1
ist die Bindung eines viralen Replikase-KomplexiBires des TMV gezeigt. (Yamanaka
al., 2002, Nishikiori et al., 2006)

Entscheidend fur eine erfolgreiche Replikation sireben Proteinen des Virus sowie des
Wirtes und Sequenzen bzw. Strukturen der virale\Rbich die Membranstrukturen selbst.
Fiur die Replikationsfahigkeit dd8Brome mosaic virusind die zellludren Proteine Delta9-
Fettsaure-Desaturase uReticulon HomologyProtein wichtig, da die von ihnen bewirkten
Modifikationen der ER-Membran die Bildung des sceiiden Replikationskompartimentes
ermoglichen(Lee & Ahlquist, 2003; Diazt al, 2010). In diesen, vom Zytoplasma nahezu
abgeschlossenen Raumen, amplifiziert der Replikaseplex die virale RNA. Die neu
gebildeten RNA-Molekile werden aus den Replikatkonspartimenten in das Zytoplasma
entlassen und kdnnen als Matrize fur die Transiafioa. SgRNAs) oder Replikation zur

Verfiigung stehen oder in Viruspartikel verpackt aeer.



Einleitung

1.2.4 Verpackung der RNA in Viruspartikel und Verbreitung

Die Assemblierung der Viruspartikel (Virion) erfolgn Zytoplasma. Ein Virion setzt sich
aus der viralen RNA und einer definierten Anzahl &iill-Protein-Untereinheiten
zusammen. Je nach Genomstruktur des Virus werd@eanderschiedlichen Genomsegmente
einzeln in getrennte Viruspartikel verpackt, di@m@auch eine unterschiedliche Gré3e haben
konnen, oder, es tritt nur eine Art von Partikelrf, alie ein oder mehrere verschiedene
Segment(e) des Genoms enthalten kénnen (Rao, 2806)ohl auf der Seite des Hull-
Proteins als auch auf der Seite der zu verpackermRl¢A gibt es Signale, die eine
spezifische Verpackung der viralen RNA aus demeinidfizierten Zelle vorhandenen Pool
an RNAs gewahrleisten. In Abhangigkeit von der der Wechselwirkung, auf der die
Stabilitat der Viruspartikel beruht (Protein-Proteioder Protein-RNA-Wechselwirkung),
kann die virale RNA als Ausgangspunkt fur die Asskenung dienen. Fur die Bindung des
Hull-Proteins kdnnen spezifische RNA-Sequenzen o&@rukturen notig sein. Fur TCV
konnte eine solche Region bereits bestimmt werdare hairpin-loop-Struktur, die in der
fur das Hull-Protein codierenden Sequenz liegt &Morris, 1997).

Fur BMV liegen Hinweise darauf vor, dass neben ditt-Protein weitere Proteine an der
Assemblierung beteiligt sein kdnnten. Bei BMV wilte Spezifitat der Verpackung durch
die Replikase erhoht, die zeitweise mit dem Hutt€in im Komplex vorliegt (Annamalai
& Rao, 2005).

Die Ubertragung des Virus auf andere Pflanzen grfidlirch Vektoren wie Insekten, Pilze
oder Wasser. Zur Verbreitung innerhalb der Pflarszed vollstandig ausgebildete
Viruspartikel nicht obligat. So kann die virale RNAit Hilfe desmovemenProteins als
Nucleoprotein-Komplex Uber Plasmodesmata in berathb Zellen gelangen und
schlielich tber die Leitgewebe in nachwachsendeeBe (Lucas, 2006). Dies resultiert in

einer systemischen Infektion der Wirtspflanze.

1.3 Das ModellvirusTomato bushy stunt virus

Tomato bushy stunt virf$BSV) ist der namensgebende Vertreter der Gatfiorgbusvirus
aus der Familie derTombusviridae Die natirlichen Wirte dieses Virus gehéren
beispielsweise zur Familie deBolanaceae wie Lycopersicon esculentuniSolanum
lycopersicum Tomate),Capsicum annuur{Paprika) undSolanum melongen@ubergine).
Als suszeptible Wirtspflanzen, d.h. nicht-resiste®flanzen, sind aucNicotianaArten

(Tabak) experimentell nutzbar. Infizierte Pflanzeeigen ein reduziertes Wachstum,

8



Einleitung

chlorotische Flecken auf Blattern, verkimmerte, sgebildete Blatter und Frichte (Hull,
2009). Ein Vektor als Ubertrager des TBSV ist niobkannt. Die Verbreitung von Pflanze
zu Pflanze erfolgt Gber die Erde mittels WasserViedvundung der Pflanze.

Als nicht-natirlicher Wirt kann auch Hefe genutarden. TBSV repliziert in Hefe-Zellen,
die mit TBSV-RNA transformiert wurden (Panavas &Jya2003).

Das TBSV-Genom ist nicht segmentiert. Es bestelst @nem einzelstrangigen RNA-
Molekdl in Plusstrang-Orientierung mit einer Langen ca. 4800 nt und besitzt weder ein
5’capnoch eine PolyA-Region am 3’-Ende (Yamamura & $tiod, 2005). Die codierende
Sequenz ist von UTRs flankiert. Die 5’UTR umfas8® ht, die 3’'UTR 352 nt.

[p19/22] sgRNA2 937 nt
1 p41 p—— SgRNAL 2157 nt

RI Rl RIII RIV
- ——
5UTR 3'UTR

Abb. 1-2: Schematische Abbildung des TBSV-Genoms dneiner typischen defective interfering RNA
(DI-RNA)

Die Namen der Proteine geben jeweils gleichzeitig @roRe in kDa an. Die experimentell ermittelte
Sekundarstruktur der Region RIV ist schematischr tlee gTBSV-RNA dargestellt.

Von der genomischen RNA werden die Proteine p33p#ftitranslatiert. Die Bildung des
p92 geschieht durch das Uberlesen eines Stop-Cqtbk@) am Ende des p33-ORF. p92
wird dadurch in geringerer Menge als p33 synthatisiBeide Proteine sind Teil des
Replikase-Komplexes, wobei p92 die RNA-abhangigeARMlymerase ist (Yamamura &
Scholthof, 2005)Die TBSV-RdRP enthélt in der N-terminal gelegene&gi@n, die sich p92

mit p33 teilt, putative Transmembrandomanen (Pana&taal, 2005a). Ebenfalls im N-

terminalen Bereich liegt eine Doméne, die fur diefaktion des p92 mit p33 notig ist
(Rajendran & Nagy, 2004). Sowohl im p33-lUberlapmendereich, als auch in der p92-
Domaéne liegen RNA-Binde-Motive, die essentiell diie Replikation sind (Panaviere al,
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2003; Rajendran & Nagy, 2003). Das p92 enthalt dein GDD-Motiv das fir RNA-
abhangige RNA-Polymerasen typische katalytischetrden mit den Aminoséauren Glycin
und zwei Asparaginsauren (Koonin, 1991).

Wahrend des Replikationszyklus entstehen zwei subgsche RNAs. Sie werden durch
vorzeitigen Abbruch der Minusstrang-Synthese vomsd@d-Genom gebildet. Diese
verklrzten Minusstrang-Molekile dienen als Matrifie die Plusstrang-Synthese der
sgRNAs. Die Transkription der sgRNAs benétigt RNARInteraktionen zwischen
Sequenzen in Transkriptionsstart-Nahe und Sequentzemmehr als 1000 nt entfernt in 5'-
Richtung liegen (Lin & White, 2004; Choi & WhitePp@2). Die Proteine p19, p22 und p41
werden von diesen subgenomischen RNAs translgbig@t fungiert alsilencing suppressor
Fur p22 konnte eine Funktion alsiovement proteingezeigt werden. Das Protein
gewahrleistet die Verbreitung des Virus von ZelleZelle und die systemische Ausbreitung
in der Pflanze. p41 ist das Hull-Protein des TBS¥ramura & Scholthof, 2005).

Fir TBSV sind neben der genomischen RNA und sgRldAsh sogenanntdefective
interfering RNAs (DI-RNAs) bekannt. Dies sind aus verschiederiRegionen des
Gesamtgenoms zusammengesetzte RNAs. Sie enthaltenkvollstandigen ORF und sind
deshalb fir eine Replikation auf die gesamtgendmeisBRNA angewiesen, welche die
Replikase-Komplex-Komponenten liefert. Treten DIASNIim Zuge einer TBSV-Infektion
auf, kdnnen sie die Schwere der Symptome verminggéitimann et al,, 1987).Fir TBSV-
DI-RNAs wird angenommen, dass sie durch einen Ragd-abhangigetemplate-switch
Mechanismus entstehen, bei dem es zur Rekombinatwsthen RNA-Molekilen kommt
(Pathak &Nagy, 2009 und White & Morris, 1994).

Die in Abbildung 1-2 gezeigte DI-RNA enthélt Sequen der genomischen RNA, die als
Regionen [, II, 1ll und IV bezeichnet werden. Srelgilt damit allecis-agierenden Elemente,
die fur die Replikation nétig sind. Demnach kana Bil-RNA repliziert werden, sofern der
Replikase-Komplex zur Verfugung steht. DI-RNAs sifadglich sehr gut geeignet, um
replikationsaktive Elemente des Virus zu untersache

Ist TBSV-RNA in die Zelle gelangt, beginnt zun&ctdie Translation. Dabei spielen
Sekundarstrukturen der RNA eine wichtige Rolle. CB®&JTR bildet im Plusstrang
Sekundarstrukturen aus, die alp independent translational enhand&CITE) wirken.
Die translationsverstarkende Wirkung konnte mit &teg-Konstruktenin vivo gezeigt
werden (Wu & White, 1999). Die 3'CITE interagiertitneiner stem-loopStruktur derT-
shaped domaif{TSD), die Teil der 5’UTR ist. Damit verhilft di®’CITE zu einer 5’-3'-
Interaktion und Zirkularisierung der viralen RNAjedelementar fur die Translation ist

(Fabian & White, 2004). Auf diese Weise werden gaheinlich die Komponenten des
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zellularen elF4F-Komplexes, die an die 3'CITE d&SV binden, an die 5’UTR gebracht
(Nicholsonet al, 2013).

Sind die viralen Komponenten des Replikase-Kom@gxXa3 und p92 translatiexird die
Replikation initiiert. Dazubedarf es einesspezifischen RNA-Elementes in der fur p92
codierenden Region, um die virale RNA fir die Asbkenung des Replikase-Komplexes zu
rekrutieren. Dieses, in der Region Il lokalisiesegenannte p33RE, enthalt in eisézm-
loop-Struktur ein GC-mismatch p33 bindet daran als Dimer oder Oligomer undragert
zudem mit der RNA-abhangigen RNA-Polymerase, p@g@Ryet al, 2005). Eine wichtige
Rolle bei der Initiation der Replikation spielt zmd der Wirtsfaktor Hsp70
(Hitzeschockprotein). Das zellulare Chaperon sdedtir, dass die Proteine des Replikase-
Komplexes an der Peroxisomen-Membran, dem Ort @glilation, lokalisiert werden und
in die Peroxisomen-Membran integrieren. Das kamstitexprimierte Hsp70, Hsc7héat
shock cognaieist aul3erdem selbst Teil des Replikase-Komplé®wémget al, 2009).

Fur die Primer-unabhangige Synthese des Minusstraegnediates ist die 19 nt lange
Promotorregion gPR am 3’-Ende des Plusstitangplatesbedeutend (Panavast al,
2002a). Dieser Promotor ist Teil einer Reihe stem-loopStrukturen der Region RIV, die
bestimmend fur die Assemblierung des Replikase-Kexgs sind (Panavieret al, 2005).
Arbeiten von Poganyet al (2003) zeigten dartber hinaus, dass die flnf itexi@n
Nukleotide des Plusstranges mit d&op-Region einer Sekundarstruktur des RIV
interagieren (RSEreplication silencer elementEs wird eine RNApseudoknoeGtruktur
gebildet. Als Folge davon wird eine verminderte &uglichkeit des 3’-Terminus fur den
Replikase-Komplex vermutet und dies als Erklarunig dlie verringerte Minusstrang-
Bildung herangezogen.

Am 3’-Terminus der Minusstrang-RNA liegt der 11laage Promotor cPR, von dem aus die
Plusstrang-Synthese Primer-unabhé&nde&nove erfolgt. (Panavast al, 2002a).

Die Replikation ist von RNA-Strukturen und RNA-RNAteraktionen reguliert. Im
Minusstrang befindet sich emeplication enhancerElement in der Region Ill, das die RNA-
Synthese positiv beeinflusst (Ray & White, 2003). der 5’UTR bildet sich zwischen
Sequenzen innerhalb der Region | eipseudoknettruktur (PK-TD1) aus, die die
Replikation stimuliert (Ray, Wu & White, 2003).

Darlber hinaus sind einige Wirtsfaktoren bekanm,zdT. als Komponenten des Replikase-
Komplexes einen Einfluss auf die RNA-Synthese aesiilso ist beispielsweise Glycerin-
Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) an demasstrischen Plusstrang-RNA-
Synthese beteiligt. PEX19 konnte als zellularem$pmrter fur die Lokalisation des p33 zur

peroxisomalen Membran identifiziert werden. Desereih sind u.a. eine Helikase (Dedl),
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Pyruvat-Decarboxylase und ein Ubiquitin-konjugietest Enzym beteiligt. (Nagy & Pogany,
2012). Dies ist nur ein kleiner Teil der Wirtssfaldn: Versuche in Hefe fuhrten zur
Identifizierung von tber 100 Genen, die auf die YB&rmehrung wirken (Jiangt al,
2006; Panavast al, 2005b).

Ein TBSV-Viruspartikel ist Ikosaeder-férmig. 18neelne p41-Untereinheiten setzen sich
zu einem Partikel mit 25-34 nm Durchmesser zusamineerhalb des 41 kDa grof3en Huill-
Proteins sind drei Doméanen unterscheidbar. Die rhiteale R-Domane, die aus 70
Aminosauren besteht, ragt ins Innere des Partikatsl interagiert Uber basische
Aminosaurereste mit der RNA. Die R-Domane ist uUlene flexible Region (30
Aminosauren) mit der S-Doméne (168 Aminosaurenbweden. Letztere ist an der Bildung
der Viruspartikel-Oberflache beteiligsi{elFDomane). Uber ein ,Gelenk® ist die S-Domane
mit der C-terminalen P-Domé&ne (110 Aminoséuren)bweden. Diese sogenannte
projectingDoméane ragt dimerisiert aus der Partikel-Ober#adteraus (Harrisoret al,
1978; Aramayeet al, 2005).

Abb. 1-3: Doméanen des TBSV-Hiill-Proteins p41 und &tiktur eines TBSV-Viruspartikels

A: p41, dargestellt mit seinen Domanen: RNA-bindeddeméne (R), flexible Region (A = Arm-Region),
sheltDoméne (S)projectingDoméne (P), N = N-Terminus, C = C-Terminus.

B: Darstellung eines TBSV-Viruspartikels in seinara@tarsstruktur. Die Abbildung ist der Datenbank
http://viperdb.scripps.edu/ entnommen (Shephesdd. £2006).

1.4 Untersuchungssysteme fur Pflanzenviren

Wie in den vorigen Abschnitten beispielhaft angegeb bestehen komplexe
Wechselwirkungen zwischen Virus und Wirt. WesehticAspekte des Infektionszyklus
sind jedoch noch nicht im Detail bekannt.

Viele der Versuche mit Pflanzenviren wurdenvivo, d.h. in Pflanzen oder Protoplasten,
durchgefuhrt. Pflanzen sind besonders fir Studignsystemischen Ausbreitung geeignet.

Protoplasten wurden dagegen hauptséachlich fir suteungen an Elementen der viralen
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RNA, die die Translation und Replikation beeinfleiss genutzt. Einschrankend fur diese
beiden Systeme ist jedoch, dass die Translation Reglikation nicht synchronisiert
ablaufen. Der Einfluss von Wirtsfaktoren auf eimeel Teilschritte des viralen
Infektionszyklus ist damit nur begrenzt zu unteh®rc Zudem ist die Untersuchung von
Wirtsfaktoren problematisch, wenn der Faktor essknfiir die Wirtszelle ist und der
Verlust eines solchen Wirtsfaktors schon die gregdhden Funktionen der Zelle selbst
beeintrachtigtin vitro-Systeme sind in dieser Hinsicht von Vorteil. Zudkimnen damit
Translation und Replikation direkt Uber den Einbadioaktiv markierter Aminosauren bzw.
Nukleotide verfolgt werden.

FUr das animale ViruBolioviruskonnten in einem Hela-Zellextrakt Translation, Regtion
und sogar die Bildung von Viruspartikeln gezeigtradem (Molla et al, 1991). Fir
Pflanzenviren ist bisher kein derart universeifesitro-System bekannt, in dem alle Schritte
des Infektionszyklus untersucht werden kénnen, dibweispielsweise fiur das Modellvirus
derTombusviridagTBSV, diverse Untersuchungssysteme beschriebedenu

Komodaet al (2004) gelang erstmals die Entwicklung einesi2éam-basierten, zellfreien
Systems, in denBrome mosaic virysTomato mosaic virusuind Turnip crincle virus
replizieren konnten. Das System kam bisher jedacht ritir Vertreter defTombusviridae
und intensivere Charakterisierungen der Pflanzenvazur Anwendung. Einflisse von RNA-
Elementen auf die Translation oder Replikation wardz.B. fur TBSV z.T. in
unterschiedlichen Systemen wie Weizenkeimextralitidaefe analysiert (Wet al, 2009).

Fur Versuche mit definierteren Bedingungen, alsmiein vivo-Untersuchungssystemen
maoglich sind, wurde auf aus infizierten Pflanzenregegte Replikase-Komplexe
zuruckgegriffen. Aktive Replikase-Komplexe, die mér Synthese von (+)- und (-)-Strang-
RNA zu einem kompletten Replikationszyklus fahigdsikonnten au€ucumber mosaic
virus-infizierten Pflanzen gewonnen werden (Hayes & But®90). Versuche zur TBSV-
Replikation wurden, in Ermangelung des authentischiReplikase-Komplexes, mit
Cucumber necrosis virtReplikase-Komplexen, die aus infizierten Pflanzbaw. Hefe,
partiell gereinigt wurden, unternommen (Nagy & Roga2000; Panavienet al, 2004).
Diese vorassemblierten Replikase-Komplexe zeighbem wenig Spezifitat bei der Matrizen-
Wahl und konnten lediglich einen zur Matrize konmpémtaren Strang synthetisieren
(Panavienest al, 2004). Erst 2008 wurde ein vollstandiger Repidwszyklus des TBSVh
vitro mit zellfreien Extrakten aus Hefe moglich (PogaayWagy, 2008).Untersuchungen
zur Beteiligung von Wirtsfaktoren an der Replikatioeurden fur TBSV v.a. in diesem
System durchgefiuihrt (Nagy & Pogany, 2012). Hefejedbch kein natirlicher Wirt des

TBSV. Aussagen uber Wirtsfaktoren hangen von demélogie des Faktors in Hefe mit
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dem Faktor aus der Wirtspflanze ab. Solche Vergiekinnen jedoch problematisch sein.
So unterschied sich beispielsweise der translatestirkende Effekt des HSP101 aus
Nicotiana tabacunund Triticum aestivunbei Versuchen in Hefe mit der TMV |Bader
Region (Wellset al, 1998).

Die heterologe Expression einer aktiven RNA-abhgegiRNA-Polymerase k. coli ist
bisher nur fir wenige Viren, wie z.Burnip crincle virus gelungen (Rajendraat al,
2002). Fur TBSV konnte dies bisher nicht gezeigtdea.

1.5 Zielstellung

Die vorliegende Arbeit war in ein Projekt eingebaenddessen Ziel es ist, Wirtsfaktoren zu
identifizieren, die in verschiedenen Stadien désklionszyklus von Plusstrang-RNA-Viren
eine Rolle spielen. Darliber hinaus sollte mit dgivaalen Immunantwort ein weiterer Teil
der Virus-Wirt-Interaktion untersucht werden. Dereryleich zwischen animalen und
pflanzlichen Plusstrang-RNA-Viren konnte mit intesanten Aspekten zur Aufklarung
allgemeiner Pathogenese-Mechanismen beitragen.

Um dies zu ermoglichen, sollte mit dieser Arbeie dintersuchung von pflanzlichen
Plusstrang-RNA-Viren in der Arbeitsgruppe begonmearden. Daflir war es erforderlich,
ein Wirts-authentisches System, in dem Translatma Replikation unter definierten
Bedingungen ablaufen, zur Hand zu haben. Ein sslf8lystem sollte als zellfrei@s vitro-
System fur das Modellvirus eines pflanzenpathogeRleisstrang-RNA-Virus der Familie
Tombusviridag Tomato bushy stunt viruld BSV), etabliert werden. Anhand dieses Virus
sollte das System im Hinblick auf seine Eignunged Grenzen evaluiert werden.

Zum einen sollte geklart werden, inwieweit damite diCharakterisierung von
replikationsregulatorischen RNA-Elementen mdgligh. iZum anderen sollte der Frage
nachgegangen werden, ob ein weiterer Schritt dateni ,,Lebenszyklus®, die Viruspartikel-
Assemblierung, mit diesem System rekonstituiertdearkann. So ist fur das TBSV bisher
nicht bekannt, welche RNA-Motive fur die Formierugiges Viruspartikels nétig sind.

In Ergdnzung zu Versuchen im pflanzlichen Extradiits ein noch definierterer Assay
etabliert werden, der gezielte Studien mit einzelReoteinen und deren Zusammspiel mit
der viralen RNA und der RNA-abhangigen RNA-Polynserarlaubt. Dazu sollte die virale
RNA-abhéngige RNA-Polymerase des TBSV als rekomite®a Protein gereinigt werden
und die Aktivitdt in einemassay der unabhangig von pflanzlichem Extrakt ist, getestet

werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Reagenzien, Enzyme und Verbrabhsmaterialien

Die verwendeten Chemikalien, Kits, Enzyme und Vaulchsmaterialien wurden von den im
Text angebenen oder hier aufgefihrten Herstellezogen: AppliChem (Darmstadt), Bio-
Rad Laboratories GmbH (Miunchen), Biozym ScientieanbH (Hessisch Oldendorf),

Corning (Corning, NY, USA), DSMZ-Deutsche Sammluagn Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH (Braunschweig), Diagonal (Mun¥t®&uchefa (Niederlande), Fermentas
(St. Leon-Rot), Fisher Scientific (Waltham, MA, UgAnvitrogen GmbHKarlsruhe), Jena

Bioscience (Jena), Macherey-Nagel (Duren), Merchrfistadt), New Englang Bioloabs
GmbH (NEB, Ipswich, MA, USA), Novagen (Merck, Darnadt), Peglab Biotechnologie
GmbH (Erlangen), Promega (Madison, WI, USA), Qiadetiden), Roche Diagnostics

(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Sartorius (Goéttingenychubert (Leipzig), Serva

(Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Stratage(Santa Clara, CA, USA), VWR

(Darmstadt).

Die genannten Orte liegen in Deutschland, wenntranders angegeben.

Spezielle Chemikalien und Materialien sind im Folgen gesondert aufgelistet:

Chemikalien:

Agarose low EEO AppliChem (Darmstadt)
Aminosauremixcomplete Promega (Madison, WI, USA)
Carborundum (Siliziumcarbid) Sigma (Taufkirchen)
Coomassie Brilliant Blau R-250 Roth (Karlsruhe)

2,4-D (2,4 Di-Chlorphenoxyessigsaure) Serva (Hbelg)

DTT (Dithiothreitol) AppliChem (Darmstadt)
Guanidinhydrochlorid Roth (Karlsruhe)
Harnstoff AppliChem (Darmstadt)
HEPES AppliChem (Darmstadt)
B-Mercaptoethanol Roth (Karlsruhe)
Murashige & Skoog Medium Duchefa (Niederlande)

Basal Salt mixture

Murashige & Skoog Medium Duchefa (Niederlande)
mit Gamborg B5 Vitaminen
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Myo-Inositol
N-Octyl-$-D Glucopyranosid

Percoll

Phenol, wassergesattigt, stabilisiert, pH 4

Phenol, equilibriert, stabilisiert pH 7,8-8,2

Phosphorsaure 85%
PMSF
Puromycin Dihydrochlorid

Protease-Inhibitor (Complete Mini
EDTA-free Protease Inhibitor)

Protease-Inhibitor (Complete Mini)
Quinacrine Dihydrochlorid
SDS (Natriumdodecylsulfat)

Super Signal West Pico Luminol
Enhancer Solution

Super Signal West Pico
Stable Peroxide Solution

TCEP
Thiamin-HCL
Thioglycolsaure
Triton X-100

Radiochemikalien

[y-32P]-ATP
[a-32P]-CTP
L-[3°S]-Methionin

Rainbow }“C] methylated protein
molecular weight marker

[**C] methylated protein molecular
weight marker

Enzyme

Cellulase Onozuka RS
Cellulase (fromTrichoderma viridag

Macerozym

Duchefa (Niederlande)
Calbiochem (Darmstadt)
Sigma (Taufkirchen)
App&@ (Darmstadt)

Aphem (Darmstadt)

chemsolute (Th.Geyer), (Rgan)
Sigma (Taufkirchen)
AppliChem (Darmstadt)

Roche Diagnos{Mannheim)

Roche Diagits (Mannheim)
Calbiochem (Darmstadt)
Serydeidelberg

Pierce, RockfotdUSA)

Pie@&ockford, IL, USA)

Sigma (Taufkirchen)
Sigma (Taufkirchen)
AppliChem (Darmstadt
Merck (Darmstadt)

Hartmann Analytic GmbH (Braunschweig)
Hartmann Analytic GmbH (Braunschweig

Hartmann Analytic GmbH (Braunschglei
Amersham, GE Healthcareilfarg)

Perkin Elmer (WWain, MA, USA)

Duchefa (Niederlande)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
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Mikrokokkus-Nuklease Roche Diagnostics (Mannheim

Pectolyase Y23 Duchefa (Niederlande)

Verbrauchsmaterialien:

Cellulose Nitrate Filter CN Sartorius (Gottimye

Membran 0,45 pm 47mm
Centrifuge tubes Ultra clear, 14 ml Beckmann @yuBmbH (Krefeld)
CL-Xposure Film 5x7 inches Pierce (Rockford, USA)
HisTrap FF crude, 5 ml CV GE Healthcare (Uppsatzhweden)
lonenaustauschpapier DE81 Whatman (Maidstone,UK)
(DEAE Cellulosepapier)
LightCycler capillaries (20 ul) Roche Diagnostitsannheim)
Microfuge Tubes Polyallomer 1,5 mi Beckmann CaulienbH (Krefeld)
Nylon-Membran (Immobilon-NY) Millipore (Billerica, MA, USA)
Protran Nitrocellulose transfer membrane WhatmarbB (Dassel)
Visking dialyse tubing Serva (Heidelberg)

MW 12.000-14.000 16 mm, RC
Visking dialyse tubing 36/32 Serva (Heidelberg)

MW 12.000-14.000 28 mm, RC

2.1.2 Gerate

Gerate der im Text genannten, der unten aufgefiiumel der folgenden Hersteller wurden
genutzt: Binder (Tuttlingen), Eppendorf (Hambur§)sherbrand (Waltham, MA, USA),
IKA-Werke GmbH & Co KG (Staufen), New Brunswick Butific (Enfield, CT, USA),

Schott Instruments (Mainz).

Akta Purifier, P-900, UV-900 (FPLC) GE Healthcdtppsala (Schweden)
(Unicorn Software 5.11)

BioPhotometer Eppendorf AG (Hamburg)

Biostat C-DCU mit digitalem Mess- Sartorius BBIsssms GmbH (Melsungen)
und Regelsystem und Prozessleitsystem

MCFSwin

BioView transilluminator UXT-30M-8E  Biostep GmbHafdnsdorf)

Dounce Homogenizer (tight fit) Wheaton SciencedBots (Millville, NJ, USA)
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Gaulin Homogenisator, Micron LAB 40

Hybridization Incubator Isotemp

Image Eraser
Inkubator

Inkubationsschuttler Multitron

Kodak EDAS-290

(Electrophoresis Documentation and Analysis System)

LightCycler 1.5
Mastercycler personal

Percival Pflanzenzuchtkammer E41L2

Sirius Luminometer

Storm 860 Molecular Imager

Storage Phosphor Screen

Tischthermostat/ Thermomixer

Trans Blot SD Semi-Dry Electrophoretic

Transfer Cell
Ultraschall-Prozessor 200S
Uni geldryer 3545 D

Zentrifugen und Rotoren:
Rotina 38R

Mikro 200

Mikro 200R

Optima TLX Ultracentrifuge
Beckmann L8-60M
Avanti J-25

SW 40Ti

TLA-100.3

45 Ti

Rotor JLA 8.1000

APV (Llbeck)

Fisher Scient{fW@altham, MA, USA)
Molecular Dynamics GmbH (Krefeld)
Binder (Tuttlingen)

Infors AG, Bottmieg (Schweiz)
Kodak (Stuttgart)

Roche Diagnostics (Mannheim)
Eppendorf AG (Hamburg)
CLF PlantCliocsa&GmbH(Emersacker)
Berthold detection systeRf®(zheim)
Molecular Dynamics Gtr{Krefeld)
Fujifilm Life Sciencarf8ord, CT, USA) und

Amersham Biosciences (Freiburg)

Eppendorf AG (Hambpurg
Bio-Rad (Eldes, CA, USA)

Hielscher UltrasoioshH (Teltow)
Bio-Rad (Hercules, CA, USA)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)

Hettich (Tuttlingen)

Beckmann Coulter Gmktefeld)
Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
Beckmann Coulter GmbH (Krefeld)
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2.1.3 Bakterienstamme und Pflanzenmaterial

Die Escherichia coliStamme E. coli), Pflanzen und Suspensionskulturen, auf die iseatie

Arbeit zurickgegriffen wurden, sind im Folgendegalistet (Tab. 2-1 und 2-2).

Tab. 2-1: Ubersicht iber die verwendetel. coli-Stamme

E. coli-Stamm Genotyp (Eigenschatt) Referenz

Topl0 F—-mcrA A(mrr-hsdRMS-mciBC) ®80acZAM15 Invitrogen
AlacX74 recAl araD139A(ara ley 7697galU galK
rpsL (Str) endAl nupG

HB101 F mcB mrr hsd520(g” mg’) recA13 sugE44arald Invitrogen
galk2 proA2 lacY1 rpsL20(Snf) xyl5 A" leu mtl1

BL21-CodonPlus | F ompl hsdSs(rs” mg’) deni Tet gal A(DE3) endA Stratagene
(DE3)-RP Hte [argU proL Cani]

BL21-Al F—ompThsdSs(rg” mg’)gal decm ar®:: T7RNAP-tetA | Invitrogen
C43(DE3) F~ompT hsdgtre'mg) gal dcm(DE3) Miroux & Walker
(1996)

MDE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1ind1 san¥ nin5])

Tab. 2-2: Ubersicht Uber das verwendete Pflanzenmeatial

Name Bezugsquelle

Nicotiana tabacunBY-2 Suspensionskultur Dr. B. Hause, Leibniz-lngtftr
Pflanzenbiochemie, Halle

Arabidopsis thaliana@ol-0 WT Suspensionskultur Dr. J. Lee, Leibniz-kostftr
Pflanzenbiochemie, Halle (SFB 648)

Lycopersicon esculentuBuspensionskultur Dr. M. Kéck, MLU Halle-
Wittenberg, Biozentrum

Nicotiana benthamian®VT-Pflanzen MLU Halle-Wittenberg, AG Bonas
(SFB 648)

2.1.4 Plasmide und Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind &b.T2-3 aufgefiihrt, die genutzten
Oligonukleotide in Tab. 2-4.

Tab. 2-3: Ubersicht iiber die verwendeten Plasmide

Name relevante Merkmale Referenz

puC18 Amp', lacZ Fermentas

pSPiuc+ Amp"®, luc+ (Firefly Luciferase-ORF), SP6- Promega
RNA-Polymerase-Promotor

pMAL-c4E Amp’, malE, Enterokinase Spaltstelle, IPTG | NEB
induzierbarer Promotor

pGEM®-T Easy Amp, T7 RNA-Polymerase-Promotor Promega, Madison W,

USA

pLuc_GEMTeasy PGEM®-T Easy Vektor mit Firefly Lueibise- | diese Arbeit

Insert
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pTBSV-100

cDNA-Klon des Gesamtgenom desnato
bushy stunt viru§TBSV)

Hearneet al., 2009

pTBSV-100 mu2

Variante des pTBSV-100 mit Mutati@sd
RARP-GDD-Motivs in GDA, TBSV gRNAmMu2

Dr. Gursinsky, MLU
Halle-Wittenberg
(Gursinskyet al., 2009)

pTBSV DI B10 cDNA-Klon der TBSV defective interfering Knorr et al, 1991
RNA, Isolat B10
pTVDImMuA Punktmutation in TBSV DI B10: p33RE®G Dr. Gursinsky, MLU
Halle-Wittenberg
(Gursinskyet al., 2009)
pTVDImuB Punktmutation in TBSV DI B10: SL3 (RSE) diese Arbeit
C->G
pTVDImuC Punktmutation in TBSV DI B10: gPR3C diese Arbeit
pTVDIMuUE Punktmutation in der TBSV DI B10: gPR A& | diese Arbeit
GA
pTVDImuD zwei Punktmutationen in TBSV DI B10: SL3 | diese Arbeit
(RSE) C> Gund gPR & C
pTVDIARI Deletion der Regionl in TBSV DI B10 diese Arbeit
pTBSV-DI-mi (-)-Strang-Sequenz des TBSV DI B10 Bursinsky, MLU
Halle-Wittenberg
pTCV cDNA-Klon des Gesamtgenoms déBRurnip | Dr. Anne Simon,
crincle virus University of Maryland,
USA
pTCVmu2 Variante des pTCV mit Mutation des RARMBr. Gursinsky, MLU
GDD-Motivs in GDA Halle-Wittenberg
pSPTVPO2Y FF-Luciferase-ORF in p3i&+ durch TBSV Dr. Gursinsky, MLU
p92 ORF ersetzt Halle-Wittenberg
(Gursinskyet al., 2009)
pSPTVP33 FF-Luciferase-ORF in p&R-+ durch TBSV Dr. Gursinsky, MLU
p33 ORF ersetzt Halle-Wittenberg
(Gursinskyet al., 2009)
pSRuc_Atl FF-Luciferase-ORF in pSlBe+ durch Penzel, 2009
Arabidopsis thalianddsc70.1-ORF ersetzt
pSP-p4l pSRic+-Derivat FF-Luciferase-ORF durch diese Arbeit
TBSV p4l ORF ersetzt;
pSP-p4lstop pSRic+-Derivat, FF-Luciferase-ORF durch | diese Arbeit
TBSV p41 ORF mit Punktmutation fur
vorzeitiges Stop-Codon ersetzt
pTVsgRNAL pucl8 mit TBSV-sgRNA1-Sequenz als Insert| diese Arbeit
pMALp92 TBSV p92 als Insert in pMAL-c4E fur die diese Arbeit
Expression als Fusionsprotein
pET_SUMO_p92 TBSV p92 als Insert in adaptiertem pEIMO- | Penzel, 2009
Vektor zur Expression als SUMO-Fusionsprotein
mit Hise-tag (Hiss. SUMO_p92)
pET_SUMO_p33 TBSV p33 als Insert in adaptiertem pFIMO- | Penzel, 2009
Vektor zur Expression als SUMO-Fusionsprotein

mit Hise-tag (Hiss. SUMO_p33)

pMS2 MBP

ORF des Hill-Proteins des MS2-Virus, Msdto
Binde-Protein-ORF

MLU Halle-Wittenberg
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Die Oligonukleotide wurden von eurofins MWG operdibersberg, Deutschland)

synthestisiert.

