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1 EINLEITUNG

1.1 Der Mechanismus des RNA- silencings

Das RNA-silencing ist ein konservierter Mechanismus zur transkriptionellen und post-

transkriptionellen Regulation der Genexpression in Eukaryoten, der in Pflanzen, Tieren

und Pilzen vorkommt [14, 82, 106]. Das RNA-silencing, das auch als RNA-Interferenz

(RNAi) bezeichnet wird, kann grundsätzlich drei verschiedene biologische Prozesse

vermitteln:

1. die negative Regulation der Genexpression von mRNAs durch

posttranskriptionelles Gen-silencing (PTGS)

2. die Suppression der zellulären Transkription durch transkriptionelles

Gen-silencing (TGS)

3. die Abwehr viraler Infektionen durch antivirales RNA-silencing.

Alle 3 Mechanismen des RNA-silencings werden durch small RNAs (sRNAs) medi-

iert. Die Prozessierung pflanzlicher sRNAs erfolgt durch Dicer- oder Dicer like-Proteine

(DCLs) aus der Familie der Typ-III-Endoribonukleasen aus doppelsträngiger (ds) RNA

oder Sekundärstrukturen einzelsträngiger (ss) RNAs. Das Genom des Modellorganis-

mus Arabidopsis thaliana codiert vier DCLs, die konstitutiv in verschiedenen Geweben

wie Blättern, Stängel und Blüten exprimiert werden [78].

Nach der Prozessierung werden die sRNAs durch 2’-O-Methylierung durch die Methyl-

transferase HEN1 (HUA enhancer 1) stabilisiert und vor Abbau geschützt [19, 172].

Anschließend werden die sRNA-Duplexe in Effektorkomplexe eingebaut, die als RNA-

induced silencing complexes (RISC) bezeichnet werden [30, 104, 105, 108, 149].

RISCs enthalten ARGONAUTE- (AGO) Nukleasen, sRNAs und andere bisher unvoll-

ständig charakterisierte Komponenten. Der sogenannte passenger strand (ps) des ge-

bundenen sRNA-Duplexes wird aus dem RISC entfernt. Der verbleibende guide strand

(gs) ermöglicht nun die Bindung des RISC an eine komplementäre target-RNA. In Ab-

hängigkeit der Komponenten des RISCs kann dies zu unterschiedlichen Effekten wie

der Spaltung der target-RNA, der Inhibition der Translation oder der Methylierung von

DNA führen [21, 143].

Im Folgenden sollen die AGO-Proteine und sRNAs als essentielle Bestandteile aktiver

RISCs näher beleuchtet werden.
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1 EINLEITUNG

1.1.1 Aufbau und Funktion von ARGONAUTE-Proteinen

AGO-Proteine sind die katalytischen Einheiten der RISCs und in eukaryotischen

Organismen hoch konserviert. In Abhängigkeit der Funktion und ihrer Verbreitung wer-

den AGO-Proteine in 3 Unterfamilien eingeteilt: Proteine der AGO-Unterfamilie wer-

den von fast allen Eukaryoten ubiquitär exprimiert, wohingegen Vertreter der WAGO-

Unterfamilie nur in Würmern vorkommen. Die Proteine der PIWI-Unterfamilie binden

piRNAs (piwi-interacting RNAs) und werden ausschließlich in der tierischen Keimbahn

exprimiert.

Die Anzahl der durch Eukaryoten exprimierten AGO-Proteine variiert sehr stark (siehe

Tabelle 1.1). Schizosaccharomyces pombe (S. pombe, Sp) exprimiert beispielsweise

nur 1 AGO-Protein, wohingegen das Genom von Caenorhabditis elegans (C. elegans,

Ce) für 25 Homologe dieser Proteinfamilie codiert [161].

Organismus Gesamt AGOs PIWIs WAGOs Sonstige

S. pombe 1 1 0 0 0

D. melanogaster 5 2 3 0 0

M. Musculus 8 5 3 0 0

H. Sapiens 8 4 4 0 0

A. thaliana 10 10 0 0 0

C. elegans 25 2 2 16 5

Tabelle 1.1 Übersicht über die AGO-Proteine verschiedener Organismen.

Die Struktur aller bisher untersuchten AGO-Proteine ist stark konserviert. Sie beste-

hen aus einer PAZ- (Piwi-Argonaute-Zwille), MID- (middle), PIWI- (P-element induced

wimpy testis) und einer variablen N-terminalen Domäne [127]. Da bisher keine voll-

ständige Kristallstruktur eines pflanzlichen AGO-Proteins existiert, wurde in Abbildung

1.1 die Domänenorganisation und die Kristallstruktur des humanen (Homo sapiens,

Hs) AGO2-Proteins als Beispiel für ein AGO-Protein höherer Eukaryoten dargestellt.

Die PIWI-Domäne enthält das katalytische Zentrum des AGO-Proteins und weist

eine deutliche Strukturhomologie zu Proteinen der RNase H-Familie auf [141]. Inner-

halb dieser Domäne befindet sich die katalytische Triade, die aus 2 Asparaginsäuren

und einem Histidin (H) oder Lysin (K) besteht (DDH/DDK-Motiv) und die endonukleoly-

tische Spaltung der gebundenen target-RNA vermittelt [50]. Die resultierenden Spalt-

produkte besitzen ein 5’-Phosphat und eine 3’-Hydroxylgruppe [84].

Des Weiteren ist die PIWI-Domäne für die Interaktion mit anderen Faktoren des RNA-

silencings von Bedeutung. Viele bisher bekannte Interaktionspartner enthalten Glycin-

Tryptophan (GW)-reiche Domänen, die eine Bindung an die PIWI-Domäne des AGO-

Proteins ermöglichen [127].
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1.1 Der Mechanismus des RNA-silencings

A

C

B
1 53 139 229 347 445 580 859

N L1 PAZ L2 MID PIWI

Abbildung 1.1 Struktur des humanen AGO2; modifiziert nach [1 27]. (A) Schemati-
sche Darstellung der Domänenorganisation des HsAGO2. (B) Kristallstruktur des HsAGO2-
Proteins im Komplex mit einer 21 nt langen sRNA (rot). (C) Die Bindung des 5’-Nukleotids
der sRNA erfolgt durch Aminosäurereste der MID- und PIWI-Domäne. Wasserstoffbrücken-
bindungen sind durch gestrichelte orange Linien dargestellt.

Die PAZ-Domäne bindet den 2 nt langen Überhang des 3’-Endes der jeweiligen sRNA

[56]. Das 5’-Ende des sRNA-guide strands wird durch die MID-Domäne gebunden. Im

humanen HsAGO2 erfolgt die Koordination der Base des 5’-Nukleotids der gebunde-

nen sRNA mit Hilfe des Y525 der MID-Domäne (siehe Abbildung 1.1C). Weitere kon-

servierte Aminosäurereste der MID- und PIWI-Domäne koordinieren das 5’-Phosphat

durch Wasserstoffbrückenbindungen. Die Bindung der restlichen Nukleotide des guide

strands erfolgt ausschließlich durch Interaktionen verschiedener Aminosäuren mit dem

RNA-Rückgrat und ist damit unabhängig von der jeweiligen Base [127].

Die Aufklärung dieser und anderer Kristallstrukturen verdeutlicht, dass die Bindung des

sRNA-guide strands in Abhängigkeit des 5’-Nukleotids erfolgt, sonst jedoch unabhän-

gig von der Nukleotidsequenz ist. Auch die AGO-Proteine aus A. thaliana zeigen eine

klare Präferenz für die Bindung verschiedener 5’-Nukleotide. AtAGO1 bindet sRNAs

mit einem 5’-U, wohingegen AtAGO5 sRNAs mit einem 5’-C bindet, während AtAGO2

und AtAGO4 sRNAs mit einem 5’-A binden [88, 146]. Die 5’-Nukleotidbindungsspezi-

fität anderer AGO-Proteine war zu Beginn dieser Arbeit noch weitgehend unbekannt.

Die effiziente Bindung einer sRNA hängt des Weiteren von Faktoren wie der Länge

einer sRNA ab. So binden AtAGO1 und AtAGO2 vor allem sRNAs mit einer Länge von

21 nt, während AtAGO4 vor allem sRNAs mit einer Länge von 24 nt bindet [88, 146].

Nach dem Einbau des sRNA-Duplexes wird der passenger strand aus dem RISC ent-

fernt, wohingegen der guide strand im AGO-Protein verbleibt. In Säugern und D. me-

lanogaster konnte gezeigt werden, dass der miRNA-Strang mit der thermodynamisch

weniger stabilen Basenpaarung am 5’-Ende den bevorzugten guide strand des RISC

3



1 EINLEITUNG

darstellt [62, 135]. Dabei ist die Selektion des guide strands nicht immer vollständig auf

einen der beiden RNA-Stränge beschränkt.

Als erstes Exemplar der AGO-Proteinfamilie wurde AGO1 aus Arabidopsis thaliana

identifiziert. AtAGO1-Mutanten zeigen verschiedene phänotypische Defekte wie

schlauchartig geformte Blätter, die in ihrer Form den Tentakeln von Tintenfischen des

Genus Argonauta ähneln, wodurch diese Proteinfamilie ihren Namen erhielt [16]. Die

Sequenzierung des Genoms von Arabidopsis thaliana ermöglichte die Identifizierung

von 9 weiteren Mitgliedern dieser Proteinfamilie. Der Vergleich der Aminosäuresequen-

zen erlaubt die Einteilung in 3 phylogenetische Gruppen (siehe Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.2 Schematische Darstellung der phylogenetisc hen Verwandtschaft und
Domänenorganisation der AGO-Proteine aus Arabidopsis thaliana ; modifiziert nach
[153]. Die PAZ-Domäne ist in dunkelblau, die PIWI-Domäne in grau dargestellt.

Die spezifische Funktion eines AGO/RISCs wird neben der Identität des beteiligten

AGO-Proteins auch durch die jeweils gebundene sRNA bestimmt. Aus diesem Grund

sollen im Folgenden die Biogenese und Funktion verschiedener sRNAs im Zusammen-

spiel mit verschiedenen AGO/RISCs näher beleuchtet werden.

1.1.2 Biogenese und Funktion kleiner regulatorischer RNAs

sRNAs können in 3 Klassen unterteilt werden: micro RNAs (miRNAs), small interfering

RNAs (siRNAs) und piwi-interacting RNAs (piRNAs). piRNAs besitzen eine wichtige

Funktion in der Regulation von Retrotransposons während der Spermatogenese und

kommen in Pflanzen nicht vor.

miRNAs wurden zum ersten Mal in C. elegans beschrieben [69, 70] und bald darauf

auch in Pflanzen entdeckt [122]. Sie vermitteln die post-transkriptionelle Regulierung

endogener mRNAs und sind wesentliche Bestandteile der regulatorischen Netzwerke
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1.1 Der Mechanismus des RNA-silencings

eukaryotischer Zellen [13]. In Pflanzen regulieren miRNAs häufig Transkriptionsfak-

toren und üben Funktionen in Entwicklungsprozessen, Hormon-Signalwegen und der

Antwort auf biotischen oder abiotischen Stress aus [81, 143].

In Arabidopsis thaliana erfolgt die Prozessierung von 21 - 22 nt langen miRNAs durch

DCL1 und dessen Cofaktor HYL1 hyponastic leaves 1 aus unvollständig komplementä-

ren Haarnadel-Transkripten [43]. Aus diesem Grund weisen die resultierenden miRNA-

Duplexe meist keine vollständige Komplementarität auf [43]. Nach dem Transport ins

Zytoplasma werden diese miRNAs durch AGO/RISCs gebunden und vermitteln die

Regulation der Genexpression durch PTGS.

AtAGO1 stellt das Schlüsselenzym der miRNA-vermittelten posttranskriptionellen Gen-

regulation in A. thaliana dar und wird ubiquitär in allen Geweben (am stärksten im Tei-

lungsgewebe und Gefäßsystem) exprimiert [109, 152, 151]. Die Menge des AtAGO1-

Transkripts wird interessanterweise selbst durch eine miRNA reguliert. Die miR168

ist entscheidend für ein konstantes Level der AtAGO1-Expression und eine normale

Entwicklung der Pflanze. Es konnte gezeigt werden, dass Pflanzen, die eine miR168-

resistente Variante des AGO1-Transkripts synthetisieren, starke Defekte in ihrer Ent-

wicklung aufweisen [151, 152].

Die Funktion von miRNAs kann neben AtAGO1 auch durch andere AGO/RISCs ver-

mittelt werden. AGO5/RISC bindet beispielsweise die hoch konservierte miR169 und

besitzt eine wichtige Funktion in der Entwicklung der Blüten von Petunien (Petunia) und

Löwenmäulchen (Antirrhinum) [22, 24]. AtAGO10 bindet beispielsweise die miR165

und miR166 und reguliert so die Expression von Transkriptionsfaktoren, die die Ent-

wicklung des Sprossmeristems modulieren [77, 177].

Die Bindung eines miRNA-RISCs an eine target-Sequenz kann entweder zur Spaltung

der target-RNA oder zur Inhibition der Translation der Ziel-mRNA führen (siehe Abbil-

dung 1.3).

Voraussetzung für die Hydrolyse einer Phosphodiesterbindung der target-RNA ist eine

Endonuklease-Aktivität des im RISC enthaltenen AGO-Proteins, die oft auch als slicer -

Aktivität bezeichnet wird. Die endonukleolytische Spaltung der Ziel-RNA findet dabei

zwischen den zwei Nukleotiden statt, die sich komplementär zum 10. und 11. Nukleo-

tid des sRNA-guide strands befinden [32, 175]. Die Spaltung einer target-RNA erfolgt

bei einer sehr hohen oder vollständigen Komplementarität zwischen dem miRNA-guide

strand und der entsprechenden target-Sequenz [76] und kommt vor allem bei pflanz-

lichen miRNAs aber bei auch anderen Klassen kleiner RNAs vor [17, 112, 124, 153].

Nach der RNA-Spaltung dissoziiert der RISC von der Zielsequenz und kann zur Spal-

tung weiterer target-RNAs führen.

Ein weiterer Wirkungsmechanismus von miRNAs ist die RISC-vermittelte Inhibition der

Translation. Am besten untersucht ist die Repression der Translation am Beispiel tieri-
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scher miRNAs. Im Gegensatz zu Pflanzen ist in Tieren die Komplementarität in der

Hybridstruktur zwischen miRNAs und ihren Ziel-mRNAs meist auf die sogenannte

seed-Sequenz des miRNA-guide strands beschrängt. Dies bedeutet, dass tierische

miRNAs oft nur mit den Nukleotiden 2 - 9 an die target-RNA binden, wohingegen das

3’-Ende der miRNA eine vergleichsweise schwache Komplementarität zur Bindestel-

le aufweist [71, 167]. Ein weiterer Unterschied zwischen pflanzlichen und tierischen

miRNAs ist die Position der target-Sequenz innerhalb der Ziel-mRNA. Während tieri-

sche miRNAs häufig mehrere Bindestellen innerhalb der 3’-NTR der Ziel-mRNA auf-

weisen, besitzen pflanzliche miRNAs meist nur eine miRNA-Bindestelle innerhalb der

codierenden Region der target-mRNA. Es wird vermutet, dass die Ausprägung der

Komplementarität sowie die Position der miRNA-Bindestellen die entscheidenden Fak-

toren für die Einleitung des letztendlich ausgeführten Regulationsmechanismus sind

[169].

Der Mechanismus der translationalen Repression kann zum Einen zu einem frühen

Zeitpunkt der Translationsinitiation durch die Interferrenz des miRNA-RISCs mit der

cap-abhängigen Rekrutierung der kleinen ribosomalen Untereinheit erfolgen [54, 63,

148]. Andere Untersuchungen zeigten, dass miRNA-RISCs ebenfalls zu einer Verlang-

samung der Elongation und möglicherweise auch zu einer frühzeitigen Termination der

Translation führen können [102].

Für Pflanzen wurden bisher nur wenige Fälle dokumentiert, in denen eine miRNA ihr

Zielgen durch Repression der Translation reguliert [9, 35]. Aus diesem Grund ist noch

unklar, wie groß die biologische Bedeutung dieses Mechanismus in Pflanzen ist.

Pol II
miRNA-Gen

pre-miRNA

Me

Me

HEN1

HEN1

mature miRNA

AAAAA
AGO1

2
1

target-mRNA

HYL1

DCL1

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der miRNA-RISC ver mittelten posttranskrip-
tionellen Genregulation in Arabidopsis thaliana . miRNAs werden durch DCL1 und HYL1
prozessiert und anschließend durch Methylierung durch HEN1 stabilisiert. Die Bindung ei-
nes miRNA/RISCs an eine target-Sequenz kann zur endolytischen Spaltung (1) oder der
Inhibition der Translation (2) führen.

Im Gegensatz zu miRNAs besitzen siRNAs meist eine vollständige Komplementarität

und führen zur Spaltung ihrer target-RNA. Endogene siRNAs können in Abhängigkeit

ihrer Biogenese und Funktion in trans-acting siRNAs (ta-siRNAs), natural cis-acting

transcript siRNAs (nat-siRNAs) und repeat-associated small RNAs (ra-siRNAs) einge-

teilt werden.

Die Biogenese von ta-siRNAs erfolgt durch die Spaltung von TAS-Transkripten an de-
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1.1 Der Mechanismus des RNA-silencings

finierten Positionen durch miRNA-RISCs [153, 171] (siehe Abbildung 1.4). Die Spalt-

fragmente dienen anschließend als Substrat für die RNA-abhängige RNA-Polymerase

6 (RDR6). Diese führt ausgehend von den einzelsträngigen Spaltprodukten der TAS-

Transkripte zusammen mit ihrem Cofaktor SGS3 (Suppressor of Gene Silencing 3) zur

Synthese doppelsträngiger RNA [92, 112, 171]. Die resultierenden doppelsträngigen

RNAs werden durch DCL4 oder DCL2 zu ta-siRNAs mit einer Länge von 21 nt und 22 nt

prozessiert [5, 6, 34, 92]. Die ta-siRNAs führen zur RISC-vermittelten posttranskriptio-

nellen Regulation der Transkripte verschiedener Auxin-abhängiger Transkriptionsfak-

toren und sind in die Regulation der pflanzlichen Entwicklung involviert [164].

SGS3

AGO1/7

DRB4
DCL4

DCL2

(ds)RNA-Prozessierung

Me

Me

HEN1

HEN1

ta-siRNA (21nt / 22nt)

Pol II
TAS-Gen

TAS-Trankript

RDR6

(ds)RNA

AAAAA
AGO

target-mRNA

Abbildung 1.4 Schematische Darstellung der ta-siRNA vermi ttelten posttranskrip-
tionellen Genregulation in Arabidopsis thaliana . Die Transkripte der TAS-Gene wer-
den durch miRNA-RISCs gespalten. Die resultierenden Spaltfragmente dienen der RNA-
abhängigen RNA-Polymerase 6 (RDR6) als Substrate zur Synthese doppelsträngiger RNAs.
Diese (ds)RNAs werden durch DCL4 und DCL2 zu ta-siRNAs prozessiert und führen an-
schließend zur RISC-vermittelten Spaltung ihrer komplementären target-RNA.

Natural cis-acting transcript siRNAs (nat-siRNAs) werden in Pflanzen vor allem als Ant-

wort auf Stress produziert [17, 60]. Sie werden durch DCL1 und DCL2 aus einem Paar

konvergent transkribierter RNAs gebildet (siehe Abbildung 1.5). Üblicherweise wird ei-

nes dieser Transkripte konstitutiv exprimiert, während die dazu komplementäre RNA

nur bei umweltbedingtem Stress transkribiert wird. Zunächst werden nat-siRNAs mit

einer Länge von 24 nt prozessiert, die die Spaltung einer target-mRNA vermitteln und

so die Produktion von 21 nt langen, sekundären siRNAs herbeiführen können, um die

silencing-Antwort zu verstärken [17]. Welche AGO/RISCs an diesem Prozess beteiligt

sind ist noch unbekannt. nat-siRNA regulieren verschiedene pflanzliche Entwicklungs-

stadien und besitzen putative Funktionen in der Pathogenabwehr, Salztoleranz und

Zellwandsynthese [17, 48, 60].

Die dritte Klasse endogener siRNAs sind repeat-associated small RNAs (ra-siRNAs).

Diese siRNAs werden durch DCL3 aus Transkripten von Transposons, repetitiven Ele-
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Abbildung 1.5 Schematische Darstellung der nat-siRNA verm ittelten posttranskriptio-
nellen Genregulation in Arabidopsis thaliana . Die beiden partiell komplementären Tran-
skripte der nat-siRNA-precursor werden durch DCL prozessiert. Die resultierenden primären
nat-siRNAs führen zur RISC-vermittelten Spaltung der komplementären target-RNA. Die re-
sultierenden Spaltfragmente können als Substrate der RDR6 dienen und zur Synthese dop-
pelsträngiger RNA führen. Diese (ds)RNAs werden durch DCL4 und DCL2 zu sogenannten
sekundären nat-siRNAs prozessiert, deren target-Sequenz auch außerhalb ihres ursprüngli-
chen Transkripts liegen kann.

menten oder short tandem repeats prozessiert und besitzen eine Länge von 24 nt [68]

(siehe Abbildung 1.6). In pflanzlichen Zellen stellen ra-siRNAs den Hauptanteil endo-

gener siRNAs dar [167]. Sie führen im Zellkern zur Inaktivierung von DNA-Sequenzen

durch die Bildung von Heterochromatin durch die Vermittlung von DNA- und Histon-

Methylierung am Locus ihres Ursprungs [59, 86, 176, 178]. Dieser Prozess findet im

Zellkern statt und wird als transkriptionelles Gen-silencing (TGS) bezeichnet. Die tran-

skriptionelle Inaktivierung von Genomsequenzen verhindert in Eukaryoten die Aus-

breitung fremder DNA, wie transposabler DNA-Elemente, Retroviren und Transgenen

(T-DNAs) [86].

Das TGS wird durch AtAGO4, AtAGO6 und AtAGO9 vermittelt, die zur dritten phy-

logenetischen Gruppe der AGO-Proteine aus A. thaliana gehören (siehe Abbildung

1.2). AtAGO4 wird ubiquitär exprimiert [128], ist ausschließlich im Nukleus lokalisiert

[72] und bindet ra-siRNAs mit einer Länge von 24 nt und einem 5’-A [88]. Dagegen

scheint AtAGO4 nicht mit der Gruppe der nat-siRNAs zu interagieren, obwohl diese wie

ra-siRNAs ebenfalls im Zellkern vorkommen und eine Länge von 24 nt besitzen [167].

AtAGO9 ist ebenso wie AtAGO4 an der Stilllegung verschiedener repititiver DNA-

Elemente beteiligt ist [45]. Defekte dieses Proteins führen zu fortpflanzungsunabhän-

gigen Veränderungen der Samenproduktion [101]. AtAGO8 ist vermutlich durch eine

Duplikation des AtAGO9-Gens entstanden, da sich beide Gene in direkter Nachbar-

schaft auf Chromosom 5 befinden und in den gleichen Geweben exprimiert werden.

Es wird jedoch vermutet, dass AtAGO8 auf Grund einer frame shift-Mutation nicht

funktionell ist [146].

AtAGO6 weist eine starke Redundanz zu AtAGO4 auf. Beide Proteine werden in den
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Me
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AGO4

DRM1/2

Pol V

Pol IVa

Transposon

DCL3
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Abbildung 1.6 Schematische Darstellung der ra-siRNA vermi ttelten transkriptionellen
Genregulation in Arabidopsis thaliana . Durch die RDR2 werden ausgehend von den Tran-
skripten von Transposons, repetitiven Elementen oder short tandem repeats doppelsträngi-
ge RNAs synthetisiert, die durch DCL3 zu ra-siRNAs mit einer Länge von 24 nt prozessiert
werden. Diese führen zusammen mit AtAGO4/RISC zur Bildung von Heterochromatin durch
DNA- und Histon-Methylierung und so zur Inaktivierung der betroffenen DNA-Elemente.

gleichen Geweben während der gleichen Entwicklungsstadien exprimiert und vermit-

teln das transkriptionelle Gen-silencing der gleichen DNA-Elemente [176]. Im Gegen-

satz zu AtAGO4 ist die sRNA-Bindungsspezifität von AtAGO6 jedoch noch unbekannt.

Neben den bereits beschriebenen endogenen siRNAs können in Pflanzen, Tieren und

Pilzen auch exogene siRNAs vorkommen, die aus transgener oder viraler RNA pro-

zessiert werden [32]. Virale siRNAs (vsiRNAs) werden im Zuge des antiviralen RNA-

silencings gebildet und sind Teil der angeborenen antiviralen Immunantwort in Pflan-

zen.

1.2 Das antivirale RNA- silencing in Pflanzen

Die meisten pflanzenpathogenen Viren besitzen ein einzelsträngiges (+)Strang-RNA-

Genom, das sowohl als mRNA, als auch als template für die virale Replikation inner-

halb des Zytoplasmas der Wirtszelle dient [106]. Die Induktion des antiviralen RNA-

silencings erfolgt durch hoch strukturierte Bereiche innerhalb des viralen Genoms oder

durch ein doppelsträngiges Intermediat aus (+) und (-)RNA, welches während der vira-

len Replikation entsteht und als pathogen associated molecular pattern (PAMP) durch

die Wirtszelle erkannt wird [29] (siehe Abbildung 1.8). Diese viralen doppelsträngigen

RNAs werden vor allem durch DCL4 und dessen Cofaktor DRB4 zu viralen siRNAs

(vsiRNAs) mit einer Länge von 21 nt und 22 nt prozessiert [27, 41, 58, 174]. Alternativ

kann die Prozessierung aber auch durch DCL2 erfolgen. Die resultierenden sogenann-
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ten primären vsiRNAs können durch verschiedene AGO/RISCs gebunden werden und

führen zur Spaltung der viralen target-RNA [3, 10, 158].

AtAGO1 spielt eine zentrale Rolle im antiviralen RNA-silencing. AtAGO1-defiziente

Pflanzen zeigen beispielsweise eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber Infektionen des

Cucumber mosaic virus (CMV) [93]. In AGO1-FLAG-Immunpräzipitationen von Turnip

yellow mosaic virus (TYMV) infizierten A. thaliana-Pflanzen konnten außerdem erhöh-

te vsiRNA-Level nachgewiesen werden [117].

Neben AtAGO1 spielt auch AtAGO2 eine entscheidende Rolle im Virus-induzierten

RNA-silencing. AtAGO2 zeigt ein hohes Expressionslevel während der Keim- und Scho-

tenentwicklung und eine moderate Expression in alternden Blättern und Blüten. Es ist

sowohl im Zellkern, als auch im Zytoplasma lokalisiert [146]. AtAGO2-Mutanten zei-

gen eine höhere Anfälligkeit gegenüber Infektionen des Turnip crinkle virus (TCV) und

des Cucumber mosaic virus (CMV) [44, 158]. Da AtAGO2 und AtAGO3 eine hohe

Identität ihrer Aminosäuresequenzen aufweisen und sich auf benachbarten Gen-Loci

befinden wird vermutet, dass AtAGO2 und AtAGO3 durch Genduplikation entstanden

sind. Obwohl bisher keine funktionelle Redundanz beider Proteine beschrieben wurde,

wird angenommen, dass sie ähnliche Funktionen im RNA-silencing ausüben könnten.

Aus diesem Grund ist es möglich, dass auch AtAGO3 eine Funktion im antiviralen

RNA-silencing besitzt.

Auch die Rolle von AtAGO5 im antiviralen RNA-silencing ist weitgehend unklar. Ob-

wohl gezeigt werden konnte, dass vsiRNAs durch AtAGO5/RISC gebunden werden

können, zeigen AtAGO5-Mutanten keine erhöhte Suszeptibilität gegenüber verschie-

denen Pflanzenviren [44, 146, 158]. Dies deutet darauf hin, dass AtAGO5 keine oder

nur eine untergeordnete Funktion in der antiviralen Abwehr besitzt.

Auch AtAGO7-Mutanten zeigen ähnlich wie AtAGO2-Mutanten eine höhere Anfälligkeit

gegenüber Infektionen des TCV [119]. Dies gilt jedoch nicht für andere bisher unter-

suchte Pflanzenviren. Des Weiteren wurde bisher keine Bindung von vsiRNAs durch

AtAGO7/RISC beschrieben [92].

Auf Grund ihrer zellulären Lokalisation zeigen AGO-Proteine der 3. phylogenetischen

Gruppe, die am transkriptionellen Gen-silencing beteiligt sind, keine erhöhte Suszep-

tibilität gegenüber Infektionen von (+)RNA-Viren. Es wird jedoch vermutet, dass der

AtAGO4/RISC durch die Induktion der Chromationkondensation viraler DNA eine Funk-

tion in der Abwehr von DNA-Viren besitzen könnte [154]. Des Weiteren zeigen AtAGO4-

Mutanten eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber dem Bakterium Pseudomonas

syringae [1]. Dies könnte darauf hindeuten, dass AtAGO4 außerdem in die Abwehr

bakterieller Pathogene involviert ist.
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1.2 Das antivirale RNA-silencing in Pflanzen

1.2.1 Sekundäre vsiRNAs und RNA-abhängige RNA-Polymerase n

Ein weiterer wichtiger Aspekt des Virus-induzierten RNA-silencings ist die Verstär-

kung des antiviralen Signals durch die Synthese sekundärer vsiRNAs. Diese wer-

den analog zu den primären vsiRNAs durch DCL4 und DCL2 aus doppelsträngigen

RNAs prozessiert [94, 119, 134, 158]. Die doppelsträngigen RNAs werden jedoch aus-

gehend von einzelsträngigen viralen RNAs durch RNA-abhängige RNA-Polymerasen

(RDRs) des Wirtes synthetisiert [2, 173] und nicht durch die virale RNA-abhängige

RNA-Polymerase (vRdRp).

Mitglieder der RDR-Proteinfamilie konnten unter anderem in Neurospora crassa [23],

Caenorhabditis elegans [139] und verschiedenen Pflanzen wie Arabidopsis thaliana,

Nicotiana benthamiana und Nicotiana tabacum identifiziert werden [159].

Arabidopsis thaliana codiert für 6 verschiedene RDRs von denen einige eine Funktion

in der antiviralen Immunantwort besitzen. So konnte gezeigt werden, dass vor allem

RDR6 in die Abwehr viraler Infektionen involviert ist. RDR6-defiziente Pflanzen zeigen

eine höhere Anfälligkeit gegenüber Infektionen des Cucumber mosaic virus (CMV) [94]

oder des Potato Virus X [134]. Im Gegensatz dazu führen Viren wie das Tobacco rattle

virus (TRV), Tobacco mosaic virus (TMV), Turnip crinkle virus (TCV) sowohl in Wildtyp-

als auch in RDR6-defizienten A. thaliana-Pflanzen zur Ausbildung identischer Symto-

me [26]. Dabei kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die Prozessierung

sekundärer vsiRNA bei diesen Viren durch andere pflanzliche RDRs erfolgt. Für das

Turnip vein-clearing virus (TVCV) und das Tobacco rattle virus (TRV) konnte beispiels-

weise eine Funktion der RDR1 in der Synthese sekundärer vsiRNAs nachgewiesen

werden [116, 173]. Die Beteiligung verschiedener RDRs in unterschiedlichen viralen

Infektionen könnte auf mechanistische Unterschiede in der Abwehr von (+)RNA-Viren

hindeuten.

Es wird vermutet, dass die antivirale Wirkung von sekundären vsiRNAs vor allem durch

den Transport über das Phloem in entferntere Bereiche der Pflanze hervorgerufen wird,

wo sie eine systemische Immunität auslösen können [42, 90, 121]. Dagegen ist noch

unklar, ob sekundäre vsiRNAs eine Spaltung der viralen target-RNA mediieren und

somit auch zu einer lokalen Reduktion des Virustiters beitragen können [37, 158].

1.2.2 Virale Suppressoren des antiviralen RNA- silencings

Viele Viren haben Mechanismen entwickelt, um dem Virus-induzierten RNA-silencing

der Pflanze zu entgehen [136, 155]. Die Inhibition der pflanzlichen antiviralen Immun-

antwort ist ein klassisches Beispiel für die Coevolution von Wirt und Pathogen. Studien

diverser viraler Suppressoren des RNA-silencings (VSRs) ermöglichen nicht nur die

Untersuchung der Interaktion zwischen Virus und Wirt, sondern fördern auch das Ver-
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ständnis der antiviralen Immunantwort an sich.

Ein weit verbreiteter Mechanismus der Inhibition des Virus-induzierten RNA-silencings,

der sich mehrmals unabhängig in nicht verwandten Viren entwickelt hat, ist die Bindung

von (ds)RNA durch virale Suppressorproteine. Ein Beispiel dafür ist das Tombusvirus-

Protein p19. Dieses bindet an siRNAs mit einer Größe von 19 -22 nt und verhindert

deren Einbau in RISCs [104, 137]. Durch diesen Mechanismus wird außerdem die

Ausbildung einer systemischen Immunität durch sekundäre vsiRNAs verhindert. Ein

anderer Suppressor des RNA-silencings ist das p126-Protein von Tobamoviren. Die-

ses bindet ebenfalls siRNAs und verhindert deren 3’-Methylierung, was zur Desta-

bilisierung der vsiRNAs führt [25]. Das Protein RNase3 des Sweet potato chlorotic

stunt virus (SPCSV, Closteroviridae) führt ebenfalls zu einem verstärkten Abbau von

vsiRNAs [25].

Andere virale Suppressoren beeinflussen dagegen verschiedene Protein-Komponen-

ten des RNA-silencings. Das p6-Protein von Caulimoviren bindet beispielsweise an

DRB4 (den Cofaktor von DCL4) und inhibiert die Biogenese von vsiRNAs mit einer

Länge von 21 nt [40]. Das polerovirale p0-Protein besitzt eine F-box-ähnliche Domäne

und führt zur verstärkten Degradation von AGO1 [15, 18].

1.3 TBSV (Tomatenzwergbuschvirus)

Das Tomato bushy stunt virus (TBSV) ist ein Pflanzen-Pathogen und wurde erstmals

im Jahr 1935 beschrieben [140]. Dieses Virus besitzt ein einzelsträngiges RNA-Genom

mit positiver Polarität und ist phylogenetisch in die Gattung Tombusvirus der Familie der

Tombusviridae einzuordnen (siehe Abbildung ?? ). Durch den internationalen agrarwirt-

schaftlichen Anbau infizierbarer Wirtspflanzen wie z.B. Tomate (Solanum

lycopersicum), Aubergine (Solanum melongena) und Paprika (Capsicum annuum) ist

das TBSV weit verbreitet. Man findet Vertreter dieser Gattung in Nord- und Südame-

rika, Europa und zahlreichen mediterranen Gebieten [115]. Der experimentelle Wirts-

kreis umfasst über 100 Pflanzenarten aus 20 verschiedenen Pflanzenfamilien [51]. Die

Verbreitung von TBSV kann über den Boden, mechanische Inokulation, Pfropfung und

die Pflanzensamen erfolgen [61].

Die von TBSV hervorgerufenen Symptome sind u.a. buschiges Wachstum, Deformati-

on, Nekrosen und Chlorosen der Blätter und eine stark verringerte Fruchtbildung [83].

Auf Grund der verursachten Schäden ergeben sich neben dem wissenschaftlichen In-

teresse auch ökonomische Beweggründe das TBSV näher zu untersuchen.
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1.3 TBSV (Tomatenzwergbuschvirus)

1.3.1 Morphologie und Genomorganisation von TBSV

Das Genom des TBSV besteht aus einem einzelsträngigen, nicht segmentierten, etwa

4,8 kb-langen RNA-Molekül mit positiver Polarität ((+)RNA). Das virale Genom ist von

einem ikosaedrischen Kapsid umgeben, das aus 180 Untereinheiten des Kapsidpro-

teins p41 aufgebaut ist [103] (siehe Abbildung 1.7B).

Die genomische RNA codiert insgesamt fünf Proteine (siehe Abbildung 1.7A). Sie ent-

hält einen ORF (open reading frame), der direkt translatiert werden kann und zwei

Proteine codiert: p92 und p33 [47]. p33 ist ein essentieller Kofaktor der viralen Replika-

tion. Es interagiert mit spezifischen Signalen in der viralen RNA und rekrutiert diese so

zum viralen Replikationskomplex [114]. Das p92-Protein ist die virale RNA-abhängige

RNA-Polymerase (vRdRp) und entsteht durch Überlesen des amber -Stopcodons am

3’-Ende der für p33 codierenden Sequenz [47]. Somit ist die Aminosäuresequenz des

N-Terminus des p92-Proteins identisch mit der Sequenz des p33-Proteins. Das mole-

kulare Verhältnis von p33 und p92 beträgt 20:1 [130].

Der ORF des viralen Genoms wird durch 2 nicht translatierte Regionen (NTRs) flan-

kiert. Die 3’-NTR besitzt eine komplexe Sekundärstruktur, die eine cap- und Poly(A)-

unabhängige Initiation der Translation der viralen RNA ermöglicht und als 3’-CITE

(3’-cap-independent translational enhancer ) bezeichnet wird [97, 166]. Ein zentrales

Element der 3’-CITE ist die sogenannte R3.5-Region. Diese besteht aus 3 RNA-Helices,

die als stem loop A, B und C (SLA, SLB und SLC) bezeichnet werden und zur Aus-

bildung einer Y-förmigen Sekundärstruktur führen [33] (siehe Abbildung 3.12A). Der

loop des SLB der R3.5-Region vermittelt die Interaktion der 3’-CITE mit einer stem

loop-Struktur innerhalb der 5’-NTR und führt zur Zirkularisierung der viralen RNA. Dies

ermöglicht die Translationsinitiation in 5’-3’-Richtung [33].