Tab. 2-4: Ubersicht iiber die eingesetzten Oligonu&btide

Name Sequenz5’ - 3)

Einfuhrung von Punktmutationen in TBSV-DI cDNA-Klon

RSE_C-G_s CCTTCGGGGGGGGTACAGAGATCGC

RSE_C-G_as GCGATCTCTGTACCCCCCCCGAAGG

3'CSS_G-C-s GGAACATTGCAGAAATGCACCCCGGGCATG
3'CSS_G-C-as CATGCCCGGGGTGCATTTCTGCAATGTTCC
3'CSS_AG-GA_s CGGAACATTGCAGAAATGCGACCCGGGCATGCAAGC

3'CSS_AG-GA_as GCTTGCATGCCCGGGTCGCATTTCTGCAATGTTCCG

Mutagenese des p41 — Einfuhrung eines Stop-Codons

TVp41qc-stop-s CCCGGTGAGTACAAAGTAATTACTGGCATTGGGTGC
TVp41qc-stop-as GCACCCAATGCCAGTAATTACTTTGTACTCACCGGG

Klonierung der TBSV sgRNA1

T7TVsgRNAT-fw1 CCCTAATACGACTCACTATAGACCAAGAATACACACACGCAGG
gTBSV+Smal/2-rev. GGGCTGCATTTCTGCAATGTTCCGGTTGTCCGG

Northern Blot Sonde fur TBSV (602 nt des 3’'Endes)

TVsgRNAT-np-fw-2 ~ GCAGCATCTCGATTTTTCGGTTTCGACC
TVsgRNAT-np-rev TAATACGACTCACTATAGGGCTGCATTTCTGCAATGTTCCGG

Klonierung von p92 in pMAL-c4E

TVp92-fw ATGGAGACCATCAAGAGAATGATTTGGCC
TVp92-Xbal-rev TGCTCTAGATTAAGCTACGGCGGAGTCG
Klonierung des TBSV-p42-ORF in pS&c+

TVp41Explf CATGCCATGGCAATGGTAAAGAGAAACAAC
TVp41Explr GCTCTAGAATTAAATTAGAGAAACATCATTCTGTC
Klonierung des Firefly-Luciferase-ORF in pPGEM®-T $ya
Luc-fir-fw-neu CGGAATTCAGATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG
Luc-fir-rev CGGAATTCTTACACGGCGATCTTTCCGCCCTTC
gRT-PCR und RT-PCR

TVGMQRTP1s CATGAAGAGACGGCAGAGG

TVGMRTP1a CTAGGCACCCTGACATTGAAC

TVGMRTP5s GTGCGGAGAAGAGGAGGTAAG

TVGMRTP5a CGCCAACTCAACTCTATCAGC

18sRNAs AAACGGCTACCACATCCAAG

18sRNAa CCTCCAATGGATCCTCGTTA
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2.2 Anzucht von Bakterien und Kultivierung des pflanzlichen
Versuchsmaterials

2.2.1 Anzucht vorE. coli und Bestimmung der optischen Dichte

Die Kultivierung vonE. coliZellen erfolgte stets aus transformiertercoliZellen (s.u.).
Einzelkolonien wurden gegebenenfalls durch einemdi¥enungsausstrich auf LB-Agar-
Platten, die Uber Nacht bei 37°C inkubiert wurdgewonnen. Zur langeren Lagerung von
E. coltKolonien (fur etwa 4 Wochen) wurden solche LB-A@datten bei 4°C aufbewabhrt.

E. coltZellen wurden als Flussigkultur in LB-Medium mintsprechenden Antibiotika im
Mafstab von 1,5 ml (Ubernachtkultur) bis zu 200bmi 37°C und 250 rpm fiir 8 bis 16
Stunden angezogen. Das LB-Medium wurde dazu mitemes Einzelkolonie stammenden
E. coltZellen angeimpft.

Die Zelldichte von Flussigkulturen wurde photonsath (Eppendorf BioPhotometer) anhand
der OD bei 600 nm bestimmt.

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium):1% (w/v) BactoTrypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl
pH 7 (mit NaOH)

LB-Agar: LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar

Die Medien wurden zur Verwendung autoklaviert.

2.2.2 Fermentation vorE. coli

Zur Gewinnung grof3erer Proteinmengen wurden mit ((8IMO_p92 transformierte. coli
CodonPlus(DE3)-RP-Zellen in einem Bioreaktor BibsfaDCU mit digitalem Mess- und
Regelsystem und dem Prozessleitsystem MCFSwiredbatchVerfahren kultiviert.

Der Bioreaktor wurde mit Medium 1 (5 1) autoklaviemd das Volumen anschlie3end mit
sterilem ddHO auf 5 | aufgefillt. AnschlieRend wurden je 250antoklavierter Glukose-
Losung (12% w/v), Magnesiumsulfat-Losung (1,63%)w/di-Kaliumhydrogenphosphat-
Lésung (26,4% w/v) und Antibiotika fur 840 mg/l Chloramphenicol, 50 mg/l Kanamycin)
zugegeben. Das Animpfen des Bioreaktors erfolgteZedien, die aus drei 200 ml-Kulturen
20 min bei 6000 rpm steril abzentrifugiert wurdeie 200 ml-Vorkulturen wurden
ihrerseits mit je einer 3 ml Vorkultur angeimpfh denen eine Einzelkolonie ca. 8 h bei
37°C angezogen wurde. Nach der Inokulation wurgeTadimperatur zunéchst fur 12 h bei

30°C gehalten. Bei einer Qg von 80 im Fermenter wurde die Proteinexpressiaciddie
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Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Die Temperatur veuitch Folgenden innerhalb einer
Stunde auf 16°C abgesenkt und fiir die Expressidri#zer Nacht beibehalten.

Zur kontinuierlichen Einstellung des pH-Wertes imrdaenter auf pH 7 waren je 500 ml
10% Phosphorsaure und 10% NaOH an den Bioreaktgesahlossen. Wahrend der
Kultivierung der Zellen wurde nach Verbrauch deukaése-Losung im Fermenter stetig
feedingLOsung automatisch zugefihrt. Der Sauerstoffgeaitde ebenfalls automatisch
auf etwa 30% gehalten.

Nach Beendigung der Expression wurden die Zelleh dem Fermenter abgelassen und
20 min bei 6000 rpm (Beckmann Avanti J-25, RotorAJI8.1000) abzentrifugiert,
portionsweise in flissigem Stickstoff gefroren und zur weiteren Verwendung bei -40°C

gelagert.

Medium 1: 6% (w/v) Hefeextrakt
0,06% (w/v) Ammoniumchtb
0,02% (v/v) Antifoam
in ddHO

feedingLOsung: 50% (w/v) Hefeextrakt in dd@ (1,2 1)
31,25% (w/v) GlukdeeddH,O (0,8 I)

Beide Lésungen wurden getrennt voneinander autaktawnd anschlie3end steril vereinigt.

weitere Losungen:  12% (w/v) Glukose in ¢gdH250 ml);
1,63% (w/v) Magnessulfat in ddHO (250 ml);
26,4% (w/v) di-Kathhydrogenphosphat in dd@l (250 ml)

Die Losungen wurden zur Verwendung autoklaviert.

2.2.3 Praparation kompetenterkE. coli-Zellen

Zur Transformation vork. coliZellen wurden chemisch kompetente Zellen geniatzu
wurde eine Ubernachtkultur steril mit einer Einzgtihnie angeimpft und bei 37°C bei
250 rpm angezogen. 1 ml der Ubernachtkultur wurtdgilsin 100 ml LB*-Medium
Uberimpft und bis zu einer Qg von 0,4 bis 0,55 bei 37°C angezogen. Die Kulturdewauf
Eis unter gelegentlichem Schitteln abgekuhlt. Delens wurden anschliel3end fir 10 min
bei 4°C und 3000 rpm pelletiert (Hettich Rotina 38Bas Zellpellet wurde in 30 ml kaltem
TfBI gelost, 10 min auf Eis inkubiert, fir 10 mieibd°C und 3000 rpm zentrifugiert und in
4 ml TfBII gel6st. Die resuspendierten Zellen wuragiquotiert und in flissigem Stickstoff

eingefroren bevor sie bis zur weiteren Nutzung-8@fC gelagert wurden.
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LB**-Medium: LB-Medium mit 20 mM MgS@und 10 mM KCI

TfBl: 30 mM KOAc TfBIl: 10 mM MOPS
100 mM RDbCI 75 mM CacCl
10 mM CagGl 10 mM RbCI
50 mM MnGl 15% Glycerin
15% Glycerin pH 6,5 mit KOH
pH 5,8 mit Essigsaure
Der Puffer wurde sterilfiltriert. Dewuffer wurde sterilfiltriert.

2.2.4 Kultivierung der pflanzlichen Suspensionkulren

Nicotiana tabacunBY-2- undLycopersicon esculentuBuspensionskulturen wurden steril
in 250 ml Erlenmeyerkolben in 50 ml BY-2-Medium azggen.Arabidopsis thaliana
Suspensionskulturen wurden steril in 250 ml Erleyenieolben in 30 ml modifiziertem MS-
Medium angezogen. Die Kultivierung erfolgte bei @3A Dunkelheit bei leichtem Schiitteln
(220 rpm, Infors Multitron).

Zur Erhaltung der Nicotiana tabacum BY-2- und Lycopersicon esculentum
Suspensionskulturen wurden 3-5 ml einer 7 Tage &tdtur unter sterilen Bedingungen in
45-47 ml frisches Medium Uberflihrt. Eine Erhaltungtir vonArabidopsis thalianavurde
durch Uberfihrung von 7 — 10 ml einer 7 Tage altémtur in frisches Medium
weitergefuhrt. Die Kolben wurden jeweils mit Alumumfolie verschlossen und wie oben
angegeben inkubiert.

Fur die Praparation von zytoplasmatischem Extrakgesehene Kulturansatze wurden, wie

die Erhaltungskultur, in frisches Medium umgesatad fiir 4-5 Tage angezogen.

BY-2-Medium: 1x Murashige & Skoog Basal Medium
3% (w/v) Saccharose
1 pg/ml Thiamin-HCL
0,2 ug/ml 2,4-D
100 pg/ml Myo-Inositol
200 pg/ml KRO,
pH 5,8 (mit KOH)

modifiziertes MS-Medium: 1 x Murashige & Skoog-Medi mit Gamborg B5-Vitaminen
1mg/l 2,4D
30 g/l Saccharose
pH 5,7 (mit KOH)
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2.2.5 Anzucht und Haltung demicotiana benthamiana Pflanzen

N. benthamiandflanzen wurden freundlicherweise im Rahmen dd3 & zur Verfligung
gestellt und von Frau B. Rosinsky bis zum Alter vbrbis 5 Wochen im Gewéachshaus
angezogen (Lichtperiode: 5:00-21:00 Uhr; Tag: 2560% relative Luftfeuchte; Nacht:
19°C, 40% relative Luftfeuchte).

Fur Infektionsversuche wurden die Pflanzen in éeecival Pflanzenzuchtkammer (E41L2,
CLF PlantClimatics GmbH) Uberfihrt und bei 25°C wrder Lichtperiode von 14 h (ca.
150 umol/m?/s) gehalten (Desvoyes & Scholthof, 2002

2.3 Molekularbiologische Standard-Methoden

Die verwendeten Lo6sungen und Puffer wurden, sowedglich und notig, durch

Sterilfiltration oder Autoklavieren sterilisiert.

2.3.1 DNA-Methodik

2.3.1.1 Transformation chemisch kompetentek. coli-Zellen

Die Transformation erfolgte mittels Hitzeschockn HiOO pl-Aliquot chemisch kompetenter
E. coltZellen wurden dazu von —80°C fur 10 min auf Eifgataut. Zu den Zellen wurden
10 pl Ligationsansatz oder Plasmid-DNA zugegebehnath vorsichtigem Mischen 20 min
auf Eis inkubiert. Nach dem Hitzeschock fur 2 me B2°C wurden die Zellen weitere
2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden 200_BFMedium zugegeben und 1 h bei
37°C unter leichtem Schutteln inkubiert. 100 pl ttansformierten Zellen wurden auf LB-
Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum autsigld.

Fur Konstrukte mit dem Gesamtgenom eines Virus aemrdB101-Zellen genutzt. Andere

Plasmid-Konstrukte wurden in Top10-Zellen bzw. Eegsionsstamme gebracht.

2.3.1.2 Préaparation von Plasmid-DNA aug&. coli

Zur Praparation von Plasmiden im kleineren MaR@tibiprep) wurden Ubernachtkulturen
1 min bei RT und 13000 rpm (Hettich Mikro 200) zé&ngiert. Das Pellet wurde in 100 pl
Losung | resuspendiert. Zur Lyse der Zellen wur@66 pl frisch hergestellter Losung Il
zugegeben und 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRenaden 150 pl kalter Losung |l

zugesetzt. Das Lysat wurde durch Invertieren deskfResgefaRes gemischt und nach
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kurzer Inkubationszeit auf Eis zur Abtrennung deglltdimmer 15 min bei 4°C und
13000 rpm (Hettich Mikro 200R) zentrifugiert. Di@ iUberstand befindliche Plasmid-DNA
wurde abgenommen, in 10-minutiger Inkubation mi% gl Isopropanol geféllt und 15 min
bei RT und 13000 rpm (Hettich Mikro 200) pelletietaran schloss sich ein Waschschritt
mit 500 pul 70% Ethanol an, bevor das DNA-Pelletrggknet und in 30 pl ddd mit
20 pg/ml RNase A geldst wurde.

Zur Gewinnung sehr reiner Plasmid-DNA, z.B. fir Geugierreaktionen, wurde die DNA

per Kit (peqGOLD Plasmid Miniprep | (Peglab) naclrbtellerangaben isoliert.

Losung | (autoklaviert) L6sung |l Losung Il (autoklaviert)
25 mM Tris/HCIpH 7,9 - 8 0,2 N NaOH 2,55 M KAEip,8

50 mM Glucsose 1% (w/v) SDS

10 mM EDTA

Zur Praparation im gréf3eren Maf3stab wurde PlasmNé-Bus 50-100 ml Flissigkultur mit
Qiagen-tip 100 (Qiagen) oder mit PureYield PlasMdliprep System (Promega) den

Herstellerangaben entsprechend isoliert.

2.3.1.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration einer DNA-LOsung wurde photonsztini (Eppendorf Bio photometer)
anhand des Ofgr-Wertes bestimmt. Fir dsDNA gilt: Qg von 1 = 50 pg/ml. Zur
Uberpriifung der Reinheit einer DNA-L&sung wurde Qeotient aus dem Qgy-Wert und
dem ODggrWert herangezogen.

2.3.1.4 Auftrennung von DNA per Gelelektrophorese

DNA-Fragmente, wie z.B. PCR-Produkte, wurden Samhbi& Russel (2001) entsprechend
in 1-2% Agarose-Gelen (mit 0,3 mg/ml Ethidiumbrojnich 1x TAE-Puffer (40 mM
Tris/Acetat, pH 8,0; 1 mM EDTA) aufgetrennt. VorrdBeladung des Gels wurden die
Proben mit 1/5 des Volumens mit Ladepuffer (10 mMis-HCI, pH 7,6; 0,03%
Bromphenolblau, 0,03% Xylencyanol, 60% Glycerol, 60 EDTA) versetzt. Die
Auftrennung erfolgte bei einer angelegten Spannuog 80 - 120 V. Unter UV-Licht
(BioView transilluminator UXT-30M-8E) wurde die DNAdurch den Zusatz von
Ethidiumbromid im Gel sichtbar und konnte mittelsd@k-EDAS-Software dokumentiert

werden.
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Als GroRenstandards fiir DNA dienten folgende Mark&zne Rule™ 1 kb DNA Ladder
(Fermentas), Gene Rulér 50 bp DNA Ladder (Fermentas), Quick-L¥d1 kb DNA
Ladder (NEB) oder Quick-Loatf 100 bp DNA Ladder (NEB).

2.3.1.5 Reinigung von DNA

Die Isolierung bzw. Reinigung von DNA, z.B. aus R&nsansatzen wie Spaltungen mit
Restriktionsendonukleasen, erfolgte wie die Phé&tdtroform-Extraktion von RNA (siehe
unten). Jedoch wurde Phenol mit pH 7,8 — 8,2 eriges Die Fallung erfolgte mit
1/10 Volumen 3 M NaOAc (pH 5,2) sowie 2,5 Volumerth&ol (reinst, 96%) flr
mindestens 20 min. Bei Fallung geringer Mengen wudle Inkubation bei -20°C
durchgefuhrt. AnschlieBend wurde 30 min bei 4°C a8800 rpm (Hettich Mikro 200R)
zentrifugiert, das DNA-Pellet mit 70% Ethanol gealasn und erneut zentrifugiert. Nach
Trocknen des Pellets wurde dieses in mindestenpd 80H0 gelost.

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelemde das gewlnschte Fragment
unter UV-Licht (BioView transilluminator UXT-30M-8Eidentifiziert und mit Hilfe eines
Skalpells mit dem Agarose-Gel-Stiuck ausgeschniti@a. Extraktion der DNA aus dem

Agarose-Gel-Stuick erfolgte mittels Gel Extractiom (Reqglab).

2.3.1.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonuldasen

Zur Linearisierung von DNA flim vitro Transkriptionen und fur Klonierungen wurde DNA
mit Restriktionsendonukleasen gespalten. Reaktim#ae mit Plasmid-DNA bzw. PCR-
Produkten wurden dazu unter Reaktionsbedingungem weim Hersteller des Enzyms
empfohlen, angesetzt. Die Ansatze wurden mindestienempfohlene Zeit oder Gber Nacht
inkubiert. Das Ergebnis der Spaltungen wurde gtet$Gelelektrophorese analysiert. Sollten
weitere Reaktionen, wie z.B. Ligation, folgen, weirdie DNA per Phenol/Chloroform-

Extraktion oder Kit (Gel Extraction Kit, Peglab)rgaigt.

2.3.1.7 Dephosphorylierung von DNA

Zur Vorbereitung eines Vektors fiur Klonierungsstteriwurde DNA mittels Alkalischer

Phosphatase dephosphoryliert (Calf Intestinal AtlalPhosphatase, Promega bzw. NEB
oder FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphataseméntas). Im 20 pl Reaktionsansatz
wurde die DNA mit Reaktionspuffer des Enzym-Heltstslund 1-2 U des Enzyms fir 1 h
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bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde per Phenol/Chiimmon-Extraktion und Fallung aus dem

Reaktionsansatz gereinigt.

2.3.1.8 blunt end-Erzeugung an DNA-Fragmenten

Fur Klonierungszwecke war z.T. die Erzeugung vaattgh Endenkjunt end¥ von zuvor
gespaltener DNA gewilnscht. Zum Abbau Uberhangeladden von DNA wurde die Mung
Bean Nuclease (Promega) genutzt, zum Aufflillen lidloegender Enden das Klenow-
Fragment (Fermentas). Die Enzyme wurden den Henstebaben entsprechend eingesetzt.

2.3.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Verknupfung von DNA-Fragmenten fur Klonierungemrde mit der T4 DNA Ligase

(Fermentas) mit 1 bis 5 U des Enzyms weitgehend kicstellerangaben durchgefihrt. Zur
Ligation eines Inserts in einen Vektor wurde dasethim 3-fachen molaren Uberschuss
gegeniiber dem Vektor eingesetzt. Die InkubationesirReaktionsansatzes erfolgte
mindestens 1 h bei 22°C oder lUber Nacht bei 16°€3. Enzym wurde anschlieRend durch
10-mindtige Inkubation bei 65°C inaktiviert und 0 eines Ansatzes zur Transformation

von E. coliZellen verwendet.

2.3.1.10 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurden versettene DNA-Polymerasen genutzt.
Fur in vitro-Transkriptionen oder Klonierungen genutzte PCRdBkte wurden von DNA-
Polymerasen miproofreadingAktivitat (Pwo-DNA-Polymerase von Peglab und Plbusi
DNA-Polymerase von Biozym) synthetisiert. Dientee @CR-Produkte zur Analyse, wie
z.B. nach einer Reversen Transkription, wurde dig-DNA-Polymerase (DreamTa
DNA-Polymerase, Fermentas) eingesetzt.

Die Zusammensetzung typischer Reaktionsansatie Tstbelle 2-5 aufgefuhrt.
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Tab. 2-5: Zusammensetzung eines PCR-Ansatzes

Komponente Endkonzentration
Pwo-DNA- Phusion-DNA- Tag-DNA-
Polymerase Polymerase Polymerase
Reaktions-Puffer 1x (mit2 mM 1 x (Phusion HF 1x (mit2 mM
MgCly) Puffer, mit 1,5 mM MgCl,)
MgCl)
dNTP-Mix 200 uM 200 uM 200 uM
Primerforward 0,3 uM 0,5 uM 0,26 uM
Primerreverse 0,3 uM 0,5 uM 0,26 uM
DNA-Polymerase 0,03 U/ul 0,02 U/ul 0,04 U/ul
DNA-Matrize 100 ng 10 ng <1lug
ddH,0O ad 50 pl ad 50 ul ad 30 pl

Die Reaktionen wurden im Eppendorf Mastercyclerspeal ausgefiihrt. Didnnealing

Temperatur richtete sich nach den verwendeten Rninf&ir die Pwo-DNA-Polymerase-

sowie die Tag-DNA-Polymerase-Reaktion lag BienealingTemperatur 2-10°C niedriger

als

Herstellerangaben entnommen.

die geringere der

beiden

For

Primer-Schmelztemyrenat

Diese wurde den

die Phusion-DNKrRerase-Reaktion

lag die

AnnealingTemperatur 3°C Uber der geringeren der beiden dé¥Bchmelztemperaturen.

Die Elongationszeit richtete sich nach der Langs da amplifizierenden Fragmentes.

Tabelle 2-6 zeigt die Reaktionsparameter.

Tab. 2-6: Ubersicht tiber den Programmablauf einer ER-Reaktion

Schritt Pwo-DNA- Phusion-DNA- Tag-DNA-
Polymerase Polymerase Polymerase
Temperatur| Zeit | Temperatir Zeil Temperaiur  Zeit
L :g'“a'e . 94°C 2 min 98°C 30 se¢ 95°C 1 min
enaturierung
2. Denaturierung 94°C 45 sec 98°C 10 sec 95°C 80 se
3. Annealing JISrinrﬁgP 45 sec Jlsrinrﬁgr 20 sec Jlsrinrﬁgr 30 sec
15— .
4. Elongation 72°C 45 sec/ 72°C 30 sec/ 72°C 1 min/
1kb 1kb
1 kb
5. abschlieBende 72°C | 10min| 72°C | 10min| 72°C 10
Elongation min

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 15 bis 30 Zyklen daeholt. Anschliel3end wurden die
Reaktionsansatze auf 14°C gekunhlt. Aliqots der P@Ratze wurden per Gelelektrophorese
analysiert und/oder gegebenenfalls fir den EinsatzFolgereaktionen per Kit (Gel

Extraction Kit, Peglab) gereinigt.
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2.3.1.11 Einfuhrung von Mutationen in DNA — zielgrichtete Mutagenese

Die Einfihrung von Punktmutationen oder mehrfacBaisenaustauschen in DNA wurde
mit Hilfe des QuikChange Site-Directed Mutagend&is(Stratagene) durchgefihrt. Dabei
wird eine PCR-Reaktion mit zwei Oligonukleotidengagetzt, die neben der Mutation
jeweils komplementére Bereiche zur Zielsequenz mabach der PCR-Reaktion wird die
nicht-mutierte Matrize durclDpnl, ein haufig spaltendes Restriktionsenzym, das nur
methylierte DNA erkennt, abgebaut. Die mutiertesRiml-DNA kann anschlie3end zur
Transformation vork. coligenutzt werden.

Die Reaktionen wurden nach Empfehlungen des Hesstehdngesetzt. Die PCR-Reaktion

wurde mit folgenden Parametern durchgefihrt:

1.)95°C 30 sec

2.) 95°C 30 sec

3.)55°C 1 min

4.) 68°C 1 min / kb Plasmid-GréRe
abkuhlen auf 37°C

Die Schritte 2 bis 4 wurden in 12 bzw. 17 Zyklerederholt.

2.3.1.12 Sequenzierungen

Sequenzierungen wurden von eurofins MWG operonhdyaftihrt.

2.3.2 RNA-Methodik

2.3.2.1 Phenol-Chloroform Extraktion von RNA undFallung

Zur Reinigung von RNA, z.B. aus vitro-Transkriptionsansatzen wurde das Volumen des
Ansatzes auf 200 pl mit dgB aufgefullt und 1 Volumen eines Gemisches aus é&lhen
(pH 4), Chloroform und Isoamylalkohol (im Verhakn5:24:1 (v/v)) zugesetzt. Nach
sorgfaltiger Mischung (Vortex) wurde zur Phasentrerg 2- 3 min bei RT und 13000 rpm
(Hettich Mikro 200) zentrifugiert. Die obere, wagsr Phase wurde, mdglichst ohne Stdrung
der Interphase und organischen Phase, abgenomm@&nmiinl Volumen Chloroform
versetzt. Die Losung wurde wiederum grindlich geftigVortex) und 2-3 min bei RT und
13000 rpm zentrifugiert. Die obere, wassrige Phadie, die RNA enthielt, wurde
abgenommen und mit 1/5 Volumen 6 M AmmoniumaceNat,CH3;COO) und 2,5 Volumen
Ethanol (reinst, 96%) versetzt. Der Einsatz von,8H;COO verhinderte dabei weitgehend
die Koprazipitation freier Nukleotide. Bei Fallurgeringer RNA-Mengen wurden 20 pg
Glycogen zugesetzt. Zur Prazipitation der RNA wutde Ansatz mindestens 20 min bei RT
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inkubiert und anschlieBend 30 min bei 4°C (oderGQ0@nd 13000 rpm (Hettich Mikro
200R) zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 70% Etblagiewaschen und in mindestens 15 pl
ddH,O gelost, gegebenenfalls durch 5-minttige Inkulpatiei 50°C.

2.3.2.2 RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial — Trzol-Methode

Etwa 0,1 g Blattmaterial wurde in flissigem StickEmit vorgekihltem Mdorser und Pistill
zu feinem Pulver zerkleinert und mit gekihltem 8pat 1 ml Trizol gegeben. Die Probe
wurde 1 min grundlich gemischt (Vortex) und anse®Bénd 5 min bei RT inkubiert. Nach
der Zugabe von 200 ml Chloroform wurde 30 sec didndyemischt (Vortex) und erneut
5 min bei RT inkubiert. Nach 15-mindtiger Zentriigpn bei 4°C und 13000 rpm (Hettich
Mikro 200R) wurde der wéassrige Uberstand abgenomuoreh zur Fallung der RNA mit
1 Volumen Isopropanol versetzt. Die Probe wurdemi® bei 4°C und 13000 rpm
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde mit #t¥anol gewaschen, getrocknet und in
ddH,O gelost.

Trizol: 0,8 M Guanidinthiocyanat
0,4 M Ammoniumthiocyanat
0,1 M NaAc,pH5
5% (v/v) Glycerin
38% (v/v) Phenol
komplettiert mit ddyD

2.3.2.3 RNA-Isolierung aus Viruspartikeln

Fur die Isolierung der viralen RNA aus Viruspartikevurden zu 100 pl einer Viruspartikel-
Suspension 5 pl Proteinase K (19,6 mg/ml, Fermgntagegeben. Die Enzymaktivitat
wurde mit 1 M Harnstoff gesteigert. Die Inkubatienfolgte fur 15 min bei 37°C, die
Inaktivierung des Enzyms fur 15min bei 50°C. Arsflend folgte eine
Phenol/Chloroform-Extraktion und Fallung. Das RNaHEt wurde in 15 pl ddD geldst.

2.3.2.4 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration einer RNA-LAsung wurde photonsetni (Eppendorf Bio photometer)
anhand des Ofgr-Wertes bestimmt. Fir RNA wird bei einer @pvon 1 mit einer
Konzentration von 40 pg/ml gerechnet. Zur Uberpmiifder Reinheit einer RNA-Losung
wurde der Quotient aus dem @BWert und dem ORyr-Wert herangezogen. Der Wert

sollte bei 2,0 liegen.
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2.3.2.5 Auftrennung von RNA per Gelelektrophorese

RNA wurde entweder im denaturierenden 1%-2%igermmiatdehyd-Agarose-Gel oder im
denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-Gel aufeyat.

Formaldehyd-Agarose-Gele wurden in FA-Gel-Puffed &M MOPS, 5 mM Na-Acetat,
1 mM EDTA, pH 7,0) mit 1% Formaldehyd angefertiDie Proben wurden nach Mischen
mit 1 Volumen Ladepuffer (95% Formamid; 0,025% SDE025% Bromphenolblau,
0,025% Xylencyanol, 0,025% Ethidiumbromid, 0,5 M E&) 5 min bei 70°C erhitzt und
sofort auf Eis abgekuhlt. Nach Beladung des Gelslevdie RNA in 1x FA-Gel-Puffer bei
100 V aufgetrennt.

Polyacrylamid-Harnstoff-Gele wurden 1,5mm dick g@&gen und enthielten 4%
Polyacrylamid (19:1) sowie 8 M Harnstoff in 1x TBHfer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure,
pH 8,3; 2mM EDTA). Die Proben wurden mit 1 Volumdmadepuffer (90% (v/v)
Formamid, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 2mM EDTA, 0,1% rdnphenolblau, 0,1%
Xylencyanol) gemischt, 5 min bei 95°C erhitzt urafost auf Eis abgekihlt. Die Proben
wurden bei einer angelegten Spannung von 300 Veiitikaler Orientierung des Gels in der
Kammer, aufgetrennt.

Als GroRenstandard fir RNA dienten Ribo RUERNA Ladder, High Range (Fermentas)
oder Ribo Rulé™ RNA Ladder, Low Range (Fermentas). Die RNA-Markerrden fiir
Autoradiogramme mityf32P]ATP in einer Phosphorylierungsreaktion radtoakarkiert.
Agarose-Gele die mit radioaktiv markierter RNA laea waren, wurden fur die Erstellung
eines Autoradiogrammeauf Chromatographiepapier (lonenaustauschpapierlpg8legt
undunter Gewichten mit Hilfe eines Stapels aus saugéth Papier vorgetrocknet, um dem
Reil3en des Gels vorzubeugen. Die weitere Trockeufodgte unter Vakuum auf einem Uni
geldryer 3545 D bei 50°C.

Polyacrylamid-Harnstoff-Gele, die fir die Expositiceines Storage-Phopshor-Screens
vorgesehen waren, wurden auf ChromatographiepgpMM Whatman) gelegt und bei
60°C unter Vakuum mittels Uni geldryer 3545 D gekmet.

2.3.2.6 in vitro-Transkription

Zur Synthese von RNA wurden 50 -100 pl Reaktionenfalgt angesetzt:

Reaktionspuffer (Stratagene) 1x

DTT 10 mM
ATP, GTP, CTP, UTP 1 mM
RiboLock (Fermentas) 1 U/ul
RNA-Polymerase 1,5 U/ul
DNA 500 ng -2 pg
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Der Ansatz wurde mit ddi® auf 50 pl bis 100 pl aufgefullt. Als Matrize werdzom
Plasmid linearisierte, gereinigte DNA (bis zu 2 pogler 500 ng gereinigtes PCR-Produkt
eingesetzt. Die Reaktion wurde bei 37°C (T7-RNAyRwrase, Stratagene) bzw. 40°C
(SP6-RNA-Polymerase, Fermentas) bis zu 3 h inktub&mschlielRend wurde die DNA-
Matrize in einstiindiger Inkubation bei 37°C mit laig 75 U DNasel (Roche Diagnostics)
und bis zu 37 U Dpnl abgebaut. Die Transkripte wardnittels Phenol/Chloroform-
Extraktion und Ammoniumacetat-Ethanol-Fallung geigi

Zur Gewinnung von Transkripten mit calp-Analog wurde der GTP-Gehalt der oben
beschriebenen Reaktion auf 0,2 mM reduziert undryBcap-Analog (M GpppG; NEB)

zugesetzt.

2.3.2.7 Phosphorylierung von RNA zur 5’-End-Markerung

Zur 5’-End-Markierung von RNA wurde zunéchst einepbosphorylierung wie fir DNA

(s.0.) durchgefuhrt, jedoch wurde zusatzlich RNasébditor (RiboLock, Fermentas)
zugesetzt. Die RNA wurde per Phenol/Chloroform-&ktion und Fallung aus dem
Reaktionsansatz gereinigt.

Dephosphorylierte  RNA wurde mit 10U T4-PolynukideKinase (Fermentas),
Reaktionspuffer des Enzymherstellers, 40 U RNahkasitor (Ribolock, Fermentas) und 2 ul
[y-2P]-ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Hartmann Anatyt in einem 10-20 pul

Reaktionsansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Ans&died wurde die RNA zur Entfernung
freien ATPs per Kit (Nucleospin RNA II, Macherey-9dd) oder per Phenol/Chloroform-

Extraktion und Fallung gereinigt.

2.3.2.8 radioaktive Markierung von RNA perin vitro-Transkription

Zur Markierung von RNA, wie z.B. einer Northern Bfonde, wurde einén vitro-
Transkription wie oben beschrieben angesetzt. Jedoede die Menge des CTP auf 0,1 M
reduziert und 2 plof32P]-CTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Hartmann Anaytin einem
20 ul Reaktionsansatz eingesetzt. Die markierte RWN&rde anschlielend per Kit
(Nucleospin RNA Il, Macherey-Nagel) oder per Phé@bloroform-Extraktion und Fallung

gereinigt.
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2.3.2.9 3-End Oxidation von Transkripten

Mittels 3’-End Oxidation einer RNA durch Na-PeriodialO,) konnen die 3'OH-Gruppen
in Aldehyde umgewandelt werden. Die Veresterungvmaiteren Nukleotiden wird dadurch
inhibiert. Fur eine solche Reaktion wurden 10 pieeiRNA auf ein Volumen von 140 pl
mit ddH,O eingestellt. Nach der Zugabe von 50 ul 0,1 M Nal@d 10 pul 1 M NaOAc
wurde der Ansatz 1 h bei RT im Dunkeln inkubierhsghliel3end erfolgte eine Reinigung
der RNA per Kit (Nucleospin RNA II, Macherey-Nagelihnd gegebenenfalls eine Fallung
der RNA, um eine héher konzentrierte L6sung zulegha

2.3.2.10 Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung

Zur Hydrolyse endogener RNAs im Pflanzen-Lysat oder Uberpriifung der RNase-
Resistenz von Viruspartikeln wurden entsprechendsbdh mit Mikrokokkus-Nuklease
behandelt. Diese Endo-Exo-Nuklease spaltet ssRNAward durch Ca-lonen aktiviert.
Lysat wurde mit 0,5 mM Caglund 75 U/ml Mikrokokkus-Nuklease (Roche Diagnastic
15 min bei 20°C inkubiert. Zur Inaktivierung deszigms wurden 2 mM EGTA zugesetzt.
Viruspartikel-Suspensionen wurden mit 0,1 U/ul Mikokkus-Nuklease versetzt und
15 min bei 20°C inkubiert. Das Enzym wurde dabeicdulie Zugabe von bis zu 3,5 mM
CaClL aktiviert und durch Zugabe einer aquimolaren Merme EGTA nach der
Reaktionszeit inaktiviert.