Die drei restlichen Proteine p19, p22 und p41 werden von zwei subgenomischen RNAs

(sgRNAs) translatiert (siehe Abbildung 1.7A). Die Synthese dieser subgenomischen

RNAs erfolgt ausgehend von einem (-)Strang-Intermediat, welches im Zuge der Repli-

kation synthetisiert wird (siehe Abbildung 1.8). Die kleinere sgRNA2 besitzt 2 ORFs

und codiert die beiden Proteine p19 und p22 [75]. Wie bereits beschrieben, wirkt p19

als Suppressor der antiviralen Immunantwort (siehe 1.2.2). p22 ist das sogenannte

movement-Protein und ermöglicht den interzellulären Transport des Virus [130]. Die

größere sgRNA1 wird erst in späteren Stadien der Infektion synthetisiert und ermög-

licht die Translation des Kapsidproteins p41 [103].

1.3.2 Der Vermehrungszyklus von TBSV

Der Vermehrungszyklus des TBSV beginnt mit dem Eindringen des Virus in die Wirts-

zelle. Der genaue Mechanismus ist bisher nicht bekannt. Anschließend erfolgt die Frei-
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Abbildung 1.7 Genomorganisation und Morphologie von TBSV. (A) Genom-Struktur
von TBSV. Die defective interfering-RNAs DI-B10 und DI-R3.5 bestehen aus einzelnen
Regionen des TBSV-Genoms. (B) Modell des Kapsids von TBSV (übernommen von
www.cgl.ucsf.edu/Research/virus/capsids/2tbv-5A-large.jpg).

setzung der viralen RNA ins Zytoplasma. Da das Genom des TBSV eine positive

Polarität besitzt, erfüllt es während der Virusreplikation zwei Funktionen. Zum einen

kann es unmittelbar als template für die Translation der viralen Replikationsprotei-

ne p33 und p92 genutzt werden. Zum anderen ist es Bestandteil des Replikations-

komplexes und dient als Matrize für die Synthese eines (-)Strang-Intermediates, wel-

ches anschließend für die Bildung neuer (+)Strang-RNA-Moleküle verwendet wird. Die

Replikation erfolgt dabei asymmetrisch [156]. Dies bedeutet, dass die Menge gebilde-

ter (+)RNA-Moleküle im Zytoplasma ca. 200-fach höher ist, als die Menge des

(-)Strang-Intermediates [39].

Der Replikationskomplex enthält neben viralen Proteinen und dem RNA-template auch

verschiedene Wirtsproteine, wie z.B. GAPDH [52, 156], Hsp70 [113, 157] oder eEF1α

[74]. Die Assemblierung der viralen Replikase erfolgt an Einstülpungen der peroxiso-

malen Membranen oder Membranen des endoplasmatischen Retikulums [57, 87]. Die-

se Membranvesikel schützen das virale Genom vor dem Abbau durch Ribonuklea-

sen während der viralen Replikation. Des Weiteren können die neu synthetisierten

Replikationsprodukte sofort für weitere Replikationsschritte rekrutiert werden. Anschlie-

ßend wird die neu synthetisierte (+)RNA aus dem Replikationskomplex entlassen, in

neue Viruspartikel verpackt und aus der Zelle freigesetzt.

1.3.3 Die Rolle von DI-RNAs während viraler Infektionen

Defective interfering RNAs (DI-RNAs) sind subvirale RNAs vieler (+)RNA-Viren, wel-

che unter anderem durch Rekombinationsprozesse und Deletionen während der vira-

len Replikation entstehen [38, 64]. Sie sind gegenüber der genomischen RNA stark

verkürzt und codieren keine Proteine (siehe Abbildung 1.7) weshalb sie als „defecti-

ve“ interfering RNAs bezeichnet werden. Sie enthalten jedoch alle für die Assemblie-

rung des Replikationskomplexes und die Replikation benötigten RNA-Elemente [163].

DI-RNAs werden häufig für Studien der Replikation verschiedener Viren verwendet, da
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Abbildung 1.8 Schematische Darstellung des Replikationsz yklus von (+)RNA-Viren.

sie im experimentellen System eine größere Halbwertszeit zeigen als die genomische

RNA und in vitro mit höherer Effizienz repliziert werden können. Da sie selbst keine

Proteine codieren, besteht außerdem eine bessere Kontrolle über die an der Replika-

tion beteiligten Faktoren.

Die genaue Funktion der DI-RNAs während der viralen Replikation ist jedoch unklar.

DI-RNAs treten weniger in natürlichen Infektionen, als in experimentellen Systemen mit

hohem Virus-Titer auf [110]. Die Anwesenheit von DI-RNAs während einer Virusinfek-

tion führt oft zur Veränderung des normalen Infektionsverlaufs [138]. Meistens führen

DI-RNAs zu einer Abschwächung der viralen Symptome und zur Ausbildung einer per-

sistenten Infektion. Eine naheliegende Erklärung ist die direkte Konkurrenz zwischen

Helfer-Virus und DI-RNA um die viralen und zellulären Replikationsfaktoren, die zu ei-

ner verminderten Replikation des viralen Genoms und somit zu einer Verminderung

des Virustiters führt [138]. Aus diesem Grund werden DI-RNAs als defective „interfe-
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ring“ RNAs bezeichnet. DI-RNAs des Broad Bean Mottle Virus (BBMV) oder des Turnip

Crinkle Virus (TCV) können statt zu einer Abschwächung auch zu einer Verstärkung

der Symptome führen [73, 125].

Ein weiterer Aspekt bei der Untersuchung der Interaktionen zwischen DI-RNA, Hel-

fervirus und Wirt ist die Aktivierung des PTGS durch DI-RNAs [46]. Durch die Anwe-

senheit großer Mengen an (ds)RNA während der Replikation stellen DI-RNAs effizien-

te Induktoren des PTGS dar. Es konnte gezeigt werden, dass die Menge des durch

Tombusviren gebildeten silencing-Suppressors p19 nicht ausreicht, um die Menge an

vsiRNAs, die aus DI-RNAs gebildeten werden, zu binden [46]. Dies führt zur Vermeh-

rung freier vsiRNAs, die in aktive RISCs eingebaut werden können. Entscheidend

ist dabei, dass DI-RNAs selbst ein schlechtes target für die RISC-vermittelte RNA-

Spaltung darstellen [144]. Dies hat 2 mögliche Konsequenzen:

Zum Einen können die in RISC eingebauten vsiRNAs zu einer vermehrten Spaltung

des viralen Genoms führen. Dies würde einen Vorteil der DI-RNA gegenüber dem vira-

len Genom bezüglich der Konkurrenz um die limitierten Replikationsfaktoren bedeuten

und die Ausbildung einer persistenten Infektion fördern [111, 138]. Diese These wird

gestützt durch Beobachtungen nach denen DI-RNAs bei niedrigen Temperaturen nicht

zur Ausbildung persistenter Infektionen führen, da das PTGS bei niedrigen Tempera-

turen nicht aktiv ist .

Zum Anderen bestehen DI-RNAs aus cis-regulatorischen Elementen, die starke

Sekundärstrukturen ausbilden und ebenfalls im viralen Genom vorkommen. Wenn die

DI-RNA also ein schlechtes target für die RISC-vermittelte RNA-Spaltung darstellt, ist

es möglich, dass diese RNA-Bereiche auch innerhalb des Genoms ein schlechtes tar-

get für die RISC-vermittelte Spaltung sind. Die massive Produktion von vsiRNAs aus

DI-RNAs könnte also auch zur Absättigung des PTGS mit ineffizienten vsiRNAs füh-

ren.

Für TBSV konnten verschiedene DI-RNA-Varianten isoliert werden. Die kleinste bisher

identifizierte replikationsaktive DI-RNA des TBSV ist die sogenannte DI-B10-RNA [64]

(siehe Abbildung 1.7A). Sie besitzt eine Länge von ca. 600 nt und enthält 4 verschiede-

ne cis-regulatorische Elemente der genomischen RNA, die eine essentielle Funktion

während der Replikation besitzen und als RI, RII, RIII und RIV bezeichnet werden. Ein

weiteres Isolat einer TBSV-DI-RNA ist die sogenannte DI-73-RNA [163]. Sie besitzt

zusätzlich zu den Regionen RI - RIV auch noch die sogenannte R3.5-Region und ist

fast vollständig identisch mit der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten DI-R3.5-RNA.
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1.4 Motivation der Arbeit

1.4 Motivation der Arbeit

Insgesamt wurden bis zum Jahr 2005 ca. 450 unterschiedliche pflanzenpathogene

Virusspezies beschrieben [142]. Durch steigende Produktion, zunehmenden Transport

und wachsende landwirtschaftlich genutzte Ertragsflächen erhält die Schädigung von

Kulturpflanzen und deren Ernteprodukten durch Viruserkrankungen eine immer stär-

kere wirtschaftliche Bedeutung.

Die Aufklärung der Mechanismen der pflanzlichen antiviralen Immunantwort ist des-

halb von großem Interesse.

Pflanzliche (+)RNA-Viren modulieren zahlreiche zelluläre Prozesse, um sich effizient

vermehren zu können und die Abwehrmechanismen ihres Wirtes zu inhibieren. Auf

Grund dieser wechselseitigen Entwicklung von Virulenzmechanismen bzw. pflanzli-

chen Abwehrmechanismen wird die Analyse verschiedener Aspekte des RNA-silen-

cings in vivo erschwert. Aus diesem Grund sollten verschiedene Aspekte des antivira-

len RNA-silencings in einem pflanzlichen in vitro-System untersucht werden.

Als Modellsystem wurde das Tomato bushy stunt virus verwendet, welches den Proto-

typen für (+)RNA-Viren der Gattung Tombusvirus darstellt. Aus diesem Grund wurden

schon viele Untersuchungen zur Vermehrung und Replikation, sowie der Funktion ver-

schiedener RNA-Elemente des TBSV durchgeführt.

Vor Beginn dieser Arbeit konnte bereits ein pflanzliches in vitro-System aus Nicotia-

na tabacum BY-2-Suspensionskulturen etabliert werden, welches die Replikation von

TBSV in vitro ermöglicht [39, 65]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass durch Überex-

pression von AGO1 die RISC-abhängige Spaltung einer GFP-target-RNA in diesem in

vitro-System ermöglicht wird [55].

Auf dieser Grundlage sollte die antivirale Immunantwort in vitro rekonstituiert werden,

um die Untersuchungen verschiedener Aspekte des RNA-silencing zu ermöglichen.

17





2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien, Puffer und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Geräte sind im Anhang

unter 6.3 und 6.4 aufgelistet. Die kommerziell erhältlichen Enzyme wurden von den

Firmen Thermo Scientific (Bonn, D), Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, D), Jena

Bioscience

(Jena, D), Agilent Technologies (Santa Clara, USA), Hartmann Analytic (Braunschweig,

D), MACHEREY-NAGEL GmbH (Düren, D), NEB (Ipswich, USA), Promega (Madi-

son, USA), GE Healthcare (München, D), AppliChem GmbH (Darmstadt, D), PEQLAB

(Erlangen, D) und ROBOKLON (Berlin, D) bezogen. Wenn nicht anders angegeben,

wurden die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet.

2.2 Arbeiten mit Pflanzen, Zellen und Lysat

2.2.1 Prokaryotische Zellen

Bakterienstamm Top10 (Escherichia coli)

Genotyp F−mcrA∆(mrr − hsdRMS−mcrBC)φ80lacZ∆M15∆lacX74rec

A1araD139∆(ara− leu)7697ga/Uga/KrpsL(StrR)endA1nupGλ−

Referenz Life technologies, Darmstadt, D

Bakterienstamm GV3101 (Agrobacterium tumefaciens)

Referenz Van Larebeke et al. 1974 [150]

2.2.1.1 Kultivierungsbedingungen prokaryotischer Zelle n

Escherichia coli-Zellen wurden aerob unter Schütteln (Universalschüttler SM 30 A,

250 rpm) in flüssigem Lysogeny-Broth-Medium (LB-Medium) [1% (w/v) Bacto-Trypton;

0,5% (w/v) Bacto-Hefe-Extrakt; 1% (w/v) NaCl; 1 mM NaOH] oder auf LB-Agar-Platten

[LB-Medium; 1,5% (w/v) Bacto-Agar] kultiviert. Dem Medium wurde das entsprechen-

de Antibiotikum zugesetzt (siehe 2.1). Die Anzucht der Zellen erfolgte über Nacht bei

37◦C.

Agrobacterium tumefaciens-Zellen wurden aerob unter Schütteln (Universalschüttler

SM 30 A, 250 rpm) in flüssigem Yeast-Extract-Broth-Medium (YEB-Medium) [5% (w/v)
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beef -Extrakt; 5% (w/v) Bacto-Pepton; 5% (w/v) Saccharose; 1% (w/v) Bacto-Hefe-

Extrakt; 0,5% (w/v) MgCl2] oder auf YEB-Agar-Platten [YEB-Medium; 1,5% Bacto-

Agar] kultiviert. Dem Medium wurde das entsprechende Antibiotikum zugesetzt. Die

Anzucht der Zellen erfolgte über Nacht bei 30◦C.

Die Herstellung der Antibiotika-Stammlösungen erfolgte wie in Tabelle 2.1 angegeben.

Die Stammlösungen wurden bei -20◦C aufbewahrt und den sterilen Medien in den ent-

sprechenden Endkonzentrationen zugesetzt.

Antibiotikum Stammlösung Endkonzentration

Ampicillin 100 mg/ml in H2Odd 0,1 mg/ml

Spectinomycin 10 mg/ml in H2Odd 0,1 mg/ml

Rifampicin 20 mg/ml in DMSO 0,1 mg/ml

Tabelle 2.1 Antibiotika-Stammlösungen.

2.2.1.2 Herstellung und Transformation prokaryotischer Z ellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurden 50 ml LB-Medium mit

500µl Bakterienkultur beimpft und bei 200 rpm (Universalschüttler SM 30 A) bis zum

Erreichen einer OD600 von 0,5 bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurde die Bakterien-

suspension 5 min auf Eis abgekühlt und die Zellen durch Zentrifugation (Rotina 38R,

10 min, 5000 rpm, 4◦C) pelletiert. Nach der Resuspension in 15 ml sterilem Transforma-

tionspuffer I [100 mM RbCl2; 50 mM MnCl2; 30 mM Kaliumacetat; 10 mM CaCl2; 15%

(w/v) Glycerin; pH 5,8] wurden die Zellen für 90 min auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifu-

gation (Rotina 38R, 10 min, 5000 rpm, 4◦C) wurde das Bakterienpellet in 2 ml sterilem,

eiskalten Transformationspuffer II [10 mM MOPS; 10 mM RbCl2; 75 mM CaCl2; 15%

(w/v) Glycerin; pH 6,8] resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen aliquotiert, in

flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert.

Für die Tranformation der chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurden diese auf Eis

aufgetaut. Pro 50µl Zellsuspension wurden entweder 0,5µl Plasmid-DNA oder 3µl

Ligationsansatz (siehe 2.3.7) hinzugegeben. Im Folgenden wurden die Reaktionsan-

sätze für 5 min bei 4◦C inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei 42◦C für 90 s wurden

die Ansätze für 2 min bei 4◦C inkubiert. Nach Zugabe von 500µl LB-Medium ohne An-

tibiotikum wurden die Zellen für 20 - 60 min bei 37◦C geschüttelt (500 rpm). Anschlie-

ßend wurden 20µl Zellsuspension (bei Plasmid-DNA) bzw. 100µl Zellsuspension (bei

Ligationsansätzen) auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum zur Selek-

tion positiver Klone ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37◦C inkubiert und

anschließend bei 4◦C aufbewahrt.

Zur Generierung elektrokompetenter A. tumefaciens-Zellen wurden 100 ml YEB-
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Medium mit 2 ml einer Übernacht-Kultur beimpft und bei 120 rpm (Universalschüttler

SM 30 A) bis zu einer OD600 von 0,5 bei 30◦C kultiviert. Im Anschluss wurden die Zellen

für 10 min bei 4◦C inkubiert und durch Zentrifugation (Rotina 38R, 20 min, 4000 rpm,

4◦C) pelletiert. Anschließend wurden die Zellen in 500µl H2Odd resuspendiert und

erneut pelletiert (Mikro 200R, 20 min, 4000 rpm, 4◦C). Dieser Waschschritt wurde zwei-

mal wiederholt. Anschließend wurden die Zellen in 400µl 10% Glycerin resuspendiert.

Nach erneuter Zentrifugation (Mikro 200R, 10 min, 4000 rpm, 4◦C) erfolgte die Resus-

pension in 10% Glycerin (1 Volumen des Zellpellets). Die Zellen wurden dann steril in

1,5 ml Reaktionsgefäße aliquotiert und anschließend in flüssigem Stickstoff eingefro-

ren. Die Lagerung erfolgte bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C.

Für die Transformation elektrokompetenter A. tumefaciens-Zellen wurden 50µl Zell-

suspension auf Eis aufgetaut und mit 2µl Plasmid-DNA versetzt. Anschließend wurden

die Zellen in eine Elektroporationsküvette (Gene Pulser Cuvette, Elektrodenabstand

0,2 cm) überführt. Die Elektroporation erfolgte mit einem Gene Pulser II bei 25µF,

1,8 kV und 200Ω. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml gekühltem YEB-Medium

(ohne Antibiotikum) versetzt und für 2 h unter Schütteln (Universalschüttler SM 30 A,

500 rpm) bei 30◦C inkubiert. Nach der Zentrifugation (Mikro 200, 5 min, 1000 rpm),

wurden die Zellen in 100µl YEB-Medium resuspendiert und auf YEB-Agar-Platten

mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Die Platten wurden für 48 h bei 30◦C

inkubiert und anschließend bei 4◦C aufbewahrt.

2.2.2 Eukaryotische Zellen und Pflanzenmaterial

2.2.2.1 Kultivierung pflanzlicher BY-2-Zellen in Suspensi on

Die Nicotiana tabacum BY-2-Suspensionskultur wurde durch freundlicher Weise von

Prof. Dr. B. Hause (Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie, Halle) zur Verfügung gestellt.

Die Zellen wurden steril in 50 ml BY-2-Medium [1 x Murashige & Skoog Basal Medium;

3% (w/v) Saccharose; 1µg/ml Thiamin/HCl; 0,2µg/ml 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure;

100µg/ml Myo-Inositol; 200µg/ml KH2PO4; pH 5,8] im Dunkeln bei 23◦C unter leichtem

Schütteln (Infors Multitron, 120 rpm) kultiviert. Alle 7 Tage wurden 2 - 3 ml der Suspen-

sionskultur steril in 45 - 47 ml frisches BY-2-Medium überführt und erneut für 7 Tage

kultiviert.

2.2.2.2 Anzucht und Haltung von Nicotiana benthamiana

Die Nicotiana benthamina-Pflanzen wurden durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U.

Bonas (Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg) im Rahmen des SFB648 zur Ver-

fügung gestellt. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte durch B. Rosinsky (Martin-Luther-
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Universität Halle-Wittenberg) und wurden bis zum Alter von 3 bis 5 Wochen im Ge-

wächshaus angezogen (Lichtperiode: 5.00 - 21.00 Uhr; Tag: 25◦C, 60% relative Luft-

feuchtigkeit; Nacht: 19◦C, 40% relative Luftfeuchtigkeit). Die Pflanzen wurden 1 Tag

vor Beginn der Inokulationsversuche in eine Percival Pflanzenzuchtkammer (E41L2)

überführt und bei 25◦C und einer Lichtperiode von 14 h kultiviert [28].

2.2.2.3 Transformation von Nicotiana benthamiana

Für die Transformation von Nicotiana benthamiana-Pflanzen mit Agrobacterium

tumefaciens wurde zunächst eine 5 ml Übernachtkultur transformierter A. tumefaciens-

Zellen in YEB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum angezogen. Anschließend

wurde die Vorkultur in 50 ml frisches YEB-Medium (mit entsprechendem Antibiotikum)

überführt und die Zellen bis zu einer OD600 von 0,6 - 1,0 bei 30◦C unter Schütteln

angezogen. Anschließend wurden die Zellen durch Zentrifugation (Rotina 38R, Win-

kelrotor 6-fach, 10 min, 4000 rpm) pellettiert und in Inokulationsmedium [10 mM MES;

10 mM MgCl2; 150µM Acetosyringon] resuspendiert. Die Zellen wurden dabei auf ei-

ne OD600 von 0,8 verdünnt. Im Anschluss wurden die A. tumefaciens-Zellen für min-

destens 2 h bei Raumtemperatur im Inokulationsmedium inkubiert. Anschließend er-

folgte die Vakuum-Infiltration in die Blätter von Nicotiana benthamiana-Pflanzen. Dafür

wurden die Pflanzen kopfüber in die A. tumefaciens-Zellsuspension in einem Exikator

getaucht und für 5 min ein Vakuum von 30 mmHg angelegt.

2.2.2.4 Inokulation von Nicotiana benthamiana mit TBSV

Die Infiltration von Nicotiana benthamiana erfolgte mit 1µg TBSV-RNA oder direkt mit

Viruspartikeln nach der rub in Infiltrationsmethode. Zu diesem Zweck wurden Nico-

tiana benthamiana-Pflanzen zur Steigerung der Suszeptibilität für 24h dunkel in einem

Klimaschrank (Percival Pflanzenzuchtkammer E41L2) bei 25◦C gehalten [28]. Anschlie-

ßend wurden den Blattoberseiten durch das Auftupfen von Siliziumcarbid Mikroverlet-

zungen zugefügt. Auf diese Bereiche wurden die virale RNA oder die Viruspartikel,

die zuvor in 1 x Infektionspuffer (0,05 M K2HPO4; 0,05 M Glycin; pH 7,9) verdünnt wur-

den, aufgebracht und für 3 min inkubiert. Anschließend wurde die Lösung gründlich mit

H2Odd abgespült und die Pflanzen bei 25◦C und einer Lichtperiode von 14 h kultiviert.

2.2.2.5 Präparation von TBSV-Viruspartikeln

Die Isolation von Viruspartikeln erfolgte aus infizierten Blättern [100]. Das Blattmate-

rial wurde in 2,5 Volumen 0,1 M Natriumacetat (pH 5,5) mit 0,1% Thioglycolsäure zer-

kleinert und das suspendierte Material mit 1 Volumen Chloroform versetzt. Nach 20-
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minütigem vorsichtigen Mischen wurden die entstandenen Zelltrümmer durch Zentrifu-

gation (Mikro 200R, 14000 rpm, 30 min, 4◦C) pelletiert und entfernt. Die Viruspartikel

wurden durch Zentrifugation (Ultrazentrifuge Optima TLX, TLA 100.3-Rotor, 60 min;

50000 rpm; 4◦C) des wässrigen Überstandes pelletiert und über Nacht bei 4◦C in

Kaliumphosphat-Puffer [10 mM K2HPO4; 10 mM KH2PO4; pH 7,0] gelöst. Anschließend

erfolgte der Nachweis der Viruspartikel mittels Elektronenmikroskopie durch Dr. G.

Hause (Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg) im Rahmen des SFB648. Die De-

tektion der Viruspartikel erfolgte durch ein Negativ-Kontrast-staining nach Uranylacetat-

Behandlung.

2.2.3 Arbeiten mit dem BYL in vitro System

2.2.3.1 Präparation zytoplasmatischer Extrakte aus BY-2- Zellen

Für die Präparation von zytoplasmatischem Extrakt wurden 3 ml der BY-2-Suspen-

sionskultur in 47 ml frisches BY-2-Medium überführt und für 5 Tage im Dunkeln bei

23◦C unter leichtem Schütteln (Infors Multitron, 120 rpm) kultiviert. Die Zellen wur-

den durch Zentrifugation (Rotina 38R, 1 min, 800 rpm, Beschleunigung 3, Bremse 0,

23◦C) pelletiert und 50 ml des BY-2-Zellpellets in 100 ml steriler Protoplastierungslö-

sung [0,312% (w/v) Cellulase Onozuka RS; 0,1% (w/v) Pectolyase Y23] in Protoplasten-

Waschpuffer [12,5 mM Natriumacetat; 5 mM CaCl2; 0,37 M Mannitol; pH 5,8] resuspen-

diert. Die Protoplastierung der Zellen erfolgte durch 3-stündige Inkubation der Zellen

bei 27◦C unter leichtem Schütteln (Infors Multitron, 70 rpm) im Dunkeln. Der Erfolg der

Protoplastierung wurde lichtmikroskopisch überprüft. Anschließend wurden die Pro-

toplasten dreimal mit Protoplasten-Waschpuffer gewaschen. Dazu wurden die Proto-

plasten durch Zentrifugation (Rotina 38R, 5 min, 800 rpm, Beschleunigung 3, Bremse

0, 23◦C) pelletiert und in jeweils 100 ml frischen Protoplasten-Waschpuffer resuspen-

diert. Anschließend wurden die pelletierten Protoplasten auf 6 Percoll-Gradienten ver-

teilt.

Die Percoll-Gradienten wurden jeweils kurz vor der Verwendung in 14 ml Zentrifugen-

röhrchen (Beckmann) hergestellt. Die Gradienten setzen sich aus 6 ml eines kontinuier-

lichen 0 - 30%igen Percoll-Gradienten, 2,1 ml einer 40%igen Percoll-Lösung und 1,9 ml

einer 70%igen Percoll-Lösung zusammen. Die Generierung des kontinuierlichen Gra-

dienten erfolgte mit Hilfe eines Gradientenmischers. Zunächst wurde aus einer 0%igen

Percoll-Lösung [0,7 M Mannitol; 20 mM MgCl2; 5 mM PIPES/KOH; pH 7,0] und einer

30%igen Percoll-Lösung [30% (v/v) Percoll; 0,7 M Mannitol; 20 mM MgCl2; 5 mM PI-

PES/KOH; pH 7,0] der kontinuierliche Teil des Gradienten generiert. Dieser wurde

anschließend mit 2,1 ml einer 40%igen Percoll-Lösung [40% (v/v) Percoll; 0,7 M Man-

nitol; 20 mM MgCl2; 5 mM PIPES/KOH; pH 7,0] unterschichtet, die wiederum mit ei-

23



2 MATERIAL UND METHODEN

ner 70%igen Percoll-Lösung [70% (v/v) Percoll; 0,7 M Mannitol; 20 mM MgCl2; 5 mM

PIPES/KOH; pH 7,0] unterschichtet wurde.

Nach der Beladung der Gradienten mit den gewaschenen Protoplasten erfolgte die

Zentrifugation (Ultrazentrifuge L8-M, SW40Ti-Rotor, 60 min, 7500 rpm, Beschleunigung

1, Bremse 0, 23◦C), um die Vakuolen aus den Protoplasten zu entfernen. Die entva-

kuolisierten Miniprotoplasten wurden aus der Interphase isoliert, die sich zwischen der

40%igen und 70%igen Percoll-Lösung befindet. Anschließend wurden die Miniproto-

plasten zweimal mit Protoplasten-Waschpuffer gewaschen. Dazu wurden die Minipro-

toplasten durch Zentrifugation (Rotina 38R, 5 min, 800 rpm, Beschleunigung 3, Bremse

0, 23◦C) pelletiert und in 20 ml frischem Protoplasten-Waschpuffer resuspendiert. Nach

der letzten Zentrifugation wurden die Miniprotolasten in dem 3,75-fachen Volumen TR-

Puffer [30 mM HEPES/KOH pH 7,4; 80 mM Kaliumacetat; 1,8 mM Magnesiumacetat;

2 mM DTT; 1 x Protease-Inhibitor (Roche, complete Mini, EDTA free)] vorsichtig re-

suspendiert und in einem vorgekühlten dounce homogenizer (tight fit) mit 70-100 Stö-

ßen auf Eis aufgeschlossen. Anschließend wurden die Zellkerne durch Zentrifugation

(Mikro 200R, 10 min, 3000 rpm, 4◦C) entfernt. Der Überstand (BY-2-Lysat; BYL) wurde

aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert.

2.2.3.2 Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung

Die Mikrokokkus-Nuklease (MN) ist eine Endo-Exo-Nuklease, welche durch Ca2+-Ionen

aktiviert wird und zum Abbau einzelsträngiger RNA führt. Im Rahmen dieser Arbeit

wurde dieses Enzym genutzt, um endogene RNAs aus dem BY-2-Lysat zu entfernen.

Dies ermöglicht die Steigerung der Effizienz der in vitro Translation exogen hinzugefüg-

ter mRNAs [39](Daten nicht gezeigt). Zu diesem Zweck wurden 500µl BYL mit 0,5 mM

CaCl2 und 37,5U Mikrokokkus-Nuklease (Roche Diagnostics) versetzt und die Reak-

tion für 15 min bei 20◦C inkubiert. Durch Zugabe von 3 mM EGTA wurden die in der

Reaktion enthaltenen Ca2+-Ionen komplexiert und so die Mikrokokkus-Nuklease inak-

tiviert. Der Erfolg der MN-Behandlung und die Qualität des verwendeten Lysats wurden

mit Hilfe des Luciferase-Assays überprüft (2.2.3.4). Die MN-behandelten Lysate wur-

den bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert.

2.2.3.3 In vitro Translation

Die Translationsreaktion wurde wie in Tabelle 2.2 beschrieben durchgeführt. Wenn

nicht anders angegeben wurde MN-behandeltes BYL verwendet (siehe 2.2.3.2), um die

Effizienz der in vitro Translation zu erhöhen. Der verwendete 4 x TR*-Puffer [120 mM

HEPES/KOH, pH 7,4; 400 mM Kaliumacetat; 7,2 mM Magnesiumacetat; 2 mM DTT;

4 x Protease-Inhibitor (Roche, complete Mini, EDTA free)] enthält, die für die Transla-
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tion von AGO-Proteinen optimale Kaliumacetatkonzentration. Die Translation anderer

mRNAs kann durch Anpassung der Kaliumacetat-Konzentration des 4 x TR-Puffers

verbessert werden. Der verwendete 10 x TM-Puffer enthielt folgende Komponenten:

7,5 mM ATP; 1 mM GTP; 250 mM Kreatinphosphat und 0,8 mM Spermin.

Für die radioaktive Markierung der Translationsprodukte wurden der Reaktion zusätz-

lich 10µCi L-[S35]-Methionin (1000 Ci/mmol; Hartmann Analytic) zugesetzt. Der Reak-

tionsansatz wurde für 1 h bei 25◦C inkubiert.

Komponenten

BYL (MN-behandelt) 10µl

Kreatinphosphatkinase (10 mg/ml) 0,4µl

4 x TR*-Puffer 2µl

10 x TM-Puffer 2µl

mRNA 25 ng - 1,5µg

L-[S35]-Methionin (optional) 0,8µl

H2Onf ad 20µl

Tabelle 2.2 Reaktionsansatz einer in vitro Translation.

Die Reaktionsprodukte wurden anschließend durch 10% SDS–PAGE (siehe 2.5.1) auf-

getrennt und durch Autoradiographie (siehe 2.4.9) oder Western blotting (siehe 2.5.3)

detektiert.

2.2.3.4 Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay wurde verwendet, um die Qualität eines BY-2-Lysats und den

Erfolg einer MN-Behandlung (siehe 2.2.3.2) zu überprüfen. Zu diesem Zweck wur-

de eine in vitro Translationsreaktion (siehe 2.2.3.3) mit 50 ng firefly Luciferase-mRNA

durchgeführt. Die Reaktion wurde für 1 h bei 25◦C inkubiert. Anschließend wurden 5µl

des Reaktionsansatzes mit 20µl Luciferase-Assay-Substrat (Luciferase Assay System,

Promega) versetzt. Dieses Luceferin-Substrat wird durch die translatierte Luciferase zu

Oxyluciferin umgesetzt. Das bei dieser Reaktion emmitierte Licht wurde im Luminome-

ter (Berthold detection systems) über einen Zeitraum von 20 s als relative Lichteinhei-

ten pro Sekunde (RLU/s) gemessen.

2.2.3.5 DCL-Assay

Der DCL-Assay wurde im Rahmen dieser Arbeit etabliert und ermöglicht die Generie-

rung endogener siRNAs im BYL. Zu diesem Zweck wurden 500 ng RNA für 2 - 5 h bei

25◦C in einem 20µl Translationsansatz (siehe 2.2.3.3) inkubiert.
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Die Reinigung der im Reaktionsansatz enthaltenen Gesamt-RNA erfolgt durch Be-

handlung mit 20µg Proteinase K (Thermo Scientific) in Anwesenheit von 0,5% (w/v)

SDS für 30 min bei 37◦C. Anschließend wurde das Volumen mit H2Onf auf 120µl auf-

gefüllt und die RNA mit 1 Vol. Chloroform extrahiert. Die Präzipitation der RNA erfolgte

durch Zugabe von 0,1 Vol. Natriumacetat, 2,9 Vol. Ethanol und 30µg Hefe-tRNA (GE

Healthcare) für mindestens 1 h bei -20◦C. Nach der Zentrifugation (Eppendorf Zentri-

fuge 5415R, 13000 rpm, 30 min, 4◦C) wurde das RNA-Pellet mit 500µl 70% Ethanol

gewaschen und erneut zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5415R, 13000 rpm, 30 min,

4◦C). Anschließend wurde der Überstand verworfen, das RNA-Pellet für 10 min bei

Raumtemperatur getrocknet und die RNA in 15µl H2Onf gelöst. Anschließend wurde

die 32P-markierte RNA auf einem 15%igen denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-

Gel (siehe 2.4.8) aufgetrennt und mittels Autoradiographie (siehe 2.4.9) detektiert.

2.2.3.6 Cleavage Assay

Der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte cleavage-Assay ermöglicht die Analyse

der siRNA-vermittelten Spaltung einer target-RNA durch den AGO/RISC. Zu diesem

Zweck wurde eine in vitro Translation von 1,5µg einer AGO-mRNA in Anwesenheit von

siRNAs durchgeführt (siehe 2.2.3.3). Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschie-

dene Arten von siRNAs für die Beladung der AGO-Proteine verwendet:

1. synthetische siRNAs der Firma Biomers (Ulm, D) (2 x 50 nM)

2. siRNA-Pools (2 x 500 nM) (siehe 2.4.6)

3. RNAs, die durch die endogene DCL-Aktivität des BYL während der Translations-

reaktion prozessiert werden (1 x 500 ng) (siehe 2.2.3.5)

Nach Zugabe der entsprechenden Menge siRNA wurde der Reaktionsansatz für 60 min

bei 25◦C inkubiert und erneut die jeweilige Menge siRNA hinzugegeben. Anschlie-

ßend wurde die AGO-Translationsreaktion für weitere 90 min bei 25◦C inkubiert. Im

Anschluss wurden 2µg Luciferase-mRNA als Kompetitor-RNA zur Reaktion hinzu-

gegeben. Dies sollte den unspezifischen Abbau der anschließend hinzugegebenen

50 fmol 32P-markierten target-RNA minimieren. Die Spaltung der target-RNA erfolgte

für 20 min bei 25◦C. Die Reinigung der im Reaktionsansatz enthaltenen Gesamt-RNA

wurde wie in 2.2.3.5 beschrieben durchgeführt. Die RNA wurde bis zur weiteren Ver-

wendung bei -20◦C gelagert. Die Analyse der 32P-markierten RNA erfolgte durch dena-

turierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 2.4.8) und anschließen-

de Autoradiographie (siehe 2.4.9).
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2.2.3.7 DCL/cleavage Assay

Der DCL-cleavage-Assay kombiniert den in vitro DCL-Assay (siehe 2.2.3.5) mit den zu-

vor beschriebenen cleavage assay (siehe 2.2.3.6) und ermöglicht so die Spaltung 32P-

markierter target-RNAs durch endogen im BYL generierte siRNAs. Zu diesem Zweck

wurde eine in vitro Translation von 1,5µg einer AGO-mRNA in Anwesenheit von 500 ng

einer viralen (ss) oder (ds)RNA durchgeführt. Anschließend wurde der Reaktionsan-

satz für 2,5 h bei 25◦C inkubiert. Nach Zugabe von 2µg Luciferase-Kompetitor-RNA

wurden 50 fmol 32P-markierter target-RNA hinzugegeben. Die Spaltung der target-

RNA erfolgte für 20 min bei 25◦C. Die Reinigung der im Reaktionsansatz enthaltenen

Gesamt-RNA wurde wie in 2.2.3.5 beschrieben durchgeführt. Die RNA wurde bis zur

weiteren Verwendung bei -20◦C gelagert. Die Analyse der 32P-markierten RNA erfolg-

te durch denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (siehe 2.4.8) und

anschließende Autoradiographie (siehe 2.4.9).