Weitere bzw. davon abweichende Bedingungen sinfrgebnisteil erwahnt.

2.3.2.11 RNase H-Behandlung

Die Endonuklease RNase H hydrolysiert Phosphodi@&talungen in RNA-DNA-
Hybriden.

15 pl RNA wurden mit 50 pmol Oligonukleotid 3 minf&®5°C erhitzt. Anschlie3end wurde
RNase H-Puffer (NEB), 1,3 U/ul RNase-Inhibitor (Rilmck, Fermentas) und 3 U RNase H
(Promega) in 10 ul Volumen (ad 10 ul mit g€y zugegeben und 2 h bei 37°C inkubiert.
Ein solcher Ansatz wurde auf ein Volumen von 50nitl ddH,O eingestellt und mit 50 pl
Chloroform ausgeschiittelt. Nach 3-minttiger Zeagé#tion bei 13000 rpm (Biofuge pico,
Heraeus) wurde die wassrige, obere Phase abgenommeénper Gelelektrophorese

analysiert.
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2.3.2.12 c-DNA-Synthese

RNA-Mengen in Proben wie z.B. Viruspartikeln odeftaRzenmaterial wurden mittels

reverser Transkription bestimmt. Dazu wurde zuemsé der RNA komplementare DNA

(cDNA) synthetisiert. Durch die Wahl des Oligonwatlds fir diese Erststrang-Synthese
konnte die RNA-Region bestimmt werden, deren cDMAeiner anschlieRenden PCR-
Reaktion amplifiziert werden sollte.

RNA-Proben aus Pflanzenmaterial wurden auf diecgkeiKonzentration an Gesamt-RNA
verdunnt. Fur die cDNA-Synthese wurde die RNA ineen Volumen von 12 ul (ad 12 pl

mit ddH,O) mit 15 pmol Oligonucleotid 5 min bei 70°C inkakli Fur aus Pflanzenmaterial

isolierte RNA wurden zusatzlich 15 pmol Oligonukidofir die cDNA-Synthese von 18S

rRNA eingesetzt.

AnschlieRend wurde ein Reaktionsmix wie unten diifyg, zugegeben.

RT-Reaktionsmix: 5 x Reaktionspuffer (Fermentas) 4 ul
RNase-Inhibitor flgLock, Fermentas) 0,5 ul (20 V)
dNTP-Mix (20 mM Mukleotid) 1l
RevertAid Revergarscriptase (Fermentas) 100 U
dgo ad 7,5 ul

Der Reaktionsansatz wurde 60 min bei 45°C, danmihCbei 70°C inkubiert und schliefilich
auf 4°C abgekuhlt. Dieser reversen Transkriptidgtéoeine PCR bzw- qRT-PCR.

2.3.2.13 Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Mittels gRT-PCR wurde die TBSV-Viruspartikel-Mengelirekt Uber die Menge an viraler
RNA bestimmt. Dies war moglich, da stets nur einSVBRNA-Molekll im Viruspartikel
vorliegt. Von aus Viruspartikeln isolierter RNA wd& cDNA synthetisiert. 2 pl des cDNA-

Reaktionsansatzes wurden wie folgt eingesetzt:

Reaktionsansatz: PCR-Programm:

5 pul Master Mix QuantiTect SYBR Green PCR Kit) 1. 15 min  95°C

0,5 uM Primer forward (TVGMQRTP1s) 2.30sec 94°C

0,5 uM Primer reverse (TVGMRTP1a) 3. 30 sec 50°C

2 ulHO 4.30sec  72°C

2 pl cDNA Die Schritte 2 bis 4 wurden in

insgesamt 45 Zyklen wiederholt.

Fur den Programmablauf wurde ein Roche LightCydlér genutzt. Die Spezifitdt der
Reaktion wurde stets mit Hilfe einer Schmelzkurveaigse (50°C bis 95°C; 0,1°C/sec)

sichergestellt.
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Zur Quantifizierung wurde gTBSV-RNA in Verdunnunggen (3 bis 6 log-Stufen) mit
bekannter Konzentration als externer Standard fiitge Die fir den Standard genutzte
RNA wurde aus eineiin vitro-Transkription gewonnen und vor der cDNA-Synthese
zusatzlich mit DNase | (Roche Diagnostics) behand@® min Inkubation bei RT mit 1 U
Enzym in DNase I-Puffer des Herstellers, Enzym-tivedeung 10 min bei 65°C,
anschlie3end Phenol/Chloroform-Extraktion und Fghu

Aus dem erhaltenen CP-Wertrgssing point, der die Zyklenzahl angibt, bei der das
Fluoreszenzsignal Uber der Hintergrdfldoreszenz liegt, wurde die RNA-Konzentration
anhand des Standards errechnet. Die Effizienz de&R-Reaktion wurde anhand des
Standards bestimmt und lag zwischen 1,8 und 2, wesbéNert von 2 eine Verdopplung der

DNA-Menge pro PCR-Zyklus anzeigt.

2.3.2.14 Northern Blot

RNA-Proben wurden auf einem denaturierenden ForehgidtAgarose-Gel (bis zu 2%
Agarose) aufgetrennt. Das Gel wurde zweimal 20 minddH,O und 1 x 20 min in
Transferpuffer (0,01 N NaOH, 3 M NaCl) gespult. Zdmansfer auf die Nylon-Membran
(Immobilon-NY*, Millipore) wurde ein Kapillarblot aufgebaut. Dazwurde auf ein
Transferpuffer-Reservoir eine Glasplatte als Trdgedas Gel gelegt. Zwischen Glasplatte
und Gel wurde ein Gel-breiter Filterpapierstreifgvhatman 3MM) gelegt, dessen Enden in
das Pufferreservoir ragten. Auf das Gel wurde did@ransferpuffer aquilibrierte Membran
gelegt, ein Gel-groRes Filterpapier (Whatman 3MMY ein Stapel saugfahigen Papiers.
Der Stapel wurde mit einer Glasplatte bedeckt und Gewichten beschwert. Der Blot
wurde ca. 10 Stunden in dieser Form belassen, satlasRNA aufgrund der wirkenden
Kapillarkrafte auf die Membran gesaugt wurde. N#&dibau des Blots wurde die RNA
durch 2-mindtige Inkubation in einer Mikrowelle baaximaler Leistung irreversibel an die
Membran gebunden. Nach Trocknen der Membran wurdesed in einem
Hybridisierungsrohrchen mit 25 ml Church-Puffer Dbéi 62°C, im Hybridisierungsofen
(Hybridization Incubator Fisher Scientific Isotemmtierend, inkubiert. Die radioaktiv
markierte Sonde wurde durch 5-minutiges Erhitzeh9&GC und sofortiges Abklhlen auf
Eis denaturiert und in das Hybridiserungsrohrchegeben. Die Bindung der Sonde an die
RNA erfolgte Uber Nacht bei 62°C. AnschlieRend veudile Membran zweimal 2 min mit
0,2x SSC (mit 0,1% SDS) und zweimal 30 min mit 0SBC (mit 0,1% SDS) bei 62°C

gewaschen. Die Waschschritte orientierten sich eanmer Geigerzahler gemessenen cpm-
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Werten, da mdglichst wenig unspezifischer Hintengru bei guter Signalstarke der
erwarteten Banden, angestrebt wurde.

Anschlie3end wurde ein Autoradiogramm erstellt.

Church-Puffer: 0,25 mM Na-Phosphatpuffer (ausHNRO, und NaHPOy, pH7,2)
1 mM EDTA
1% (w/v) BSA
7% (w/v) SDS

20 x SSC 3 M NaCl
0,3 M Na-Citrat-2KHO

2.3.2.15 Auswertung von Autoradiogrammen

Zur Detektion radioaktiv markierter RNA- oder Piateanden in Agarose- oder
Polyacrylamid-Gelen wurden die auf Filterpapierrgekneten Gele auf eineBtorage
Phosphor Screer(Fuji bzw. Amersham Biosciences) gelegt. Die Exjpmssdauer lag
zwischen 9 Stunden und mehreren Tage. $ieeensvurden perPhosphorimagel(Storm
860 Molecular Imager) gescannt und mit Hilfe deag@Quant 5.0 Software ausgewertet.
Ein Screenwurde vor und nach der Exposition geldscht (Imageser).

2.4 Arbeiten mit Pflanzen, pflanzlicher Zellkultur und Lysat

2.4.1 Préaparation zytoplasmatischer Extrakte aus panzlicher Suspensionkultur

2.4.1.1 Praparation von BYL und LeL

Die zytoplasmatischen Extrakte wurden aus Suspesisiutturen hergestellt. Dazu wurde
zunachst die Zellwand enzymatisch abgebaut. Ausddelurch gewonnenen Protoplasten
wurde die Vakuole durch Zentrifugation in einem d@drGadienten entfernt. Die
evakuolisierten Miniprotoplasten wurden zur Gewimgudes Lysates aufgeschlossen und
schlie3lich die Zellkerne abzentrifugiert.

Zur Protoplastierung wurden ca. 200 ml 4-5 TageeralSuspensionkulturen auf 4
ReaktionsgefalRe (50 ml) aufgeteilt und bei 800 mme Bremse (Hettich Rotina 38R,
swing outRotor) bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wuveeworfen und die Zellpellets
in je 25 ml Protoplastierungslosung vorsichtig sgmndiert. Die resuspendierten Zellen
wurden zunachst vereinigt und anschlieRend auf 2&58iml Erlenmeyerkolben aufgeteilt,
um sie 3-4 Stunden bei 70-90 rpm in Dunkelheit2¥IC zu inkubieren. Der Fortschritt der

Protoplastierung war lichtmikroskopisch durch Aldung der Zellen sichtbar.
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Die vollstandig protoplastierten Zellen wurden rRitotoplasten-Waschpuffer gewaschen.
Dazu wurden die Zellen in 50 ml Reaktionsgefal3er86@ rpm (Hettich, Rotina 38Rwing
out-Rotor) ohne Bremse 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberdtavurde mit einer Pipette
entfernt und das Zellpellet vorsichtig erneut irotBplasten-Waschpuffer aufgenommen.
Nach dreimaligem Waschen der Zellen wurden dieswanig Protoplasten-Waschpuffer
aufgenommen und mit einer Pasteurpipette auf 60R€bcadienten gegeben. Die Percoll-
Gradienten wurden stets frisch wie folgt hergestélus 3 ml 0%iger Percoll-Lésung und
3 ml 30%iger Percoll-L6sung wurde mittels Gradieméscher ein 0-30% -Percoll-Gradient
im Zentrifugenréhrchen (Beckmann) gemischt. Der diznat wurde mit 2 ml 40%iger
Percoll-Lésung unterschichtet. Diese wurde wiedemih 2 ml 70%iger Percoll-Lésung
unterschichtet.

Die mit Protoplasten beladenen Gradienten wurdem@0 bei 25°C bei 10000 x g im
SWA40Ti-Rotor ohne Bremse zentrifugiert (Erreicher dollen Beschleunigung langsam,
innerhalb von 2 min). Die evakuolisierten Zelleniffdrotoplasten) wurden anschlieRend
aus der Interphase zwischen der 40% / 70%-Peréasilthgen mit einer Pasteurpipette
abgenommen und zweimal in 15 ml-ReaktionsgefalRe¢rionml Protoplasten-Waschpuffer
gewaschen. Zur Pelletierung der Zellen wurden diakionsgefalde bei 100 x g (Hettich,
Rotina 38R, swing outRotor) fur 5min bei RT ohne Bremse zentrifugieiie
Miniprotoplasten wurden anschlieRend in dem 3,7héa Volumen TR-Puffer vorsichtig
resuspendiert und in einem vorgekihlBounce Homogenizgtight fit) mit 70-100 Stdl3en
auf Eis aufgeschlossen. Schlie3lich wurden dieketle durch Zentrifugation bei 3000 rpm
4°C fur 10 min (Hettich Mikro 200R) entfernt. Dassaden Uberstanden vereinigte Lysat
(BYL, bzw. AtL, bzw. LeL) wurde aliquotiert und bmur Verwendung bei -80°C gelagert.

Protoplasten-Waschpuffer: 12,5 mM NaOAc
5 nBAC)
0,87Mannitol
pH85,

Protoplastierungslésung: 0,312% Cellulase OnoRf&a
0,1% Pectolyase Y23
in Protoplasten- Waschpulffer,
sterilfiltriert (0,45 pm Membranfilter)

Percoll-Lésung: 0,7 M Mannitol
20 mM Mggl
5 mM PIPES-KOH, pH 7,0
mit 30% , 40% , 70%ddl (Sigma) bzw. ohne Percoll
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TR-Puffer: 30 mM HEPES-KOH, pH 7,4
80 mM KOAc
1,8 mM Mg(OAeg)
2mMDTT
1x Protease-Inhibitor (RochegompleteMini, EDTA free)
Alle verwendeten Losungen wurden autoklaviert @ier autoklavierten bzw. sterilfiltrierten
Stamm-LOsungen zusammengesetzt. Percoll wurde Hiesdich steril aus dem

Originalgefald entnommen.

2.4.1.2 Préaparation von AtL

Zur Praparation eines zytoplasmatischen Extraktes A& thalianaSuspensionskultur
wurden insgesamt 120 ml einer 5 Tage alten Suspesigiltur bei 100 x g (Hettich, Rotina
38R, swing outRotor) abzentrifugiert, das Pellet in insgesamtn®Oeiner 0,24 M CaGl
Lésung vorsichtig resuspendiert. Zur Protoplastigrwvurden je 15 ml der Zellsupension
mit 15 ml Enzymldsung und weiteren 20 ml 0,24 M Ga@sung fir etwa 6 Stunden bei
RT im Dunkeln unter leichtem Schwenken inkubiert.

Die weiteren Schritte wurden nach dem ProtokolldiégrBYL-Praparation ausgefthrt.

Enzymlosung: 2 mg/ml Macerozym (Serva)
6,7 mg/ml Cellulase (Serva)
in 0,24 M CaLl
Die Losung wurde sterifiirt.

2.4.2 invitro-Translation und Luciferase-Assay

Eine Translationsreaktion wurde nach Komaetaal, 2004, optimiert. Ein Ansatz zur
Translation von RNA in Lysat setzte sich wie fatgsammen:

BYL (bzw. AtL oder LelL) 10 pl (40% des Reaktionfymens)
4x TR-Puffer 2,8 ul

Creatine Phosphokinase (10 mg/ml) 0,5 ul

RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul

10x Translationsmix 2,5 ul

RNA bis zu 4 ug, je nach Versuch

ad 25 pl mit ddHO

Der Reaktionsansatz wurde bei 23°C - 25°C fur In&tuinkubiert. Fir einen gekoppelten

Translations-/Replikationsansatz wurde ein sol€&teaktionsansatz verdoppelt.
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10x Translationsmix: 7,5 mM ATP
1 mM GTP
250 mM Credfihosphat
0,5 mM Aminosémix (ggf. ohne Methionin)
0,8 mM Spermin
FUr eine Translationsreaktion zur 5-End-Markierwan Transkripten wurden je Ansatz

0,8 pl L-[°S]-Methionin (10 mCi/ml) zugesetzt.

Wurde Luciferase-mRNA zur Translation eingesetzinrke der Erfolg der Reaktion mit
Hilfe eines Luciferase-Assays uberpriuft werden. Dasslatierte Luciferase-Protein kann
Luciferin als Substrat zu Oxyluciferin umsetztembei Biolumineszenz entsteht.

Zur Detektion wurden 2 pl einer Translationsreaktioit 25 pl Luciferase-Assay-Substrat
(Luciferase Assay System, Promega) in einem Ass#y¢hen gemischt. Die Messung
erfolgte unverzuglich im Luminometer (Berthold d#ien systems) mit einer
Messverzdgerung von 2 sec (um Falschwerte durdalieindes Licht zu vermeiden) tber
einen Zeitraum von 20 sec. Die Messwerte wurden @erét als Relative Lichteinheiten
pro Sekunde (RLU/s) ausgegeben. Von den Messwertede anschliel3end jeweils der

Messwert flr eine Leerprobe (Luciferase-Assay-Reagéne Probe) abgezogen.

2.4.3 gekoppelten vitro-Translations-/ Replikationsreaktion

FiUr eine gekoppelte Translations-/Replikationsieakivurde 10 pl 5% RARP-Mix mit 40 pul
eines Translationsansatzes und RNA-Matrize gemid€im solcher Ansatz wurde, wenn
nicht anders angegeben, 3 Stunden, bei 25°C inkulBegebenenfalls wurden 40 pl eines
Translationsansatzes vor Zugabe des RARP-Mixesimaf Konzentration von 1,25 mM
EDTA eingestellt.

5x RARP-Mix: je 5mM ATP, GTP und UTP
125 uM CTP inklusive 2CiJa-32P]CTP/ 10 pl
50 mM DTT
500 pg/ml Actinomycin D
150 mM CreatindBphat
17 mM Mg(OAc)

Nach der Inkubationszeit wurde die RNA aus den faegamittels Nucleospin RNA II-Kit
(Macherey-Nagel) den Herstellerangaben entsprecrs@rt und per Gelelektrophorese

und Autoradiogramm analysiert.
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2.4.4 Infektion vonNicotiana benthamiana Pflanzen mit viraler RNA bzw.
Viruspartikeln

N. benthamiandflanzen wurden im Alter von 4 — 5 Wochen ein bigei Tage vor der
Inokulation aus dem Gewachshaus in einen Klimaséh(Rercival Pflanzenzuchtkammer)
Uberfuhrt und zur Steigerung der Suszeptibilitéegiyes & Scholthof, 2002) dunkel, bei
25°C gehalten.

Die Infektion der Pflanzen erfolgte nach der Methoder rub inoculation Den
Blattoberseiten wurden dazu auf einer Flache von Xam? durch Auftupfen von
Carborundum  (Siliziumcarbid) mechanisch ~ Mikroverletztungen  zugefuhrt. In
Inokulationspuffer verdiinnte RNA bzw. Viruspartikelurden mit einer Pipette auf die
verletzten Stellen aufgetropft (je 10 ul) und miteen Glasstab vorsichtig verstrichen. Nach
3 min Inkubation wurde die L6sung mit® abgespult und die Pflanzen bei 25°C und einer

Lichtperiode von 14 h gehalten.

Inokulationspuffer (adaptiert nach Desvoyes & Stttafl 2002): 0,05 M KHPO,
0,05 M Glycin
pH 7,9

2.4.5 Praparation von Viruspartikeln

Viruspartikel wurden aus infizierten Blattern nahki et al (2005) isoliert. Das
Blattmaterial wurde dazu im 2-3-fachen Volumen M,INa-Acetat-Puffer (pH 5,5) mit
0,1% Thioglycolsaure gemorsert. Das suspendiertegefidqh wurde mit 1 Volumen
Chloroform versetzt und 20 min vorsichtig gemisohhschlieliend wurde die Suspension
30 min bei 4°C und 14000 rpm (Hettich Mikro 200R9n#rifugiert. Die Viruspartikel
wurden anschlieBend aus dem wassrigen Uberstamdins®ei 50000 rpm und 4°C im
TLA 100.3-Rotor (Beckmann) pelletiert (in 1,5 ml IfPadlomer tube3. Das Pellet wurde
Uber Nacht auf Eis in 10 mM K-Phosphat-Puffer p8i (K.HPO, und KH,PO;) gelost.

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Konzentration von Proteinlésungen wurde mititadford-Methode (Bradford, 1976)
bestimmt. Dazu wurde ein Protein-Assay-Kit (Bio-Rgdnutzt. 800 pl in ddH20 verdinnte
Probe wurden mit 200 pl 5 x Bradford-Reagenz 10 benRT inkubiert. Anschlie3end
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wurde die Absorption bei 595 nm (Eppendorf Bio pima¢ter) gemessen. Zur Berechnung
der Konzentration wurde eine Kalibriergerade mitABSisungen bekannter Konzentration

erstellt.

2.5.2 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekudavgght wurde die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nachiaé (1970) genutzt. Ein SDS-Gel,
bestehend aus Trenngel und Sammelgel (s.u.) wwdlzen zwei vertikalen Glasplatten
1 mm dick gegossen. Zur Beladung des Gels wurderPdiben mit 1 Volumen 2x SDS-
Probenpuffer (s.u.) versetzt und 5 min bei 95°Gtarh

Der Lauf des Gels erfolgte in 1x Laemmli-Pufferu(sje nach Gel-GroRRe bei 35 mA bis
45 mA. Die Laufzeit richtete sich nach der gewutschAuftrennung, die anhand des
Markers (Page Rul&f Prestained Protein Ladder, Fermentas) abschatzrar

Ein Gel wurde anschliel3end entweder zur Coomassier Silber-Farbung oder flr einen
Western Blot genutzt.

Mit radioaktiv markierten Proteinen beladene Geleden auf Filterpapier gelegt und unter
Vakuum mittels Uni geldryer 3545 D bei 60°C getnoek Als Marker diente dabei Rainbow
[*“C] methylated protein molecular weight marker (Asfem, GE Healthcare) odéef'q]

methylated protein molecular weight marker (Peiimer).

Trenngel Endkonzentration

4x Trenngelpuffer 1x

Acrylamid/Bisacrylamid (30%; 37,5:1) 8%, 10% odegfAd (v/v)

H>0 ad gewinschtes Gelvolumen
APS 10% 0,01%

TEMED 0,2% (v/v)

Sammelgel Endkonzentration

4x Sammelgelpuffer 1x

Acrylamid/Bisacrylamid (30%; 37,5:1) 4% (v/v)

H.0 ad gewlnschtes Gelvolumen
APS 10% 0,01%

TEMED 0,25% (v/v)

4% Trenngelpuffer: 1,5 M Tris pH 8,8
0,4% SDS

4x Sammelgelpuffer: 250 mM Tris pH 6,8
0,2% SDS
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2x SDS-Probenpuffer: 10 mM Tris pH 6,8
20% Glycerin
6% SDS
0,01% Bromphenalb

frisch daz@: |5l B-Mercaptoethanol / 950 ul Pufferaliquot

1x Gelelektrophorese-Laufpuffer. 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS

2.5.3 Féarbung von Proteinen in SDS-Gelen

Zur Farbung von Proteinen im SDS-Gel wurden dasifigel mit Coomassie oder Silber
gefarbt. Die Silberfarbung ist dabei sensitivedladnt jedoch keine Quantifizierung der

aufgetragenen Proteinmenge.

2.5.3.1 Coomassie- Farbung von SDS-Gelen

Die Farbung eines Gels erfolgte fur etwa 60 mireuteichtem Schiutteln in Coomassie-
Losung (40% (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Eisessi@)3% (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-
250 in ddHO0). Zur Entfernung des unspezifischen Farblbersgsusvurde das Gel
anschlie3end in Entfarbe-Lésung (40% (v/v) Methat6l% (v/v) Eisessig in ddid) fur 1
bis mehrere Stunden geschwenkt. Zur AufbewahrunrgGilde flr einige Tage wurden

entfarbte Gele in 5% Essigsaure gelagert.

2.5.3.2 Silberfarbung von SDS-Gelen

SDS-Polyacrylamid-Gele wurden zunéchst fir 5 mifikierlosung (60 ml Aceton, 1,5 ml
TCA (50% (w/v) in ddHO0), 25 pl 37% ige Formaldehyd-Losung) geschwenkdchN
Schwenken des Gels in dgH(3 x 5 sec, 1 x 5 min, 3 x 5 sec) erfolgte zurbéthandlung
das Schwenken in 60 ml Aceton fur 5 min und firih m 60 ml NaS,0s-Losung (60 ml
H>0 mit 100 ul 20% (w/v) Ng&,0O3). AnschlieBend wurde das Gel in dfHgespult (3 x
5sec). Zur Impragnierung wurde das Gel in Sildeatliosung (60 ml ddkd, 0,8 ml
AgNO; (14%), 600 pl 37% ige Formaldehyd-Losung) fur &ranter leichtem Schutteln
inkubiert. Nach Spilen mit dgBb (3 x 5 sec) erfolgte die Entwicklung unter Eirkming
alkalischer Formaldehydlosung (60 ml dfH1,2 g NaCO;s, 25 ul 37% ige Formaldehyd-
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Losung, 25 pl 20% (w/v) N&,Os). Die zligige Farbung des Gels wurde durch Austausc
der Entwicklerlésung gegen 1% Essigsaure gestoppt.
Silbergefarbte Gele wurden unter Vakuum bei nuiCsatf Filterpapier getrocknet, um ein

Nachdunkeln zu vermeiden.

2.5.4 Western Blot

Zur spezifischen Detektion mit Antikérpern wurdenerp SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine semi-dryVerfahren auf eine Nitrocellulose-
Membran Ubertragen. Dazu wurde das Gel auf dierzavdransferpuffer (nach Bjerrum &
Schafer-Nielsen, 1986) aquilibrierte Membran gelegtl luftblasenfrei zwischen je zwei
Transferpuffer-getrankte Filterpapiere (Whatman 3Mjdlegt. Der Transfer erfolgte bei 0,8
-1 mA pro cm? Gel fur 1 Stunde.

Fir die Inkubation mit Hisag® Antibody HRP Conjugate (Novagen) wurde die Ndemn
nach dem Transfer zundchst 2 x 10 min bei RT in §B&hwenkt. Anschliel3end wurde die
Membran zur Absattigung unspezifischer Bindestefién mindestens 1 h ifblocking
Lésung (1% Casein, 0,1% (v/v) Tween 20 in TBS) pesmnkt, gefolgt von zwei 10-
minutigen Waschschritten in TBST und einer weitet€amindtigen Inkubation in TBS.
Darauf folgend wurde der TBS-Puffer des letzten dlashrittes durch Antikorper-Losung
(1:2000 verdunnt inblockingLdsung) ersetzt und 1 h bei RT unter leichtem 8ehi
inkubiert. Der Antikorper-Inkubation folgten Waschsitte: 2 x 10 min in TBST und 1 x 10
min in TBS, jeweils bei RT.

Die Membran konnte nun direkt zur Detektion einggseverden. Dabei entsteht bei der
Substratumsetzung durch die Antikdrper-gekoppéditese radish peroxidasgHRP)
Chemilumineszenz, die zur Schwarzung eines Rontgenfuhrt. Dazu wurden Lésung |
(Super Signal West Pico Luminol Enhancer Solution)l Losung Il (Super Signal West
Pico Stable Peroxide Solution) zu gleichen TeileMembran-benetzender Menge gemischt
und 3 min inkubiert. Die Membran wurde, nach Abfespder Losung, im Dunkeln fir 1 bis

10 min auf einem Film (CL-Xposure) exponiert, démFanschlielend entwickelt.

Transferpuffer fusemi dryBlot: 39 mM  Glycin
48 mM  Tris
1,3mM SDS
20% (v/v) Methanol
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TBS (Trisbuffer saling: 20 mM Tris
150 mNaGl
pH Trbit HCI)

TBST (TBS-Tween/Triton): 20 mM  Tris

500 mM NaCl
0,05% (v/v) Tween 20
0,2% (v/v) Triton X-100

pH 7,5 (mit HCI)

Die Detektion mit einem gegen das Maltose-Bindedtnogerichteten Antikdrpemrgbbit
IgG) erfolgte wie oben beschrieben. Die Membran deujedoch in TBS mit 0,05%
Tween 20 und 5% BSA zum Blockieren unspezifischendBstellen inkubiert. Der
Inkubation mit dem ersten Antikdrper folgte nachki®zen Waschschritten in TBS mit
0,05% Tween die Inkubation mit dem zweiten Antil@rpgAntirabbit-lgG_HRP, GE
Healthcare) in 1:10000-Verdinnung biockingLésung fur 1 h bei RT. Nach drei kurzen
Waschschritten in TBS mit 0,05% Tween konnte digeki#on erfolgen.

2.5.5 Testexpression des TBSV-p92 und —p33Hncoali

Einzelkolonien der mit pET_SUMO_p92, PMALpPp92 bzwpET_SUMO_ p33
transformierten E. coliStdmme (siehe unten, pMALp92E. colrStamme BL21-Al,
C43(DE3) und CodonPlus(DE3)-RP) wurden in LB-Mediumit entsprechenden
Antibiotika (40 pg/ml Chloramphenicol fur dig. colkStamme, 50 pg/ml Kanamycin far
PET_SUMO_p92 bzw. pET_SUMO_p33 und 100 pg/ml Amlipicfir pMALpP92) bis zu
einer OQy von ca. 1 bei 37°C unter Schitteln (250 rpm) aager. Die Induktion erfolgte
bei einer Oy von ca 1 standardméaiRig mit 1 mM IPTG, die Expoas$iir 4 bis 7 Stunden
bei 14°C. Fur derk. col-Stamm BL21-Al wurde zusatzlich mit 2% Arabinoseluaiert.
Anhand der Bestimmung der @9 wurden anschlieBend gleiche Zellmengen pelletied
die Expression per SDS-PAGE und Coomassie-Farbesgy @Gels bzw. Western Blot
Uberpraft.

2.5.6 Loslichkeitstest der irk. coli exprimierten p92- und p33-Fusionsproteine

Zum Test auf Lo6slichkeit der exprimierten Fusiomsépme wurden Zellen aus einer
Testexpression pelletiert, in 1,5 ml PBS (140 mMCN&,7 mM KCI, 10 mM NgHPQ,, 2
mM KH2PQ,, pH 7,4) mit 1 mg/ml Lysozym und 1x Protease-litbib(Roche Diagnostics)
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resuspendiert. Nach 40-mindtiger Inkubation auf &igden die Zellen durch 2 x 20 sec
Ultraschall-Behandlung (20 sec, Stufe 2, UltradeRaebzessor 200S, Hielscher), mit
zwischenzeitlicher Abkihlung auf Eis, aufgeschlosgeschliel3end wurde das Material 20
min bei 4°C und 13000 rpm (Hettich Mikro 200R) zéungiert. Die Uberstande und Pellets
wurden jeweils per SDS-PAGE und gegebenenfalls &vesBlot analysiert. Losliches

Protein sollte nach der Zentrifugation im Uberstandletektieren sein.

2.5.7 Zellaufschluss nach der Fermentation

Fur Reinigungsversuche des SUMO_p92 wurden per é@aton gewonnene Zellen, die
bei -40°C gelagert waren, genutzt. Die per Fermiemtagewonnenen pET_SUMO_p33-
Zellen wurden freundlicherweise von Anika Penzet ¥erfigung gestellt (s.a. Penzel,
2009). Fur den zunéchst erforderlichen Zellaufschluss emirdellen mit etwa 1 Volumen

Puffer (50 mM Tris pH 8, 0,1 M NaCl, 1 mM PMSF) setzt und auf Eis ca. 1 h aufgetaut.
Nach Zugabe von Lysozym und einstindiger Inkubatiorter Ruhren erfolgte der

Aufschluss in zwei Durchlaufen mittelseench presqGaulin Homogenisator, Micron LAB

40) bei einem Druck von maximal 800 bar. Anschlre3gvurde das Lysat zuséatzlich per
Ultra-Turrax wenige Minuten auf Eis homogenisiendu30 min bei 4°C und 35000 rpm
(Beckmann L8-60M, Rotor 45Ti) zentrifugiert. DasllPewurde bis zur weiteren Nutzung

auf Eis gelagert.

2.5.8 Isolierung und Solubilisierung deinclusion bodies

Ein aus der Fermentation gewonnenes Protein-Pefletle zunachst gewaschen. Dazu
wurde das Pellet in der etwa 3-fachen Menge an iNssiphat-Puffer (Waschpuffer s.u.)
resuspendiert, gegebenenfalls mit Hilfe eim®sunce-HomogenizerdNach 30-minutiger
Zentrifugation bei 4°C und 35000 rpm (Rotor 45 W)rde das dabei entstandene Pellet
erneut in Waschpuffer aufgenommen und zentrifugiert

Zur Solubilisierung demnclusion bodiesvurde ein Protein-Pellet in Na-Phosphat-Puffer mit
6 M Guanidinhydrochlorid (GdmCI) aufgenommen und teun Rihren bei 10°C

resuspendiert.

Waschpuffer: 20 mM Phosphorséaure
0,5 M NacCl
pH 7,4 (Einstellung mit NapH
0,2 - 0,5% Triton X-100
10 mM DTT
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Solubilisierungspuffer: 20 mM Phosphorsaure
0,5 M NacCl
6 M Guanidyarochlorid
pH 7,4 (Beltung mit NaOH)
0,2% Trit¥r100
1 mMDTT

2.5.9 Dialyse von Proteinlésungen — Ruckfaltung von Protaen

Zur Anderung der Pufferbedingungen wurde die Pmeliéisung in einen Dialyseschlauch,
der in Dialyse-Puffer aquilibriert wurde, gefiliDie Protein-L6sung wurde darin unter
leichtem Rihren bei 10°C gegen das mindestens@f@fdolumen des gewtinschten Puffers
fur mindestens 1 h dialysiert. Der Dialysepufferrdesmindestens zweimal gewechselt, um
den vollstandigen Pufferaustausch zu gewébhrleisten.

Um SUMO p92 bzw. SUMO p33 aus dem denaturierten tadds (in
Solubilisierungspuffer) in den mdglichst natirliohBaltungszustand zu tberfuhren, wurde
Guanidinhydrochlorid tGber mehrere Dialyseschrities aler Praparation entfernt. Dazu
wurde die Protein-Losung mit 6 M GdmCI in Na-PhaspBuffer (20 mM Phosphorsaure;
0,5 M NaCl; pH-Einstellung mit NaOH auf 7,4; 0,20;5% Triton X-100; 1 mM DTT)
zunachst mittels Dialyse auf 3 M GdmCI in Na-Ph@dgbuffer eingestellt. Anschliel3end
wurde die Protein-Lésung gegen Na-Phosphat-Putiee cGdmCl dialysiert. Die wahrend

der Dialyse gebildeten Prazipitate wurden gegelfaiiemurch Zentrifugation abgetrennt.

2.5.10 Streptomycinsulfatfallung von Nukleinsaure aus Proteinldsungen

Zur Entfernung von Nukleinsauren aus der Protepmgmation wurde wéahrend der
Ruckfaltung ein Fallungsschritt eingefligt. Zur RmtLosung wurde 1% (w/v)
Streptomycinsulfat zugegeben und 20 min bei 10°@ilgé AnschlieBend wurde die
Losung fur weitere 20 min auf Eis inkubiert und @@ bei 4°C und 35000 rpm (Rotor

45Ti) abzentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen.