2.2.3.8 In vitro Replikation von TBSV

Für die in vitro Replikation von TBSV wurden zunächst die beiden Replikase-Proteine

p33 und p92 durch in vitro Translation (siehe 2.2.3.3) im BYL generiert. Zu diesem

Zweck wurden 5 pmol der p33-mRNA und 0,25 pmol der p92-mRNA in einem 50µl

Reaktionsansatz translatiert. Anschließend wurden für die Replikationsreaktion 40µl

des Reaktionsansatzes mit 10µl 5 x RdRp-Puffer [50 mM DTT; 500 mg/ml Actinomy-

cin D; 17 mM Magnesiumacetat; 5 mM ATP, GTP und UTP; 0,250 mM CTP; 15µCi

[α-32P]-CTP (3000 Ci/mmol; Hartmann Analytic)] versetzt. Die Initiation der Replikation

erfolgte durch Zugabe von 0,5 pmol an Replikations-template wie zum Beispiel (+)DI-

B10-RNA oder (+)DI-R3.5-RNA. Die Reaktion wurde für 3 h bei 25◦C inkubiert und

die Reaktionsprodukte über das RNA Purification Kit (Thermo Scientific) oder Nucleo-

Spin RNA-Kit (Macherey & Nagel) gereinigt, um freies [α-32P]-CTP zu entfernen. Die

Detektion erfolgte durch Auftrennung der RNA auf einem denaturierenden Harnstoff-

Polyacrylamid-Gel (siehe 2.4.8) und anschließende Autoradiographie (siehe 2.4.9).

2.2.3.9 In vitro Replikations-Inhibitionsassay

Der in vitro Replikations-Inhibitions-Assay ist eine Kombination des cleavage-Assays

mit einer Replikationsreaktion der TBSV-RNAs, der im Rahmen dieser Arbeit etabliert

wurde. Er ermöglicht die Analyse der Wirkung eines RISC auf die virale RNA während

der in vitro Replikation. Zu diesem Zweck erfolgte die in vitro Translation von p33 und

p92 in einem Volumen von 25µl (siehe 2.2.3.3). In einer zweiten Reaktion erfolgte die

Translation von 2µg AGO-mRNA in Anwesenheit von siRNA, um den RISC gegen ei-
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ne bestimmte target site innerhalb der viralen RNA zu programmieren (siehe 2.2.3.6).

Wenn nicht anders beschrieben, wurden beide Reaktion nach 2,5 h gemischt und 40µl

der kombinierten Lösung mit 10µl RdRp-Puffer versetzt. Die Initiation der Replikation

erfolgte durch Zugabe von 0,5 pmol Replikations-template. Die Reinigung und Detekti-

on der Replikationsprodukte erfolgte analog zum Replikationsassay (siehe 2.2.3.8).

2.3 Molekulargenetische Arbeiten mit DNA

2.3.1 DNA-Isolation

2.3.1.1 Plasmid-Minipräparation

Über Nacht wurden die transformierten Zellen bei 37◦C unter Schütteln in 2 ml LB-

Medium mit entsprechendem Antibiotikum angezogen. Anschließend wurden 1,5 ml

der Kulturlösung zentrifugiert (Mikro 200, 1 min, 10000 rpm) und das Pellet in 100µl

Lösung I [25 mM Tris/HCl pH 7,9; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA; 100 µg/ml RNase

A (AppliChem GmbH)] resuspendiert. Durch die Zugabe von 200µl Lösung II [0,2 M

NaOH; 1% (w/v) SDS] und anschließende Inkubation für 5 min bei 4◦C wurden die Zel-

len lysiert. Anschließend wurden 150µl Lösung III [2,55 M Kaliumacetat; pH 4,8] zuge-

geben und die Zellen erneut für 5 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation

(Mikro 200, 13000 rpm, 15 min) wurde der Überstand in ein frisches 1,5 ml Eppen-

dorfgefäß überführt. Anschließend wurde die DNA mit 0,7 Vol. Isopropanol präzipitiert

(siehe 2.3.4). Bei nachfolgender Sequenzierung wurden stark verunreinigte Plasmid-

Minipräparationen mit Hilfe des GeneJET Plasmid Miniprep Kits (Thermo Scientific)

entsprechend der Angaben der Herstellers aufgereinigt.

2.3.1.2 Plasmid-Midipräparation

Die Präparation größerer Mengen Plasmid-DNA wurde wie unter 2.3.1.1 beschrieben

durchgeführt. Dazu wurden 50 ml einer Suspensionskultur eingesetzt und das Bakte-

rienpellet mit jeweils 3 ml Lösung I, II und III aufgeschlossen. Die präparierte Plasmid-

DNA wurde in 1 ml H2Odd aufgenommen.

2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von DNA nach ih-

rer Größe. Dazu wurden 1 - 2% (w/v) Agarose in 1 x TAE-Puffer [40 mM Tris/HCl; 5 mM

Natriumacetat; 1 mM EDTA; pH 8,3] gelöst und mit 0,3µg/ml Ethidiumbromid versetzt.

Dieser Farbstoff interkaliert in die DNA-Doppelstränge und emittiert bei UV-Bestrahlung
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(260 - 360 nm) Licht mit einer Wellenlänge von 560 nm. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-

Puffer. Als Ladepuffer wurde der 6 x DNA-loading dye [10 mM Tris/HCl; pH 7,4; 60%

(v/v) Glycerin; 60 mM EDTA; 0,03% Bromphenolblau; 0,03% Xylencyanol FF; 60 mM

EDTA] verwendet. Als DNA-Größenstandards wurden je nach Bedarf der Gene Ruler

50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) oder der Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (Ther-

mo Scientific) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 120 - 140 V durchgeführt. Die

Detektion mit dem Geldokumentationssystem (Kodak EDAS 290) erfolgte unter UV-

Anregung (UV-Transilluminator UXT-30M-8E, Biostep GmbH).

2.3.3 Restriktionsverdau von DNA

Restriktionsenzyme (Typ II) katalysieren die sequenzspezifische, endonukleolytische

Spaltung des Desoxyribose-Phosphat-Rückgrats der DNA. Dabei entstehen in Abhän-

gigkeit des verwendeten Enzyms einzelsträngige, überstehende Enden (sticky ends)

oder glatte Enden (blunt ends). Die Wahl der Reaktionsbedingungen richtete sich nach

den Angaben des Herstellers des verwendeten Enzyms. Restriktionsreaktionen zu

analytischen Zwecken wurden mit 1 - 2µg DNA in einem Volumen von 20µl durch-

geführt. Die Restriktion zu präparativen Zwecken erfolgte mit 15 - 20µg DNA in ei-

nem Gesamtvolumen von 200µl. Die Restriktion wurde anschließend durch Agarose-

Gelelektrophorese überprüft (siehe 2.3.2).

2.3.4 Reinigung und Präzipitation von DNA

Die Reinigung der DNA erfolgte durch Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 2.4.3) oder

aus einem 1%igen Agarosegel mit Hilfe des Gel Extraction Kit (Thermo Scientific). Die

Präzipitation der DNA erfolgte mit Hilfe von 2,5 Volumen Ethanol und 0,1 Volumen

3 M Natriumacetat (pH 5,2). Nach einer Plasmid-Minipräparation (2.3.1.1) wurde die

DNA mittels 0,7 Volumen Isopropanol präzipitiert. Nach 30-minütiger Inkubation bei

4◦C wurden die Proben 20 min bei 4◦C (Mikro 200, 13000 rpm) zentrifugiert. Der Über-

stand wurde entfernt und das Pellet mit 500µl 70% Ethanol gewaschen und anschlie-

ßend für 10 min zentrifugiert (Mikro 200, 13000 rpm). Das DNA-Pellet wurde 10 min

bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in 30µl H2Onf resuspendiert. Die

DNA-Lösungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20◦C gelagert.

2.3.5 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte mit Hilfe eines Eppendorf-

Bio-Photometers bei 260 nm. Bei dieser Wellenlänge entspricht ein Extinktionswert von

1 einer DNA-Konzentration von 50 ng/µl. Zusätzlich wurde die Absorption bei 280 nm

29



2 MATERIAL UND METHODEN

bestimmt, da bei dieser Wellenlänge Proteine absorbieren, die die Probe verunreinigen

können. Der Quozient A260/A280 zeigt deshalb die Reinheit der Probe an. Ist dieser Wert

kleiner als 1,8, ist die DNA-Präparation verunreinigt, ist der Wert größer als 1,8 weist

die DNA-Präparation keine Verunreinigung mit Proteinen auf.

2.3.6 Phosphorylierung und Dephosphorylierung von DNA

Die Phosphorylierung von DNA-Fragmenten erfolgte, um deren Klonierung in einen

Vektor zu ermöglichen. Hierfür wurde die T4 Polynukleotid-Kinase (Thermo Scientific)

entsprechend der Angaben des Herstellers verwendet. Die Reaktion wurde für 30 min

bei 37◦C inkubiert und das Enzym anschließend durch Zugabe von 1µl 0,5 M EDTA

(pH 8,0) und anschließende zehnminütige Inkubation bei 75◦C inaktiviert.

Die Dephosphorylierung von DNA-Enden mit alkalischer Phosphatase (Fast AP,

Thermo Scientific) wurde durchgeführt, um eine Rezirkularisierung von linearisierten

DNA-Vektoren zu vermeiden. Die entsprechenden Reaktionsansätze (Gesamtvolumen

50µl) wurden nach dem Restriktionsverdau mit 1 U alkalischer Phosphatase versetzt

und für 1 h bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurde die alkalische Phosphatase durch

5-minütige Inkubation bei 75◦C inaktiviert.

2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die T4 DNA-Ligase (Thermo Scientific) katalysiert die Bildung einer Phosphodiester-

bindung zwischen den 5’-Phosphat- und 3’-Hydroxylenden doppelsträngiger DNA oder

RNA und benötigt dabei ATP als Cofaktor. Die Reaktion wurde entsprechend der Anga-

ben des Herstellers in einem Gesamtvolumen von 20µl durchgeführt. Das Verhältnis

der molaren Menge von Vektor- zu Fragment-DNA betrug 1:5. Der Reaktionsansatz

wurde für mindestens 1 h bei 22◦C inkubiert.

Die Ligation von DNA-Fragmenten in den pGEM-T Easy Vektor (Promega, Madison,

USA) wurde entsprechend der Angaben des Herstellers durchgeführt. Der Reaktions-

ansatz wurde für mindestens 1 h bei 22◦C inkubiert und anschließend in E.coli-Zellen

transformiert (siehe 2.2.1.2).

2.3.8 PCR (polymerase chain reaction )

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) ist ein in vitro Verfahren

zur selektiven Amplifikation von DNA-Abschnitten mit einer hitzebeständigen DNA-

Polymerase. Die Spezifität wird durch die verwendeten Primer gewährleistet. Im Rah-

men dieser Arbeit wurde die PCR zur Amplifikation von cDNAs, für die Klonierung von

DNA in Plasmide und zur Herstellung von template-DNA für die in vitro Transkripti-
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on mit der Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (Thermo Scientific) durchgeführt.

Die Amplifikation von DNA für analytische Zwecke erfolgte mit Hilfe der DreamTaq

DNA-Polymerase (Thermo Scientific). Die verwendeten Desoxyribonukleosidtriphos-

phate (dNTPs) wurden von der Firma Jena Bioscience bezogen.

Komponenten Phusion DNA-Polymerase DreamTaq DNA-Polymerase

Reaktionspuffer 1 x 1 x

dNTP-Mix (10 mM) 200µM 400µM

forward Primer 400 nM 400 nM

reverse Primer 400 nM 400 nM

template-DNA 0,02 - 200 pg/µl 20 - 200 pg/µl

DNA-Polymerase 0,01 U/µl 0,03 U/µl

H2Onf ad 50µl ad 20µl

Tabelle 2.3 Reaktionsansatz einer PCR-Reaktion unter Verwendung der Phusion High-
Fidelity DNA-Polymerase oder DreamTaq DNA-Polymerase.

Die Reaktionsbedingungen wurden der Schmelztemperatur der verwendeten Primer

und der Länge des zu amplifizierenden DNA-Fragments angepasst und folgten dem in

Tabelle 2.4 dargestellten Schema. Die Inkubation des PCR-Ansatzes erfolgte in einem

MasterCycler Thermocycler (Eppendorf AG).

Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase Temperatur Reaktionszeit

1 initiale Denaturierung 98◦C 30 s

2 Denaturierung 98◦C 10 s

3 Primer-annealing Tm der Primer + 3◦C 20 s

4 Elongation 72◦C 20 s / kb

5 terminale Elongation 72◦C 7 min

DreamTaq DNA-Polymerase Temperatur Reaktionszeit

1 initiale Denaturierung 95◦C 2 min

2 Denaturierung 95◦C 30 s

3 Primer-annealing Tm der Primer - 5◦C 30 s

4 Elongation 72◦C 30 s / kb

5 terminale Elongation 72◦C 5 min

Tabelle 2.4 Reaktionsbedingungen einer PCR-Reaktion unter Verwendung der Phusion
High-Fidelity DNA-Polymerase oder DreamTaq-DNA-Polymerase.

2.3.9 Quantitative real time -PCR

Die Methode der quantitativen real time-PCR (qRT-PCR) erlaubt eine Quantifizierung

der Genexpression in Echtzeit. Die Methode beruht auf der Emmision von Licht durch
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SYBR Green I bei der Bindung doppelsträngiger DNA während der Primer-extension.

Durch die Messung der Fluoreszenz kann für jeden PCR-Zyklus die Menge der ent-

haltenen (ds)DNA bestimmt werden. Durch die Amplifikation der DNA während der

PCR erhöht sich auch das Fluoreszenzsignal, welches anschließend gegen die Zyklus-

zahl aufgetragen wird. Beim Eintritt in die exponentielle Phase der DNA-Amplifikation

steigt das Fluoreszenzsignal der Probe signifikant zur Hintergrundfluoreszenz an. Die-

ser Punkt wird als ct-Wert (cycle threshold) bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss einer antiviralen siRNA auf die Replikati-

on der TBSV-RNA untersucht. Dafür erfolgte die Quantifizierung der (+)TBSV-RNA, der

18S-rRNA (Referenz-RNA), der überexprimierten pre-siRNAs und der entsprechenden

maturen vsiRNAs. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 6.1 aufgelistet. Die jeweili-

gen Reaktionsprodukte besitzen eine Größe zwischen 70 bp und 120 bp. Die real time-

PCR wurde mit dem Real Time qPCR-Kit (ROBOKLON) am LightCycler 480 II (Roche)

durchgeführt. Die Reaktion erfolgte in einem Volumen von 10µl. Die Auswertung der

Daten erfolgte mit Hilfe des Programms LightCycler 480 SW1.5.

Komponenten

2 x qRT-PCR Master-Mix (ROBOKLON) 5µl

forward Primer (10 pmol/µl) 0,5µl

reverse Primer (10 pmol/µl) 0,5µl

template cDNA aus RT 1µl

H2Onf ad 10µl

Tabelle 2.5 Reaktionsansatz für die qRT-PCR-Reaktionen.

Die Reaktion wurde entsprechend der in Tabelle 2.4 dargestellten Bedingungen durch-

geführt. Um die Spezifität der qRT-PCR zu überprüfen, wurde nach jeder Reaktion

eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Dabei erfolgt die Erhöhung der Temperatur

von 60◦C auf 95◦C. Bei der Bildung unspezifischer Produkte oder von Primerdimeren

erfolgt die Denaturierung schon bei geringen Temperaturen. Oft treten dann mehrere

Peaks oder Peaks mit einem Plateau auf.

2.3.9.1 ∆∆ct-Methode

Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte mit der ∆∆ct-Methode [78]. Diese Methode

erlaubt die relative Quantifizierung der Expression eines Zielgens bezogen auf ein

weiteres, nicht reguliertes Referenzgen. Die Vorteile der Normierung liegen in der

Reduzierung der Varianz der Expressionsergebnisse, da experimentelle Schwankun-

gen innerhalb einer Probe gleichermaßen das Zielgen und das Referenzgen betreffen.

Wichtig bei diesem Verfahren ist eine vergleichbare Effizienz der beiden beteiligten
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PCR-Reaktionen. Zunächst wird für jede der zu untersuchenden Proben der ct-Wert

des Referenzgens vom ct-Wert des Zielgens subtrahiert (∆ct). Anschließend wird die

Differenz der ∆ct-Werte der einzelnen Proben (behandelte Probe/Kontrollprobe) gebil-

det (∆∆ct-Wert). Die relative Expressionsrate (ratio) ergibt sich aus der Formel 2.3.

∆ct = ct(Zielgen)− ct(Referenzgen) (2.1)

∆∆ct = ∆ct(behandelte Probe)−∆ct(Kontrollprobe) (2.2)

ratio = 2−∆∆ct (2.3)

2.3.10 DNA-Sequenzierung

Nach der Konstruktion neuer Plasmide wurde deren Sequenz überprüft. Die Sequen-

zierungsreaktionen wurden von den Firmen Eurofins MWG Operon (Eurofins MWG

Operon, Ebersberg, D) und SEQLAB (Sequence Laboratories, Göttingen, D) durch-

geführt. Die Auswertung der Nucleotidsequenzen erfolgte mit dem Programm Clone

Manager Professional Suite (Scientific and Educational Software, Cary, USA).

2.3.10.1 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung ist eine Form des next generation sequencing und ermöglicht

die Quantifizierung von Genexpressionsleveln, Transkriptomanalysen, Identifizierung

neuer Gene und Transkripte und small RNA profiling.

Die RNA wurde entweder aus DCL-Assays (siehe 2.2.3.5) oder AGO-IP-Proben (sie-

he 2.5.2) isoliert. Die Reinigung der im Reaktionsansatz enthaltenen Gesamt-RNA

erfolgte anschließend durch Behandlung mit 20 mg Proteinase K (Thermo Scientific) in

Anwesenheit von 0,5% (w/v) SDS für 30 min bei 37◦C. Anschließend wurde die RNA

durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt (siehe 2.4.3 und die RNA zweimal mit

2,5 Vol. Ethanol und 0,1 Vol. Natriumacetat präzipitiert (siehe 2.4.4). Die RNA-Proben

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C gelagert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ilumina Deep Sequencing durch PD Dr. Knut

Krohn vom Interdisziplinären Zentrum für Klinische Forschung (IZKF) der Universi-

tät Leipzig durchgeführt. Im Anschluss an die Sequenzierung führte Herr Dr. Krohn

eine statistische Qualitätskontrolle mit Hilfe des Statistik-Programms R (University of

Auckland, USA) durch und entfernte die Sequenzen der Ligationsadapter aus den
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Sequenz-reads. Die bioinformatische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms

CLC Genomics Workbench (Version 6.5.1) durch die beiden Bioinformatikstudenten

Anne Hoffmann und Sebastian Wussow. Dabei erfolgte das mapping der Sequenzie-

rungen gegen die (+)TBSV- bzw. die (+)DI-R3.5-RNA, die jeweils als Referenzgenom

für die Identifizierung der in den Proben enthaltenen vsiRNAs verwendet wurden.