2.5.11 Affinitdtschromatographie- Reinigung des rekombiranten p92 und p33

Die Expression des SUMO_p92 bzw. SUMO_p33 in Fusivheinem Hexa-Histidinag

ermoglichte die Reinigung per Affinitatschromatqgree durch Bindung der an der

Saulenmatrix chelatierten Ni-lonen (HisTrap FF e&u& ml CV, GE Healthcare). Das
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Reinigungsprinzip entspricht einer Metallaffinitfisromatographie (IMACJmmobilized
Metal lon AffinityChromatography

Die Protein-Losung wurde dazu in Bindepuffer diagys und zur Entfernung jeglicher
Préazipitate zentrifugiert (30 min, 4°C, 35000 rdRator 45 Ti). Die Séaule wurde mit Hilfe
einer Peristaltik-Pumpe bei 10°C mit mindesten$Sa0lenvolumen Bindepuffer aquilibriert
und anschlieBend mit der Protein-Lésung beladen.EZution des Proteins von der Saule
wurde eine FPLC-Anlage (Akta Purifier) genutzt. [mhution erfolgte mit einem linearen
Gradienten von 0-70% des Elutionspuffers mit 4 &dwblumen. AnschlielRend wurde 1
Saulenvolumen des Elutionspuffers zur vollstandigdfiution eingesetzt. Die
Flussgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Das Eluat deuin 1 ml-Fraktionen gesammelt.
Nach Uberprifung der Fraktionen per SDS-PAGE wurBeaktionen, die hauptsachlich
SUMO_p92 bzw. SUMO_p33 enthielten, vereinigt undege p33/p92-Na-Phosphatpuffer
(20 mM Phosphorsaure; 0,5 M NaCl; pH-Einstellung NeOH auf 7,4; 0,2 — 0,5% Triton
X-100; 1 mM DTT) dialysiert.

Die Affinitatschromatographie wurde z.T. unter deni@renden Bedingungen durchgefinhrt.
Dazu wurden die solubilisierteinclusion bodiesin GdmCl-haltigem Puffer vor der
endgultigen Rickfaltung auf die Saule geladen. &inchd Elutionspuffer wurden auf eine
der Protein-Losung entsprechende GdmCI-Konzentraingestellt. Die Rickfaltung wurde

im Anschluss mit vereinigten Fraktionen fortgesetzt

Nach diesem ersten Reinigungsschritt des SUMO_p82 8UMO_p33 wurde eine SUMO-

Protease-Behandlung des Fusions-Proteins angesehlds. Kapitel 2.5.11). Das daraus
hervorgehende p92 bzw. p33 wurde, wenn noch nielstlgehen, in Bindepuffer ohne
Imidazol (und 1 mM TCEP statt DTT) dialysiert undrpPeristaltik-Pumpe auf eine mit
Bindepuffer voraquilibrierte HisTrap FF crude-Sageml CV, GE Healthcare) geladen.
Das p92 bzw. p33 wurde mit dem Durchfluss aufgedangnd bis zur weiteren Verwendung

aliquotiert und nach Schockgefrierung in flissiggtickstoff bei -80°C gelagert.

Bindepuffer: 20 mM Phosphorsaure
0,5 M NacCl
30 mM - 50 mM Imidazol
pH 7,4 (Einstellung mit NaOH)
0,2% Triton X-100
1 mMDTT,
entgast und auf 10°C gekuhlt
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Elutionspuffer: 20 mM Phosphorsaure
0,5 M NacCl
500 mM Imidazol
pH 7,4 (Einstellung mit NidpD
0,2% Triton X-100
1 mM DTT,
entgast und auf 10°C gekuhl

2.5.12 SUMO-Protease-Behandlung des SUMO_p92 uSiMO_p33

Zur Gewinnung des p92 bzw. p33 aus dem Fusionspraigérden geeignete Fraktionen der
ersten Affinitatschromatographie-Reinigungsstufeeiregt und mit SUMO-Proteas&ip-1,;
freundlicherweise von S. Reich, MLU Halle-Wittengeaur Verfigung gestellt) behandelt.
Die SUMO-Protease wurde dazu etwa 1:100 in der SUpR- bzw. SUMO p33-
Praparation verdunnt, fir 3 Stunden bei RT oder iNaht bei 10°C inkubiert. Gebildetes
Préazipitat wurde 30 min bei 4°C und 35000 rpm (Rd®Ti) abzentrifugiert.

Die SUMO-Protease wurde teilweise direkt mit einBralyseschritt verbunden, d.h. mit in
den Dialyseschlauch gegeben. Die Vollstandigkeitp®2-Spaltung aus dem Fusionsprotein
wurde per SDS-PAGE Uberprift.

2.5.13 invitro-Polymerase-Assay mit rekombinatem p92

Die enzymatische Aktivitat der rekombinanten TBSWYR® (p92) wurde in einem vitro-

assaygetestet. Dazu wurde eine 50 pl-Reaktion wie fpigettiert.

17 pl TR-Puffer (mit 0,2% Triton X-100)

20 ul p92-Praparation (ca. 1,7 ng/ul)

2 1l 50 mM MnC}

8 ul 5 x RARP-Mix

2 pl [1**P]CTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml, Hartmann Analytic)
1 ul RNAtemplate(2 pg)

Gegebenenfalls wurden 10 pl p33-Préaparation (o&/l) in TR-Puffer eingesetzt. Die TR-

Puffer-Menge wurde entsprechend reduziert.

Ein Reaktionsansatz wurde fur 2 h bei 25°C inkupi@nschlieRend gereinigt (Nucleospin
RNA II, Macherey-Nagel) und per Gelelektrophoresalgsiert.
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Der Versuch zur Charakterisierung des Produktessamvitro-Polymeraseassayswurde
von Susann Friedrich durchgefihrt. Das Produktidestro-Polymeraseassaysmit DI(-)-
RNA als Matrize wurde dazu, nach der Reinigungdam Reaktionsansatz, mit 50 U RNase
T1 (Roche Diagnostics) in 52,5 mM NaCl und 5,25 mid-Citrat fur 30 min bei 30°C
inkubiert. Nach erneuter Reinigung wurde die RNAf aeinem denaturierenden

Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.

2.6 Elektronenmikroskopie

Die Detektion der Viruspartikel wurde freundlicheige von Dr. Gerd Hause und
Mitarbeitern ausgefihrt. Viruspartikel-Praparationeurden dazu mit Uranylacetat fur ein
sogenanntes Negativ-Kontrestiningbehandelt oder mit Hilfe von Antikdrpern detektier
FUr das Negativ-Kontrasttainingwurden 3 pl einer Probe auf einen Netztrager awysféd
(grid) getropft. Nach kurzer Einwirkzeit wurde die Ulmrgssige Probe mit Hilfe eines
Filterpapierstreifens abgesaugt und 30 sec getaicklum Waschen der Probe wurde das
grid mit der beschichteten Seite auf einen Wassertnopfatziert und 1-2 min inkubiert.
Dieser Schritt wurde 2 Mal wiederholt. Restlichesadser wurde mit einem
Filterpapierstreifen abgesaugt. AnschlielRend wualasgrid mit der beschichteten Seite auf
einen Tropfen 1%iger Uranylacetat-Losung (isO) gelegt und bis zu 1 min inkubiert. Der
Netztrager wurde anschlieBend 5 min mit der bebttien Seite nach unten auf einen
Tropfen 4%ige Phosphorwolframsaure (isthH gelegt, der Tropfen dann vorsichtig entfernt.
Dasgrid wurde mindestens 24 h zum Trocknen aufbewahrt.

Fur die Detektion von Viruspartikeln mit Immunogettarkiertem Antikorper wurden 3 pl
Probe auf Netztrager aus Nickel mit Formvar-Beddhieg getropft. Nach 3-mindtiger
Inkubation wurde Uberschissige Probe abgesaugtdandNetztrager 20 sec an der Luft
getrocknet. Zur Fixierung der Probe wurde dad auf einen Tropfen 2% Paraformaldehyd
in PBS gelegt und Uberschissige Losung abgesawgtfolgten 3 Waschschritte auf
Wassertropfen fur je 1 min. Anschlieend wurde 30 m blockingL6ésung (PBS mit 1%
BSA und 0,1% Tween) inkubiert, dann mit dem 1. Réwtper (polyklonaler Antikérper zum
Nachweis von TBSV, DSMZ) in 1:200- bzw. 1:500-Vendiing inblockingLdsung tber
Nacht bei 4°C. Nach 4-maligem Waschen fir je 5 miblockingL6sung wurde mit dem 2.
Antikorper (Antitabbit-IgG, gekoppelt mit 10 nm Goldpartikeln, Sigma Adth) in 1:100-
Verdunnung fir 90 min inkubiert. Es folgte 4-makg&aschen mit O fur je 5 min. Daran

schloss sich eine Negativ-Kontrast-Farbung mit Ylecetat an.
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Es wurde das Transmissionselektronenmikroskop EON®D Carl Zeiss NTS (Oberkochen,
Deutschland) bei einer Beschleunigungsspannung 8@rkV genutzt. Die Aufnahmen
entstanden mit einer Variospeed SSCCD Kamera SMZ20k-(TRS, Moorenweis,

Deutschland).

2.7 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung eines Replikationswgrtes wurde eine einfaktorielle
ANOVA (Varianzanalyse), gegebenenfalls mit ans@dmdem Tukey-Test, durchgefihrt.
Dazu wurden die Rohdaten (abzlglich der Werte fispezifischen Hintergrund), bzw. lsg
transformierte Daten, genutzt.

Die Tests wurden mit dem Programm R, mit freundiicHilfe durch Dr. C. Delker, bzw.
mit dem unter http://www.physics.csbsju.edu/statsva.html (November 2012)

verfigbaren Programm durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Praparation von Lysaten aus verschiedenen Plusang-RNA-Virus
Wirten

Ein vielversprechendes vitro-System fur Untersuchungen zur Virus-Replikatiomrikie
fur das Plusstrang-RNA-Viru§omato mosaic viru§ToMV) etabliert werden (Komodat
al. 2004). Ob ein solches System, bestehend aus aekneien, cytoplasmatischen Extrakt,
auch fir das Modellvirus TBSV nutzbar war und dasteRzial fur weiterreichende
Untersuchungen zum viralen ,Lebenszyklus” hat,teofi dieser Arbeit geklart werden.

FUr die Préparation eines Extraktes alisotiana tabacumBY-2-Zellen (BYL) wurde
prinzipiell das Protokoll von Komodat al (2004) befolgt. BY-2-Zellen aus einer
Suspensionskultur wurden protoplastiert, die Va&udlurch Zentrifugation im Percoll-
Gradienten entfernt und die Zellen anschliel3end dygmisiert. Schlief3lich wurden die
Zellkerne durch Zentrifugation entfernt (s.a. Makund Methoden). In Abwandlung zur
vertffentlichten Praparationsweise wurden auf Eimpieg der japanischen Arbeitsgruppe
kleinere Anderungen des Protokolls vorgenommers(pgiche Mitteilung, s.a. Material und
Methoden und Tab. 3-1). Komoaa al komplementierten den Extrakt mit Aminosauren,
ATP und GTP, einem ATP-regenerierenden System (Kg@osphat und Kreatinkinase)
sowie Spermidin, um eine Translation zu erméglichen Zuge der Etablierung des
Protokolls fur TBSV wurden sowohl fur die Extrakiparation als auch fur
Translationsreaktionen Modifikationen vorgenommienTabelle 3-1 sind die Anderungen
aufgefuhrt, mit denen fir eigene Versuche die Inedfegebnisse erzielt wurden. Ein
Unterschied lag beispielsweise in der verringe@zauchttemperatur der BY2-Zellkultur.
Die dadurch verminderte Wachstumsrate der Zellefordgrte eine verlangerte
Kultivierungszeit der Zellen, die fur die Lysatp&iation genutzt wurden.

Tab. 3-1: Optimierungen und Modifikationen des Probkolls fiir die Praparation des BYL

Protokoll nach Komoda modifizierte Bedingungen
Kultivierung der BY2-Zellen 26°C-27°C 23°C
Alter der Zellen fur die Protoplastierung 3 Tage Tabe

_ Rotator 3rpm, Infors Incubator, 90 rpm,

Protoplastierung

26-30°C,1,5-2h 27°C,2-35h
Volumen des Percoll-Gradienten 0-30% 7ml 6 ml

) ) o JS24.15 (Beckmann) SWA40Ti (Beckmann)

Zentrifugation zur Evakuolisierung

10000 x g 10000 x g
Extrakt-Gehalt in Translationsreaktionen 50% 40%
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Die Qualitat der BYL-Praparationen wurde anhand deanslation einer Luciferase-
codierenden mRNA eingeschatzt (Tabelle 3-2 und. 88) einer guten Qualitat wurde eine
hohe Translationsrate erwartet, die mittels Lueeassaygemessen werden konnte. Die
Qualitat und die Eigenschaften der hier fur diepBration verwendeten BY-2-Zellkultur
waren offensichtlich geeignet, um einen translaiahigen Extrakt herzustellen. Es zeigte
sich, dass eine Verringerung des Extraktgehaltes5@86 auf 40% im Ansatz in der Regel
eine hohere Translationsrate bewirkte. Fur einendladionsrate, die mit der von
kommerziell erhaltichem Weizenkeimextrakt verghdar ist, wurden endogene RNAs
durch eine Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung des dktés abgebaut (Gursinslet al.,
2009).

Nicotiana tabacumist fir eine grof3e Anzahl von (+)-Strang-RNA-Virenszeptibel, ist
jedoch nicht fur alle der davon interessanten Rpghe ein nattrlicher Wirt. Nachteilig ist
aul3erdem, dass das Genom dieser Pflanze nochwvoit$ttindig sequenziert ist, wodurch
die Identifizierung von Wirtsfaktoren erschwert ist

Aus diesem Grund sollte versucht werden, einenakktus einer Suspensionskultur der gut
untersuchten Modellpflanz&rabidopsis thalianazu gewinnen. Bei dieser Lysatpréaparation
(AtL) wurde weitgehend das Protokoll fur die BYLdparation befolgt: Funf Tage alte
Suspensionkulturen wurden protoplastiert und zutfdemung der Vakuole im Percoll-
Gradienten zentrifugiert. Die daraus hervorgeherstsyenannten Miniprotoplasten waren,
wie auch bei der BYL-Praparation, lichtmikroskopisnachweisbar. Die Ausbeute war
jedoch im Vergleich zIN. tabacumMiniprotoplasten sehr gering. Um die Verwendbarkei
des Extraktes zu ermitteln, wurde die Translatiénigfkeit mit einerfirefly-Luciferase-
codierenden mRNA bestimmt (Tab. 3-2).

Tab. 3-2: Relative Translationsaktivitat der LysateausN. tabacum BY-2- und A. thaliana-Zellkultur

Lysat Proteingehalt| relative Luciferase-Aktivitat
[mg/ml] [RLU/s]
Nicotiana tabacm BY-2 (BYL) 7 1559696
Arabidopsis thalian: Col-0 (AtL) 0,6 12

Die Proteinkonzentration der Lysate wurde mit dead®ord-Methode ermittelt. Beide Lysate wurden mit
Mikrokokkus-Nuklease behandelt. Zur Bestimmung T@mnslationsaktivitat der Lysate wurde Luciferase-
mMRNA in Reaktionsansatzen mit 50% Extraktanteibuiitranslations-Bedingungen inkubiert. In BYL wurde
Luciferase von 235 ng mRNA des Konstruktes pLuc_QERby translatiert. In AtL wurde Luciferase von

250 ng Transkript des Konstruktes pLuc_ GEMTeasysletiert. Die Translationsfahigkeit der Lysate deur
anhand der Luciferase-Aktivitat mittels LuciferesssaySystem bestimmt. Die Aktivitat ist in relativen
Lichteinheiten pro Sekunde (RLU/s), nach Abzug Hémtergrund-Lumineszenz, angegeben. Gezeigt sind
exemplarisch die Werte eines Versuches.
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Wie Tabelle 3-2 zeigt, war kaum Translation im Amhessbar. Der Proteingehalt war
wesentlich geringer als im BYL. Die Translationsakiit bezogen auf den Proteingehalt
blieb im AtL um das mehr als 11000-fache hinter des BYL zurtick. Mehrmalige
Versuche der Lysatpraparation alisthalianaZellkultur zeigten stets die gleiche geringe
Translationsaktivitat.

NebenNicotiana tabacunmgehdrt auchLycopersicon esculentuiiolanum lycopersicum
zur Familie derSolanaceaeDa L. esculentunder origindre Wirt fur TBSMst, wurde die
Herstellung eines translationsfahigen Extraktes adosnaten-Zellkultur versucht. Die
Préaparation erfolgte ebenfalls nach dem BYL-Profiokaich hier zeigte der Extrakt jedoch
keine nutzbare Translationsaktivitat (Tab. 3-3).

Tab. 3-3: Relative Translationsaktivitat der Lysateaus N. tabacum BY-2- und Lycopersicon esculentum-
Zellkultur

Lysat relative Luciferase-Aktiwita
[RLU/s]
Nicotiana tabacunBY-2 (BYL) 22109
Lycopersicon esculentu¢hel.) 209

Beide Lysate wurden mit Mikrokokkus-Nuklease beldhd@ur Bestimmung der Translationsaktivitat der
Lysate wurde Luciferase-mRNA in Reaktionsansatz&nd6t6 Extraktanteil unter Translations-Bedingungen
inkubiert. In BYL und LeL wurde Luciferase von 5 mRNA des Konstruktes pSRe+ translatiert. Die
Translationsaktivitat wurde anhand der LuciferagghAtat mittels Luciferase-assay-System bestimbie
Aktivitat ist in relativen Lichteinheiten pro Sekidm (RLU/s) abziglich der Hintergrund-Lumineszenz
angegeben. Angegeben sind exemplarisch die Wernts dersuches.

Da die Translation in AtL und LeL nur sehr inefént war, diese aber eine Voraussetzung

fur eine erfolgreiche Replikation ist, wurde ledtbl BYL fiir weitere Versuche genutzt.

3.2 invitro-Translation und -Replikation von TBSV

3.2.1 invitro-Translation — Synthese viraler Proteine in BYL

Fur die Synthese der viralen Proteine p33 und p&2 TBSV in BYL wurden zunéchst
in vitro-Transkripte von linearisierter Plasmid-DNA erzeugte RNA wurde in den Extrakt
mit fiir die Translation optimierten Bedingungengsisetzt. Die Zugabe vorr$]-Methionin
ermoglichte die Visualisierung der Translationspikdd im Autoradiogramm.

Zu Beginn der Arbeit war bereits gezeigt, dass dmlen Komponenten des TBSV-
Replikase-Komplexes, p33 und p92, sowohl von dapgeschen TBSV-RNA, als auch von
einzelnen mMRNAs im BYL translatiert werden kénnbas Stop-Codon (UAG) im ORF der
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p92-mRNA, das zur Bildung des p92 lberlesen wendess, wurde dabei zu einem Tyrosin
codierenden Triplett mutiert (Gursinsky al, 2009 und Abb. 3-1 A und C). Auch fur den
Wirtsfaktor Hsc70 konnte die Translation einer films Arabidopsis thalianaHsc70-1
codierenden mRNA gezeigt werden (Penzel, 2009).ildinlng 3-1 A zeigt, dass diese
Ergebnisse hier reproduziert werden konnten.

Zudem war es fur spatere Experimente von Interedag,Hull-Protein (p41) des TBSV
synthetisieren zu kénnen. Natirlicherweise wirdves subgenomischer RNA (sgRNA1)
translatiert, die wahrend der Replikation entstéhih der Abhangigkeit der p41-Synthese
von der Bildung der sgRNAL1 im BYL vorzubeugen, #lp41 hier ebenfalls von einer
MRNA translatiert werden. Der p41-ORF wurde dazs dem cDNA-Klon des TBSV
amplifiziert und in den pSBRc+ -Vektor ligiert, aus dem zuvor das Luciferase-Glemch
Restriktionsenzyme entfernt wurde. Als nicht-vir&lentroll-RNA wurdefirefly-Luciferase-
MRNA im BYL translatiert. Abbildung 3-1 A zeigt, sis alle aufgefiihrten Proteine mit der

jeweils erwarteten Grof3e von den entsprechendenAsRlinthetisiert werden konnten.

A « B a — ¢
o C’ o) <
R =R R - gTBSV
o) )
= O I o o = m o o a Hsc70,
97 — <« D9z 97 — —
— TL-Mix +
66 — 66 —| wu
45 — -
— p4l 45 -
| — : p3: — — P92
30 -
20,1- 2011 - P33>
.

Abb. 3-1: Translation Virus-codierter- und nicht-viraler Proteine im BYL

A: Im Ansatz wurden 500 ng Luciferase-mRNA, Hsc70-nmRiw. p41-mRNA translatiert. Von p33 wurden
1897 ng (6,25 pmol) im Gemisch mit 250 ng (0,3 prp&i2 translatiert.

B: Zur Translation wurden je 1 pg RNA zugegeben, tkaine RNA zugesetzt (Spur BYL).

C: 4 ug gTBSVwWt-RNA (2,5 pmol), 3 ug Hsc70-mRNA (430l) und 750 ng p41-mRNA (1,9 pmol) wurden
zu beiden Translationsansatzen zugesetzt. Ein Aesahielt keinen Translations-Mix (TL-Mix).

Die Reaktionen wurden jeweils mit SDS-Probenpuffestoppt. Die Translationsprodukte wurden in einem
12% SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Gezeigt gmekils die Autoradiogramme. M = Marker

Die Translation der p33-mRNA resultierte in zusaten Produkten, die als Doppelbande
von etwas groRerer Laufgeschwindigkeit als das Hmagukt im Gel sichtbar waren. Das
Hsc70 zeigte ebenfalls stets mehrere Banden. Bdéideate auf interne Initiation oder

vorzeitigen Abbruch der Translation oder auch AbauProteine zurtickzuflhren sein.
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Fur p41 wurde zusatzlich eine Variante erzeugtetie Punktmutation enthielt, mit der ein
Stop-Codon im ORF entsteht und somit zu einem vetkidl Translations-Produkt flhrt.
AulRerdem wurde ein Plasmid konstruiert, das naokren vitro-Transkription die p41-
codierende sgRNAL1 mit der entsprechenden 5’'UTR 3R der natlrlichen sgRNA1
aufweisen sollte. Von beiden RNAs entstanden iereiiranslationsreaktion die erwarteten
Produkte (Abb. 3-1 B).

In Reaktionsansatzen, denen kein Translations-Mugefiigt wurde, waren keine
Translationsprodukte detektierbar (Abb. 3-1 C).cBelAnsétze konnten als Kontrollansatze
genutzt werden.

Da das Autoradiogramm eine§$]Methionin markierten p33/p92/p41-Translationséres
das gleiche Bild =zeigte, wenn in dem Ansatz zusdtzlfir eine Stunde
Replikationsbedingungen eingestellt wurden, korgitee ausreichend hohe Stabilitat der
Proteine angenommen werden (Daten nicht gezeigt).

Die p41-mRNA, bzw. als unspezifische Kontrofieefly-Luciferase-mRNA, konnte mit
gTBSV im selben Ansatz kotranslatiert werden. Dieswertung der Bandenintensitat des in
Abbildung 3-2 gezeigten Autoradiogramms lasst emken dass ein leicht stimulierender
Effekt auf die p33- und p92-Translation ausgetbtdeywenn weitere RNA im Ansatz

kotranslatiert wurde. Ein spezifischer Einfluss gé4 war jedoch nicht festzustellen.

gTBSMyr-RNA + + o+ + +
RNA - Lutuc p4l p41
[pmol] 2,55 75 25

Abb. 3-2: Einfluss der
Kotranslation des Hiull-Proteins
auf die Translation des p33 und
p92 von gTBSV-RNA

p92 —» In die Translationsreaktion wurden
je 2,7 pmol gTBSV-RNA eingesetzt
sowie die angegebenen Mengen an
MRNAs. Die Translationsreaktion
— wurde mit  SDS-Probenpuffer
gestoppt und auf ein 12% SDS-
pal —> - Polyacrylamidgel aufgetragen.
P33 0 | ————— Gezeigt ist das Autoradiogramm.
Das Autoradiogramm wurde mittels
ImageQuant Software ausgewertet.
Die Bandenintensitaten sind relativ
zur p33- bzw. p92-Translation ohne
% p33 100 130 17438 148 weitere mMRNA angegeben.

% p92 100 133 14289 133

Zur generellen Einschatzung, wie effizient die Btation einer mRNA im BYL war, wurde

versucht, die Menge des synthetisierten Proteins [P&S]-Methionin-Einbau zu
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quantifizieren. Dazu wurde zunachst mit Luciferas®NA Uberprift, ob die Methionin-

Konzentration limitierend auf die Translationsratiekt. Einem Translationsansatz wurden,
dem Protokoll entsprechend, 50 uM jeder Aminosaugesetzt. Einem weiteren Ansatz
wurden 50 uM der Aminosauren, jedoch kein Methionigesetzt. Zu dem dritten Ansatz
wurden keine Aminosauren zugegeben. Das DiagranmAbleildung 3-3 zeigt, dass die
Translationsaktivitat auch ohne den Zusatz von Asénren bei 88 % der Aktivitat mit
komplettem Aminosauremix lag. Ohne Methionin-Zudatz sie bei knapp 80%. Das heil3t,
die Translationsaktivitat liel3 sich durch die Zugalon Aminosauren nur um maximal 20%
steigern. Dies machte deutlich, dass ein bedeutergledes in die synthetisierten Proteine
eingebauten Methionins aus dem Lysat stammt. Umnadn die minimal gebildete

Proteinmenge abschatzen zu kénnen, wurd&S]Nlethionin-markierte Proteinbanden
anhand eines Standards quantifiziert. Um den Stdnda erhalten, wurden vor dem
Trocknen des Gels verschiedene Verdiinnungen métrimeér {°S]Methionin-Konzentration

auf Whatman-Filterpapier getropft. Aus dem mittéfsageQuant Software ermittelten
Schwarzungsgrad wurde eine Eichgerade erstellt. Mikéser wurde, aus dem
Schwarzungsgrad der Proteinbanden, die Menge aaktabar gebildetem Protein
errechnet. Die Anzahl der Methionine in den Praeimurde entsprechend bertcksichtigt.

Die in einem Translationsansatz detektierbare p@8dé sowie die p41-Mengen lagen im

einstelligen fmol-Bereich, bzw. fur p92 bei wenigds 1 fmol.

A o o . B
Translation in Abh&ngigkeit von Methionin
. fmoll [S35]Met
1)
s 0 500 @ <+ p92
]
é = 100 50 .
== — <+ p41
e 50 - I 5 s <4 Dp33
T
3 0
AS ohne Meth [uM] 50 50 0 pal p4l gTBSW
Methionin [uM] 50 0 0 4ug 1ug 4ug

Abb. 3-3: Quantifizierung der im BYL gebildeten Prateinmenge

A: Translation von 1,2 ug (2,2 pmol) Luciferase-mRN#A BYL mit verschiedenen Mengen an Methionin.
Die Translationsaktivitat wurde mit Hilfe des LumifseassaySystems quantifiziert. Die Anséatze mit
verschiedenen Methionin-Mengen sind relativ zum aingnit 50 uM Methionin (100%) dargesteB: Zur
Erstellung einer Eichgerade wurden Verdinnurigekannter S]Methionin-Konzentrationen auf Filterpapier
gegeben.

C: Quantifizierung der im BYL gebildeten Proteinmengstels F°S]Methionin-Einbau und anhand eines
Standards aus 5 — 500 fmoP$]Methionin. Die Translationsreaktionen mit 4 g0 (@mol) bzw. 1 pg
(2,5 pmol) p41 mRNA bzw. 4 ug (2,5 pmol) TBSV-RNAumden auf ein 12% SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen und das gezeigte Autoradiogramm mitrdageQuant-Software ausgewertet.

Der Versuch wurde fiir p41 einmal wiederholt undyiedas gleiche Ergebnis.
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3.2.2 Replikation viraler RNA im BYL

Da die Translation viraler Proteine im BYL erfolgte war, stellte sich nun die Frage, ob im
Lysat durch entsprechende Wirtsfaktoren die Voretzssigen auch fur Replikationsaktivitat
geschaffen sind.

Um die Replikationsaktivitat der BYL-Praparationen verifizieren, wurde zuerst der
TBSV-VerwandteTurnip crincle virus(TCV) untersucht, fur das Komoda al. (2004) die
Replikation im BYL bereits gezeigt hatten. Die gemeche RNA vom TCV-Wildtyp
(TCVwr) wurde zunachst unter TranslationsbedingungenYih Bkubiert. Die TCV-RNA
mit nattrlichem 5- und 3-Ende wurde dazu durch vitro-Transkription vonSma
linearisierter Plasmid-DNA gewonnen. Nach einem8g&ilnkubation im Extrakt wurden die
Reaktionsbedingungen auf die Replikation eingdst@fizu wurden dem Translationsansatz
Magnesium-lonen, Nukleotide und Actinomycin D ($viaterial und Methoden) und erneut
TCV-RNA als Matrize zugesetzt. Die Replikation solldurch den Einbau radioaktiv
markierter Nukleotide in neu synthetisierte RNAfokgt werden.

Abbildung 3-4 zeigt, dass Replikationsprodukte thieh waren, deren GréRen der
genomischen RNA in voller LAnge und den subgendmiscRNAs entsprechen. Als
Negativ-Kontrolle wurde eine Mutante des TCV alstiiz@ eingesetzt. Diese enthélt eine
Punktmutation in der codierenden Sequenz der RN#va@igen RNA-Polymerase (RARP).
Der dadurch eingefihrte Aminosaureaustausch im Gilv (zu GDA mutiert) der RARP
resultiert in deren Inaktivitat. Abbildung 3-4 zeiglass diese Mutante kein radioaktiv
markiertes Produkt lieferte und eine unspezifisddarkierung im BYL fir TCV

ausgeschlossen werden konnte.

TCV TCV

WT muGDA Abb. 3-4: Autoradiogramm einer
Translations-/Replikationsreaktion in
BYL mit TCV-RNA

2,5 pmol cap-TCV-RNA wurden unter
Translationsbedingungen  im  BYL
gTCcVv » inkubiert. Nach Einstellen der
3000 n— Reaktionsansatze auf Replikations-
2000 n— bedingungen wurden 2,5 pmotap-
150C nt—| - TCV-RNA zugegeben. Die Synhthese
10000 — der RNA wurde durch Isolierung der
Gesamt-RNA gestoppt. Die RNA wurde
auf ein denaturierendes 1,5% Agarose-
Gel aufgetragen.

Der préaparierte BY2-Zellextrakt war sowohl translasaktiv als auch fir TCV

replikationsaktiv. Fur die weitere Charakterisiegutes Extraktes wurde TBSV genutzt.
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3.2.2.1 Replikation von TBSV-DI-RNA in BYL

Nachdem die Replikation im Lysat fur TCV moglich muand die Translation der TBSV-
Proteine p33 und p92 im BYL erfolgreich schien, war Frage offen, ob die Proteine auch
funktionell sind und zusammen mit Wirtsfaktorenegiraktiven Replikase-Kompler vitro
bilden kénnen. Als messbarer Indikator dafur salleeReplikationsaktivitat dienen.

Die TBSV-Replikation wurde zunéchst mit ddefective interferindRNA (DI-RNA) als
Matrize versucht. Diese besteht aus Teilstickengdsamtgenomischen TBSV-RNA. Sie
codiert keine Proteine, enthalt aber die fur diplRation wichtigen RNA-Elemente (siehe
Einleitung). Die DI-RNA ist als Untersuchungsobjélt TBSV etabliert. Wegen der Kirze
der RNA wurde eine hohere Stabilitat erwartet unde eReplikation schien damit
erfolgversprechender. Es war jedoch nicht klardmbStrukturelemente der Matrizen-RNA
im BYL-Translations-/Replikationssystem ,aktiv* sin

Diese initialen Fragen konnten durch Dr. Gursingkklart werden. Er liel3 p33 und p92 im
BYL von mRNAs translatieren. Anschlieend wurde dessay auf Replikations-
Bedingungen eingestellt (s.a. Material und Methgdend erneut p33 und p92-mRNA
zugegeben. Sowohl zur Translation als auch zuriksmn wurde TBSV-DI-RNA als
Matrize fur den Replikase-Komplex zugesetzt. DasAintoradiogramm sichtbare Produkt
dieser Reaktion hatte die Grof3e der DI-RNA (Guisiret al, 2009 und Abb. 3-5).

Eine RNase H-Behandlung klarte, dass dieses Prddukitsachlich RNA mit (+)-Strang-
Orientierung war und in seiner vollen Lange matkreurde, demnach also nicht nur die 3'-
End-markierte Matrize war. Es muss somit ein valfigsiger Replikationszyklus abgelaufen
sein, bei dem uber ein (-)-Strang-Intermediat ndu@iStrang gebildet wurde (Abb. 3-5).
Das (+)/(-) Strang-Verhaltnis konnte fur die DI-RNAuf 200:1 bestimmt werden.
(Gursinskyet al, 2009).

Im Translations-/Replikationssystem mit BYL wurdiscaein aktiver Replikase-Komplex

gebildet, der beide viralen Replikationsschritteakgieren kann.
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— asl as2 sel se2 Oligonucleotid

1.0 =—
- s - - #» < DI Replikationsprodukte
0.5 ==
.k % Spaltungsprodukte
Wk
*
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Abb. 3-5: Charakterisierung der DI-RNA Replikationsprodukte

Nach Ablauf der Translations-/Replikationsreaktiomrde die Gesamt-RNA isoliert. (+) bzw. (-)-Strang-
bindende Oligonukleotide (asl, as2 bzw. sel, se@)dem zumannealing mit der RNA erhitzt und
anschlieBend mit RNase H inkubiert. Die Enstehumg $paltprodukten lieR Riickschlisse auf die (+). 2w
Strang Orientierung des Replikationsproduktes zu.

(aus Gursinsket al, 2009)

Da besonders das (-)-Strang-Intermediat in nungeri Menge gebildet wurde, war es nach
den oben erwéhnten Experimenten ein dringlichekfdieeigene Versuche, die Quantitat an
Replikationsprodukt zu steigern. Dies sollte zunmeai durch die Verlangerung der
Replikationszeit erreicht werden. Laut ProtokolicimaKomodaet al (2004) betragt die
Replikationszeit eine Stunde. Fur den in Abbild3Ag gezeigten Versuch wurden jeweils
gleiche Translations-/Replikationsansétze pipéfteie dann 0,5 Stunden bis funf Stunden
Reaktionszeit hatten. Die Proteine p33 und p92 emrdlurch Translation von der
entsprechenden mRNA gewonnen. Die DI-RNA mit auisehem 5- und 3" Ende wurde
perin vitro Transkription vonSma linearisierter Plasmid-DNA hergestellt. Je 5 pnaelr
DI-RNA wurden in die Reaktion eingesetzt.

Schon nach 0,5 Stunden war ein Replikationsprodsightbar, was zeigt, dass die
Assemblierung des Replikase-Komplexes schon inedgen halben Stunde stattgefunden
hatte. Bis zum 4-Stunden-Zeitpunkt konnte eine Baoma an detektierbarem
Replikationsprodukt festgestellt werden. Danachingerte sich die Menge an markiertem
Produkt schlie3lich leicht.

In Abhéngigkeit von der Qualitat des Lysates war Replikation jedoch teilweise weniger
effizient. Mit Verlangerung der Replikationszeit iige dann nur geringfigig mehr

Replikationsprodukt detektiert werden.
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Replikation in Abhangigkeit von der Zeit
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Abb. 3-6: relative Menge an Replikationsprodukt inAbhangigkeit von der Zeit

Die Replikationsreaktion wurde zu den angegebeneitpdnkten gestoppt, die Gesamt-RNA isoliert. Die
RNA wurde auf einem denaturierenden 4% Polyacryda@el aufgetrennt und das Autoradiogramm mit der
ImageQuant-Software ausgewertet. Im Diagramm siied edhaltenen Werte relativ zum 1-Stunden-Wert
(100%) angegeben. Der Versuch wurde in dieser Fanmal durchgefihrt, um einen generellen Eindruck z
gewinnen.