2.3.10.2 Darstellung der Ergebnisse der RNA-Sequenzierun g als heat map

Eine heat map ist ein Diagramm zur Visualisierung von Daten, deren abhängige Werte

als Farben repräsentiert werden. Sie ermöglicht einen schnellen Überblick über große

Datenmengen. Die heat map wurde mir dem Programm Microsoft Office Exel 2007

erstellt. Dargestellt ist die relative Häufigkeit (reads per million) von vsiRNAs entspre-

chend ihrer Länge (21 nt - 24 nt) und ihrer Lage innerhalb der Nukleotidsequenz der

(+)DI-R3.5-RNA. Eingefärbt wurde die Position innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA, an der

sich das 5’-Nukleotid einer sequenzierten vsiRNA befindet. Die relative Häufigkeit ei-

ner vsiRNA innerhalb einer Probe (DCL, AGO1 oder AGO2) wird durch die Färbung

(schwarz, grün oder rot) angegeben. Dabei erfolgte die Gewichtung mit einem Quantil

von 98.

Das Quantil ist ein Lagemaß der Statistik und legt fest wie viele Werte einer Verteilung

über oder unter einer bestimmten Grenze liegen. Die Skalierung der hier dargestellten

heat map erfolgte mit einem Quantil von 98. Das bedeutet, dass 98% aller Messwer-

te von schwarz bis grün gefärbt werden, die restlichen 2% werden von grün bis rot

gefärbt. Diese Form der Gewichtung erlaubt die Fokussierung auf vsiRNAs, die aus-

schließlich mit sehr großer Häufigkeit innerhalb einer Probe vorkommen.

2.4 Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

Für die Arbeiten mit RNA wurden RNase-freie Reaktionsgefäße (Eppendorf, Hamburg,

D) sowie Nuklease-freies Wasser (nf) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) verwendet.

2.4.1 RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial

Zur Isolation von Gesamt-RNA aus Blättern, Stängeln oder Blüten wurden 0,1 g pflanz-

liches Material mit einem vorgekühltem Mörser zerkleinert und mit 1 ml Trizol [0,8 M

Guanidiniumthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 0,1 M Natriumacetat, pH 5,0; 5%

(v/v) Glycerin; 38% (v/v) Phenol (wassergesättigt, stabilisiert)] versetzt. Nach 5 min

gründlichen Mischens bei Raumtemperatur wurden 200µl Chloroform dazugegeben

und die Probe erneut für 5 min bei Raumtemperatur gründlich gemischt. Nach der

34



2.4 Molekulargenetische Arbeiten mit RNA

Zentrifugation (Mikro 200R, 15 min, 13000 rpm, 4◦C) wurde die wässrige Phase in ein

neues Reaktionsgefäß überführt und die RNA durch Zugabe von 1 Vol. Isopropanol für

20 min bei Raumtemperatur präzipitiert (siehe 2.4.4). Anschließend wurde die RNA in

30µl H20nf gelöst.

Um DNA-Kontaminationen zu entfernen wurde die RNA-Lösung gegebenenfalls mit

3,5µl 10 x DNase I Reaktionspuffer (Thermo Scientific) und 0,5µl DNase I (recombi-

nant, RNase-free, Roche Diagnostics GmbH) versetzt und für 20 min bei 37◦C

inkubiert. Das Enzym wurde durch Zugabe von 50 mM EDTA und anschließende 10-

minütige Inkubation bei 65◦C inaktiviert und die RNA bis zur weiteren Verwendung bei

-80◦C gelagert.

2.4.2 In vitro Transkription

Die in vitro Transkription wurde zur Herstellung von unmarkierter und [32P]-markierter

RNA genutzt. Alle RNA-Konstrukte wurden durch eine run-off in vitro Transkription

generiert. Die Termination der Transkription erfolgte somit durch Abfallen der RNA-

Polymerase von der template-DNA. Als template dienten gereinigte PCR-Produkte

oder linearisierte Plasmide. Die Reaktion erfolgte in einem Gesamtvolumen von 50µl.

Die Ribonukleosidtriphosphate wurden von Jena Bioscience (Jena, D) bezogen. Der

allgemein verwendete in vitro Transkriptions-Ansatz setzte sich folgendermaßen

zusammen:

Komponenten

5 x Transkriptionspuffer (Agilent Technologies) 10µl

rNTP-Mix (je 20 mM) 2,5µl

Plasmid-DNA bzw. PCR-Produkt 1µg bzw. 750 ng

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µl, Thermo Scientific) 0,75µl

RNA-Polymerase 30 U

H2Onf ad 50µl

Tabelle 2.6 Reaktionsansatz einer in vitro Transkription.

Die Reaktion wurde für 2,5 h bei 37◦C (T7- oder T3-RNA-Polymerase, 50 U/µl, Agi-

lent Technologies) bzw. 40◦C (SP6-RNA-Polymerase, 20 U/µl, Thermo Scientific) inku-

biert. Anschließend erfolgte die Hydrolyse der template-DNA durch Zugabe von 10 U

DNase I recombinant RNase free (Roche Diagnostics GmbH) und 30-minütige Inkuba-

tion bei 37◦C. Die Reinigung der synthetisierten RNA erfolgte durch Phenol-Chloroform-

Extraktion und Ethanolpräzipitation (siehe 2.4.3).
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2.4.2.1 In vitro Transkription mit 5’- cap -Analogon

Für die Herstellung von 5’-cap-RNA-Konstrukten wurde dem in Tabelle 2.6 aufgeführ-

ten Reaktionsansatz 0,8 mM m7GpppG-cap-Analogon (Jena Bioscience) hinzugefügt.

Dafür wurde die Konzentration von rGTP im Raktionsansatz auf 0,2 mM verringert.

2.4.2.2 Generierung radioaktiv markierter RNA

Für die Herstellung von radioaktiv-markierter RNA wurde dem in Tabelle 2.6 aufgeführ-

ten Reaktionsansatz 25µCi [α-32P]-CTP (3000 Ci/mmol, Hartmann Analytic) hinzuge-

fügt. Dafür wurde die Konzentration von rCTP im Reaktionsansatz auf 0,1 mM verrin-

gert. Nach 2,5-stündiger Inkubation bei 37◦C erfolgte die Hydrolyse der template-DNA

durch Zugabe von 10 U DNase I recombinant RNase free (Roche Diagnostics GmbH)

und 30-minütige Inkubation bei 37◦C. Die Reinigung der synthetisierten RNA erfolgte

mit Hilfe des Nucleospin RNA II Kits (MACHEREY-NAGEL GmbH) oder des GeneJET

RNA Purification Kits (Thermo Scientific) nach Angaben des jeweiligen Herstellers.

2.4.3 Reinigung von Nukleinsäuren

Die Phenol/Chloroform-Extraktion ist ein Verfahren zur Reinigung von Nukleinsäuren

aus Reaktionsansätzen. Phenol und Chloroform denaturieren die in der Lösung enthal-

tenen Proteine. Diese sammeln sich daraufhin in der Interphase zwischen der oberen

hydrophilen und der unteren hydrophoben Phase. Die Nukleinsäuren liegen weiterhin

in der wässrigen Phase vor. Auf Grund der hohen Löslichkeit von Phenol in Chloro-

form bleibt die wässrige Phase weitgehend phenolfrei. Die zu reinigende Nukleinsäure-

haltige Lösung wurde zunächst mit dem äquivalenten Volumen Phenol/Chloroform/Iso-

amylalkohol (25:24:1) versetzt. Anschließend wurde die Lösung 1 min gemischt (Vortex

Genius 3), um sie homogen zu emulgieren. Daraufhin wurde das Gemisch 5 min zentri-

fugiert (Mikro 200, 13000 rpm). Nach der Zentrifugation (Mikro 200, 13000 rpm) wurde

die wässrige Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit dem äquivalenten

Volumen Chloroform erneut extrahiert. Nach erneuter 5-minütiger Zentrifugation (Mi-

kro 200, 13000 rpm) wurde die wässrige Phase abermals in ein neues Reaktionsgefäß

überführt. Durch diesen Schritt wird in der hydrophilen Phase verbliebenes Phenol ent-

fernt. Die Nukleinsäuren wurden anschließend präzipitiert (siehe 2.4.4).

2.4.4 Präzipitation von RNA

Zur Fällung der RNA wurden 100µl der Lösung mit jeweils 18µl 6 M Ammoniumacetat

und 236µl absolutem Ethanol versetzt, mehrmals invertiert und die RNA für 20 min bei

Raumtemperatur präzipitiert. Nach der Zentrifugation (Mikro 200R, 13000 rpm, 15 min,
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20◦C) wurde der Überstand entfernt und das Pellet zweimal mit je 500µl 70% Ethanol

gewaschen und jeweils für 10 min zentrifugiert (Mikro 200R, 13000 rpm, 20◦C). Das

RNA-Pellet wurde 10 min bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend in H2Onf

resuspendiert. Die RNA-Lösungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C ge-

lagert.

2.4.5 Generierung doppelsträngiger RNA

Zur Generierung von siRNA-Duplexen wurden jeweils 20µM des guide strands und

passenger strands in annealing-Puffer [30 mM HEPES–KOH, pH 7,4; 100 mM Kaliu-

macetat; 2 mM Magnesiumacetat] für 1 min bei 90◦C und anschließend für 60 min bei

37◦C inkubiert.

Für die Hybridisierung längerer RNAs wie z.B. der R3.5-Region wurden äquimolare

Mengen an sense- und antisense-Transkripten für 2 min bei 94◦C in STE-Puffer [10 mM

Tris, pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA] denaturiert und innerhalb von 30 min auf 25◦C

abgekühlt. Die RNA-Lösungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80◦C gela-

gert.

2.4.6 Generierung von siRNA-Pools mittels ShortCut RNase I II

Zur Generierung von siRNA-Pools wurden 20µg doppelsträngige RNA mit ShortCut

RNase III (NEB) behandelt. Die Reaktion erfolgte entsprechend der Anweisungen des

Herstellers. Die resultierenden RNA-Fragmente wurden auf einem nativen Tris–Borat

Polyacrylamidgel aufgetrennt und anschließend in TNES-Puffer [10 mM Tris; 0,1% (w/v)

SDS; 300 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 7,5] eluiert.

2.4.7 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren erfolgte mit Hilfe eines Eppendorf-

Bio-Photometers bei 260 nm. Bei dieser Wellenlänge entspricht ein Extinktionswert von

1 einer RNA-Konzentration von 40 ng/µl. Zusätzlich wurde die Absorption bei 280 nm

bestimmt, da bei dieser Wellenlänge Proteine absorbieren, die die Probe verunreinigen

können. Der Quozient A260/A280 zeigt deshalb die Reinheit der Probe an. Ist dieser Wert

kleiner als 1,7, ist die RNA-Präparation verunreinigt, ist der Wert größer als 1,7 weist

die RNA-Präparation keine Verunreinigung mit Proteinen auf.

2.4.8 Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die denaturierende Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde im Rahmen die-

ser Arbeit zur Analyse kleinerer RNAs mit einer Größe zwischen 20 nt und 800 nt und

37



2 MATERIAL UND METHODEN

zur Analyse [32P]-markierter RNAs verwendet. Die Gele enthielten zwischen 5 - 15%

Acrylamid (19:1) (Carl Roth GmbH) sowie 8 M Harnstoff in 1 x TBE-Puffer [89 mM

Tris/HCl, pH 8,3; 89 mM Borsäure; 2 mM EDTA]. Die Polymerisation wurde durch Zuga-

be von 0,08% (w/v) APS und 0,17% (v/v) TEMED gestartet. Die RNA-Proben wurden

mit 2 x RNA-Ladepuffer [90% (v/v) deionisiertes Formamid; 10 mM Tris/HCl pH 7,4;

2 mM EDTA; 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 0,1% (w/v) Xylencyanol] versetzt, 5 min bei

95◦C denaturiert und auf Eis abgekühlt. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x TBE-Puffer

bei 300 -500 V. Bei Bedarf wurde das Gel nach Beendigung der Gelelektrophorese

durch 30-minütige Inkubation in 5%iger Essigsäure fixiert und auf Whatman-Papier

vakuumgetrocknet (Unigeldryer 3545D, Biorad). Die Analyse [32P]-markierter RNAs er-

folgte durch Autoradiographie (siehe 2.4.9). Die Detektion unmarkierter RNAs erfolgte

mit Hilfe einer UV-Lampe (Spectroline) bei 312 nm und einer Dünnschichtchromato-

graphie-Platte (Riedel-Häen). Als RNA-Größenstandard wurde der Low Range RNA

Ladder (Thermo Scientific) verwendet. Bei Bedarf wurde dieser nach Angaben des

Herstellers vor dem Einsatz radioaktiv markiert.

2.4.9 Autoradiographie

Die Autoradiographie wurde zur Detektion radioaktiv markierter RNAs verwendet. Nach

der Vakuumtrocknung der Gele wurde ein Storage Phosphor Screen S 230 (GE Heal-

thcare) aufgelegt. Nach der Exposition des Screens wurde dieser mit einem Phosphoi-

mager (Storm 860, Molekular Dynamics) eingelesen. Die Autoradiogramme wurden

gegebenenfalls mit dem Programm ImageQuant 5.0 Build 050 (Molecular Dynamics

Inc., Sunnyvale, USA) quantitativ ausgewertet.

2.4.10 Phosphorylierung von RNA

Die Phosphorylierung von 5’-Hydroxylgruppen von RNA wurde im Rahmen dieser Ar-

beit zur endständigen radioaktiven RNA-Markierung durchgeführt. Der entsprechende

Reaktionsansatz ist in Tabelle 2.7 aufgeführt. Die Reaktion wurde für 30 min bei 37◦C

inkubiert und das Enzym anschließend durch Zugabe von 1µl 0,5 M EDTA (pH 8,0)

und 10-minütige Inkubation bei 75◦C inaktiviert. Die Reinigung des Reaktionsansat-

zes erfolgte mit Hilfe der MicroSpin G-25 Columns (GE Healthcare) entsprechend der

Angaben des Herstellers. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20◦C ge-

lagert.
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Komponenten

10 x T4 PNK Puffer A 2µl

[γ-32P]-ATP (10µCi/µl) 4µl

ATP (10µM) 2µl

dephosphorylierte RNA 2 - 4µg

T4 PNK (10 U/µl, Thermo Scientific) 2µl

H2Onf ad 20µl

Tabelle 2.7 Reaktionsansatz zur 5’-Phosphorylierung von RNA.

2.4.11 Reverse Transkription

Die reverse Transkription (RT) ist eine Methode zur cDNA-Synthese ausgehend von

einem RNA-template. Dies ermöglicht die Klonierung von Genen oder die Quantifizie-

rung der Genexpression mittels quantitativer real time-PCR. Für die reverse Transkrip-

tion polyadenylierter RNAs wurde ein oligo-dT-Primer verwendet. Die cDNA-Synthese

nicht-polyadenylierter RNAs erfolgte mit Hilfe sequenzspezifischer Primer. Die reverse

Transkription der vsiRNAs erfolgte nach einem modifizierten Protokoll mit speziellen

stem loop-Primern.

Die reverse Transkription erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20µl. Zunächst wur-

den 0,1 - 2µg der zu transkribierenden RNA und 20 pmol des RT-Primers in einem

Gesamtvolumen von 12,5µl gemischt und für 5 min bei 70◦C inkubiert. Anschließend

wurde der Reaktionsansatz auf Eis abgekühlt und die entsprechenden Volumina an

Puffer, dNTPs und RiboLock zum Ansatz hinzugegeben. Nach fünfminütiger Inkuba-

tion bei 37◦C wurden 100 U reverse Transkriptase (RevertAid Reverse Transkriptase,

Thermo Scientific) zugesetzt und der Reaktionsansatz 1 h bei 45◦C inkubiert. Anschlie-

ßend wurde die Reaktion durch zehnminütige Inkubation bei 70◦C abgestoppt. Bis zur

weiteren Verwendung wurde die cDNA bei -20◦C gelagert.

Komponenten

RNA 0,1 - 2µg

RT-Primer 20 pmol

H2Onf ad 12,5µl

5 x RT-Puffer 4µl

dNTP-Mix (je 10 mM) 2µl

RiboLock, RNase-Inhibitor (40 U/µl) 0,25µl

RevertAid Reverse Transkriptase (200 U/µl) 0,5µl

Tabelle 2.8 Reaktionsansatz einer reversen Transkription zur cDNA-Synthese.
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2.4.11.1 Reverse Transkription maturer vsiRNAs

Dieses Protokoll wurde für die cDNA-Synthese maturer vsiRNAs mit Hilfe eines stem

loop-Primers entwickelt und ermöglicht die nachfolgende Quantifizierung durch real

time-PCR (siehe 2.3.9). Damit die Sekundärstruktur des Primers vor Beginn der Re-

aktion nicht aufgeschmolzen wird, erfolgt das annealing des stem loop-Primers an die

mature vsiRNA für 30 min bei 16◦C. Anschließend erfolgt die cDNA-Synthese durch

30-minütige Inkubation des Reaktionsansatzes bei 42◦C. Die Reaktion kann durch 10-

minütige Inkubation bei 70◦C abgestoppt werden. Die cDNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -20◦C gelagert. Die reverse Transkription erfolgte in einem Gesamt-

volumen von 20µl.

Komponenten

5 x RT-Puffer 4µl

dNTP-Mix (je 10 mM) 2µl

RT-stem loop-Primer 20 pmol

RT-Primer für internen Standard 10 pmol

RNA 0,1µg

RiboLock, RNase-Inhibitor (40 U/µl) 0,25µl

RevertAid Reverse Transkriptase (200 U/µl) 0,5µl

H2Onf ad 20µl

Tabelle 2.9 Reverse Transkription maturer vsiRNAs.

2.4.11.2 5’-RACE (Rapid amplification of cDNA ends )

Die 5’-RACE ist eine Methode zur Identifizierung unbekannter 5’-Enden von Nukle-

insäuresequenzen ausgehend von einer bereits bekannten 3’-Sequenz. Im Rahmen

dieser Arbeit wurde die 5’-RACE verwendet, um das 5’-Ende von 3’-Spaltfragmenten

der RISC-vermittelten RNA-Spaltung zu identifizieren.

Die zu klonierenden 3’-RNA-Spaltprodukte wurden zunächst mit Hilfe eines 5%igen de-

naturierenden Harnstoff-Polyacrylamid-Gels aufgetrennt und die entsprechenden Ban-

den aus dem Gel ausgeschnitten. Die Elution aus dem Gel erfolgte durch Zugabe von

500µl TNES-Puffer und anschließende Inkubation bei Raumtemperatur über Nacht.

Die RNA wurde durch zweimalige Phenol-Chloroform-Extraktion (siehe 2.4.3) gereinigt

und durch Zugabe von 3 Vol. Ethanol und 0,1 Vol. Natriumacetat (pH 5,2) präzipitiert.

Im Anschluss erfolgte die Ligation eines 5’-Adapter-RNA-Oligonukleotids (5’-GCUG-

AUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3’) an die isolierte
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RNA durch die T4 RNA-Ligase (Promega). Anschließend erfolgte die reverse Tran-

skription (siehe 2.4.11) der RNA mit der RevertAid reversen Transkriptase (Thermo

Scientific). Der entsprechende RT-Primer bindet dabei an das bekannte 3’-Ende des

zu klonierenden RNA-Fragments. Der in der nachfolgenden PCR verwendete forward

Primer (5’-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3’) bindet innerhalb der 5’-Adapterse-

quenz. Als reverse Primer wurde der zuvor verwendete RT-Primer genutzt. Im An-

schluss wurden die PCR-Fragmente entsprechend der Angaben des Herstellers in den

pGEM-T Easy Vektor (Promega) kloniert.

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lämmli

Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ist eine Me-

thode zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht. Die Proteinproben

wurden mit 4 x SDS-Probenpuffer [20 mM Tris/HCl; 12% (w/v) SDS; 40% (v/v) Glyce-

rin; 0,02% (w/v) Bromphenolblau; 10% (v/v) β-Mercaptoethanol] versetzt und für 5 min

bei 95◦C inkubiert. Nach dem Abkühlen auf Eis wurden in der Regel 20µg Protein auf

das Polyacrylamid-Gel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 1 x Lämmli-Puffer [25 mM

Tris/HCl; 0,1% (w/v) SDS; 192 mM Glycin] verwendet. Die Polyacrylamid-Gele bestan-

den aus einem 4%igen Sammel- und einem 10%igen Trenngel, deren Zusammenset-

zungen in der folgenden Tabelle zusammengefasst sind. Die Elektrophorese erfolgte

je nach Größe des Polyacrylamidgels bei 30 - 45 mA.

Sammelgel Trenngel

(4% Acrylamid) (10% Acrylamid)

Trenn- / Sammelgelpuffer 1,25 ml 4,4 ml

H2O 3,05 ml 7 ml

AA/Bis (30%) 0,65 ml 6 ml

APS (10%) 50µl 100µl

TEMED 20µl 50µl

4 x Sammelgelpuffer 4 x Trenngelpuffer

Tris/HCl 250 mM Tris/HCl 1,5 mM

SDS 0,2% (w/v) SDS 0,4% (w/v)

pH 6,8 pH 8,8
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2.5.2 Immunpräzipitation - Affinitätsreinigung

Die Immunpräzipitation wurde zur Anreicherung von verschiedenen AGO-Proteinen

und deren Interaktionspartnern (Proteine, siRNAs) verwendet. Das Prinzip beruht auf

der Kopplung des Fc-Teils eines spezifischen IgG-Molekühls an eine Matrix. Anschlie-

ßend wird die antikörpergekoppelte Matrix wird mit dem Proteingemisch versetzt. Durch

die spezifische Antigen-Antikörper-Bindung kann das gewünschte Protein aus einem

Proteingemisch gereinigt und angereichert werden. Bei starken Protein-Protein-Inter-

aktionen können auch potentielle Interaktionspartner nachgewiesen werden.

Zur Präzipitation von FLAG-AGO-Varianten aus BYL wurde das ANTI-FLAG M2 affi-

nity gel System (Sigma Aldrich) verwendet. Dazu wurde zunächst FLAG-AGO-mRNA

in vitro für 1 h bei 25◦C in BYL translatiert (siehe 2.2.3.3) und anschließend das Re-

aktionsvolumen mit IPB-Puffer [20 mM HEPES/KOH pH 7,6; 150 mM NaCl; 0,5% (v/v)

NP-40; 1 mM DTT] auf 450µl aufgefüllt. Die Protein A-Sepharose-beads wurden 3 x mit

je 500µl IPB-Puffer gewaschen und durch Zentrifugation (Mikro 200, 1 min, 5000 rpm,

4◦C) pelletiert und mit den 450µl des BYL versetzt. Die Inkubation erfolgt bei 4◦C

über Nacht. Anschließend wurden die mit Anti-FLAG-Antikörper gekoppelten Protein

A-Sepharose-beads (ANTI-FLAG M2 Affinity Gel, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)5 x mit

IPB-Puffer gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurden die beads mit 4 x SDS-

Probenpuffer versetzt und die Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(siehe 2.5.1) aufgetrennt.

Für die Analyse co-präzipitierter vsiRNAs wurden die Protein A-Sepharose-beads nach

der Immunpräzipitation mit 20µg Proteinase K (Thermo Scientific) versetzt und in An-

wesenheit von 0,5% (w/v) SDS für 30 min bei 37◦C inkubiert. Die Reinigung der im

Reaktionsansatz enthaltenen RNA wurde wie in 2.2.3.5 beschrieben durchgeführt.

2.5.3 Western blotting

Das Western blotting ist eine Methode, die eine qualitative und quantitative Bestim-

mung einzelner Proteine innerhalb eines komplexen Proteingemisches ermöglicht.

Der Transfer der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine aus einem Polyacrylamid-

gel auf eine Trägermembran erfolgte nach dem semi dry -Blotverfahren. Zunächst wur-

den das Whatman-Papier und die Nitrocellulose-Membran (LI-COR) für 2 min in 1 x

Transferpuffer [48 mM Tris; 39 mM Glycin; 1,3 mM SDS; 20% (v/v) Methanol] eingelegt.

Anschließend erfolgte der Transfer der zuvor durch SDS-PAGE (2.5.1) aufgetrennten

Proteine für 2 h bei 0,8 V pro cm2. Anschließend wurde die Membran zweimal für je

5 min in TBST-Puffer [20 mM Tris/HCl pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,05% (v/v) Tween 20]

gewaschen. Die Membran wurde für 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4◦C

in blocking-Lösung [7,5% (w/v) SUCOFiN in TBST] inkubiert. Nach zweimaligem Wa-
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schen in TBST-Puffer wurde die Membran für 1 h in blocking-Lösung mit dem primären

Antikörpers inkubiert. Im Folgenden wurde die Membran erneut zweimal für je 15 min

mit TBST-Puffer gewaschen, um unspezifisch gebundenen Antikörper zu entfernen.

Nach der einstündigen Inkubation der Membran in der blocking-Lösung mit dem sekun-

dären Antikörper wurde die Membran dreimal für je 15 min mit TBST-Puffer gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit Hilfe des Odyssey Infrarot Scanners (LI-COR, Lincoln, USA).

Die Auswertung der Western blots erfolgte mit Hilfe des Programms Odyssey 2.1 (LI-

COR). Im Anschluss wurde die Membran in TBS-Puffer [2 mM Tris/HCl, pH 7,5; 15 mM

NaCl] bei 4◦C gelagert werden.

I Anti-AGO1 (Nicotiana benthamiana) Kaninchen (polyklonal)

zur Verfügung gestellt von V. Pantaleo 1:1000 in blocking-Lösung

II Anti-HSP70 (Nicotiana benthamiana) Maus (monoklonal)

Abcam 1:1000 in blocking-Lösung

III Anti-FLAG M2 Maus (monoklonal)

Stratagene 1:5000 in blocking-Lösung

IV IR-dye 800CW Anti-mouse IgG Affe (monoklonal)

LI-COR 1:10000 in blocking-Lösung

V IR-dye 800CW Anti-rabbit IgG, Affe (monoklonal)

LI-COR 1:10000 in blocking-Lösung

2.5.4 Silberfärbung

Die SDS-Polyacrylamidgele (10 x 10 cm) wurde nach der Gelelektrophorese für 5 min

in 60 ml Lösung I [50% (v/v) Aceton; 1,25% (w/v) Trichloressigsäure; 25µ l (v/v) Formal-

dehyd (37%)] fixiert und danach 3 x 5 s, 1 x 5 min und nochmals 3 x 5 s mit H2Odd ge-

waschen. Anschließend wurde das Gel für 5 min in 60 ml 50% Aceton und für 1 min in

60 ml einer 0,03%igen (w/v) Natriumthiocyanat-Lösung inkubiert. Danach wurde das

Gel erneut 3 x für 5 s in H2Odd gewaschen. Die Imprägnierung des Polyacrylamid-Gels

erfolgte durch 8-minütige Inkubation in 60 ml Lösung II [0,19% (w/v) Silbernitrat AgNO3;

0,6 ml (v/v) Formaldehyd (37%)]. Nach kurzem Waschen des Gels in H2Odd (3 x 5 s)

erfolgte die Entwicklung in 60 ml Lösung III [1,2 g Na2CO3; 25µl 37%iges (v/v) Formal-

dehyd; 0,008% (w/v) Natriumthiocyanat]. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch

Inkubation des Gels in 1%iger Essigsäure.
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3.1 Rekonstitution der RISC-vermittelten RNA-Spaltung in vitro

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden in BYL, einem

zytoplasmatischen Extrakt aus entvakuolisierten Nicotiana tabacum-Protoplasten,

durchgeführt. Es konnte bereits in früheren Arbeiten gezeigt werden, dass die Überex-

pression von NtAGO1 im BYL in Anwesenheit einer exogenen siRNA die Formierung

eines aktiven AGO1/RISCs ermöglicht [55]. Aus diesem Grund wurde zunächst ver-

sucht das RNA-silencing in vitro zu rekonstituieren.

Entsprechend vorhergehender Ergebnisse [55] wurde die Quantität von NtAGO1 durch

in vitro Translation im BYL erhöht (siehe Abbildung 3.1A). Zu diesem Zweck wurde der

ORF von AGO1 aus Nicotiana tabacum in einen modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor

(siehe 6) kloniert. Ausgehend von diesem Vektor wurde die NtAGO1-mRNA unter Ver-

wendung eines 5’-cap-Analogons und mit einem 30 nt langen Poly(A)-Schwanz trans-

kribiert (siehe 2.4.2). Dies führt zu einer Erhöung der Stabilität und Translationsaktivität

der NtAGO1-mRNA im BYL (Daten nicht gezeigt). Die Formierung des RISCs erfolg-

te durch die Zugabe der gf698-siRNA zur in vitro Translationsreaktion der NtAGO1-

mRNA. Die gf698-siRNA besitzt eine Länge von 22 nt und wurde bereits in frühe-

ren Arbeiten beschrieben [55]. Nach der Formierung des RISC erfolgte die Bindung

des guide strands (gs) der gf698-siRNA an eine komplementäre Sequenz innerhalb

der GFP- (green fluorescent protein) target-RNA und die endonukleolytische Spaltung

der GFP-RNA. Auf Grund der hohen endogenen Ribonuklease-Aktivität erfolgt im BYL

ein schneller, unspezifischer Abbau langer RNAs [39]. Um den unspezifischen RNA-

Abbau zu minimieren, wurde ein 432 nt langes Fragment der GFP-mRNA anstelle der

Gesamt-mRNA als target-RNA verwendet. Der Verlauf dieses Assays, der im Folgen-

den als „cleavage assay “ (siehe 2.2.3.6) bezeichnet wird, ist in Abbildung 3.1B sche-

matisch dargestellt.

Die RISC-vermittelte Spaltung der GFP-RNA konnte in vitro reproduziert werden (siehe

Abbildung 3.1C). Bei der NtAGO1/RISC-Formierung in Anwesenheit der gf698-siRNA

konnten Spaltfragmente der 32P-markierten GFP-target-RNA der erwarteten Größe

von 335 nt und 98 nt detektiert werden (siehe Abbildung 3.1C, Spur 3). In Abwesenheit

von in vitro translatiertem NtAGO1 (Spur 1) oder bei fehlender Beladung von NtAGO1

mit gf698-siRNA (Spur 2) konnte keine gf698-vermittelte Spaltung der GFP-mRNA

detektiert werden.

Durch die fehlende endogene RISC-Aktivität im BYL können verschiedene AGO-Pro-

teine mit unterschiedlichen siRNAs beladen und deren Effekt auf die jeweils verwen-

dete target-RNA untersucht werden.
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Wie bereits durch Iki et al. gezeigt werden konnte, wurde auch in diesem Experiment

deutlich, dass das BYL nur eine geringe endogene RISC-Aktivität aufweist. Durch

die Überexpression der AGO-mRNA in Anwesenheit exogener siRNAs können akti-

ve RISCs gegen bestimmte target-Sequenzen programmiert werden.
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Abbildung 3.1 In vitro RISC-Aktivität in BYL. (A) Quantifizierung von NtAGO1 in BYL.
Western Blot von NtAGO1 in naivem BYL (Spur 1) und NtAGO1, welches durch in vi-
tro Translation in BYL überexprimiert wurde (Spur 2). Es wurden jeweils gleiche Men-
gen des Lysats aufgetragen. (B) Schematische Darstellung eines cleavage assays. AGO
wird in Anwesenheit einer exogenen siRNA in vitro translatiert. Danach erfolgt die Zuga-
be einer 32P-markierten target-RNA und die Analyse der Spaltfragmente. (C) Cleavage
assay einer GFP-RNA mit gf698-siRNA. Die Spaltung der GFP-RNA erfolgte ausschließ-
lich bei der Beladung von NtAGO1 mit gf698-siRNA (Spur 3). Die resultierenden Spalt-
fragmente wurden mit einem Stern gekennzeichnet und entsprechen der erwarteten Grö-
ße von 335 nt und 98 nt. Ohne die Überexpression von NtAGO1 (Spur 1) oder bei fehlen-
der Beladung des AGO-Proteins mit einer exogenen siRNA (Spur 2) wurde keine Spaltung
der GFP-RNA beobachtet. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und
Autoradiographie.

3.2 Rekonstitution des antiviralen RNA- silencing in vitro

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das BYL die Formierung eines aktiven RISC er-

möglicht, sollte nun das in vitro System verwendet werden, um zu untersuchen, ob die

generierten RISCs auch die Spaltung einer viralen RNA vermitteln. Zu diesem Zweck

wurde zunächst eine geeignete virale target-RNA generiert.

Auf Grund der hohen Stabilität und Replikationsrate von TBSV-DI-RNAs werden diese

häufig für Replikationsstudien im BYL verwendet [39]. Allerdings wurden viele DI-RNAs

als ungeeignete targets für eine RISC-vermittelte Spaltung beschrieben [144].

Um ein RNA-Substrat zu generieren, das zum Einen eine effiziente in vitro Replikation
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zeigt, zum Anderen aber auch ein gutes target für die antivirale Immunantwort darstellt,

wurde durch Dr. Torsten Gursinsky eine modifizierte Version der TBSV DI-B10-Wildtyp-

RNA generiert. Diese sogenannte DI-R3.5-RNA enthält zusätzlich zu den Regionen

RI - RIV die R3.5-Region (siehe Abbildung 3.2A). Diese 180 bp lange Sequenz befin-

det sich innerhalb des TBSV-Genoms zwischen den Regionen RIII und RIV und enthält

die 3’CITE. Das R3.5-Element wurde als target-Region für die RISC-vermittelte RNA-

Spaltung gewählt, da es bereits für das Cymbidium ringspot virus (CymRSV), einem

zum TBSV nahe verwandten (+)Strang-RNA-Virus, als Spaltungs-hotspot beschrie-

ben wurde [108, 145]. Um die Funktionalität der DI-R3.5-RNA zu überprüfen wurde

zunächst ein Replikationsassay in BYL durchgeführt (siehe Abbildung 3.2A). Es konn-

te gezeigt werden, dass die DI-R3.5-RNA in vitro mit ähnlicher Effizienz repliziert wird

wie die DI-B10-RNA (siehe Abbildung 3.2C).
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Abbildung 3.2 Aufbau und in vitro Replikation von TBSV-DI-RNAs. (A) Schematische
Darstellung eines Replikationsassays. Die viralen Untereinheiten des viralen Replikations-
komplexes (VRC) werden durch in vitro Translation der p33- und p92-mRNAs generiert. Die
Replikation wird durch Zugabe einer viralen (+)DI-RNA initiiert. (B) Schematische Darstel-
lung der DI-B10- und DI-R3.5-RNA. Die DI-B10-RNA [64] besteht aus den für die Replikati-
on essentiellen Regionen RI - RIV. Das DI-R3.5 enthält zusätzlich die R3.5-Region, die sich
zwischen RIII und RIV befindet. (C) Vergleich der Replikationseffizienz des DI-B10 und DI-
R3.5. Die Detektion der Replikationsprodukte (RP) erfolgte durch denaturierende PAGE und
Autoradiographie des in neue RNA-Moleküle eingebauten [α-32P]CTPs. DI-B10 und DI-R3.5
replizierten in vitro mit vergleichbarer Effizienz (Vergleich Spur 2 und 4). In Abwesenheit von
p92 wurden keine Replikationsprodukte detektiert (Spur 1 und 3).

Im Anschluss sollte untersucht werden, ob auch die R3.5-Region von TBSV ein mögli-

ches target für die RISC-vermittelte Spaltung darstellen kann. Zu diesem Zweck wurde

ein cleavage assay mit der DI-R3.5-RNA durchgeführt.

Da zu diesem Zeitpunkt noch keine Informationen zu vsiRNAs aus der R3.5-Region

von TBSV vorlagen, wurde zunächst eine Mischung (Pool) unterschiedlicher vsiRNAs

generiert. Zu diesem Zweck wurden die sense- und antisense-Transkripte der R3.5-
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Region hybridisiert (siehe 2.4.5) und die (ds)R3.5-RNA anschließend mit ShortCut

RNase III (New England Biolabs, Ipswich, USA) behandelt. Dieses Enzym gehört wie

DCL zur RNase III-Familie und prozessiert 18 - 25 nt lange siRNA-Duplexe aus dop-

pelsträngiger RNA. Auf diese Weise wurden verschiedene vsiRNA-Spezies aus der

R3.5-RNA generiert, die nach der Bindung durch NtAGO1 die Spaltung der DI-R3.5-

RNA im Bereich der R3.5-Region mediieren sollten. Da diese vsiRNAs (im Folgenden

bezeichnet als (ds)R3.5-siRNA-Pool) aus einer doppelsträngigen RNA generiert wur-

den, besitzt jeweils ein Strang des vsiRNA-Duplexes eine vollständige Komplementa-

rität zur viralen (+)RNA, der jeweils andere entsprechend zur viralen (-)RNA, die als

Intermediat während der Replikation gebildet wird. Aus diesem Grund wurde erwartet,

dass die vsiRNAs des (ds)R3.5-siRNA-Pools zur Spaltung beider viralen RNA-Stränge

führen können (siehe Abbildung 3.3A).
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Abbildung 3.3 Cleavage assay mit (+) und (-)DI-R3.5-RNA und dem (ds)R3.5-siRNA-
Pool. (A) Schematische Darstellung des durchgeführten cleavage assays von DI-R3.5-
RNA. Der verwendete vsiRNA-Pool wurde mit ShortCut RNase III aus (ds)R3.5-RNA ge-
neriert. Diese vsiRNAs können sowohl die (+)DI-R3.5 als auch die (-)DI-R3.5-RNA spalten.
Welcher der beiden RNA-Stränge gespalten wird, ist abhängig vom Ursprung des im RISC
gebundenen vsiRNA guide strands. (B) Aus (ds)R3.5-RNA wurde durch ShortCut RNase
III-Verdau ein Pool verschiedener vsiRNAs generiert, der zur Beladung von in vitro transla-
tiertem NtAGO1 verwendet wurde. Im Anschluss erfolgte die Zugabe 32P-markierter (+)- oder
(-)DI-R3.5-target-RNA. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Auto-
radiographie. Die Spaltfragmente sind durch Sterne gekennzeichnet (Spur 2 und 4). Bei der
Beladung von NtAGO1 mit gf698-siRNA konnte keine Spaltung der target-RNA beobachtet
werden (Spur 1 und 3).