Um die Sattigung deassaysmit RNA-Matrize zu Uberprifen, wurde ein Transias-
/Replikationsversuch mit verschiedenen Quantitdten DI-RNA unternommen. In dem
verwendeten Lysat wurde jedoch mit weiterer MamBNA nicht mehr
Replikationsprodukt gebildet (Daten nicht gezeiddies bedeutet, dass entweder der
Replikase-Komplex mit Matrize gesattigt war oder anderer Faktor des Ansatzes, z.B. die
Membranen oder ein Wirtsfaktor, limitierend war odsogar mehrere Faktoren die
Replikase-Aktivitat begrenzten.

Die geringe Replikationsrate in einigen Lysatprapanen konnte auf die Instabilitat der
Matrizen-RNA zurtickzufiihren sein. Die Evakuolisieguder fur den Extrakt genutzten
Protoplasten sollte zwar die Kontamination mit Nagden minimieren, dennoch konnte eine
Verunreinigung des Extraktes mit Kation-abhangifjerkdeasen nicht ausgeschlossen
werden. Um den Abbau der RNA durch diese zu veermgsollte die Konzentration an
verfiugbaren Kationen gesenkt werden. Dazu wurdenidentische Translationsreaktionen
mit p33- und p92-mRNA sowie DI-RNA angesetzt. Miigabe des Replikations-Mixes
wurde in zwei der Ansatze eine Mg(OAdonzentration von 3,55 mM statt der regularen
4,95 mM eingestellt. In je einem der Ansatze wurdeBeginn der Replikation eine EDTA-
Konzentration von 1 mM eingestellt. In der Tat ktnrdadurch eine Steigerung der
Replikationsprodukte-Menge erreicht werden (Ably).3Bei Verminderung der Mg(OAg)
Konzentration im Ansatz auf 3,55 mM stieg die Riaggionsrate um das 1,7-fache. Wurde
zusatzlich noch EDTA zur Replikation zugesetzt,malie Menge an Replikationsprodukt
um das knapp 4-fache zu. Die deutlichste ErhohwergReplikationsprodukt-Menge war in
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einem Ansatz mit der regularen Mg(OA&onzentration von 4,95 mM und dem Zusatz von

1 mM EDTA zu verzeichnen.

Mg(OAc), [mM] 4,95 3,55 4,95 3,55
EDTA [mM] - - 1 1
% Replikationsprodukt 100 169 659 396

Abb. 3-7: Erh6hung der Replikationsprodukt-Menge duch EDTA

p33 und p92 wurden von mRNAs und mit TBSV-DI-RNAtlemslatiert. Nach der Translation wurden mit
dem Replikationsmix entweder 3,4 mM oder 2 mM MgEA zugegeben. In der Abbildung ist die
resultierende Gesamtkonzentration an MagnesiumiégmeReplikationsansatz angegeben. In zwei Ansatzen
wurde zu Beginn der Replikation eine Konzentration 1 mM EDTA eingestellt. Die Gesamt- RNA wurde
isoliert und auf einem denaturierenden 4% Polyacnyd-Gel aufgetrennt. Gezeigt ist der Ausschnit de
Autoradiogramms der die DI-Replikationsproduktehdiit Exemplarisch ist einer von drei Versuchenreggiz

Die Uberprufung der RNA-Stabilitat bestatigte, datie DI-RNA in Anwesenheit von
EDTA in BYL Uber einen langeren Zeitabschnitt stétieb (Daten nicht gezeigt).

3.2.2.2 Template-Spezifitdat des TBSV-Replikase-Komplexes in BYL

Fur die Nutzung deis vitro Translations-/Replikationassaydur genetische Studien an (+)-
und (-)-Strang-RNA, fir Untersuchungen von RNA-Ment fir die Viruspartikel-Bildung
sowie von Wirtsfaktoren, war es entscheidend, zarptiifen, ob der TBSV-Replikase-
Komplex im BYL eine Spezifitat bezuglich seiner Magn-Wahl zeigt.

Als nicht-replikationsfahige Matrize war die DI-Martte A (DImuA) bekannt. Die Mutante
A enthélt eine Punktmutation im sogenannten p33R&er Region Il (RIl), die im TBSV-
Gesamtgenom in der fur p92 codierenden Region. ll2gtch die Punktmutation wird der
C-C mismatchin ein C-G-Basenpaar geandert. Im Wildtyp ist éie&C mismatchfir die
Bindung von p33 entscheidend (Panavienal, 2005).

Um die templateSpezifitat im BYL zu testen, wurde das folgendepé&iment mit
verschiedenen Matrizen durchgefuhrt. Die viralerplRase-Komplex-Komponenten p33
und p92 wurden dafir von mRNAs translatiert. Sowmhldie Translation als auch die
Replikation wurde DI-RNA als Replikations-Matrizeggben. Mit der DI-Wildtyp RNA
(Dlwt) in Plusstrang-Orientierung war erwartungsgeméaft Replikationsprodukt im
Autoradiogramm sichtbar (Abb. 3-8). Wurde dageges DI-Mutante A alstemplate
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eingesetzt, konnte kein Replikationsprodukt nachgesn werden. Auch der DI(-)-Strang
wurde als Matrize getestet und lieferte kein Regldnsprodukt (Abb. 3-8).

p33/p92 -I- ++  H+ H+
-
DI-RNA WT WT muA WT

®H ®H 6 0

Abb. 3-8: Uberpriifung der template-Spezifitat der Translations-/Replikationsreaktione1 im BYL mit der
p33RE-Mutante (DImuA) und der DI(-)-RNA

p33 und p92 wurden von mRNAs translatiert. Je 50(h5 pmol) Dy (+), DImuA — bzw. DI(-)-RNA
wurden in die Replikation eingesetzt. Aus den Repibnsansatzen wurde die Gesamt-RNA isoliert wifd a
einem denaturierenden 4% Polyacrylamid-Gel aufgetreGezeigt ist der Ausschnitt des Autoradiogramms
mit den DI-Replikationsprodukten.

Da die DImuA nicht als Matrize genutzt wurde, katavon ausgegangen werden, dass die
spezifische templateErkennung im BYL tatséchlich Uber dieses sogereanpB3RE
funktioniert. Dessen Sekundarstruktur muss sichudaz BYL entsprechend ausgebildet
haben. Der Replikase-Komplex zeigte damitimvitro Translations-/Replikationssystem
eine hohe Spezifitat bei der Matrizen-Erkennung.

Bisher ist nicht bekannt, dass der Replikase-Kompbn der DI(-)-Strang-RNA
assemblieren kann (Nagy & Pogany, 2000; Panawem, 2004). Um dennoch den DI(-)-
Strang bezlglich replikationsregulatorischer Eletmecrharakterisieren zu kénnen, wurde
versucht, eine Replikation zu ermdglichen, indemeefssemblierungsplattfornm trans
geboten wurde. Dazu diente eine DI(+)-Strang-RNA daletierter Region RI (IARI).
Diese RNA als template ermdglicht die Assemblierung des Replikase-Komgdex
(Panavieneet al, 2005) und sollte durch die geringere Gréf3e van &eplikationsprodukt
der DI(-)-RNA im Autoradiogramm unterscheidbar saidie Abbildung 3-9 zeigt, ist ein
Produkt der Translations-/Replikationsreaktion dat DIARI-RNA detektierbar, wenn auch
nur in geringer Quantitat. Die RNA-Strukturelemewi#@en demnach aktiv, sodass die RNA
als Assemblierungsplattform fir den Replikase-Kargeeignet schien.
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Dlwr(+)
+ -
DIARI Abb. 3-9: Translations-
/Replikationsreaktion mit
TBSV-DI-RNA mit deletierter
Region |

Translation mit p33, p92 und
DIARI-RNA bzw. Dlyr(+)-RNA
Sowohl fur die Translation als
DIARI(+) = auch fur die Replikation wurden
je 500 ng (3,55 pmol bzw.
2,5 pmol) DI-RNA eingesetzt. Die
aus den Ansatzen isolierte
Gesamt-RNA wurde auf einem
denaturierenden 4%  Polyacryl-
amid-Gel aufgetrennt.

Dlwr(+) —» | =& =

Fur den nun folgenden Versuch wurde diARI-RNA zur Translation der p33- und p92-
MRNA zugegeben, um den Replikase-Komplex vorasserehl zu lassen. Erst bei
Einstellen der Replikationsbedingungen assaywurde DI(-)-Strang-RNA bzw. R}(+)-
Strang-RNA zugegeben. Mit der i(+)-Strang-RNA konnte ein Replikationsprodukt
nachgewiesen werden. Vom (-)-Stralegaplateaus konnte der RNA-Replikationsprozess
nicht initiiert werden (Abb. 3-10).

Dlwr(+) Dir(-)
DIARI - + - +

Abb. 3-10: Replikationsversuch der DI(-)-RNA mit de DI ARI-RNA als potentielle Replikaseassembly-
Plattform

Translation mit p33- und p92-mRNA sowie 500 ng 838mol) DARI-RNA. Replikation mit je 1 ug
(5,1 pmol) DIWT(+)- bzw. DI(-)-RNA. Die nach der Blikationsreaktion isolierte Gesamt-RNA wurde ainf e
denaturierendes 4% Polyacrylamid-Gel aufgetrageeze{gt ist der Auschnitt eines reprasentativen
Autoradiogramms, der die DI-RNA-Replikationsprodakinthalt. Der Versuch wurde drei Mal wiederholit, m
gleichem Ergebnis.

3.2.2.3 Die Bedeutung deseplication silencer element fir den TBSV-RNA
Replikationsprozess in BYL

Fur TBSV wurden zahlreiche Untersuchungen in Pilagipn und in einem zellfreien Hefe-
System durchgefuhrt und damit Elemente der RNAtitiziert, die strukturvermittelt oder
sequenzspezifisch einen Einfluss auf die Tramsidizw. die Replikation haben. Eiseem-
loop-Region in der 3'-UTR der (+)-Strang-RNA wurde diedls replication silencer element
(RSE) postuliert. Dabei soll der am 3’-Ende der$tiang RNA gelegene Promotor fur die
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(-)-Strang-Synthese (gPR) durch eine RNA-RNA-Irkdon mit dem RSE fdseudoknet
Bildung) blockiert werden und die (-)-Strang-Syrs#heauf diese Weise inhibiert werden
(Poganyet al, 2003). Die Studien dazu wurden in Protoplastercligefiihrt. Nachteilig
dabei war, dass die gesamtgenomische TBSV-RNA Hddfer-Virus® fur die Translation
des p33 und p92 eingesetzt werden musste, obwehDBRNA als Matrize untersucht
wurde.

Um die oben erwéhnten Ergebnisse neu zu beurtg@ildrum das Potenzial des Translations-
/Replikationssystems mit BYL fur die Charakterisigg von RNA-Elementen einschatzen
zu kénnen, wurden im Folgenden RSE-Mutanten de#)ERNA untersucht. Abbildung 3-
11 gibt eine Ubersicht Gber die im RSE bzw. gPRye&iadhrten Mutationen. In Mutante B
(muB) wurde ein Cytosin des RSE durch ein Guarsetet. In Mutante C (muC) wurde ein
Guanin des (-)-Strang-Promotors (gPR) durch Cytessetzt. Mutante D (muD) enthielt die
Mutationen B und C kombiniert. Mutante E (muE) esithzwei Basenaustausche im gPR:
AG wurden hier gegen GA ausgetauscht. Durch diezeémen Mutationen ist die Ausbildung
der RNApseudoknaestruktur nicht mehr méglich. In Mutante D solltée gpseudoknot
Bildung mit veranderter Sequenz wieder mdoglich seia die beiden mutierten Basen

komplementar zueinander sind.

u & RSE .
C—aG G ‘

. G
G
Cc—G C — Mutante B
A (

c—a A
A ¢

U—A

Cc —G

v gPR

A—U A A

G—cC C A G A

U A A A—U

UG G—c c—¢6

G—cC G—cC G—c K" Mutante E
. G U c—a Uu—a_-~¥
5 —C—GGAAACACUAC—GAACAU™GCCC— 3

N
Mutante D = Mutante B + Mutante C Mutante C

Abb. 3-11: Ubersicht tiber die Mutanten des RSE ungPR

Der doppelseitige Pfeil zeigt die pseudoknot-Bilgutes replication silencer element (RSE) mit dem
Promotor fir die Minusstrang-Synthese (gPR) an. Kdimplementaren Basen beider Elemente sind
blau gekennzeichnet.

Diese DI-Mutanten wurden nun in einer TranslatitiReplikationsreaktion eingesetzt. Mit
p33- und p92-mRNA wurde auch DI-RNA (Wildtyp bzwubdnte) als Replikationsmatrize

zur Translation gegeben. Zur Replikation wurdereetrp33- und p92-mRNA sowie DI-
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RNA (Wildtyp bzw. Mutante) zugesetzt. Abbildung 3-Zeigt das Ergebnis des Versuches.
Die DI-Mutanten, die diepseudokneBildung einschranken, replizierten auf geringem
Niveau (12% bis 14% im Vergleich zur WT-RNA). Dieukdnte D, die die Interaktion durch

kompensatorische Mutationen ermdglicht, zeigte eReplikationsrate von 35% der
Dlwr(+)-RNA.

p33/p92 -/- +/+ +H+  +/+ +/+ +/+ +/+

DI-RNA  WT(#) WT(#)muB muC muE muD muA

100
80
60
40
20

0

% Replikationsprodukt

WT muB muC muE muD muA

Abb. 3-12: Translations-/Replikationsreaktion mit Mutanten des RSE und gPR

In die Translation und Replikation wurden jeweil®05ng (2,5 pmol) DI-RNA eingesetzt. Sowohl zur
Translation als auch zur Replikation wurden insggs250 ng p92-mRNA und ein 15-facher molarer
Uberschuss an p33-mRNA gegeben. Dabei wurden 2/81dage in die Translation eingesetzt und 1/3 @ di
Replikation. Die Gesamt-RNA wurde isoliert und airfem denaturierenden 4% Polyacrylamidgel aufgatren

Die Banden im Autoradiogramm wurden per ImageQ&uoftware quantifiziert. Das Diagramm zeigt die
Mittel aus drei unabhéngigen Versuchen und die ijiygeStandardabweichung.

Die Identitéat der Replikationsprodukte wurde mgtéRNaseH-Spaltung Uberprift. Dazu
wurden die entsprechenden Replikationsprodukteediéersuche vereinigt und mit einem
Oligonucleotid, das an die (+)-Strang-RNA bindegrsetzt. Nach RNaseH-Behandlung
entstanden Spaltprodukte der (+)-Strang-RNA inrdefier Gré3e. Abbildung 3-13 zeigt,
dass die detektierbaren Replikationsprodukte devanten tatsachlich neu synthetisierte

RNA waren und nicht End-markierte Transkripte.
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as Oligo + - + -+ - +
Replikations=_p. | o - -
produkt
RNase H —»

Spalt-
produkte
DI-RNA WT muB Gu muD

Abb. 3-13: Charakterisierung der Replikationsprodukte der RSE-bzw-gPR-Mutanten

Nach Ablauf der Translations-/Replikationsreaktismirde die Gesamt-RNA isoliert. (+)-Strang-bindende
Oligonucleotide (as Oligo) wurden zuemnealing mit der RNA erhitzt und anschlieBend mit RNase H
behandelt. Die Spaltprodukte wurden auf einem deigaenden 4% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Ggzei
ist das Autoradiogramm. Der Versuch wurde einmaiderholt und zeigte das gleiche Resultat.

Der entstandene (-)-Strang konnte fur dig-BRNA und die Mutanten B, C und D per gRT-
PCR quantifiziert werden (Abb. 3-14). Die Menge &Strang korrelierte mit der
Replikationsrate der Mutanten. Fur die Mutante Bdeueine relative Minusstrang-Menge,
im Vergleich zum Wildtyp, von 33%, fir Mutante C%0und Mutante D 40% ermittelt
(Gursinskyet al.,, 2009). Eine deutlich erhéhte (-)-Strang-Synthese sie von Pogangt al.
(2003) gemessen wurde, konnte hier nicht festdestetden.

< 120 Abb. 3-14: Relative Menge an (-)-Strang-

< 100 - Bildung bei der Replikation der DI-Mutanten

z 80~ Das Diagramm zeigt das Mittel aus vier
o 60 unabhéangigen gRT-PCR-Versuchen sowie die
S 40 - Standardabweichung. Die Werte fur die Mutanten
c/n‘: 20 - sind relativ zum WT (100%) angegeben.

O 0 (aus Gursinsket al, (2009) entnommen)

wt muB muC muD

Um sicherzustellen, dass die gemessenen Effektet @maf ungleiche Stabilitaten der
mutierten DI-RNAs zurlckzufuhren waren, wurden Matanten B, C und D, sowie die
Dlwt(+)-RNA mit [32P] am 5’-Ende markiert und im BYLKknbiert.Nach 30 min, wenn das
Replikationsprodukt detektierbar wurde (s.a. Abi)3war die D\yt-RNA nur geringfiigig
stabiler als die Mutanten (Abb. 3-15). Die DImulx 8esser replizierte als DImu B, C und
E, war ebenso instabil wie diese drei Mutanten. ubigleichen Replikationsraten waren also

nicht durch unterschiedliche RNA-Stabilitat zu érkin.
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Stabilitdt der DI-Mutanten in BYL
c 120
[¢]
% 100
% 80 - ——WT
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Abb. 3-15: Stabilitat der DI-Mutanten im BYL

Zu Beginn (Zeitpunkt Null), nach 30 min und 60 mimrden jeweils Proben der Ansatze genommen, die
Gesamt-RNA isoliert und auf einem denaturierendéq #olyacrylamid-Gel aufgetrennt. Die markierten
Banden des Autoradiogramms wurden per ImageQudti+&e quantifiziert und die Bandenintensitat relat
zum Zeitpunkt Null (100%) berechnet. Der Versuchrdeumit einem gréReren Zeitintervall wiederholt und
zeigte das gleiche Resultat.

Die Versuche zeigten, dass dasvitro Translations-/Replikationssystem ein geeignetes

System ist, um genetische Studien an TBSV durclmzafi

3.2.2.4 TBSV-Translation und Replikation sind niat funktionell gekoppelt

Um unterscheiden zu konnen, welche Faktoren Eisflasf die virale Translation oder
Replikation haben, ist es notwendig, dass beidektiRegn synchronisiert aber zeitlich
getrennt voneinander ablaufen. Ob dies mit dem BMhanslations-/Replikationsassay
maglich ist, sollte im Folgenden geklart werden.

Zunéchst wurde Uberprift, ob die Translation im BMhterbunden werden kann. Dazu
wurden Translationsreaktionen mit p33- und p92-mRNAnwesenheit des Translations-
Inhibitors Puromycin in Konzentrationen von 0 bislg/ml durchgefiihrt. Puromycin ist ein
Antibiotikum mit teilweise struktureller Ahnlichkezum 3’-Ende aminoacylierter-tRNA. Es
wird wahrend der Translation auf die naszierendetieette Gbertragen, fuhrt dann aber
wegen einer nicht-hydrolysierbaren Amid-Bindung zKiettenabbruch.

Zur Visualisierung der Proteinsynthese mittels Aatiiogramm wurde die Translation der
p33- und p92-mRNAs mit’}S]Methionin durchgefiihrt. Abbildung 3-16 A zeigas$ die
Proteinsynthese schon mit 4 pg/ml Puromycin im Angeibiert werden konnte.

Die Inhibition der Proteinsynthese wurde zudem tnilciferase-mRNA Uberprift. In
Reaktionsansatzen mit 50 ng, 1 pug bzw. 4 pug LusEmRNA wurde eine Puromycin-
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Konzentration von 10 pg/ml eingestellt. Auch hienkte Puromycin die Translationsrate
auf unter 0,1% senken (Abb. 3-16 B).

B
0 4 10 20 40Puromycin
[ng/ml] Translation mit 10 pg/ml Puromycin
kDa % 1007 =
95 — _p92 g
72 — s
4
55 — <
o I !
43 — g 0’5,__, P
L 04
35 | — —p33 g 0’37
2 o021
% 2 onl
Z o ‘ P
©
T * 0,05 1 4
x

Luciferase-mRNA [ug]

Abb. 3-16: Inhibition der Translation im BYL durch Puromycin

A: Autoradiogramm eines 12% SDS-Polyacrylamid-GelsTranslationsreaktion mit 1,42 pg p33-mRNA und
250 ng p92-mRNA. Puromycin wurde bei Start der Reak auf Konzentrationen von 0 — 40 pg/ml
eingestellt. Der Versuch wurde zur qualitativen vikegung ein Mal durchgefuhrt.

B: Translationsreaktion mit Luciferase-mRNA mit Owbz10 pg/ml Puromycin im Reaktionsansatz. Der
Versuch wurde mit dem Luciferase-Assay-System amsget. Die Angaben sind relativ zur jeweiligen
Translationsaktivitat ohne Puromycin (100%) angegeld). Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei Versuchen.

Die Mdglichkeit, die Translation wahrend der Regtikn zu unterbinden, wurde nun in
einer gekoppelten Translations-/Replikationsreaktigenutzt. In den im Folgenden
beschriebenen Reaktionsanséatzen wurden p33- unjep@8s von entsprechender mRNA
synthetisiert. In einen dieser Reaktionsansatzel@rusowohl zur Translation als auch zur
Replikation je 2,5 pmol B(+)-RNA als Matrize gegeben. Diese sollte der Adsl@rung
des Replikase-Komplexes dienen. Im Vergleich damoden zu zwei Ansatzen je 5 pmol
Dlwt(+)-RNA nur zur Replikation zugegeben. Einem dieserden Ansatze wurde, vor
Umstellen der Reaktionsbedingungen auf die ReptikatPuromycin zugegeben. Um von
unspezifisch markierten Banden im Hintergrund sdieeiden zu konnen, wurde als
Kontrolle ein Ansatz mitgefuhrt, dem keine p92-mRNAr Translation zugesetzt wurde.
Wie Abbildung 3-17 zeigt, lieferten die Ansatzedienen die 5 pmol DI-RNA lediglich zur
Replikation zugesetzt wurden, ca. 30% mehr Reptikaprodukt als ein Ansatz, bei dem
diese Matrizenmenge auf Translation und Replikatiafgeteilt wurde. Mit Puromycin im
Ansatz nahm die Replikationsproduktmenge nur uni@%b ab. Die statistische Auswertung
der absoluten Werte mittels einfaktorieller Varianalyse zeigte, dass die Unterschiede in

der Menge an Replikationsprodukt nicht signifikesatren.
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Diese Ergebnisse zeigen zum einen, dass wahren&yghese von p33 und p92 keine
RNA-Matrize als Assemblierungsplattform fir den TNBReplikase-Komplex benotigt
wird. Zudem wird die Replikation durch Puromycinmge beeinflusst, was auch bedeutet,
dass die Replikation keine parallel ablaufende Jledion bendtigt.

A
Tra p33/p92- mMRNA  +/- ++ +/+ +/+
Dlwr(+) - 2,5 - - [pmoll]
S
Rep: Dir(+) 5 2,5 5 5+P [pmol]
B

H
N
o

HH

Menge
Replikationsprodukt [%)]
(o]
o

0/5 2,5/2,5 0/5 0/5+P

Abb. 3-17: Replikation der TBSV-DI-RNA in Anwesenhét von Puromycin

A: Ausschnitt des Autoradiogramms, der die DI-Regiidnsprodukte zeigt. Die DI-RNA-Menge von 5 pmol
wurde entweder zu gleichen Teilen auf Translatidra) und Replikation (Rep) aufgeteilt oder nur der
Replikation zugesetzt. Einer Reaktion wurden 10mi §uromycin (P) zugesetzt.

B: Die Autoradiogramme von drei unabhangigen Versuctvurden per ImageQuant-Software ausgewertet.
Die Werte sind mit der jeweiligen Standardabweiachuelativ zum Ansatz mit je 2,5 pmol DI-RNA in
Translation und Replikation angegeben.

3.2.2.5 Replikation von gesamtgenomischer TBSV-FNin BYL

Da die DI-RNA nur Teilen der TBSV-RNA enthalt, ists denkbar, dass die
gesamtgenomische TBSV-RNA (gTBSV), aufgrund ihreggicherweise veranderten
Faltungszustandes und zusatzlicher RNA-Elemente, inBYL andere
Replikationseigenschaften aufweist. Die TBSV-RNAtedolglich in ihrer vollen Lange im
BYL zur Replikation eingesetzt werden.

FiUr eine erste Einschatzung der Replikationsratedevualie gTBSW,-RNA parallel zur
TBSV-DIlwt-RNA repliziert. Um die RNAs als Matrizen vergleaihzu kénnen und gleiche
Ausgangsbedingungen zu Beginn der Replikation zwabdeisten, wurden die
Komponenten des Replikase-Komplexes p33 und p92 dem entsprechenden mRNAs
translatiert. Als Kontrolle wurde eine gTBSV-RNA tgefiihrt, bei der eine Punktmutation
einen Basenaustausch im GDD-Motiv der RARP bewirktl somit die Polymerase

inaktiviert (muGDA). Fur diese Matrize wurde wurldgliglich p33-mRNA zur Translation
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eingesetzt. Bei Einstellung der Reaktionsbedingnrayd die Replikation wurden je 5 pmol
DI-RNA bzw. gTBSV-RNA zugesetzt. Abbildung 3-18 gkidass die gesamtgenomische
TBSV-RNA im BYL replizieren konnte. Allerdings wuedwveniger Replikationsprodukt als
von der DI-RNA-Matrize gebildet. Es stellte sichrdngs, dass die Qualitat des BYL dabei
eine entscheidende Rolle spielte. Die gTBSV-Mutaeigte kein Replikationsprodukt.

gTBSV
DI muGDA WT

6000 nt _

4000 nt _ <+ gTBSV
3000 nt _

2000 nt |

1000 nt _

500 nt _b < DI

Abb. 3-18: Translations-/Replikationsreaktion mit der TBSV-DI-RNA und gTBSV-RNA
Translationsreaktion mit 1,42 pug (4,6 pmol) p33d @50 ng (0,3 pmol) p92-mRNA, bzw. ohne p92-mRNA
fur die muGDA. Replikation mit je 5 pmol DI- bzw-TBSV-RNA. Aus den Ansatzen wurde nach der
Replikation die Gesamt-RNA isoliert und auf eine# @enaturierenden Agarose-Gel aufgetrennt. Gemigt
das Autoradiogramm.

Die gTBSV-RNA wurde bei Inkubation im BYL schnellabgebaut als die DI-RNA (Daten
nicht gezeigt). Daher wurde fir die gesamtgenoneisEBSV-RNA ebenfalls EDTA als
stabilisierendes Agenz gepruft. Die Stabilitat gg@BSV-RNA im BYL konnte durch die
Zugabe von EDTA allerdings nicht erhdht werden. Demtsprechend konnte die
Replikationsrate durch EDTA nicht wesentlich gegtet werden (Daten nicht gezeigt).

Als eine Moglichkeit, die Effizienz der gTBSV-Regdition zu steigern, sollte die
Kotranslation eines TBSV-Wirtsfaktors mit der gTBRWNA getestet werden. Hsc70 wurde
als ein Wirtsfaktor in einem Tombusvirus-Replik&&anplex identifiziert (Serva & Nagy,
2006) und wurde deshalb als mRNA in einen Trarsiat/Replikations-Ansatz eingesetzt.
Da die Replikase-Komplex-Komponenten p33 und p9haewon der genomischen RNA
translatiert werden konnten (siehe Abb. 3-1 C),dearzur Synthese dieser Proteine 5 pmol
einesin vitro-Transkriptes der gesamtgenomischen Wildtyp-RNA .y GDA-Mutante in
die Translation gegeben. Die thalianaHsc70-1-mRNA wurde in demselben Ansatz wie
die gTBSV-RNA translatiert. Um einen unspezifischeffekt der mRNA auszuschliel3en,
wurde als Kontrolle firefly-Luciferase-mRNA mit gTBSV-RNA kotranslatiertNach

einstindiger Reaktionszeit wurden die Reaktionsigraigen auf Replikation eingestellt und
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erneut 5 pmol gTBSV-RNA zugegebaiie der Abbildung 3-19 zu entnehmen ist, erhdhte
sich die Menge an Replikationsprodukt fur die gTBSMA durch die Kotranslation von
Hsc70-mRNA. Aus drei unabhangigen Experimenten wad Mittelwert eine Steigerung
der Replikationsproduktmenge um das nahezu zweifaehrglichen mit der Kontrolle,

ermittelt.
gTBSV-RNA WT muGDA
mMRNA Luc Hsc70 L
6000 nt —
: e <— aTBSV
4000 nt —
3000 nt—
2000 nt— £ 250
©
1500 nt — E‘, 200 =
S 150
1000 nt — 2
£ 100
5
m 50 B
ES)
Luc Hsc70

Abb. 3-19: Translations-/Replikationsreaktion mit grBSV-RNA und kotranlatierter Hsc70-mRNA

Die Translationsreaktion wurde mit 5 pmol gTBSV-RI88wie 5 pmol Hsc70- bzw. Luciferase-mRNA (Luc)
durchgefiihrt. Zur Replikation wurden erneut 5 prgdBSV-RNA zum Reaktionsansatz zugegeben. Nach
Ablauf der Replikation wurde die Gesamt-RNA isdlieind auf einem denaturierenden 2% Agarose-Gel
aufgetrennt. Gezeigt ist das Autoradiogramm. Dibaad eines markierten gTBSV-Transkriptes und des
Markers identifizierte Bande des Replikationspradakist durch einen Pfeil markiert. Das Diagramichte
zeigt das Mittel der Menge an Replikationsproduktkotranslatierter Hsc70-mRNA relativ zur Konteohit
kotranslatierter Luciferase-mRNA aus drei unabhg@giVersuchen sowie die Standardabweichung.

Die gTBSVmMuUGDA zeigte wiederum kein Replikationgjukt, so dass eine unspezifische

Markierung deinputRNA ausgeschlossen werden konnte.

Bisherige Replikationsversuche mit TBSV-RNA zeigtezine deutliche Transkription der
subgenomischen RNAs. Da unspezifisch markierte Barals Hintergrund aus dem BYL
die Detektion der mdglicherweise gebildeten sgRNedschwerten, wurde versucht, die
SgRNA1 per Northern Blot nachzuweisen. Daflir wurdefdranslations-
/Replikationsreaktionen mit verschiedenen Konzéiaman von gTBSV-RNA ohneuf32P]-

CTP durchgefuhrt. Die parallel durchgefiihrte Tratishs-/Replikationsreaktion mitrefly-
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Luciferase-mRNA sollte eine Differenzierung deralédn RNA von RNAs aus dem BYL

ermaoglichen.

Transkript Tra/Rel-RNA

~ N~ ~

RNA sgRNA1 gTBSWr Luc gTBSVr
[pmol] 0,07 0,03 7275 5 2,5

L —

Abb. 3-20: Test auf Bildung subgenomischer TBSV-RNAmM BYL mittels Northern Blot

Die isolierte RNA aus Translations-/Replikationstéznen (Tra/Rep-RNA) mit 2,5 bis 7,5 pmol gTBgV
RNA wurde auf einem denaturierenden 2% AgaroseaBfgetrennt, auf Nylon-Membran transferiert und mit
einer 600 nt langen RNA-Sonde hybridisiert. Zur Kolie wurden 0,07 pmol eines sgRNA1-Transkriptad u
0,03 pmol eines gTBSV-Transkriptes mitgefiihrt. Ggizest das Autoradiogramm. Der Versuch wurde zwei
Mal durchgefihrt.

Abbildung 3-20 zeigt, dass die Kontroll-RNAs, eimamskript der sgRNA1, sowie der
gTBSV-RNA von der Sonde detektiert werden konntenm. den Translations-

/Replikationsanséatzen konnte jedoch keine der tetédn Banden eindeutig als sgRNA1
identifiziert werden. Eine Unterscheidung zwiscidbauprodukten der gTBSV-RNA und

potentieller sgRNAL war somit aus technischen Geanaicht mdglich.

3.3 Untersuchungen zur Viruspartikel-Assemblierungm in vitro
Translations-/Replikationssystem

Da die genomische TBSV-RNA im BYL replizieren koenstellte sich die Frage, ob auch
ein weiterer Schritt des TBSV-,Lebenszyklus® imvitro-Translations-/Replikationssystem
stattfinden kann: die Assemblierung von Viruspatk Es ist weder bekannt, ob die
Assemblierung der Viruspartikel Strukturen oder &agen der TBSV-RNA als Startpunkt
bendtigt, noch inwiefern die Verpackung der viraRNA mit der simultanen Translation
des p41 oder der Replikation funktionell assozidrt

Der Nachweis, ob in demin vitro-Translations-/Replikationssystem Viruspartikel
assemblieren, sollte Uber verschiedene experinlemtakatze gefuhrt werden.

Der einfachste Weg schien der direkte Nachweis deuspartikel im BYL mittels

Elektronenmikroskopie zu sein (Kap. 3.3.1). Alssalative Moglichkeit sollten indirekte
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Hinweise fir einen Nachweis herangezogen werders. éih solcher Hinweis wurde
erwartet, dass im Translations-/Replikationssysteam Hiull-Protein gebundene TBSV-
RNA oder in Viruspartikel verpackte RNA besser tarkleasen geschitzt ist als freie RNA
(Kap. 3.3.2). Da das Hull-Protein wahrscheinlichdar Virus-Verbreitung in der Pflanze
Uber die Leitgewebe beteiligt ist (Qu & Morris, 2)0wurde erwartet, dass Viruspartikel
effizienter beim Auslésen einer Infektion sind die unverpackte RNA und gegebenenfalls
zu einer schnelleren systemischen Ausbreitung dessVin der Pflanze fihrenin
Kombination mit der Annahme, dass verpackte RNA |Baske-resistent ist, wurde zudem
erwartet, dass Translations-/Replikationsansatzz tKuklease-Behandlung eine Infektion

auslosen konnen, sofern die virale RMAvitro in Partikel verpackt wurde (Kap. 3.3.3).

3.3.1 Detektion von Viruspartikeln per Elektronermikroskopie

Fur die folgenden Versuche wurden TBSV-Viruspaltiges Positivkontrolle gewonnen.
Dazu wurde gTBSV-RNA, die aus einier vitro-Transkription gewonnen wurde, in altere
Blatter einerNicotiana benthamian&flanze inokuliert. Dies filhrte zu einer Infektioler
Pflanze. Nach funf Tagen waren an der Infektiofigste&isionen sichtbar. Eine systemische
Infektion war nach sechs Tagen anhand von chlatwtis und nekrotischen Flecken auf den
jungeren Bléattern zu beobachten. 20 Tage nach migkulation war die Infektion auch
anhand des verringerten Wachstums der Pflanze ingl&leh zu einer Kontrollpflanze
(Abb. 3-21 A und B) offensichtlich. Aus den systseaf infizierten Blattern konnten
Viruspartikel isoliert werden, die durch die Inktiba mit einem TBSV-spezifischen
Antikérper und einem Gold-markierten sekundaren ikEmper eindeutig per
Elektronenmikroskopie identifiziert wurden. Die ®® der Partikel lag im erwarteten
Bereich von 25 -30 nm. Proben aus nicht-infiziel®dtanzen zeigten keine unspezifische
Antikorper-Bindung (Daten nicht gezeigt).

Eine Voraussetzung fiur den Nachweis von Viruspak#fssemblierung imin vitro-
Translations-/Replikationssystem war, dass die $fiautikel im BYL intakt bleiben. Dies
wurde durch einstiindige Inkubation von aus infieiler Blattmaterial gewonnenen
Viruspartikeln in 40% BYL mit TR-Puffer getestetath der Reisolierung der Viruspartikel
aus dem Ansatz waren die Viruspartikel tatsachéilgktronenmikroskopisch nachweisbar
(Abb. 3-21 E). Die Behandlung von Viruspartikeln timila-Acetatpuffer diente als
Positivkontrolle (Abb. 3-21D).
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Kontrolle 1 pg gTBRNA BEV-Viruspartikel

Abb. 3-21: Symptomauspragung in infiziertenN. benthamiana-Pflanzen und elektronenmikroskopische
Aufnahmen gereinigter Viruspartikel

A undB: N. benthamiandflanzen 20 Tage nach der Inokulation mit TBSV

A: Die Kontrollpflanze wurde mit Inokulationspuffénokuliert. B: Eine mit 1 ug (2,5 pmol) gTBSV-
Transkript infizierte Pflanze zeigt typische InfiektssymptomeC: Elektronenmikroskopische Aufnahme von
TBSV-Viruspartikeln mit Immunogold-Markierung. DdBroRenbalken entspricht 50 nBx Viruspartikel,
reisoliert aus Na-AcetatpuffeE: Viruspartikel, reisoliert aus BYL. Der GréRenbatkin D und E entspricht
20 nm.

Um nun zu testen, ob sich im BYL aus der gTBSV-RNAd dem Hull-Protein, p41,
Viruspartikel assemblieren, wurde p41 von deriaréflen subgenomischen RNA (sgRNA1)
unter Zugabe von gTBSM-RNA translatiert. Die gTBSV-RNA wurde in Aliquotsn
Abstand von 15 min zum Translations-Ansatz zugéséte Kontrolle auf die Bildung von
virus like particles (leere Viruspartikel ohne virale RNA) wurde die RMAL in
Abwesenheit von viraler RNA translatiert. Zur migkopischen Unterscheidung von
Lysatkomponenten wurde eine Leerkontrolle ohnel&iRNA mitgefuhrt. Tabelle 3-4 gibt
eine Ubersicht tiber die Versuchsansatze.

Tab. 3-4: Translationsansatze fiir den elektronenmitoskopischen Nachweis von Viruspartikeln im BYL
Ansatz B C D

p4l (sgRNA1) 14,2 pmol | 14,2 pmol -

gTBSV-RNA | 2,5 pmol - -

Die sgRNA1 hatte im 50 ul Translationsansatz eineaéntration von 0,28 uM, die TBSV-RNA 50 nM.

Je funf solcher Translationsansatze wurden vetgiragschlielend der Viruspartikel-
Isolierungsprozedur unterzogen und elektronenmikapisch ausgewertet. Abbildung

3-22 A zeigt, dass TBSV-Viruspartikel der Positivkmlle per Immunogold-Markierung
detektiert werden konnten. In dem Translationsansett p41 und in der BYL-Leerkontrolle
wurden keine Strukturen mit dem Antikérper marki¢&bb. 3-22 C bzw. D). Bei
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Translation von p41 mit Zugabe von gTBSV-RNA waesetalls keine Markierung sichtbar
(Abb. 3-22 B). Es musste also davon ausgegangedewgedass sich unter den gegebenen
Bedingungen keine Viruspartikel bilden konnten, bauf diese Weise nicht nachweisbar

waren.

-
00 am 00 om

Abb. 3-22: Elektronenmikroskopische Analyse von Traslations-Reaktionen zur Viruspartikel-Detektion
mittels Immunogold-Markierung

A: aus infizierten Pflanzen isolierte Viruspartilkabs Positivkontrolle; Immunogold-markierte Virusplkel
sind beispielhaft mit einem Pfeil gekennzeichiBeD: aus Translations-Reaktionen isoliertes Material;

B: Translation von p41 mit Zugabe von gTBSV-RNZ, Translation von p41D: Translation ohne virale RNA
Der GrofRenbalken entspricht jeweils 100 nm.

3.3.2 Hull-Protein-vermittelte Nukleaseresistenz deTBSV-RNA -
Nachweisversuch per RT-PCR

Da im direkten, elektronenmikroskopischen Nachvkeisie Viruspartikel detektiert werden
konnten, wurden die alternativen Nachweismethodserprift. Dazu musste zunachst die
Annahme, dass RNA in Viruspartikeln vor Nukleasesanltzt ist, bestatigt werden. Aus
infizierten Pflanzen gewonnene Viruspartikel wurdenBYL mit Mikrokokkus-Nuklease
bzw. RNase A/T1 behandelt. Anschlieend wurde dNé\Faus den Proben isoliert und die
virale RNA mittels RT-PCR nachgewiesen (Abb. 3-2Bas Mitfihren von 2,5 pmol
gTBSVWwt-RNA unter gleichen Bedingungen zeigte, dass di&krdkiokkus-Nuklease-
Behandlung die freie RNA abbaute. Die RNA aus Nagé behandelten Viruspartikel-
Proben lieferte dagegen ebenso starke Signale isiaurtbehandelte Viruspartikel-Probe
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(Abb. 3-23). Es kann also davon ausgegangen wed#ss, die RNA in den Viruspartikeln

vor Nukleasen geschutzt ist.

M tgTBSVur Viruspartikel

300 bp —| & = - [ Qg —
CaCh[mM] - 2 - - 32 -
Nuklease - MN - - MN MN AT1
RT + + - + o+ + 4+

Abb. 3-23: RT-PCR mit Nuklease-behandelten Viruspatikeln und TBSV-Transkripten

Fir die Nuklease-Behandlung wurden die TBSV-Virusgal bzw. gTBS\)-Transkript (tgTBSV,t) in TR-
Puffer mit 40% BYL gegeben. Die Mikrokokkus-Nukleg®,07 U/ul) wurde mit 2 bzw. 3 mM CaGlktiviert.

Die RNase A/T1-Behandlung wurde mit 12 ng/pul RNasedl 0,03 U RNase T1 durchgefiihrt. Die Nuklease-
Ansétze sowie die unbehandelten Kontrollen wurderi® Minuten bei 20°C inkubiert und die Reaktiamah
EGTA gestoppt. Die Gesamt-RNA wurde aus den Ansétseliert, die virale RNA einer reversen
Transkription unterzogen und die cDNA mit 25 Zykleneiner PCR-Reaktion amplifiziert. Gezeigt istsda
Agarose-Gel der PCR.  RT = Reverse Translgipt®IN = Mikrokokkus-Nuklease, M= Marker

Wirde die gTBSV-RNA auch imn vitro-System bei Kotranslation mit p41-mRNA
geschutzt sein, kdnnte das ein Hinweis auf ViruggarBildung im BYL sein. Um dies zu
Uberprifen, wurde gTBSWM-RNA mit p4l1-mRNA im BYL kotranslatiert. In
Kontrollansatzen wurde die mRNA der p41-Stop-Vagawder keine weitere mRNA
kotranslatiert. Damit sollte ein Effekt des p414@mos von einem der mRNA unterscheidbar
sein. Zehn Minuten vor Beendigung der Reaktion wyedveils mit [32P]CTP durchgangig
markiertes gTBSV-Transkript, als weitere verpaclaiagige RNA, zur direkten Detektion
zugegeben. AnschlieRend folgte eine MikrokokkusiMage-Behandlung zum Abbau
unverpackter RNA. Tabelle 3-5 gibt eine Ubersidhiidie Reaktionsansatze.

Tab. 3-5: Translationsansatze zur Uberpriifung der Mkrokokkus-Nuklease-Resistenz von TBSV-
RNA bei Kotranslation mit p41-mRNA

Ansatz A B C
gTBSV-RNA
[pmol] 2,5 2,5 2,5
Translation E‘
MRNA ) p4l p41stop
[pmol] 10 10
*gTBSV*—»
*gTBSV-RNA* + + +
K %
E‘ E‘ MN - + - + - +
MN - +

MN = Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung, *gTBSV* = iiadktiv-markiertes gTBSV-Transkript
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Durch die Zugabe des radioaktiv-markierten gTBS¥rnBkriptes liel3 sich der Abbau der
RNA durch die Mikrokokkus-Nuklease direkt aus demt@gkadiogramm ablesen. Wie
Abbildung 3-24 zeigt, war kein Unterschied zwisctdan Ansatzen mit bzw. ohne p41-
Kotranslation festzustellen.

Dieses Ergebnis wurde durch eine RT-PCR-Reaktiasetteen Anséatze verifiziert: Die
Kotranslation von p41-mRNA hatte keine stabilisrete Wirkung auf die TBSV-RNA
(Abb. 3-24). Lediglich eine begrenzte Region schgmschiitzt zu bleiben, dies aber
unabhangig von p41.

A B C
Kotranslation - p4l p4lstop

gTBSV-RNA —p Autoradiograr

MN - + - + - 4

Abb. 3-24: Autoradiogramm und RT-PCR zur Prifung de Nuklease-Resistenz viraler RNA in
Translationsreaktionen

Zur Translationsreaktion mit gTBS¥-RNA und p41- bzw. p41-stop-mRNA wurdefif]-markierte gTBSV-
Transkripte fur weitere 10 Minuten mit inkubierturZAktivierung der Mikrokokkus-Nuklease (MN; 0,1 W)
wurden 2 mM CaGlzugegeben. Die Behandlung erfolgte fiir 15 Minuten20°C und wurde durch Zugabe
von 3 mM EGTA gestoppt. Die RNA wurde anschlieResudiert und auf ein 1,5% denaturierendes Agarose-
Gel aufgetragen bzw. nach DNase-Behandlung miR&KPCR amplifiziert.

Die Kotranslation von p41-mRNA schiitzte die gTBSMARnicht vor Nuklease-Abbau und

lieferte somit keinen Hinweis auf Viruspartikel-8iing.

3.3.3 Infektion vonNicotiana benthamiana-Pflanzen als sensitives Testsystem
fur Viruspartikel

Aus der Kotranslation von TBSV-RNA mit p41-mRNgonnten keine Hinweise auf die
Bildung von Viruspartikeln im BYL gewonnen werddes bestand jedoch die Méglichkeit,
dass der indirekte Nachweis per RT-PCR nicht getignd sensitiv genug war, um sehr

geringe Mengen an Viruspartikeln nachzuweisen. diasem Grund wurde in einem letzten
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Ansatz versucht, eventuell imn vitro-Translations-/Replikationssystem assemblierte
Viruspartikel mitteldN. benthamiandnfektion nachzuweisen.

Ob Viruspartikel und freie RNA tatsachlich untergechich effizient eine systemische
Infektion in Pflanzen ausldsen kdnnen, sollte ddgdnde Versuch klaren. Aus infizierten
N. benthamiandflanzen wurden Viruspartikel gewonnen und in 18ehritten verdinnt.
Mit den Viruspartikel-Verdinnungen wurdeN. benthamiandflanzen inokuliert. Aus
denselben verdinnten Viruspartikel-Suspensionendevurach Proteinase K-Behandlung
TBSV-RNA isoliert und diese per qRT-PCR quantifiziésiehe Material und Methoden).
Da stets nur ein RNA-Molekul in einem Viruspartikedrliegt, konnte somit indirekt die
Menge an Viruspartikeln bestimmt werden, die zufizieren einer Pflanze notig war.

Fur die Inokulation wurden Viruspartikel eingesethie bis in den amol-Bereich verdinnt
waren. Die niedrigste ermittelte Viruspartikel-Mengnit der eine systemische Infektion
verursacht werden konnte, entsprach einer RNA-Mewnga 117 fg (0,075 amol,
Verdiinnungsstufe 1%. Dies entspricht einer Menge von etwa 45000 \fiamtkeln.
Abbildung 3-25 zeigt die systemisch infizierten aPiten dieser Versuchsreihe. Auch
Mikrokokkus-Nuklease behandelte Viruspartikel derd{innungen von 10bis 10° wurden
inokuliert. Die Suspensionen der Verdinnunger® 1hd 10* konnten eine Infektion
hervorrufen (Abb. 3-25).

Im Vergleich dazu waren gTBSV-Transkripte deutligbniger infektids. Eine Menge von
500 fg, 1 ng bzw. 10 ng war nicht ausreichend, ura kale oder systemische Infektion in
der Pflanze auszultsen (Abb. 3-25). Die niedriggtéestete RNA-Menge, mit der eine
systemische Infektion verursacht werden konnte,beig100 ng (64 fmol). Viruspartikel

konnten demnach in der Tat effizienter eine Infaktuslosen als freie RNA.

tgTBSV 500 fg vP 1o VP 1D VP 16 VP 1H+MN
0,32 amol 0,075 amol

Abb. 3-25: N. benthamiana- Pflanzen zehn Tage nach der Inokulierung mit vertinnten Viruspartikel-
Suspensionen

Angegeben ist die Menge an Transkript (tgTBSV) dat inokuliert wurde bzw. die Verdinnungsstufe der
Viruspartikel (VP) und die RNA-Menge, die fir dieSéruspartikel-Verdiinnungsstufe ermittelt wurde.eDi
Pfeile markieren die systemisch infizierten Blattet typischen Symptomen.

MN = Mikrokokkus-Nuklease
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Abbildung 3-26 gibt nochmals eine Ubersicht tber idiektionsfahigen Mengen von freier
RNA (Transkripten) und Viruspartikeln. Viruspartikearen mit einer RNA-Menge im fg-
Bereich, also im Bereich von weniger als 1 amdgknoés,in vitro Transkipte hingegen erst
im ng-Bereich.

Systemische Infektion

— > — — Transkrip +
Translations-
H » N8B /Replikations- 2
L Ansatz
} : > Viruspartikel +
i fg pg ng Hg mg inokulierte RNA-Menge

Abb. 3-26: Ubersicht iiber die infektionsfahigen Menen an Viruspartikeln und Transkript-RNA

Am grau unterlegten Pfeil sind die inokulierten RiNFengen aus Viruspartikeln, aus Translations-
/Replikationsanséatzen und die Menge an Transkrggki@art. Die gepunkteten Linien fir das TBSV-Tranisk
und die Viruspartikel zeigen dabei die infektioddengen an. Die gestrichelte Linie fur die Translas-
/Replikations-Ansatze zeigt die inokulierte Menge @eren Infektiositat getestet werden sollte.

Vergleichend ist in der Ubersicht (Abb. 3-26) dié\RMenge aus einer Translations-
/Replikationsreaktion, die fur eine Inokulation gért wurde, aufgefuhrt. Fur Translations-
/Replikations-Ansétze konnte per gqRT-PCR, im Mites zwei Bestimmungen, eine TBSV-
RNA-Menge nach Ablauf der Replikationszeit von I#80ermittelt werden. Ein Zehntel
davon (18 ng, d.h. 11,5 fmol) sollte fur die Inakibn von N. benthamianaeingesetzt
werden. Fur Mikrokokkus-Nuklease behandelte Trdimsia-/Replikations-Ansatze konnte,
im Mittel aus zwei Bestimmungen, eine RNA-Menge 0B ng ermittelt werden. Davon
sollten 130 pg (0,083 fmol) zur Infektion eingesetzerden. Diese RNA-Mengen durften,
laut obigem Vergleich, nur eine Infektion verursamhwenn die RNA im Translations-
/Replikations-Ansatz  in  Viruspartikel verpackt wareOb ein Translations-
/Replikationsansatz bei Inokulation in die Pflanzme Infektion auslosen kann, sollte
demnach Aufschluss Uber die Viruspartikel-Bildumg BYL geben. Ein Translations-
/Replikations-Ansatz sollte nach Mikrokokkus-NuldeaBehandlung eine Infektion
lediglich durch verpackte RNA auslésen kdnnen, s@gann weniger als 0,1% der RNA in
Viruspartikeln vorliegen wirde. Zudem war zu erwartdass sich die systemische Infektion
durch Viruspartikel mit einem zeitlichen Vorsprung Vergleich zu unverpackter RNA
ausbreitet.

Um dies zu priufen, wurden Translations-/Replikagiteaktionen, wie in Tabelle 3-6
aufgefuhrt, angesetzt. Genomische TBSV-RNA wurdeHsc70-mRNA kotranslatiert. Die
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p41-mRNA wurde getrennt davon im BYL translatibaw. ohne Translationsmix inkubiert.
Die Translations-Ansatze wurden erst zu BeginnRigplikation zusammengefihrt. Damit
war es mdglich, die p4l-mRNA-Translation gezielt @nem einzelnen Ansatz zu
unterbinderund einen Effekt der p41-mRNA, im Vergleich zum téno, zu beurteilen. Um
eine replikationsabhangige Infektion von einer ktfen durch die Matrizen-RNA
unterscheiden zu kénnen, wurde in einem AnsatRejglikation mit Quinacrine inhibiert.
Quinacrine verhindert die Bindung von p33 an dieSVBRNA und ist als Replikations-
Inhibitor bekannt (Sasvamt al, 2009). Zudem wurden Kontroll-Ansatze mit [32P]-CTP
mitgefuhrt, um die Replikation detektieren zu kdmnéAbb. 3-27 B). Nach der
Replikationszeit wurde jeweils die Halfte eines Amles mit Mikrokokkus-Nuklease

behandelt. Anschlie3end wurde je ein Zehntel efresatzes irN. benthamiananokuliert.

Tab. 3-6: Translations-/Replikationsanséatze fir dieUberpriifung der Mikrokokkus-Nuklease-Resistenz
von TBSV- RNA bei Kotranslation der p41-mRNA

Translation A B C D
gTBSV-RNA
gTBSV, pa1- | /HSCTOmMRNA | 25 /47 25147 25147 25147
hsc70  mRNA [pmol]
MRNA - a1 a1 a1
TL H E ohne Translation
¢ ¢ [pmol] 10 10 10
Replikation
R
g gTBSV"fNA 25 25 25 25
l [pmol] + Quinacrine
| 3R Y
MN E_I @I MN - + - + - +

MN = Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung; TL = Trangiat R = Replikation

Als Beleg flur die systemische Infektion einer P#arwurde an mehreren Tagen nach der
Inokulation aus den jeweils jingsten Blattern RNAliert und die TBSV-RNA mittels RT-
PCR nachgewiesen (Abb. 3-27 A). Die Mikrokokkus-Malse behandelten Proben
bewirkten keine Infektion in der Pflanze, es wukigne TBSV-RNA in den Blattproben
nachgewiesen. Dies legt den Schluss nahe, dase ki&nspartikel in den Translations-
/Replikationsanséatzen gebildet wurden. Die durcim d@ntrollansatz mit Quinacrine
hervorgerufene Infektion lielR erkennen, dass dien@gme durch die Matrizen-RNA
hervorgerufen wurden. p4l hatte keinen positivenfliss auf die Infektiositat, wie die
Kontrollen ohne translatiertes p41, im Vergleiclm Zvanslation mit p41, zeigten. Demnach
wurden keine Viruspartikel vor der Inokulation d@flanzen, d.h. im Translations-

/Replikations-Ansatz gebildet.
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A B
ATL +Q
Kotranslation: K - - 41 p4l 41 p4l
pal p4l p4aal p Kotranslation: p41 p41 -
3 dpi +C
5 dpi - L J - pa— TBSV-RNA — 6000 n

— 4000 n
13 dpi - - am [

5dpi e . .
13 dpi wes sew S SED S S S
MN - - + -+ - +

18S rRN#

Abb. 3-27: RT-PCR-Nachweis von TBSV-RNA in infizieten Pflanzen (A) und Replikationskontrolle (B)

A: 3, 5 und 13 Tage nach der Inokulation (dpi) wuRIA aus den jingsten Blattern isoliert, einer RT-
Reaktion unterzogen und die cDNA mit Oligonukleetidiiir TBSV bzw. die 18S rRNA in einer PCR mit 15
bzw. 20 Zyklen amplifiziert.

K = Kontrolle, mit Puffer inokulierte PflanzeATL = Translation durch Auslassen des Translatioremi
unterbunden; MN = Mikrokokkus-Nuklease-BehandluQgs Quinacrine

B: Kontrolle auf Replikation mit 3fP]-CTP. Nach der Replikation wurde die RNA isoliemd auf ein
denaturierendes 1,5% Agarose-Gel aufgetragen. @dgedas Autoradiogramm.

Q = Quinacrine

Der Versuch wurde insgesamt drei Mal durchgefuhd zeigte das gleiche Ergebnis.

Fur den Fall, dass die Verpackung der TBSV-RNA reperallelen Translation von p41—
MRNA bedarf, wurde der oben beschriebene Versudeir-orm wiederholt, dass gTBSV-
RNA, Hsc70-mRNA und p41-mRNA im gleichen Reaktiosfsdd kotranslatiert wurden.
Auch hierbei konnte nicht auf Viruspartikel-Asserehblng im BYL geschlossen werden.
Unter Ausnutzung der gré3eren Infektiositat demusirartikel gegentber freier RNA wurde
ein weiterer Versuch unternommen. Dazu wurden Ta#onss-/Replikationsansatze mit
gTBSV-, Hsc70- und p41-mRNA bzw. gTBSV- und Hsc7BMA ohne p4l Translation
(s.a. Tabelle 3-6, Ansatz B und C) vor der Inokalatsoweit mit Inokulationspuffer
verdunnt, dass maximal 1 ng TBSV-RNA inokuliert der Die Matrizen-RNA sollte
dadurch nur verpackt in Viruspartikeln infektiosnse

Abbildung 3-28 ist das Ergebnis des Versuches znebmen. Unverdinnte Translations-
/Replikationsanséatze waren sowohl mit, als auchtegifi-Translation infektios (Abb. 3-28
1 und 2). Von den verdiinnten Ansatzen war ledighciinem von drei Wiederholungen ein
Ansatz mit p41-Translation infektios (Abb. 3-28 Bus diesem einen Versuch kann jedoch
nicht geschlussfolgert werden, dass inm vitro-Translations-/Replikationssystem

Viruspartikel assemblieren konnen.
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Twt, p4l Twt, p¥IL Twt, p4l, verdinnt Twe1ATL, verdinnt

Abb. 3-28: N. benthamiana- Pflanzen inokuliert mit verdinnten und unverdinnten Translations-
/Replikationsanséatzen

Gezeigt sind die Pflanzen zehn Tage nach der latiknl. Die Pfeile markieren die sichtbaren Symptame
jungen Blattern.

Insgesamt lassen die Versuche nicht auf eine Bgduon Viruspartikeln imin vitro
Translations-/Replikationssystem schliel3en.

3.4 Reinigung undn vitro-Aktivitat des rekombinanten p92

Um gezielt die Rolle einzelner Proteine fir die M™Replikation und deren
Zusammenwirken mit der viralen RNA und der RNA-afdigen RNA-Polymerase
untersuchen zu kénnen, war es winschenswert, #iubdtzm Translations-/Replikations-
assay mit BYL einen Replikas@ssay mit definierten Proteinmengen und definierten
Konditionen zur Verfligung zu haben. Dazu sollteRINA-abhangige RNA-Polymerase des
TBSV, p92, als rekombinantes Protein in ein@mvitro Polymerasessay eingesetzt
werden. Da p92 im Replikase-Komplex mit p33 inteeg sollte dieses Protein ebenfalls
fur den Einsatz in denin vitro-Polymeraseassay als rekombinantes Protein gereinigt
werden.

Zu Beginn der Arbeit standen die Plasmide pET_SUPE2 und pET_SUMO p33 zur
Expression des p92 bzw. p33 als HBUMO-Fusionsprotein (pl 8,98 bzw. pl 8,96) in
E. coli aus einer Diplomarbeit zur Verfigung (Penzel, Y0Ma die Proteine unter den
bisher getesteten Bedingungen nur in geringer @éaannd nicht 16slich exprimiert werden
konnten, wurden hier weitere Optimierungsversuche den Expressionsbedingungen
vorgenommen. Auch die Expression des p92 in Fusibielem Maltose-Bindeprotein wurde
getestet (s.a. Kapitel 2.5.5), war so jedoch ellerriecht 16slich zu exprimieren (Daten nicht
gezeigt).

Die Expressionsstarke und die Ldslichkeit konntemcld die Optimierungsversuche nicht
gunstig beeinflusst werden. Die Expression des PEIMO p92 im Grol3ansatz
(Fermenter) wurde daher bei 16°C mit Induktion dudcmM IPTG im E. coliStamm
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BL21-CodonPlus(DE3)-RP durchgefiihrt. Da das SUMQ_mpight |6slich exprimiert wurde
und ininclusion bodies/orlag, konnte ein erster Reinigungseffekt durcasdhschritte nach
dem Zellaufschluss erzielt werden.

Die Solubilisierung der SUMO_p9&¢lusion bodieserfolgte mit Guanidinhydrochlorid
(GdmCI) in Na-Phosphatpuffer (20 mM PhosphorsaQrg, M NaCl, pH 7,4 mit NaOH,
1 mM DTT). Die Ruckfaltung des SUMO_p92 erfolgtecuDialyse in Na-Phosphatpuffer
ohne Denaturanz Uber die Zwischenstufe in 3M Gdheltigen Na-Phosphatpuffer. Zudem
wurde dabei ein Fallungsschritt mit Streptomycifegul’orgenommen, um Nukleinsauren
aus der Praparation zu entfernen. Die Zugabe v&% OJTriton X-100 zum Na-
Phosphatpuffer stellte sich als geeignet heraus,Faatein 16slich zu halten. Ohne diesen
Zusatz und bei der Verringerung der NaCl-Konzeiraton 500 mM auf 100 mM im Na-
Phosphatpuffer aggregierte das SUMO_p92 wahrenBdekfaltung (Daten nicht gezeigt).
Die Reinigung erfolgte mittels His-tag des SUMO-Buasproteins per
Affinitatschromatographie (IMACImmobilized Metal lon Affinity Chromatographin dem
Triton-haltigen Puffer (siehe Material und Methofebbildung 3-29 A zeigt den
Reinigungserfolg per Affinitatschromatographie fi8UMO_p92. Mehrere Elutions-
Fraktionen wurden vereinigt und mit SUMO-Proteasesgtzt, um p92 (pl 9,35) aus dem
Fusionsprotein zu spalten (Abb. 3-29 B). Die Vdliatigkeit der Spaltung, d.h. Abtrennung
des Hig_ SUMO-Anteils, wurde mittels Western Blot mit Aidis-tag-Antikorper verifiziert

(Daten nicht gezeigt).

Imidazol

L D Al A6 Al12B4 B8B12 C8 Ci10

-
kDa SUMO-Protease
4n - e— < SUMO_p92 M
10C — -—
70 — (™ -— <—S§J£\/I0_p92
55 — -— <P
- - -
40 —|w
35 —|u =
25 — | % : _—a
> s 4— SUMO- Protease
-

Abb.: 3-29: Reinigung des SUMO_p92 und Spaltung ddsusionsproteins

A: Reinigung des SUMO_p92 per AffinitdtschromatographGezeigt sind die von der Sé&ule mittels

Imidazolgradienten eluierten Fraktionen nach Auwitneng auf einem 10% SDS-Polyacrylamid-Gel und

Coomassie-Farbung des Gels.

B: Behandlung der SUMO_p92-Praparation mit SUMO-Pr#e&ezeigt ist das Coomassie-gefarbte 10%
SDS-Polyacrylamidgel mit Proben vor und nach déraBellung.
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Mit der anschlieBenden zweiten Affinitdtschromasqdyie konnte p92 von dem SUMO-
Protein und der SUMO-Protease getrennt werden (3430 A).

Da wahrend der SUMO-Protease-Behandlung ein Teip82-Préaparation ausgefallen war,
wurde versucht das Protein durch erneute Denatmngeund Ruckfaltung per Dialyse in
alternative Puffer zu bringen. Der l6sliche Teilr deroteinpraparation wurde durch
Zentrifugation vom aggregierten Teil abgetrennt.Tinton X-100-haltigen TR-Puffer zeigte
sich eine schwache Bande im Uberstand, sodass @asanigehen ist, dass ein Teil der p92-
Préaparation in diesem Puffer I6slich blieb (Abb3@-B, Bahn 4). Ein Puffer, der fur die
Reinigung der rekombinanten TCV-Polymerase genutztde (Song & Simon, 1994),
wurde hier adaptiert und ebenfalls getestet. Dadiér Reinigung der CNV-Replikase-
Komplexe die Detergentien-Kombination von Triton1®0 und SB3-10 zur Anwendung
kam (Panavienet al, 2004), wurden dem TCV-Polymerase-Puffer beim KRaltungstest
beide Detergentien statt Glycerin zugesetzt. Isate Tris-basierten Puffer war allerdings
sowohl mit Glycerin als auch mit Triton X-100/SBB8-Has p92 nach der Ruckfaltung
lediglich als unl6sliches Protein im Pellet deteitar (Abb. 3-30 B, Bahn 2 und 3). p92
wurde also in dem 0,2% (w/v) Triton-haltigen TR-feubelassen.

A B
L D Pellet U
E« < p92 ~— - <+ p92
-
-
-
E SUMO-

4_Pro’[ease
| =

12 3 4 5

Abb.: 3-30: Reinigung des p92 und Dialyse gegen aihative Puffer

A: Silber-gefarbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel nachTdennung des p92 von der SUMO-Protease und dem
SUMO-Protein per Affinitatschromatographie (IMAQ) Na-Phosphatpuffer mit 0,2% Triton X-100.

L = Beladung der Saule; D = Durchfluss

B: Dialyse des p92 gegen verschiedene Puffer. BamdXuTR-Puffer mit Triton X-100 (siehe auch Magdri
und Methoden); Bahn 2 und 5: TCV-Polymerase-Puf& mM Tris, 10 mM MgC), 1 mM TCEP, 6%
Glycerin, pH 8); Bahn 3 und 6: TCV-Polymerase-Puffét 0,1% Triton X-100 und 1% SB3-10 statt Glyceri
Gezeigt ist das Coomassie-gefarbte 10% SDS-Poliganiggel.

US = Uberstand

Zur Reinigung des SUMO_p33 wurde ddfcoli-Zellen, die SUMO_p33 im Fermenter
exprimiert hatten und aus einer Diplomarbeit zurrfifgung standen (Penzel, 2009),
zuruckgegriffen. Die Reinigung erfolgte in gleich&eise wie die des SUMO_p92. Mit der
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Affinitatschromatographie (IMAC) konnte der Uberggnde Teil kontaminierender Proteine
abgetrennt werden (Abb. 3-31, bzw. Daten nicht iggzeMehrere IMAC-Fraktionen, die

SUMO_p33 enthielten (Abb. 3-31 A), wurden vereinigd mit SUMO-Protease behandelt.
Diese wurde in einer zweiten Affinitatschromatodrigpentfernt (Abb. 3-31 B). Ein Teil der
p33-Praparation war in TR-Puffer mit 0,2% Triton1®O I6slich (Abb. 3-31 B) und konnte

somit nach dem Abzentrifugieren der Dialyse im $band detektiert werden.

A B
Imidazo
TR-I?tm‘r
L D Al A6AlZ B4 B8B12 C L p] D, US
kDa
kDa
10C — = & 10C —
70 — — - 70 — ™
55 — .4 55 —
40 — \\—. 40 —
35 . 35 | — < p33
< SUMO-
25 —| - 25 — Protease

Abb.: 3-31: Reinigung des p33 und Dialyse gegen TRuffer

A: Western Blot mit Anti-His-tag-Antikdrper zur Detédn des SUMO_p33 in Fraktionen der
Affinitdtschromatographie (IMAC) L = Beladung de8e; D = Durchfluss

B: Coomassie-gefarbtes 10% SDS-Polyacrylamidgel nacficennung des p33 von der SUMO-Protease und
dem SUMO-Protein per Affinitdtschromatographie (IAIn Na-Phosphatpuffer mit 0,2% Triton X-100 und
Dialyse des p33 gegen TR-Puffer. L = Beladung dede§ D, D, = DurchflussUS = Uberstand

Da mit dem 0,2% (w/v) Triton-haltigen TR-Puffer saiw fir p92 als auch p33 ein Puffer
gefunden wurde, in dem die gereinigten Proteine Ziai I6slich waren, konnten nun
Versuche zur Aktivitat der rekombinanten RARP dgettihrt werden.

Per SDS-Polyacrylamidgel und Coomassie-Farbung teonraus dem Vergleich mit
definierten BSA-Mengen die Konzentrationen der p8Rd p33-Praparationen ermittelt
werden. Um die Aktivitat der Polymerasevitro zu testen, wurden 20 pl (ca. 11 fmol) des
rekombinanten p92 in Triton-TR-Puffer mit 10 pmd@3V-DI (-)-Strang- bzw. (+)-Strang-
RNA als Matrize versetzt. Der Ansatz wurde mit 2 mMnCl,, RNase-Inhibitor,
Actinomycin D, DTT, ATP, GTP, UTP und 32P-markienteCTP komplettiert (siehe
Material und Methoden). Abbildung 3-32 A zeigt, slasin markiertes Produkt von der
GrolRe detemplateRNA entstand. Die Markierung war wesentlich stérkeenn der DI(-)-

Strang als Matrize eingesetzt wurde. Wurde zu delynferaseassayAnsatz mit (-)-Strang

86



Ergebnisse

templateaul3erdem das rekombinante p33 (10 ul, ca. 1,5)mugksetzt, war eine nochmals
starkere Markierung des Produktes sichtbar. AufMeakierung des (+)-Strang-templates

hatte p33 hingegen keine stimulierende Wirkung.

A B

DI(-) ssRNA dsRN

DI(+) DI(-)
3z + +
p33 - + + - RNase + - + - + - + -
-~
800 nt—
600 nt—| « - - I
X
400 nt—| &
300 nt—|
P

Abb. 3-32: Aktivitat des rekombinanten p92 imin vitro-Polymeraseassay

A: Autoradiogramm eine$n vitro Polymerasassays Es wurden 20 ul p92-Praparation und 10 pl p33-
Praparation eingesetzt. Die RNA wurde nach der fwakaus dem Ansatz gereinigt und auf einem
denaturierenden 4% Polyacrylamid-Gel aufgetrenet. ersuch mit DI(+}emplatewurde mehr als drei Mall
wiederholt, mit dem gleichen Resultat. Der Versauhp33 und DI(-)-RNA wurde zwei Mal mit dem gleih
Ergebnis durchgefihrt.

B: RNase T1-Behandlung eines markierten Produktes ide vitro-Polymerasessays zum Abbau
einzelstrangiger RNA. Gezeigt ist das Autoradiogram

Nach RNase T1-Behandlung unter Bedingungen, migrdepezifisch einzelstrangige RNA
abgebaut wird, wurde offensichtlich, dass das Ftbdes Polymerasassay€End-markierte
RNA war (Abb. 3-32 B). Im Falle vode novosynthetisierter RNA wiuirde der neu gebildete
(+)-Strang an die (-)-Strang-Matrize binden und Rtppelstrang, unter den eingestellten
Bedingungen, RNase-resistent sein. Als Kontrolteefiie einzelstrangige RNA wurde GFP-
RNA mitgefuhrt. Als dsRNA-Kontrolle diente ein Kangkt deswWest Nil virus

Das rekombinante p92 zeigte damit Terminale-NuldgbiTransferase-Aktivitat, jedoch
keine detektierbare Polymerase-Aktivitat. Diese éfkpente lieferten aber erste wichtige

Hinweise fur zukinftige Versuche zur Darstellungtivad TBSV-Replikasein vitro.

87



Diskussion

4. Diskussion

Ein Virus ist fir seine Vermehrung auf eigene, tatprisch wirkende RNA-Elemente und

eine Vielzahl von Wirtsfaktoren angewiesen. Zur édstichung der Virus-Wirt-Interaktion

ist ein Wirts-authentisches, zellfrei@s vitro-System, in dem einzelne Abschnitte des
Replikationszyklus synchronisiert ablaufen, von [gm Vorteil. Eine noch grol3ere

Errungenschaft ware dim vitro-Rekonstitution des Replikase-Komplexes, was e#te s

gezielte Beeinflussung der einzelnen Komponentembglichen wirde. Dazu sollte diese
Arbeit beitragen.

Als Untersuchungsobjekt wurde TBSV gewahlt, da ebBesVirus ein recht breites

Wirtsspektrums aufweist. Ebenso erschien es wegem schon umfangreichen

Charakterisierung seiner RNA-Elemente geeignet, Et@blierung eines pflanzlichem

vitro-Replikationssystems zu erleichtern.

4.1 Eignung verschiedener Suspensionskulturen figie Praparation
translations- / und replikationsaktiver Extrakte

In jungster Zeit wurde ein zellfreies Lysat aNiEotiana tabacunBY-2-Suspensionkultur
gewonnen, in dem Pflanzenviren verschiedener Ggatumeplizieren konnten (Komodas
al., 2004). VonTomato mosaic viru§ToMV), Brome mosaic viru¢BMV) und Turnip
crincle virus(TCV) konnten in dem Extrakt markierte Replikaspnodukte von Gro3e der
genomischen und subgenomischen RNAs gebildet werd®amit war ein
vielversprechender Ausgangspunkt geschaffen, umtereei Charakterisierungen des
Replikationszyklus in einenin vitro-System vornehmen zu koénnen. Das Protokoll zur
Praparation dieses Extraktes (BYL) diente hier alde Grundlage und wurde flr
Untersuchungen zum TBSV-Infektionszyklus modifizi&a die Qualitat und Eigenschaften
einer Suspensionskultur von verschiedenen Parametshangen, war es nicht
selbstverstandlich, dass aus der hier verwendetér2-Buspensionskultur ein aktiver
Extrakt prapariert werden konnte. Mit den in AbsthB.1 beschriebenen Abwandlungen
gelang es, starke Translationsaktivitat mit einemiferase-Reporterkonstrukt nachzuweisen
(s.a. Tab. 3-2). Dabei wurde nach Verringerung desat-Gehaltes eine hohere
Translationsaktivitdt gemessen. Dies kdnnte seirsadhe darin haben, dass ein im Extrakt
vorhandener inhibitorischer Faktor verdinnt wird.

Um mit einem breiteren Wirstspektrum mdglichst ebiedene Pflanzenviren untersuchen

zu konnen, wurden Suspensionskulturen Varabisopsis thalianaCol-0 und Tomate

88



Diskussion

(Lycopersicon esculentyniir die Lysat-Praparation genut. thaliana hat zudem den
Vorteil, dass das Genom dieser Modellpflanze vatidig sequenziert ist.

Fur die Praparation translationsfahiger Extrakte baiden Arten standen zu Beginn der
Arbeit keine Protokolle zur Verfligung, sodass didrékte aus Suspensionskulturen von
A. thaliana Col-0 undL. esculentumnach dem BYL-Protokoll prapariert wurden. Beide
Extrakte zeigten trotz Mikrokokkus-Nuklease-Behammdj keine Translationsaktivitat.
Urséchlich dafur kdnnte eine Kontamination mit des Vakuolen stammenden Nukleasen
sein, die fur eine geringe Stabilitat der zu tratistenden RNAs verantwortlich sind. Die
Vakuolen vonA. thalianaundL. esculentunmaben im Vergleich zu denen der Tabak-Zellen
eine andere Grol3e. Moglicherweise konnten sie et @YL-Protokoll nicht vollstandig
und intakt entfernt werden.

Erst 2011 gelang es Murot al. einen Extrakt auérabidopsisProtoplasten zu gewinnen,
mit dem RNA translatiert werden konnte. Zur Proésgierung wurden Kallus-Kulturen aus
Samen verwendet. Allerdings war die Translatiomkstap-abhangig. RNA ohneap war
nach 10-mindtiger Inkubationszeit im Extrakt zu 9@®gebaut. Diese Arbeit zeigte zudem,
dass ein Extrakt, der aus einer Mutante, bei der5d3’'Exoribonuklease AtXRN4 inaktiv
ist, prapariert wurde, eine hohere Stabilitdt d&tARohne cap zulie3. Es sind demnach
mehrere Nukleasen fir die Instabilitdit der RNA imtrBkt verantwortlich. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass dies auch fir die hier prépam Lysate gilt.

Fur die nachfolgenden Experimente wurde entspretleshglich BYL genutzt.

4.2 Der Replikationszyklus des TBSV im TabakzelExtrakt BYL
4.2.1 Translationim BYL

Im BYL wird die Translation durch die Zugabe desafslations-Mixes synchronisiert
initiert. Dies wurde dadurch deutlich, dass dienBtation komplett unterbunden werden
kann, wenn Translations-Mix fehlt (Abb.3-1 C), miem die K- und Mg-lonen-
Konzentration auf einen optimalen Bereich eingdstield ein ATP-regenerierendes System
zur Verfigung gestellt wird.

Die TBSV-Proteine p33 und p92 konnten im BYL sowaildn mRNA, als auch von
genomischer RNA translatiert werden (Abb. 3-1). Mashaltnis der viralen Proteine des
Replikase-Komlexes p33 und p92 hat einen entschéate Einfluss auf die
Replikationseffizienz (Gursinskgt al, 2009).In vivo liegt das p33/p92-Verhaltnis bei 20:1
(Scholthofet al, 1995). Von der genomischen RNA translatiergtlgas Verhaltnis im BYL
bei bis zu 290:1 (Abb.3-2 und Abb.3-3) und ist stami Ungunsten des p92 verschoben. Das
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Uberlesen des Stop-Codons im p33-ORF, das zur [iéiafg noétig ist, wird durch
Suppressor-tRNAs bewirkt. Dies sind vermutlich tRNAoder tRNA" (Beier & Grimm,
2001). Ein Mangel dieser Suppressor-tRNAs im BYLradlifolglich zu einer limitierten
p92-Synthese flhren, wie hier beobachtet. Dieseuldnglichkeit des BYL kann leicht
umgangen werden, indem p33 und p92 von mRNAs tdesl werden, wodurch das
Verhéltnis beider genau einstellbar ist.

Der virale Replikationszyklus kann einer Regulatéarich das Hull-Protein unterliegen. So
wurde beispielsweise fuAlfalfa mosaic virus(AMV) ein positiver Einfluss des Huill-
Proteins auf die Translation gezeigt (Kretbal, 2005). Ein gegenteiliger Effekt wurde bei
Brome mosaic viruBMV) offenbar: hohe Konzentrationen des Hull-Rios verminderten
die Translation der viralen Replikase-Komplex-Komeoten (Yiet al, 2009). Das TBSV-
Hull-Protein bt keinen spezifischen Einfluss au¢ dranslation des p33 und p92 aus
(Abb. 3-2). Offenbar wirkte in diesem Versuch sowdle p41- als auch die Luciferase-
MRNA als zusatzliches Nuklease-Substrat stabiésigrauf die gTBSV-RNA. Dies kdnnte
wiederum die gro3ere Menge an TranslationsprodulkeeryTBSV-RNA erklaren.

Fur die Versuche zur Viruspartikel-Assemblierung BYL war es eine wichtige
Information, dass kein spezifischer Effekt der pdARNA auf die Translation des p33 und
p92 vorliegt.

Neben p33 und p92 lasst sich auch das nicht-vitedéein Hsp70 aus. thalianavon einer
MRNA translatieren. Dies wurde zur Optimierung g€BSV-Replikation genutzt (s.a. Kap.
4.2.2.1).

4.2.2 Charakteristika des TBSV-Replikationszyklusm BYL

4.2.2.1 Replikation der TBSV-RNA in BYL

Die generelle Replikationsfahigkeit des hier prigsgen BYL wurde anhand einer Test-
Replikation mit TCV, im Vergleich mit Daten von Kada et al (2004), bestatigt. Die
grundsétzliche Eignung der ExtraktpraparationerdiémReplikation war also gegeben.
Erste Versuche zur Replikation mit TBSV im BYL leattgezeigt, dass DI-RNA repliziert
werden kann, wobei die Replikase-Komplex-Proteid@ pnd p92 sowohl von genomischer
RNA, als auch von mRNAs translatiert werden konntBs konnte ein vollstandiger
Replikationszyklus nachgewiesen werden, bei dem(dg&)-Strang-Verhaltnis bei 200:1
lag (Gursinskyet al, 2009). Kirzere oder langere Nebenprodukte wikaeim detektierbar.
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Der Zeitverlauf der Replikation im BYL (Abb. 3-6eigte, dass eine halbe Stunde flr die
Assemblierung des Replikase-Komplexes und die RMNAdYnthese Uber die
Detektionsgrenze ausreichte. Ein Hefe-basiarteritro-Replikationsassay(s.a. Kap. 1-4)
lieferte in dieser Hinsicht &hnliche Daten: Pog&iagy (2008) berichteten, dass ein DI-
Replikationsprodukt nach 40 min detektierbar wurdie. BYL stieg die Menge an
Replikationsprodukt tber einen Zeitraum von vieur8ien stetig an. Ahnlich war die
Situation in Hefe: nach sechs Stunden war die Mamg®eplikationsprodukt am grof3ten
(Pogany & Nagy, 2008).

Im Vergleich zur DI-RNA war die Replikation der gestgenomischen TBSV-RNA
(gTBSV) schwacher (Abb. 3-18). Eine unspezifischarkierung durch Faktoren im Lysat
konnte durch die Abhangigkeit der Markierung vom EBlotiv des p92 ausgeschlossen
werden (Abb. 3-18, 3-19). Die Synthese subgenoraisdRNAs war im BYL nicht
offensichtlich (Abb. 3-20). Die Bildung der sgRNAsgheint generell fir TBS\h vitro
gehemmt zu sein. Ein Extrakt aus p33- und p92-exprenden Hefe-Zellen zeigte das
gleiche Bild: Mitin vitro transkribierter gTBSV-RNA als Replikations-Matritiel3 sich
keine sgRNA nachweisen (Pogany & Nagy, 2008). Wudie Replikation mit aus
Viruspartikeln isolierter RNA, sogenannter VirionBMNA, durchgefihrt, war neben einer
erhohten Menge an Replikationsprodukt auch eine sgtwache Bande von der Grol3e der
SgRNAZ2 sichtbar (Pogany & Nagy, 2008). Von VirussGmen des TCV, BMV und CIRV
lieRen sich hingegen im BYL, bzw. im Hefe-SystegRNAs synthetisieren (Komod al,
2004; Pogany & Nagy, 2008). Die Bildung von sgRN#es TBSV erfordert RNA-RNA-
Interaktionen zwischen RNA-Sekundéarstrukturen,ier 1000 nt entfernt voneinander im
RNA-Molekul liegen (Wanggt al, 2008). Sie fungieren im (+)-Strang als Attenoiasisignal
fur die RARP. Da die Matrizen RNA fur die Versuche BYL aus einerin vitro-
Transkription mittels Phenol/Chloroform-Reinigungwgpnnen wurde, ist es vorstellbar,
dass sich diese komplexen Strukturen nicht koakbilden konnten.

Die Replikationsprodukt-Menge konnte fur die DI-RNirch die Verringerung der Mg-
lonen-Konzentration in der Replikation erhoht werdBloch effizienter gelang dies durch
die Zugabe von EDTA vor der Replikation (Abb. 3-Die Chelatierung zweiwertiger
Kationen im BYL durch EDTA inhibiert sehr wahrschiggh Kationen-abhangige
Nukleasen. Fur die DI-RNA konnte folgerichtig gegteiverden, dass sich die Stabilitat der
RNA im BYL durch die Zugabe von EDTA erhoht (s.aur@nskyet al, 2009). Eine an der
Degradation von Tombusvirus-RNA beteiligte NukleasteXRN4p, eine cytosolische 5'-
3’Exoribonuklease aul. benthamiandChenget al, 2007; Jaag & Nagy, 2009). Auch die
Endoribonuklease RNase MRP kann fiur die Instabitigtr TBSV-RNA eine Rolle spielen
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(Jaaget al, 2011). Sowohl 5’-3’Exoribonukleasen, als auchaR& MRP bendtigen fur ihre
Aktivitat divalente Kationen (Xianget al, 2009; Tanner, 1999). Auf die gTBSV-RNA-
Stabilitat hatte EDTA dagegen keine so deutlicherkwig. Im Gegensatz zur hier
verwendeten DI-RNA enthalt die gTBSV-RNA die 3'CITBiese kann mit dem 5-Ende
der RNA interagieren (Fabian & White, 2004), soddas 5-Ende vermutlich weniger
zuganglich fur eine Exoribonuklease ist.

Die Menge an Replikationsprodukt der gTBSV-RNA invIBkonnte durch kotranslatierte
Hsc70-mRNA nahezu verdoppelt werden (Abb. 3-19gsDiurde auch mit der DI-RNA als
Matrize beobachtet (Gursinskgt al, 2009). Die Neusynthese des Hsc70 scheint dabei
entscheidend zu sein. Ein Grund dafir kdonnte s#@iss das endogene Hsp70 nicht in
ausreichender Menge verfligbar ist, um die TBSV-iRapbn zu unterstitzen, weil es an
zellulare Proteine gebunden ist. Konstitutiv expeites Hsp70 (Hsc70) ist in
eukaryotischen Zellen an der co- und posttransiatem Proteinfaltung und am Tranport
von Proteinen zu Organellen beteiligt. Zudem kans et Proteinen, die
Signaltransduktionswege regulieren, interagiereny@ & Bukau, 2005). Das Hsc70 wurde
als Bestandteil eines Tombusviurs-Replikase-Konmgdein Hefe identifiziert (Serva &
Nagy, 2006). Es bindet sowohl an das TBSV-p33aath an das TBSV-p92 und ist an der
Insertion beider Proteine in Membranen beteiligtaf\yet al, 2009). Letzteres und eine
Rolle des Hsc70 als Chaperon fiur p33 und p92 tragemutlich dazu bei, dass im BYL
durch die Kotranslation von Hsc70-mRNA und gTBSVARNIn aktiver Replikase-
Komplex effizienter assembliert. Zudem konnten &efvNagy (2006) feststellen, dass bei
Uberexpression eines Hsp70-Homologen in Hefe diagdean p92 zwar abnahm, p92 aber
dennoch aktiver war.

Zusatzlich zu TBSV wurden zwei weitere PlusstradgARViren im BYL getestet:
Raspberry bushy dwarf virugsnd Rubus chlorotic mottle virusFir beide konnte keine
Replikation sondern lediglich 3’End-Markierung d&fatrizen-RNA detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Uber die Griinde kann nukslert werden. Moglicherweise fehlen

wirtsspezifische zellulare Proteine: die natirlich®irte sind Brombeere und Himbeere.

4.2.2.2 Der TBSV-Replikase-Komplex zeigt eine hetMatrizen-Spezifitat im BYL

Zur Assemblierung des Replikase-Komplexes ist dBSV-RNA unabdingbar. Zwei
Regionen der TBSV-RNA sind fur die spezifische Rindg durch die Replikase-Proteine

besonders wichtig. Dazu gehoért eirC@nismatchin einerstem-loopStruktur der Region II,
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das sogenannte p33RE, an das p33 bevorzugt birdeayienest al, 2005). Des Weiteren
spielen Elemente der Region IV fir die Bildung deeplikase-Komplexes eine Rolle
(Panavienet al, 2005).

Die vielfach fur die TBSV-Replikation genutztensadefe oder infizierten Pflanzen partiell
gereinigten, vorassemblierten Replikase-Komplexégtee eine vielfaltige Matrizen-
Nutzung. So wurde neben der artfremden TCV-satC-RMA TBSV-Minusstrang-RNA
auch eine RNA als Matrize verwendet, in der einoSiyt des essentiellen @ mismatchin

ein Guanin mutiert war (Panaviereal, 2004; Pogany & Nagy, 2008). Dagegen konnte in
dem von Pogany & Nagy 2008 entwickelten Hefe-bé&mmeReplikations-System weder
TBSV-Minus-Strang-DI-RNA noch die Mutante desCdnismatchals Matrize genutzt
werden. Die beiden viralen Replikase-Proteine p33 pO2 wurden in dieseassayvor der
Extrakt-Praparation ohne viralesmplatein Hefe exprimiert. RNA-Protein-Interaktionen
hangen im Allgemeinen von den PufferbedingungendiadSpezifitat der Interaktion auch
von der Protein-Konzentration ab. p33 bindetitro in hohen Konzentrationen unspezifisch
an RNA (Storket al, 2011). Deshalb war es besonders interessai &Y L die fir einin
vitro-Replikationssystem erforderlichemplateSpezifitat gegeben ist.

Bei Versuchen in BYL lieferte die p33RE-Mutante det-RNA (DImuA), mit einer
Punktmutation des -C-mismatch kein Replikationsprodukt (Abb. 3-8). Dies giltciufir
die p33RE-Mutante der gTBSV-RNA (Gursinséiyal, 2009). Obwohl die p33RE-Mutante,
neben der p33- und p92-mRNA sowie ribosomaler RMWAhoher Konzentration im
Translations-/Replikationsassay vorlagen, fuhrteesdinicht zu einer unspezifischen
Amplifikation oder Markierung der RNAs. Die Proteip33 und p92 interagieren demnach
im BYL aul3erst spezifisch mit der viralen RNA.

Interessanterweise konnte im BYL auch die DI-Mirtesgy-RNA nicht altemplategenutzt
werden (Abb. 3-8). Dies stimmt mit den Daten voma&eeneet al (2005) Uberein, die in
Replikase-Assemblierungs-Versuchen keinen repbkaféhigen Komplex mit dem DI-
Minusstrang als Matrize gewinnen konnten. Offeritin fehlen der Minusstrang-RNA
Elemente, die eine Assemblierung des Replikase-Kexep gewahrleisten, wenngleich eine
Bindung von p33 an TBSV-Minusstrang-RNA gezeigt @eur(Rajendran & Nagy, 2003;
Stork et al, 2005). Es ist zudem denkbar, dass die Replikasaden Minusstrang nutzen
kann, der mit der Plusstrang-Matrize im Replikagariglex assoziiert ist, jedoch keinen
externen Minusstrang.

Prinzipiell sollte eine Nutzung des Minusstrangegorch mdglich sein, wenn der Replikase-
Komplex zuvor an einem anderegamplateassemblieren konnte, wie die Versuche mit aus

Pflanzen gereinigten Replikase-Komplexen nahe lgtdagy & Pogany, 2000). Im BYL
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sollte eine Deletionsvariante des DI-Plusstrang@BARI) als Assemblierungsplattform
dienen. An einer solchen DI-RNA, ohne die Regidkohnte sich in Hefe ein aktiver TBSV-
Replikase-Komplex formieren, der kurze Minusstr&gA als Matrize nutzte (Panaviere
al., 2005). Im BYL konnte hingegen, auch mit der ARI-RNA als
Assemblierungsplattform, kein Replikationsproduét Minusstrang-RNA detektiert werden
(Abb. 3-10).

Eine mdgliche Ursache kdnnte darin liegen, dasfgrand der Deletion, nur ein Teil der
DIARI-RNA die erforderlichen Sekundarstrukturen awddml konnte. Ein Hinweis darauf
konnte die schwache Replikation der ARI-RNA sein. Die gewinschte Funktion als
Assemblierungsplattform kénnte dann lediglich eail er RNA austben. Dadurch kénnte
die Replikation der Minusstrang-RNA unter der Détmksgrenze geblieben sein.
Erschwerend konnte hinzukommen, dass s&he geringe Menge an Minusstrang-
Replikationsprodukt moglicherweise aufgrund desrsitfeusses an (+) Matrizen-RNA nicht
als distinkte Bande im Gel detektieren liel3.

Als weiterer technischer Grund konnte der Einsates zu geringen Uberschusses an
Minusstrangtemplate im Vergleich zur DARI-RNA, eine Rolle spielen. Der knapp 1,5-
fache molare Uberschuss an DI(-)-RNA reichte, img&esatz zum knapp 1,5-fachen
molaren Uberschuss an Jx(+)-RNA, moglicherweise nicht aus, um dieARI-RNA aus
dem Replikase-Komplex zu verdrangen. Ein Teil denudstrang-Matrize kdnnte mit der

Assemblierungsplattform DRI(+) unzuganglich fur die Replikase zu dsRNA hglizieren.

Insgesamt zeigen die Versuche, dass TBSV im BYLdiér Replikation spezielle RNA-
Strukturen bzw. —Sequenzen bendtigt. Die groReiffigezies TBSV bei der Matrizen-Wahl
ist eine wichtige Voraussetzung fur weitere Untehsungen im BYL wie beispielsweise
Studien zur antiviralen Immunantwort (Schugtkal, 2013).

4.2.2.3 Die Rolle des RSE fir die Replikation d&BSV im BYL

Mit der erfolgreichen Replikation der genomisché35V-RNA sowie der DI-RNA im BYL

und der hohen Spezifitdit bei der Matrizen-Nutzunchien es lohnenswert, die
Verwendbarkeit des BYL fiur Studien an replikatiGggrlatorischen Elementen zu
Uberprifen. In dieser Hinsicht hat die am 3’-Enée IBSV-RNA gelegene Region, die in
der DI-RNA auch als RIV bezeichnet wird, eine betare Bedeutung fir TBSV und wurde
deshalb hier untersucht. Die Region enthalt demBtor fir die Minusstrang-Synthese und

soll mit ihren dreistem loopStrukturen die Minusstrang-Synthese regulierergépget al.,
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2003). Wie bereits erwahnt, leiteten Pogabwl aus ihren Versuchen ein Modell ab, nach
dem die funf terminalen Basen 5-AGCCC-3’ mit flkdmplementaren Basen eineop-
Region (RSEfeplication silencer elemeninteragieren, die 60 Nukleotide stromaufwarts
liegt (s.a. Abb. 3-11). Das 3’-Ende soll auf dié¥eise vor Abbau geschitzt und der (-)-
Strang-Promotor schwer zugénglich fir die RARP gdbno sein, sodass die Minusstrang-
Synthese inhibiert wirdin vitro Versuche mit vorassemblierten, partiell gereimg@NV-
Replikase-Komplexen aus infizierten Pflanzen zeigtiass bis zu 9-fach mehr Minusstrang
synthetisiert wurde, wenn digseudokneBildung durch eine Punktmutation unterbunden
war. Bei Wiederherstellung der Interaktion durchmip@nsatorische Punktmutationen sank
die Minusstrang-Menge nahezu auf Wildtyp-Niveau &iieressanterweise konnte dies
lediglich in vitro beobachtet werdemn vivo, d.h. in Protoplasten, die mit DI-Mutanten und
der genomischen RNA als Helfer-Virus transfiziexrden, replizierte keine der Mutanten
auf Wildtyp-Niveau. Die Einzelmutanten zeigten weédus- noch Minusstrang-Synthese.
Sogar die kompensatorische Mutante akkumuliertglied 18% der Plusstrang-Menge des
DI-Wildtyp und zeigte eine damit korrelierende,drige Minusstrang-Menge (Pogaayal.,
2003).

Fur die Versuche im BYL wurden drei Mutanten, dieeeAbschwéachung der Interaktion
zwischen 3’-Ende und RSE bewirken, genutzt sowie E&ompensatorische Mutante, bei der
die pseudokneBildung durch zwei Punktmutationen wieder mogls#in sollte (s.a. Abb.
3-11). Die Basenaustausche gleichen denen von RPagaal (2003) bzw. Panavierat al
(2005).Die Replikase-Proteine p33 und p92 wurden stattgemomischer RNA als Helfer-
Virus von einer entsprechenden mRNA translatiere drei Mutanten mit beeintrachtigter
RSE-gPR-Interaktion replizierten im BYL auf bis 24% des Wild-Typ-Niveaus. Die
kompensatorische Mutante erreichte 34% des WildNiyeaus (Abb. 3-12). Fur die
verschiedenen Replikationsprodukt-Mengen ist d&ie@ie unterschiedliche Stabilitat der
einzelnen Mutanten verantwortlich (Abb. 3-15).

Die von den Mutanten im BYL gebildete Menge an Mistuang-RNA lag bei 20% bis 40%
relativ zur Minusstrang-Menge, die von defB(H)-RNA synthestisiert wurde (Abb. 3-14).
Im BYL zeigt sich somit keine deutlich erhdhte Mastrang-Synthese wie b vitro-
Versuchen mit CNV-Replikase-Komplexen, sie lag abaunch nicht unter der
Nachweisgrenze, wie die Replikation der Einzelmigarin Protoplasten( vivo). Die im
BYL gewonnenen Ergebnisse entsprechen eheiirdeivo erzielten Ergebnissen als dien
vitro-Daten von Pogangt al, 2003. Der Vergleich der Ergebnisse wird allegdinladurch
erschwert, dass fir die vivo-Versuche in Protoplasten gTBSV-RNA als Helfer-\giru

eingesetzt wurde. Die gTBSV-RNA kdnnte mit dem etiehen Untersuchungsobjekt, der
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DI-RNA, als Konkurrent um Replikase-Komplexe im Y&t sein und die Ergebnisse
verfalschen. Bei dem vitro erzeugten Daten gilt es zu bedenken, dass die Rdplikase-
Komplexe generell nur eine geringamplateSpezifiat aufweisen und keinen vollstandigen
Replikationszyklus bewerkstelligen kdnnen. Zudemfagste die Matrize fiur die CNV-
Replikase lediglich die Region 1V, nicht die DI-RNAVvoller Lange.

Die im BYL gewonnenen Daten sprechen insgesamtrgdgeRolle deseplication silencer
elements als Regulator der Minusstrang-Synthese. Die Bedegutuer RNA-RNA-
Interaktion, also einer geschlossenen Form am #&8eEmwurde hingegen bestatigt. Sie
konnte vor allem wichtig fur die Assemblierung desplikase-Komplexes und dessen
korrekte Positionierung am (-)-Strang-Promotor sa&im Prozess, der der Minusstrang-
Synthese vorausgeliErgebnisse von Panavieatal (2005)legten allerdings nahe, dass die
Primérsequenz essentiell fir die Assemblierung Rieglikase-Komplexes ist. So konnten
die zwei im BYL getesteten DI-Mutanten B und C Bainavieneet al als Mutanten eines
Minimalkonstruktes (aus den DI-Regionen Il und Bihe Replikase mit nur 1% bzw. 3%
Aktiviat im Vergleich zum Wildtyp-Konstrukt hervorimgen. In diesen Versuchen wurden
Replikase-Komplexe aus Hefe-Zellen, die neben deveiligen DI-RNA-Variante die
Proteine p33 und p92 des CNV exprimierten, isoli®te Aktivitat dieser Replikase-
Komplexe wurde anschlie3end iim vitro-Replikationsassayanhand der relativen Menge
komplementarer RNA, die von verklrzter Minusstrangtrize synthesisiert wurde,
bestimmt. Noch deutlicher schien die Rolle der Rrsequenz durch weitere Experimente in
Hefe belegt zu werden: Panaviegteal (2005) testeten die Replikations-Fahigkeit dexhau
im BYL untersuchten DI-Mutanten. Die DI-Mutantem{gprechend den Mutanten B, C und
D) wurden mit p33 und p92 zusammen in Hefe exprimiad die Menge an DI-RNA nach
zwei Tagen per Northern Blot ermittelt. Es zeigighsdass die RNA-Mengen, auch der
kompensatorischen Mutante, jeweils bei unter 1% ergleich zum WT lagen.

Dem stehen nicht nur die im BYL gewonnenen Datetgemren, sondern auch neuere
Versuche aus der gleichen Arbeitsgruppe: Patblalal (2012) konnten in Replikase-
Assemblierungs-Versuchen zeigen, dass eine derntufa entsprechende Variante eines
Minimalkonstruktes auf 11% des Wildtyp-Niveaus igplkte. Dabei wurde das
Minimalkonstrukt (DI-Region Il und V) als Wildtypder Mutante zur Assemblierung des
Replikase-Komplexes mit rekombinantem p33 und p®2 Hefeextrakt eingesetzt, der
Replikase-Komplex anschlieBend gereinigt und diemglementarstrang-Synthese von
einem (-)-RNA-template bestimmt.

Fur TCV wurde ebenfalls eine RNA-RNA-InteraktiontrBieteiligung des 3’-Terminus und

dem in 5’-Richtung davon gelegeneplication silencelin einemloop des H5 beschrieben
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(Zhanget al, 2004). Inin vitro-Versuchen mit Satelliten-RNA und rekombinanters au
E. coli gereinigter TCV-RdRP wurde bei verhinderter RNAARNiteraktion eine bis zu
zehnfach gesteigerte Minus-Strang-Synthese ermikeimpensatorische Punkt-Mutationen
fuhrten lediglich zu 3,7-fach erhéhter Minus-Strakidkumulation. Wie auch bei TBSV
konnten die Mutantem vivo (in Protoplasten) nicht bzw. nur schwach repliaier

Insgesamt legt das Replikationsverhalten der TBSMaviten im BYL nahe, dass neben der
RSE-3’-Terminus-Interaktion auch die Primarsequeieser Bereiche fur die effiziente
Replikation von Bedeutung ist, allerdings in geringerem Mals, ia der Literatur
beschrieben (s.0.). Moglicherweise tragt auch éieage Struktur diesgseudoknotsbzw.
die genaue Struktur der beteiligtestem-loopStrukturen der Region IV dazu bei.
Beispielsweise kdonnte durch eine Mutation die Bmgllbzw. Funktion eines Wirtsfaktors
wie eEF1A beeintrachtigt sein. eEF1A ist Teil desnbusvirus-Replikase-Komplexes und
bindet sowohl die TBSV-RdRP als auch die 3'UTR d&SV-RNA. eEF1A erhoht die
Halbwertszeit des p33, wie Leét al (2009) bei Versuchen in Hefe feststellten. Der
Translations-Elongationsfaktor mit Helikase-Aktétitstimuliert die Minusstrang-Synthese,
besonders im Beisein von eERlRler ebenfalls die TBSV-3'UTR bindet (Sasvatial,
2011). Sollte sich eine der getesteten Mutationgmi# Bindung eines Wirtsfaktors oder die
Funktion einer Komponente des Replikase-Komplerese§ Kofaktors) negativ auswirken,
konnte das die Replikase-Aktivitat am Promotordi@ Minusstrang-Synthese vermindern.
Denkbar ist auch, dass bisher unbekannte repliksgulatorische RNA-
Strukturanderungen, die durch die Bindung von Rrete des Replikase-Komplexes
induziert werden, durch die hier untersuchten MoteEn beeinflusst werden. Solche
Strukturdnderungen in der Region am 3’-Ende wurdem Yuanet al (2009) fur TCV
beschrieben. Durch die RARP-Bindung anderte sielKdnformation der Strukturelemente
der 3’-Region. Die Versuche wurden auch mit Einzghnten bzw. einer Doppelmutante,
die die Interaktion deseplication silencer elementsit dem 3’-Terminus unterbinden bzw.
wiederherstellt, durchgefuhrDie Bindung der RARP erzeugte in den Einzelmutamten
nach Ort des Basenaustausches unterschiedliche olaationsanderungen auch in
benachbarten Strukturelementen. Dies wirkte sicsAzlich zur verminderten Interaktion
der komplementaren Basen, auf die Minusstrang-@getlus.

Fir die TBSV-Mutanten ist ein solcher kombiniergfekt ebenfalls vorstellbar: Neben der
beeintrachtigtenpseudokneBildung kénnten die Mutationen verhindern, dasezeine
Basen spezielle Strukturvoraussetzungen schafferiiiddie Wirtsfaktorbindung nétig sind.

In dem gereinigten Replikase-Komplex eines Tombusviwurden bis zu 15 Proteine
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detektiert, von denen weder alle identifiziert shath die Funktionsweise bekannt ist (Serva
et al, 2006).

4.2.2.4 Die TBSV-Replikation bendétigt keine simténe Proteinsynthese

Da das Genom von Plusstrang-RNA Viren nicht nurMégrize flr die Translation dient,
sondern auch aleemplatefiir die Replikation, sind beide Prozesse regulieiteinander
verknupft. Die virale Polymerase kann jedoch keitarizen replizieren, die gleichzeitig
translatiert werden, da beide Prozesse in entgegeter Richtung auf der gleichen RNA
ablaufen (Gamarnik & Andino, 1998). Die RdARP undd®iomen wirden sich gegenseitig
behindern. Dennoch ist eine enge Kopplung beideizddse auf verschiedene Weise
denkbar, wie Novak und Kirkegaard fir Poliovirustigieben haben (Novak & Kirkegaard,
1994). Zum einen kdnnte die Translationcis notig sein, weil das Protein nur naszierend
oder neu synthetisiert funktional fur die Replikatiist, indem es z.B. durch die Interaktion
mit seiner eigenen mMRNA die Minusstrang-Synthesa deesemtemplate ermdglicht.
Desweiteren konnte eine Affinitdt zu nicht-mobil8trukturen wie Membranen oder eine
geringe Stabilitat des Proteins die Diffusion zutereentfernt gelegenen RNA-Molektlen
einschranken und somit die Aktivitéat cis begunstigen. Denkbar ist dies auch, wenn das
RNA-Molekil nur in einem engen Zeitfenster zur Biation und Replikation befahigt ist.
Darlber hinaus konnten die Ribosomen eine vorranigigcis-Aktivitat des translatierten
Proteins bewirken, indem sie die Bindung eines é¢takan die RNA beeinflussen oder durch
die eigene Bewegung an der RNA entscheidende Sékstnakturen induzieren oder
aufheben.

Eine Kopplung von Translation und Replikation isicla fur TBSV denkbar. So kdnnte
beispielsweise die Translationsmaschinerie einesf3gym Anteil daran haben, dass der
Translationselongationsfaktor eEF1A an die RdRP diadvirale RNA binden kann. eEF1A
Ubt eine stimulierende Wirkung auf die Minusstr&githese aus (Let al, 2009).
Tatséchlich berichteten Pogany & Nagy (2008), dassellfreien Hefeextraktle nove
Translation fur die Replikation erforderlich warneB konnte im BYL nicht bestatigt werden.
In dem in BYL durchgefiihrten Versuch wurden p33-dump92-mRNAs unter
Translationsbedingungen inkubiert. Nach EinstetlenReplikationsbedingungen wurde DI-
RNA als Matrize zugegeben. Der Einsatz des Traosksinhibitors Puromycin in der
Replikation erlaubte RNA-Neusynthese auf dem ghichliveau (Abb. 3-17), obwohl die
Translation nachweislich unterbunden wurde (AbL63- Auch die Erhéhung der Mg-
lonen-Konzentration zur Replikation inhibierte dieanslation (Daten nicht gezeigDamit

ist es unwahrscheinlich, dass die Replikation d&SM zwingend an die Translation
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gekoppelt ist. Dafur spricht auch, dass im BYL &iteine p33 und p92 von ganzlich
anderen Matrizen translatiert werden konnten, aandfiir die Replikation eingesetzt
wurden: die Proteine wurden von mRNAs translatedg,Matrize fur die Replikation wurde
hingegen DI-RNA eingesetzt, die keine ORFs enthélt.

Die Diskrepanz zwischen dem Hefe-System und dem B¥tliglich des Bedarfs an einer
de novoTranslation fir die Replikation kénnte in den exmemtellen Details liegen. Im
Hefe-System wurden die Zellen mit p33- und p92-emetiden Plasmiden transformiert. Fur
die Expression der beiden Proteine wurde 24 Studgingegeben. Dann erst wurde der
Extrakt prapariert, mit dem schlie3lich die Repii&a durchgefuhrt wurde (Pogany & Nagy,
2008). Im BYL dagegen wurden p33 und p92 erst irtigen Extrakt exprimiert. Da p33 in
hohen Konzentrationen unspezifisch und bevorzugt eameelstrangige RNA bindet
(Rajendran & Nagy, 2003), ist es denkbar, dassRdatein vor der Extraktpraparation aus
Hefe zellulare RNAs gebunden hat, die durch dieliR&monsmatrize nicht mehr verdrangt
werden konnen. Im BYL wird dieser unspezifischen RRrotein-Interaktion durch die
Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung vorgebeugt.

Die Notwendigkeit derde noveTranslation im Hefe-System, im Gegensatz zum BYL,
koénnte zudem an der unterschiedlich langen Traosk#eit liegen. Die p33- und p92-
transformierten Hefezellen wurden fur 24 Stunddwimert. Die Extrakt-Praparation zeigte,
dass p33 und p92 nur in der Membranfraktion detdidir waren, nicht aber in der l6slichen
Fraktion des Extraktes (Pogany & Nagy, 2008). Bwkalisationsversuchen in Tabak-BY-
2-Zellen wurde deutlich, dass allein exprimiert88 eine fortschreitende Aggregation und
Strukturdnderung der Peroxisomen bewirkte (McCartnet al, 2005). Diese
Strukturdnderung unterschied sich von dealtivesicular bodigsdie bei einer normalen
TBSV-Infektion zu beobachten sind (McCartnetyal, 2005). Denkbar ist also, dass p33
und p92, da sie ohne Matrizen-RNA exprimiert wurdgich und die Membranabschnitte
durch irreversible Veranderung replikationsuntathglinachten. Erst durch neu translatiertes
p33 (und p92) konnten dann im Beisein des DI-Ridfplates funktionstiichtige
Replikationskompartimente im Hefeextrakt etabligrorden sein. Mit der wesentlich
kirzeren Translationszeit von einer Stunde im BYlrdwdiese Situation vermutlich
umgangen.

Nach dem Modell von Naggt al (2011) kénnte eine durch die raumliche Nahe lgdin
Kopplung von Translation und Replikation vorteithakin. Sie ist aber nicht zwingend
notig. Nach diesem Modell binden zuerst p33 und @@2Replikationsmatrize, bevor der

Komplex unter Beteiligung von Wirtsfaktoren in gperoxisomale Membran integriert und
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die RNA-Synthese beginnt. Die im BYL gewonnenenebdiigen sich gut in dieses Modell
ein.

Dass im BYL Translation und Replikation fir TBS\cht gekoppelt sind, ist von Vorteil.
Bisher ist nicht bekannt, wie die virale RNA vomaislationgemplatezum Replikations-
templatewird. Vermutlich geschieht dies unter Beteiligungn Wirtsfaktoren. Die RNA-
Bindung putativer Kandidaten kann somit im BYL @int unter Translations- oder
Replikations-Bedingungen getestet werden. Zudemn&dnTranslationsansétze flexibler

kombiniert werden.

4.2.3 Eignung des BYL zur Untersuchung der TBSV-Wuspartikel
Assemblierung

Die Bildung der Viruspartikel erfolgt im Zytoplasmder infizierten Zelle. Gangige
Strategien der Viruspartikel-Formierung sind entaredie Bestlickung vorgeformter Partikel
mit RNA oder die Zusammenlagerung der Hull-Protgimtereinheiten an einem RNA-
Molekul (Rao et al, 2006). Fur das Carmovirus TCV, ein Vertreter der Familie
Tombusviridae konnte eine Sequenz am 3’-Ende der Hull-Protesherenden Sequenz
bestimmt werden, die als Ursprung der Virusparikesemblierung (OASorigin of
assembly fungiert (Qu & Morris, 1997). Ein TCV-Virusparek gleicht in seinem Aufbau
und seiner Struktur dem des TBSV (Golden & Harrjsk9#82; Carringtoret al,, 1987). Die
Viruspartikel-Formierung konnte fir TCVh vitro in einem Puffer nachgestellt werden,
allerdings ausgehend von Hull-Protein-Dimeren, dies dissoziierten Viruspartikeln
stammten (Sorgeat al, 1986). Diese Arbeit zeigte auch, dass RNA fér Flartikel-Bildung
notig ist und die TCV-RNA effizienter verpackt wiads heterologe RNA.

Dass Viruspartikel-Assemblierung, mit der viraleNARals Ausgangsmaterial, in eineim
vitro-System moglich ist, wurde fiPoliovirus gezeigt (Mollaet al, 1991). Ein zellfreier
Extrakt aus Hela-Zellen diente zum indirekten Naeiswder Virion-Bildung, die abhangig
von der Translation und RNA-Neusynthese war. Digovien konnten anhand der Nuklease-
Resistenz von infektioser, freier viraler RNA ustdrieden werden.

Fur TBSV wurde gezeigt, dass die Expression de$Ptoteins im Baculovirus-System in
Insektenzellen zur Bildung von Viruspartikeln flhitisu et al, 2006). Dabei wurde
unspezifisch in der Zelle vorhandene RNA verpacklie Frage, ob in einer
Konkurrenzsituation, d.h. wenn zellulare und virRIRA verfugbar waren, selektiv TBSV-
RNA verpackt wirde, blieb jedoch offen. Zudem isgeklart, ob fiir eine Selektivitat eine
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RNA-Sequenz oder -Struktur notig ist, oder ob dilksin durch rdumliche Nahe des Hull-
Proteins zu neu synthetisierter RNA geschieht.

Dem sollte nun mit Hilfe des BYL nachgegangen werd®afir waren mehrere
Voraussetzungen zu erfillen. Zum einen musste emifTfdanslation des p41 genigend Hull-
Protein zur Verfigung stehen, um eine messbare Araa Viruspartikeln zu bilden. Die
Menge an p41-Hull-Protein, die im BYL bei der Triti®n von mRNA gebildetet wurde,
liegt geschatzt im fmol-Bereich (Abb.3-3). Flur diesemblierung eines Viruspartikels sind
180 p41-Molekile notig. Die Menge an p41 aus eifranslationsreaktion sollte theoretisch
fur ca. 3 x 18 Viruspartikel ausreichen. Diese Bedingung war ais®YL erfilllt.

Eine zweite Vorraussetzung war, dass im BYL evdhgebildete Viruspartikel stabil sind.
Die Viruspartikel sollten unter den lonenbedingumg® BYL und trotz der Mikrokokkus-
Nuklease-Behandlung, zum Abbau endogener RNAtibtaiben.

In TBSV-Viruspartikeln wurden Bindungsstellen flivalente Kationen ausgemacht, wobei
die Daten fiur Ca-lonen sprechen (Harriseinal, 1978; Hogleet al, 1983).Ca-lonen
beeinflussten lediglich reversibel die Kompakthddtr Viruspartikel (Kriseet al, 1982).
Wurden TBSV-Viruspartikel in Ca-lonen-freien Puffaiberfihrt, zeigte sich eine
Konformationsanderung innerhalb der Hull-Proteintdsainheiten, die eine Ausdehnung
des Partikels von der geschlossenen in die offemen Bedingte. Der Partikel zerfiel aber
nicht und gewahrleistete weiterhin die Nukleaseiftesz der verpackten RNA (Kriss
al., 1982; Robinson & Harrison, 1982). Es ist demnéehkbar, dass sich die Viruspartikel
zunachst tber die RNA-Protein-Interaktion formieremd anschlie3end zur Erhéhung der
Stabilitat Ca-lonen binden, so wie beispielsweige das SobemoviruSesbania mosaic
virus gezeigt (Satheshkumat al,, 2004).

FUr dasin vitro-Translations-/Replikationssystem mit BYL gilt, daBBSV-Viruspartikel
die verpackte RNA vor Nukleasen schiitzen: Im BYkuipierte Viruspartikel waren nach
Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung elektronenmikrosgolp sichtbar und intakt (Abb. 3-21
E). Die virale RNA aus Viruspartikeln liel3 sich aws@em auch nach Mikrokokkus-
Nuklease- bzw. RNase A/T1-Behandlung per RT-PChwaitsen, im Gegensatz zu freier
RNA, d.h.in vitro-Transkripten (Abb. 3-23). Die Daten aus der Liter&konnten somit
bestétigt werden und die zweite wichtige Voraussejzfur die weiteren Versuche war

erfullt.

Eine Ubersicht Uber die Experimente, die zur Viarskel-Assemblierung im BYL

durchgefuhrt wurden, gibt Tabelle 4-1 wieder.
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Tab. 4-1: Ubersicht iiber die Experimenteur Viruspartikel-Assemblierung im BYL

| 1 1} [\
gTBSV
Translation gTIZ?V p4l gTIZ?V gTE?V
Replikation - - gTBSV gTBSV
Nuklease-
Behandlung i i
Pflanzeninfektion
Elektronen- Autoradiogramm, Pflanzeninfektion, mit verdu'nnten

Auswertung mikrosko RT-PCR RT-PCR Translations-

P /Replikations-

Ansatzen

Angegeben ist die in der Translation bReplikation eingesetzte RNA
* =32P.markiertedn vitro-Transkript

Zum einen wurde ein direkter Nachweis versucht,diém gTBSV-RNA in Gegenwart von
p41-mRNA kotranslatiert wurde (s.a. Tab. 4-1, I)e Blektronenmikroskopische Sichtung
dieser Probe zeigte jedoch keine Viruspartikel-@heh Strukturen (Abb. 3-22). Der direkte
Nachweis einer TBSV-Viruspartikel-Bildung im BYL lg@g demnach nicht. Ein Grund
dafir konnte sein, dass diese Methode nicht serggtiug ist. Aus den Versuchen war nur
eine geringe Menge an Viruspartikeln im BYL zu erea. Zudem koénnten Viruspartikel
wahrend der Préparation verloren gegangen seinkKdmbination mit der schwachen
Bindung desa-TBSV-Antikérpers an die Partikel (Abb. 3-22 A) wder Nachweis per
Elektronenmikroskopie mdglicherweise nicht ausrenzhsensitiv. Ein indirekter Nachweis
von Viruspartikeln mittels RT-PCR bzw. mittels dition vonN. benthamiandflanzen,
unter Ausnutzung der Nuklease-Resistenz, schietggdrsprechender.

Die Versuche zum indirekten Nachweis umfassten mimen Translationsversuche, bei
denen p41-mRNA, bzw. eine Stop-Mutante der p41-mR§AKontrolle, im Beisein von
gTBSV-RNA und markiertem gTBSV-Transkript transtatiwurde (s.a. Tab. 4-1, II). Die
anschlieBende Mikrokokkus-Nuklease-Behandlungesdik freie RNA abbauen, sodass nur
durch p41 geschitzte RNA im Autoradiogramm als EBaddtektierbar war. Sowohl aus
dem Autoradiogramm als auch dem RT-PCR-Resultab(Ah24) lasst sich enthnehmen,
dass trotz Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung ein &u2ereich der RNA geschitzt blieb.
Allerdings war dies unabhangig vom Hull-Proteinn&fir die Viruspartikel-Bildung nétige
initiale Bindung des p41 an die RNA war somit unvggheinlich. Da die Mikrokokkus-
Nuklease eine Préaferenz fur ssRNA hat, handelt ies bei der detektierten RNA
maoglicherweise um dsRNA-Bereiche oder um von p33 p®@2 gebundene Bereiche. Auch
durch die Membran-gebundenen Replikationskomplexel wie virale RNA geschutzt
(Pogany & Nagy, 2008).
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Viruspartikel zeigten eine wesentlich héhere Infigitat in N. benthamianaPflanzen als
freie, d.h.in vitro transkribierte RNA (Abb. 3-25, 3-26). Eine Menge\druspartikeln, die
mindestens 117 fg gTBSV-RNA entsprach, konnte systemische Infektion auslosen. Es
ist zu bedenken, dass bei der indirekten Bestimmibey die RNA-Menge wéahrend der
Isolierungsprozedur RNA verloren gehen kann und \Wert somit hoher liegen kdnnte.
Dennoch ist fur eine systemische Infektion mitdreRNA, d.h. mitin vitro-Transkripten,
fast 10 Mal so viel RNA notwendig (s.a. Abb. 3-26).

Dies wurde fiur den Versuch, eine Viruspartikel-Bidg im BYL indirekt nachzuweisen,
genutzt. N. benthamiand@flanzen wurden mit Translations-/Replikations-atzgn
inokuliert. Durch die mitgefihrten Kontrollansat{s.a. Tab. 3-6) sollte unterschieden
werden, ob und wie schnell eine systemische Indektiurch neu synthetisierte RNA oder
die in die Reaktion eingesetzte Matrizen-RNiAp(tRNA) hervorgerufen wurde. Dazu
diente der Ansatz mit dem Replikationsinhibitor @agdrine. Des Weiteren wurde durch die
Reaktion in Anwesenheit des Hull-Proteins und @inschlie3ende Mikrokokkus-Nuklease-
Behandlung ein Unterschied in der Infektiositat sthien verpackter und freier RNA
erwartet. Ein zeitlicher Unterschied im Auftretaner systemischen Infektion war jedoch in
dem hier untersuchten Zeitrahmen nicht festzust€¢dob. 3-27). Eine haufigere Beprobung
der infizierten Pflanzen zu friheren Zeitpunkten,erbunden mit weiteren
Infektionskontrollen und mehr Material-Aufwand, t@amadglicherweise einen Unterschied
erkennen lassen. Da uberdies Mikrokokkus-Nukle@deddelte Proben keine Infektion
zeigten (Abb. 3-27), sprechen die Ergebnisse getjenBildung von Viruspartikel im
Translations-/Replikations-Ansatz.

Zusatzliche Gewissheit sollte die Verdinnung voanstations-/Replikationsansatzen mit
und ohne p41-Translation bringen. Die Verdinnurtjesdie freie, unverpackte RNA unter
die Infektionsgrenze bringen und verpackte RNAdlieeitig infektios lassen. Dabei konnte
lediglich einer von drei Ansatzen, mit einer kalktien RNA-Menge von 1 ng, eine
Infektion auslésen (Abb.3-28). Eine robuste Virusigal-Formierung war also nicht zu
beobachten.

Die Bildung von Viruspartikeln im BYL konnte auctufadiese indirekte Weise nicht
nachgewiesen werden. Ausschlaggebend dafir konete, slass die Hull-Protein-
Untereinheiten einer co- bzw. posttranslationalerdifikation bedtirfen, die im BYL nicht
maglich ist. In der Literatur finden sich dazu wgmiHinweise. Fur mehrere Pflanzenviren,
z.B. Tobacco mosaic virygurnip yellow mosaic viryAlfalfa mosaic virusBrome mosaic
virus und auch TBSV wird eine N-Acetylierung des Hulbiins erwahnt, jedoch keine
biologische Funktion dafur beschrieben (Driess¢ral, 1985; Shih & Kaesberg, 1973;
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Carringtonet al, 1987). Fur das dsRNA-Viruk-A-virus, dessen Wirt Hefe ist, wurde
indessen gezeigt, dass die Assemblierung von \artigeln die Aktivitat eines N-
Acetyltransferase-homologen Gens in Hefe erfor(iBetcero & Wickner, 1992). Im BYL
kénnte die N-Acetylierung oder schon die notwendiggse vorangehende Entfernung des
N-terminalen Methionins (eine Metall-lonen-abhamgigeaktion), durch z.B. EDTA oder
andere inhibitorische Faktoren, unterbunden seinesDkonnte wiederum eine
Beeintrachtigung der Funktion des Hull-Protein®.zn der Protein-Protein-Interaktion,
nach sich ziehen.

Auch weitere Modifikationen des Hull-Proteins kéemteine Rolle spielen. Beispielsweise
wird das Hull-Protein de®lum pox virus(PPV) durch N-Acetylglucosamin (O-GIcNACc)
und auch Phosphorylierung modifiziert. Die revdesiPhosphorylierung koénnte die
Interaktion der O-GIlcNAc-modifizierten Proteine usdmit die Formation der Virionen
regulieren (Fernandez-Fernandgzl, 2002). Die Phosphorylierung kann zudem die RNA-
Bindung des Hull-Proteins inhibieren, wie féotato virus Agezeigt (lvanoet al. 2003).
Zudem konnte die Phosphorylierung anderer viratetdhe eine indirekte Wirkung auf die
Verpackung haben. Von dem engen TBSV-Verwandten @Wlekannt, dass p33 planta

im Laufe des Replikationszyklus phosphoryliert wifhapkaet al, 2005). Wie dies
reguliert wird, ist nicht bekannt. Phosphorylierg&3 bindet die virale RNA aber wesentlich
weniger effizient (Storlet al, 2005). Wenn p33 im BYL nicht phopshoryliert witdbnnte
das die Freisetzung der RNA aus dem Replikase-Kexipémmen, sodass die RNA fir die
Verpackung nicht verflgbar ist.

Eine weitere mdgliche Ursache koénnte in der Sekrstdéktur der RNA liegen. Fir den
MS2-Phagen, der Partikel mit T=3 Symmetrie aushilkennte einestem loopStruktur der
RNA identifiziert werden, die eine Konformationsé&mgng der Hull-Protein-Dimere
induziert. Ohne diese alternative Konformation d@mere war keine Assemblierung
maoglich (Rolfssonet al, 2008). Sofern fir die Verpackung der TBSV-RNAeiRNA-
Struktur oder/und die GroRRe der RNA entscheidefjydsses denkbar, dass die Faltung der
RNA, unter den im BYL gegebenen Bedingungen, nielhpackungsgerecht ist.

4.3 Aktivitat der heterolog exprimierten TBSV RNA-abhéngigen RNA
Polymerase

Um eine Interaktion der TBSV-RNA mit der RARP undtgtiven Wirtsfaktoren direkt

untersuchen zu kénnen, solllte in Ergédnzung zumdations-/Replikationssystem mit BYL
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einin vitro Polymerasessayetabliert werden, unabhangig von pflanzlichem &ktrDazu
wurden die viralen Komponenten des TBSV-Replikaseadlexes, p92 und p33, als
rekombinante Proteine gereinigt.

Die RNA-abhéngige RNA-Polymerase des TBSV wird &mpergroup llder RARPs
zugeordnet, ebenso wie die RdRPs KHepatitis C virus(HCV) und TCV (Koonin, 1991).
Trotz der unterschiedlichen Genomorganisation wglwhgleichen Wirtsspektrums eint die
Mitglieder dieser Gruppe eine Sequenz-Ahnlichkeitservierter Motive der RdRP, fiir die
z.T. eine Konsensus-Sequenz abgeleitet werden &g¢Kobnin, 1991).

Fur die beiden Mitglieder dies&upergrougdl, TCV und HCV, ist es bereits gelungen, die
RNA-abhéngige RNA-Polymerase (RdRP) heterolog zurieeren, zu reinigen und eine
RdARP-Aktivitéat des rekombinanten Proteins zu megSamg & Simon, 1994; Behreret
al., 1996). Uber Versuche, die RARP des TBSV rekoantiirzu gewinnen, sind in der
Literatur keinerlei Angaben zu finden. Lediglicméflinweis, dass die TBSV-RdRR vitro
nicht aktiv sei, findet sich bei Stor&t al, 2011. Interaktionsstudien des p92 mit p33,
Wirtsfaktoren oder der viralen RNA wurden wahrsalieh deshalb mit p92 in Fusion mit
dem Maltose-Binde-Protein oder als Deletionsvaeantohne die N-terminale
Transmembrandoméne, durchgefiihrt (Rajendran & Na@93; Li et al., 2008). Auch auf
das p92 des TBSV-Verwandten CNV wurde ersatzweiséckgegriffen (Rajendran &
Nagy, 2006).

In den hier unternommenen Versuchen konnte das Fg#&/weder als Fusionsprotein mit
dem Maltose-Binde-Protein, noch als SUMO-Fusioretdn I6slich inE. coli exprimiert
werden (siehe Abschnitt 3.2.2.5). Das Protein wud@enzufolge ausnclusion bodies
solubilisiert und renaturiert. Durch den Zusatz 2% (w/v) Triton X-100 zum Natrium-
Phosphat-Puffer konnte die Konzentration an |0sich p92 erhoht und auf ein
detektierbares Niveau gebracht werden. Triton X-&t¥gerte in einer Konzentration von
bis zu 1% die Aktivitat der HCV-Polymerase des Ggps 1b (Wenget al, 2012) und die
Aktivitat der RARP des Klons HC-J4 (Cramer, 2004).

Die p92-Praparation des TBSV zeigte im vitro Polymerasessay eine Terminale-
Nukleotidyl-Transferase-Aktivitat (TNTase). Das GBbtiv (katalytisches Zentrum) einer
RdRP ist sowohl fur die RNA-Synthese essentiellaalsh fir die Terminale Nucleotidyl-
Transferse-Aktivitat, wie fur die HCV-RARP gezeigtrde (Ranjith-Kumaset al, 2001).
Die TNTase-Aktivitdt deutet demnach darauf hin,sdgsindséatzlich die Renaturierung des
p92 ausinclusion bodieserfolgreich war. Es ist jedoch nicht auszuschie@ass diese
Aktivitat auf eine Kontamination aus der p92-Prépan zurlckzufihren ist. Allerdings

haben auch die Pufferbedingungen einen entscheddekthfluss auf die Aktivitat einer
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RdRP, wie fur die HCV-Polymerase festgestellt wurilei einer NaCl-Konzentration von
90-100 mM wurde eine Zunahme an unspezifischem édtikleinbau festgestellt. Die
de noveSynthese von RNA sank dagegen bei 50 -100 mM Ma€B5% ab, verglichen mit
der Aktivitat ohne NaCl (Cramer, 2004).

Die TBSV-RdRP konnte gar nicht oder nur unter ererriwerlusten in Puffer ohne NacCl,
wie z.B. der Puffer, in dem die TCV-RdRP aktiv wagyrickgefaltet werden. Fur den
TBSV-Polymerasassaywurde daher zugunsten einer moglichst hohen p92z&utration
eine hohe NaCl-Konzentration in Kauf genommen. ®idag, errechnet aus den
Pufferzusammensetzungen, bei knapp 200 mM und eamitdnoglicherweise zu hoch fir
eine RNA-RdRP-Interaktion bzw. beginstigte die TEE-Aktivitat. Aufgrund der geringen
Konzentration des p92 in der Praparation konnteémekBRNA-Bindungsstudien durchgefihrt
werden.

Denkbar ist zudem, dass fur die Polymerase-Aktid&s p92 ein akzessorischer Faktor, der
im Replikase-Komplex des TBSV vorliegt, notig iEin putativer Kanditat schien p33 zu
sein. p33 weist RNA-Chaperon-Aktivitdit auf. RNA-Q@eaone  bewirken
Strukturanderungen der RNA. Fir p33 wird also €&dle bei der Aufwindung von RNA-
Sekundarstrukturen angenommen, um sie so fur dignfeoase zuganglich zu machen.
Allerdings ist die Aktivitdt des p33 an der DI(+NR schwach (Storlet al, 2011). Dies
konnte erklaren, warum p33 als rekombinantes Rroteiin vitro Polymerasessaykeine
stimulierende Wirkung mit dem DI(d#gmplatezeigte (Abb. 3-32). Moglicherweise ist ein
Wirtsfaktor fur die Aktivitat des p92 als Polymeeastatt TNTase entscheidend. Dies konnte
eEF1A sein. eEF1A konnte die RNA-Synthese-Aktividér TCV-RARP in einem
extraktfreienin vitro assay bis zu 5-fach steigern, wenn der Elongationsfakiidrder RARP
prainkubiert wurde (Liet al, 2010). Als Matrize wurde ein Teil der TBSV 3'UTR)
eingesetzt und die Synthese des komplementaremg8aiberpruft.

Lohnenswert fir zuklnftige Versuche ware vermutlaile Pufferbedingungen dassayszu
andern, insbesondere beziiglich der NaCl-Konzeatratind auch des Verhéltnisses von
Mg- und Mn-lonen. Der Ersatz von Triton X-100 imfféa durch bis zu 20% Glycerin
konnte ebenfalls hilfreich sein. Mdglicherweise ktin die TNTase-Aktivitdt der TBSV-
RdRP imin vitro assayzugunsten der RNA-Synthese verschoben werden, p@Bimit der
RARP oder der RNA prainkubiert wirde. Auch der Binsvon rekombinant gereinigtem

eEF1A konnte dabei vielversprechend sein.
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5. Zusammenfassung

Plusstrang-RNA-Pflanzenviren sind fir ihren Repitaszyklus auf zahlreiche
Interaktionen mit dem Wirt angewiesen. Viele Detaind davon noch unverstanden. Fur
die Untersuchung von Pflanzenviren sind vitro-Systeme von Vorteil, da sie
synchronisierte Bedingungen fur die Translation &Ragplikation des viralen RNA-Genoms
schaffen. Fur das ModellviruSomato bushy stunt virusfrBSV) standen lediglich Hefe-
basiertein vitro-Systeme odemssaysmit vorassemblierten Replikase-Komplexen eines
verwandten Tombusvirus zur Verflugung. Erst durch kysat, das aus evakuolisierten
Tabak-Zellen gewonnen wurde (BYL), eroffnete siah Bloglichkeit, ein authentisches
vitro-System fur TBSV zu etablieren. Erste Versuche W8&V-Replikation mitdefective
interferingRNA  (DI-RNA) machten dieses Lysat zu einem viebpgechenden
Untersuchungssystem fur den TBSV-Replikationszyklus
In der vorliegenden Arbeit wurden die Eigenschaftdes BYL als in vitro-
Untersuchungssystem optimiert und naher charalderi€ine Anforderung an das vitro-
System ist eine hohtemplateSpezifitat. Versuche mit verschiedenen Matrizercimen
deutlich, dass diese Bedingung im BYL fur TBSV #tfwird. Die Replikation konnte nicht
an der (-)-Strang-RNA initiert werden.
Replikations-Versuche mit TBSV-Mutanten zeigterssidas System flr genetische Studien
geeignet ist. Die bedeutende Rolle deplication silencer elemenfiir die Replikation
konnte bestétigt werden. Dessen postulierte Fumktis Inhibitor der Minusstrang-Synthese
wurde jedoch nicht bestatigt. Interessanterweisante festgestellt werden, dass eine
effiziente Replikation ohne simultane Translatiodghtich ist. Dieses Ergebnis ist fur weitere
Versuche wichtig, da es Replikationsstudien unagiggwon der Proteinsynthese erleichtert.
Neben der DI-RNA war auch die gesamtgenomische FBBM zur Replikation im BYL
fahig. Ein weiterer Schritt des viralen Infektiopklus, die Assemblierung von
Viruspartikeln, konnte im BYL dagegen nicht beoltatkverden.
Die Erkenntnisse zur TBSV-Replikation im BYL, dierdh die Experimente inm vitro-
System gewonnen wurden, bildeten die Grundlagewiéitere Studien zur Virus-Wirt-
Interaktion, wie die antivirale Immunantwort.
Zur Komplementierung des BYL-Systems wurde versueinien Polymerasassay mit
rekombinanter, gereinigter RAJRP des TBSV aufzubauenerstenassayszeigte das
renaturierte Protein Terminale Nukleotidyl-Tranafe-Aktivitdt. Optimierungsversuche zur
Proteinreinigung und deassayBedingungen waren im Rahmen dieser Arbeit nichhmme
maglich.
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Anhang

7. Anhang

Tab-Al: Ubersicht tiber die Virus-Taxonomie der Plusstrang-RNA-Viren

Es sind alle Ordnungen der Plusstrang-RNA-Virenatién dazugehdrigen Familien aufgefuhrt. Vertreter
Pflanzenviren sind auRerdem mit Gattung und Spemiégefiihrt. Die in dieser Arbeit erwahnten Virénds
mit Abkilrzung aufgefuihrt. Zusétzlich sind die ineskr Arbeit erwahnten Vertreter nicht-pflanzlicher
Plusstrang-RNA-Viren mit Gattung und Spezies aufgdf Der namensgebende Vertreter einer Gatturfgtist
gedruckt.

V = Vertebraten, IV = Invertebraten, P = PflanzeMO = eukaryotische Mikroorganismen, B = Bakterien,
n.b. = nicht benannt

Familie Wirt Gattung Spezies Ab-
(Anzahl der Gattungen] (Anzahl der Spezies) kiirzung
Ordnung Nidovirales
Arteriviridae (1) vV (4)
Coronaviridae(6) \% (25)
Roniviridae(1) \% (1)
Ordnung Picornavirales
Dicistroviridae (2) \% (15)
Iflarviridae (1) \% (7)
Marnaviridae(1) P Marnavirus(1) \I;:reltjirosgma akashiwo RNA
Picornaviridae(12) \% (29) ZB H uman enterovirus c PV
Enterovirus (Poliovirus)
P Comovirus(15) Cowpea mosaic virus CPMV
P Fabavirus(4) Broad bean wilt virus 1
P Nepovirus(35) Tobacco ringspot virus
P Cheravirus(3) Cherry rasp leaf virus
Secoviridag8) P Sadwavirug1) Satsuma dwarf virus
P Sequivirug3) Parsnip yellow fleck virus
P Torradovirus(2) Tomato torrado virus
P Waikavirus(3) Ricetungro spherical virus
P n.b. (3) Strawberry mottle virus
n.b. (2) eMO| (4)
Ordnung Tymovirales
P Allexivirus(8) Shallot virus X
P Lolavirus(1) Lolium latent virus
Alphaflexiviridae(6) P Mandarivirus(1) Indian citrus ringspot virus
P Potexvirug(35) Potato virus X PVX
eMO | (2)
P Capillovirus(2) Apple stem grooving virus
P Carlavirus(43) Carnation latent virus
P Citrivirus (1) Citrus leaf blotch virus
I P Foveavirug(4) Apple stem pitting virus
Betaflexiviridae(7) P Tepovirug(1) Potato virus T
P Trichovirus(5) Apple chlorotic leaf spot virus
P Vitivirus (6) Grapevine virus A
P n.b. (5) Banana mild mosaic virus
Gammaflexiviridagl) | eMO | (1)
P Maculavirus(1) Grapevine fleck virus
. P Marafivirus (7) Maize rayado fino virus
Tymoviridae(3) P Tymovirug(26) Turnip yellow mosaic virus TYMV
IV, P | nb.(2) Poinsettia mosaic virus

Ordnung n.b.
Alphatetraviridae(2) v (10)
Astroviridae(2) \% (22)



Anhang

Familie

(Anzahl der Gattungen]

Barnaviridae(1)

Bromoviridae(6)

Carmotetraviridag(1)

Caliciviridae (5)

Closteroviridae(3)

Flaviviridae (3)

Hepeviridae(1)
Leviviridae(2)

Luteoviridae(3)

Narnaviridae(2)
Nodaviridae(2)

Permutotetraviridag1)

Potyviridae(8)

Togaviridae(2)

Tombusviridag8)
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Gattung

(Anzahl der Spezies)

1)
Alfamovirus(1)
Anulavirus(1)
Bromovirus(6)
Cucumovirug4)
llarvirus (19)
Oleavirus(1)

1)

()

Ampelovirug8)

Closterovirus(11)

Crinivirus (12)

n.b. (6)

(58) z.B.Flavivirus
Hepacivirus

1)

4)

Enamoviruq1)
Luteovirus(6)
Polerovirus(13)
n.b. (8)

(7)

9)

(1)
Brambyvirus(1)
Bymovirug(6)
Ipomovirus(5)
Macluravirus(6)
Poacevirug2)

Potyvirus(146)

Rymovirugq3)
Tritimovirus (4)
n.b. (2)

(30)
Aureusvirug4)
Avenavirug1)

Carmovirus(20)

Dianthovirus(3)
Machlomovirug1)
Necrovirus(7)

Panicovirus(2)

Tombusvirug17)

n.b. (2)

Spezies

Alfalfa mosaic virus
Pelargonium zonate spot virus
Brome mosaic virus
Cucumber mosaic virus
Tobacco streak virus

Olive latent virus 2

Grapevine leafroll-associated
virus 3

Beet yellows virus

L ettuce infectious yellows
virus

Little cherry virus 1

West Nile Virus

Hepatitis C virus

Pea enation mosaic virus-1
Barley yellow dwarf virus-
PAV

Potato leafroll virus
Barley yellow dwarf virus-
GPV

Blackberry virus Y

Barley yellow mosaic virus
Sweet potato mild mottle virus
Maclura mosaic virus
Triticum mosaic virus
Plum pox virus

Potato virus A

Potato virus Y

Tobacco etch virus
Turnip mosaic virus
Ryegrass mosaic virus
Wheat streak mosaic virus
Tomato mild mottle virus

Pothos latent virus

Oat chlorotic stunt virus
Carnation mottle virus
Turnip crinkle virus
Carnation ringspot virus
Maize chlorotic mottle virus
Tobacco necrosisvirus A

Ab-
kiirzung

AMV

BMV
CmvV

WNV
HCV

BYDV-
PAV

BYDV-
GPV

PPV
PVA

TEV
TuMV

TCV

Satellite tobacco necrosis virusSTNV

Panicum mosaic virus
Carnation Italian ringspot
virus

Cucumber necrosis virus
Tomato bushy stunt virus
Maize necrotic streak virus

CIRV

CNV
TBSV



Anhang

Familie : Gattun : Ab-
(Anzahl der Gattungen] Wil (Anzahgll der Spezies) P kiirzung
P Furovirus(6) Soil-borne wheat mosaic virus
P Hordeivirus(4) Barley stripe mosaic virus
P Pecluvirus(2) Peanut clump virus
Virgaviridae (6) P Pomovirug4) Potato mop-top virus
P Tobamovirug25) Tobacco mosaic virus T™MV
P Tomato mosaic virus ToMV
P Tobravirus(3) Tobacco rattle virus
P Benyvirug(2) Beet necrotic yellow vein virus
P Cilevirus(1) CitrusleprosisvirusC
P Idaeovirus(1) Raspberry bushy dwarf virus | RBDV
P Ourmiavirus(3) Ourmia melon virus
P Polemovirug1) Poinsettia latent virus
n.b. (7) Cocksfoot mottle virus CfiMV
Rice yellow mottle virus RYMV
P Sobemovirugl4) Rubus chlorotic mottle virus | RuCMV
Sesbania mosaic virus SeMV
Southern bean mosaic virus
P Umbravirus(7) Carrot mottle virus

Die Daten sind der Virus-Taxonomie-Liste des ICTAfr®@mmen
(http://ictvonline.org/virusTaxonomy.asp?versionZ2Pund der Quelle viralzone expasy
(http://viralzone.expasy.org/all_by species/294Ihtm
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