Um dies zu überprüfen wurden RISCs durch in vitro Translation der NtAGO1-mRNA

in Anwesenheit des (ds)R3.5-siRNA-Pools assembliert und so gegen die R3.5-Region

der DI-R3.5-RNA programmiert. Anschließend wurde ein cleavage assay mit in vitro
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transkribierter und 32P-markierter (+)DI-R3.5- bzw. (-)DI-R3.5-RNA durchgeführt. Es

konnte gezeigt werden, dass die Beladung von NtAGO1 mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool

zur Spaltung beider target-RNAs führt (siehe Abbildung 3.3B, Spur 2 und 4). Bei Bela-

dung von NtAGO1 mit gf698-siRNA konnten dagegen keine Spaltfragmente detektiert

werden, da diese keine komplementäre target-Sequenz innerhalb der DI-R3.5-RNA

besitzt (siehe Abbildung 3.3B, Spur 1 und 3).

Interessanterweise konnten in beiden Reaktionen jeweils nur 3 - 4 verschiedene 5’- und

3’-Spaltfragmente detektiert werden, obwohl im (ds)R3.5-siRNA-Pool eine Vielzahl ver-

schiedener vsiRNA-Spezies enthalten sind (Daten nicht gezeigt). Des Weiteren wurde

ein Großteil der viralen input-RNA nicht gespalten. Dies deutet darauf hin, dass vie-

le der durch ShortCut RNase III generierten vsiRNAs keine oder nur eine ineffiziente

Spaltung der target-RNA vermitteln.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der (ds)R3.5-siRNA-Pool eine effiziente Spal-

tung der nicht replizierenden DI-R3.5-RNA vermittelt, sollte untersucht werden, ob die

Beladung von NtAGO1 mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool zu einer Inhibition der

Replikation der DI-R3.5-RNA führen kann. Zu diesem Zweck wurde ein Replikations-

Inhibitionsassay etabliert, der in Abbildung 3.4A schematisch dargestellt ist. In diesem

Assay wurde die virale Replikation mit der antiviralen RISC-Aktivität in vitro kombiniert.

Dies ermöglichte die direkte Analyse des Einflusses des RISC auf die replizierende

RNA.

Zur Rekonstitution des viralen Replikationskomplexes wurden die p33-mRNA und die

p92-mRNA in vitro translatiert. In einer 2. separaten Reaktion erfolgte die Program-

mierung der NtAGO1/RISCs mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool. Im Anschluss wurden bei-

de Reaktionsansätze gemischt und die Replikation durch Zugabe von (+)DI-R3.5-RNA

initiiert. Durch die Verwendung 32P-markierter Nukleotide wurden, die während der Re-

plikation neu synthetisierten (+)RNA-Moleküle, nachgewiesen.

Wie in Abbildung 3.4B (Spur 3) gezeigt ist, führte die Beladung von NtAGO1 mit dem

(ds)R3.5-siRNA-Pool zu einer leichten Abnahme der Menge des gebildeten

Replikationsproduktes. Zusätzlich konnten die Spaltfragmente neu synthetisierter RNA-

Moleküle detektiert werden. Dieser leichte inhibitorische Effekt des RISC auf die virale

Replikation war der erste Hinweis darauf, dass das BYL die in vitro Rekonstitution des

RISC-vermittelten antiviralen RNA-silencings ermöglicht.
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Abbildung 3.4 Antivirales RNA- silencing in vitro . (A) Schematische Darstellung ei-
nes Replikations-Inhibitionsassays. In einem Reaktionsansatz erfolgt die Formierung des
NtAGO1/RISC. In einem separaten Ansatz erfolgt die in vitro Translation der Replikase-
Proteine p33 und p92 und die Rekonstitution des viralen Replikationskomplexes (VRC). Die
virale Replikation wird durch die Kombination der beiden Reaktionen und Zugabe der (+)DI-
R3.5-RNA als Replikations-template initiiert. (B) Replikations-Inhibitionsassay mit (ds)R3.5-
siRNA-Pool. In Abwesenheit von p92 fand keine virale Replikation statt (Spur 1). Die Repli-
kation in Anwesenheit von gf698-siRNA beladenem NtAGO1 erfolgte mit höherer Effizienz
als bei der Beladung von NtAGO1 mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool. Die Replikationsprodukte
(RP) und die detektierbaren Spaltfragmente (Stern) sind gekennzeichnet.

3.2.1 Die Inhibition der viralen Replikation erfolgt durch die Spaltung neu
synthetisierter (+)RNA

In den vorhergehenden Experimenten konnte das antivirale RNA-silencing in vitro re-

konstituiert werden. Da das BYL die Programmierung des RISC gegen eine spezifi-

sche target-Sequenz ermöglicht, sollte nun untersucht werden, ob sowohl (+) als auch

(-)RNA während der Replikation durch RISC gespalten werden können. Dies ist von

Bedeutung, da während der viralen Replikation sowohl (-)RNA-Replikationsinter-

mediate, als auch neue (+)RNA-Moleküle generiert werden, sodass beide RNA-Spezies

potentielle targets des antiviralen RNA-silencings darstellen.

Diese Untersuchung erforderte die eindeutige Unterscheidung der (+) und (-)RNA-

Spaltung während der viralen Replikation. Dies ist möglich, wenn nach der Bindung

durch NtAGO1 ausschließlich einer der beiden RNA-Stränge eines vsiRNA-Duplexes

als guide strand selektiert wird. Im Fall der gf698-siRNA wurde bereits beschrieben,

dass ausschließlich der gf698-guide strand durch NtAGO1 gebunden werden kann

[55]. Aus diesem Grund erlaubt die Insertion der gf698-target-Sequenz in sense-Ori-

entierung ausschließlich die Spaltung der (+)DI-R3.5-RNA, während die Insertion der
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3.2 Rekonstitution des antiviralen RNA-silencing in vitro

gf698-target-Sequenz in antisense-Orientierung ausschließlich die Spaltung der

(-)RNA ermöglicht (siehe Abbildung 3.5B).

Zusätzlich sollte der Einfluss der Sekundärstruktur der target-RNA auf die Effizienz

der RISC-vermittelten RNA-Spaltung untersucht werden, da in den vorhergehenden

Experimenten Unterschiede in der Effizienz der Spaltung der (+) und (-)DI-R3.5-RNA

durch den (ds)R3.5-siRNAPool beobachtet wurden (siehe Abbildung 3.3B). Eine mög-

liche Ursache für diese Unterschiede könnte eine unterschiedlich stark ausgeprägte

Sekundärstruktur beider target-RNAs darstellen. Aus diesem Grund wurde die gf698-

target-Sequenz mit Hilfe eines (ds)DNA-Oligonukleotids in einen einzel- oder dop-

pelsträngigen Bereich der R3.5-Region inseriert (siehe Abbildung 3.5A). Dabei sollte

durch die Berechnung der theoretischen Sekundärstruktur der R3.5-Region der DI-

GFP-Varianten durch das Strukturvorhersageprogramm mfold [180] eine Veränderung

der Sekundärstruktur der R3.5-RNA durch die durchgeführten Nukleinsäuresubstitu-

tionen vermieden werden.

Um zu überprüfen, ob alle DI-R3.5-Varianten durch den NtAGO1/RISC gespalten wer-

den können, wurde zunächst ein cleavage assay der 32P-markierten, nicht replizieren-

den Transkripte durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass alle 4 RNA-Varianten

durch die gf698-siRNA gespalten werden können (siehe Abbildung 3.5C). Dabei wur-

de deutlich, dass die Effizienz der Spaltung stark von der Sekundärstruktur der tar-

get-RNA abhängt. Die (+)DI-GFP2(s)-RNA enthält die GFP-target-Sequenz innerhalb

eines doppelsträngigen RNA-Motivs und wurde mit geringer Effizienz gespalten. Da-

gegen befindet sich die gf698-target-Sequenz der (+)DI-GFP1(s)-RNA in einem einzel-

strängigen, ungepaarten Bereich der R3.5-Region. Aus diesem Grund wurde die (+)DI-

GFP1(s)-RNA mit einer deutlich höheren Effizienz gespalten als die (+)DI-GFP2(s)-

RNA (siehe Abbildung 3.5C; Vergleich Spur 2 und 6).

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Replikation der DI-GFP-RNAs durch

NtAGO1/RISC inhibiert werden kann. Zu diesem Zweck wurde zunächst ein in vitro

Replikationsassay durchgeführt, um zu überprüfen ob alle generierten DI-GFP-

Varianten in vitro replizieren können. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die DI-

GFP1- als auch die DI-GFP2-RNAs mit der gleichen Effizienz wie die DI-R3.5-RNA

replizieren (Daten nicht gezeigt).

Anschließend wurde ein Replikations-Inhibitionsassay wie zuvor beschrieben durchge-

führt (siehe Abbildung 3.4A). Die Programmierung der NtAGO1/RISCs erfolgte durch

die gf698-siRNA. Da die Replikation ausschließlich durch Zugabe von (+)RNA initiiert

werden kann [133], wurde die Replikation ausgehend von der jeweiligen (+)DI-GFP-

Variante gestartet.
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Abbildung 3.5 Insertion der gf698- target -Sequenz in DI-RNAs. (A) Schematische Dar-
stellung der verwendeten DI-Varianten DI-GFP1 und DI-GFP2. Diese enthalten die gf689-
target-Sequenz (schwarze Linie) an verschiedenen Positionen innerhalb der R3.5-Region.
Die gestrichelte Linie repräsentiert eine Sequenz, die komplementär zur gf698-target-
Sequenz innerhalb der DI-GFP2-RNA ist. (B) Schematische Darstellung der Replikation mit
DI-GFP(s) und DI-GFP(as). Die gf698-target-Sequenz wurde sowohl in sense (s) als auch in
antisense (as) in die beiden target-RNAs DI-GFP1 und DI-GFP2 inseriert. Dies ermöglicht
die Unterscheidung zwischen der Spaltung von (+) und (-)RNA während der Replikation.
(C) Cleavage assay mit gf698-siRNA und DI-GFP-RNAs. Der Assay wurde wie in Abbildung
1B mit gf698-siRNA und 32P-markierten (+) und (-)DI-GFP-RNAs durchgeführt. Die target-
RNA (Pfeil) und die Spaltprodukte (Stern) wurden durch denaturierende PAGE und Autora-
diographie detektiert.

Zunächst wurden die DI-GFP1(s)- und die DI-GFP2(s)-RNA untersucht. Diese RNAs

enthalten die GFP-target-Sequenz in sense-Orientierung, sodass während der vira-

len Replikation ausschließlich die (+)RNA gespalten werden kann. Die Programmie-

rung des NtAGO1/RISC mit der gf698-siRNA führte bei der Verwendung beider DI-

GFP(s)-Konstrukte zu einer verminderten Bildung neuer Replikationsprodukte. Des

Weiteren konnten Spaltfragmente der erwarteten Größe detektiert werden (siehe Abbil-

dung 3.6A, Spur 3 und 9). Analog zum cleavage assay zeigten die (+)DI-GFP1(s)-RNA

und die (+)DI-GFP2(s)-RNA jedoch strukturbedingte Unterschiede in der Replikations-

Inhibition (siehe Abbildung 3.5C). So fiel der Effekt der Replikationsinhibition bei der

(+)DI-GFP1(s)-RNA deutlich stärker aus als bei der (+)DI-GFP2(s)-RNA (siehe Ab-

bildung 3.6A; Vergleich Spur 3 und 9). Mit Hilfe dieser Experimente konnte gezeigt

werden, dass die Sekundärstruktur der jeweiligen target-RNA einen direkten Einfluss

auf die Effizienz des antiviralen RNA-silencings besitzt.

Anschließend wurden die DI-GFP1(as)- und die DI-GFP2(as)-RNA untersucht. Die-
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3.2 Rekonstitution des antiviralen RNA-silencing in vitro

se RNAs enthalten die GFP-target-Sequenz in antisense-Orientierung, sodass wäh-

rend der viralen Replikation ausschließlich die (-)RNA gespalten werden kann. Bei

Verwendung dieser Konstrukte kann die Inhibition der Replikation nur indirekt nachge-

wiesen werden, da die Replikation von TBSV asymmetrisch verläuft und die Menge der

(-)RNA während der in vitro Replikation 200-fach geringer ist als die Menge der (+)RNA

[39]. Da die (-)RNA jedoch die Matrize für die Synthese neuer (+)RNA-Moleküle dar-

stellt, kann die Spaltung der (-)RNA der DI-GFP(as)-Konstrukte indirekt durch Abnah-

me des (+)RNA-Replikationsproduktes detektiert werden. Bei der Verwendung der DI-

GFP(as)-RNAs konnte jedoch keine Abnahme der Quantität der neu synthetisierten

(+)RNA beobachtet werden (siehe Abbildung 3.6A; Vergleich Spur 5 und 6, und 11

und 12). Dies steht im Gegensatz zu den durchgeführten cleavage assays, in denen

die nicht replizierenden DI-GFP(as)-Konstrukte mit hoher Effizienz gespalten werden

konnten (siehe Abbildung 3.5C).
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Abbildung 3.6 Das RNA- silencing erfolgt auf Ebene der (+)RNA. (A) Replikations-
Inhibitionsassay mit DI-GFP-RNA. Die Replikationsprodukte (RP) und die detektierbaren
Spaltfragmente (Stern) sind gekennzeichnet. In Abwesenheit von p92 findet keine virale Re-
plikation statt (Negativkontrolle; Spur 1, 4, 7 und 10). Bei fehlender Programmierung des
NtAGO1/RISC mit der gf698-siRNA konnten keine Spaltprodukte detektiert werden (Spur 2,
5, 8 und 11). Bei Beladung von NtAGO1/RISC mit gf698-siRNA war ausschließlich bei den
DI-GFP(s)-Konstrukten ein Effekt auf die virale Replikation detektierbar (Spur 3 und 9). (B)
Die Replikationsinhibition ist nicht auf die Spaltung der input-RNA zurückzuführen. Bei die-
sem Replikations-Inhibitionsassay erfolgte die Zugabe des NtAGO1/RISCs gleichzeitig (0 h;
Spur 1 - 3) oder 1 h nach Initiation der Replikation der (+)DI-GFP1-RNA (Spur 4 und 5). In
beiden Reaktionen konnte eine vergleichbare Verminderung gebildeter Replikationsproduk-
te (RP) als auch die Bildung von Spaltfragmenten (Stern) beobachtet werden. Bei fehlender
Programmierung des NtAGO1/RISC mit der gf698-siRNA konnten keine Spaltprodukte de-
tektiert werden (Spur 2 und 4). In Abwesenheit von p92 findet keine virale Replikation statt
(Negativkontrolle; Spur 1).
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Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass das (-)RNA-Replikationsintermediat wäh-

rend der viralen Replikation kein Substrat für die RISC-vermittelte Spaltung darstellt

und die Inhibition der Replikation ausschließlich durch die Spaltung der (+)RNA erfolg-

te.

Eine naheliegende Erklärung der beobachteten inhibitorischen Effekte des NtAGO1/

RISC auf die Replikation der DI-GFP(s)-Konstrukte wäre, dass die rekonstituierten

RISCs lediglich zur Spaltung der input-RNA führen könnten. Um dies zu überprüfen

wurde der NtAGO1/RISC zu verschiedenen Zeitpunkten zur Replikationsreaktion hin-

zugegeben. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe des NtAGO1/RISC auch 1 h

nach Beginn der Replikationsreaktion zu einer effizienten Inhibition der Replikation

führte (siehe Abbildung 3.6B; Spur 3 und 5). Aus diesem Grund kann die Spaltung der

input-RNA zu Beginn der Replikation nicht maßgeblich für den zuvor beobachteten

Effekt auf die DI-GFP(s)-RNAs verantwortlich sein.

Auf Grund dieser Daten wurde geschlussfolgert, dass die RISC-vermittelte Inhibition

der viralen Replikation im Wesentlichen über die Spaltung der (+)RNA erfolgt.

3.2.2 Die Repression der RISC-vermittelten Replikationsi nhibition durch den

silencing -Suppressor p19

Wie bereits beschrieben wurde, ist das virale p19-Protein ein Antagonist der antivira-

len Immunantwort. Es sollte untersucht werden, ob die Wirkung von p19 auch, in dem

im Rahmen des in dieser Arbeit etablierten in vitro Replikations-Inhibitionsassays zu

beobachten ist. Zu diesem Zweck wurden 25 U p19-Protein (NEB) zu verschiedenen

Zeitpunkten zur NtAGO1/RISC-Formierung hinzugegeben. Die Zugabe von p19 zu Be-

ginn der in vitro Translation der NtAGO1-mRNA führte zu einer verminderten Inhibition

der Replikation der (+)DI-GFP1(s)-RNA. Im Gegensatz dazu hatte die Zugabe von p19

1,5 h nach Beginn der 2,5-stündigen NtAGO1/RISC-Formierung keinen detektierbaren

negativen Effekt auf die Replikationsinhibition durch gf698-beladenen NtAGO1/RISC

(siehe Abbildung 3.7; Vergleich Spur 4 und 5). Diese Ergebnisse bestätigen frühere

Studien aus D. melanogaster, die darauf hindeuteten, dass die Inhibition des antivira-

len RNA-silencings durch p19 durch die Bindung freier siRNAs erfolgt [67]. Im Fall der

späteren Zugabe von p19 zur RISC-Formierung sind die siRNAs bereits durch die neu-

assemblierten NtAGO1/RISCs gebunden, sodass sie nicht mehr durch p19 gebunden

werden können.
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Abbildung 3.7 Suppression des antiviralen RNA- silencings durch p19. Die Replikations-
Inhibitionsreaktion wurde mit (+)DI-GFP1(s)-RNA durchgeführt. Die Beladung von NtAGO1
erfolgte mit gf698-siRNA. Die Zugabe des p19-Proteins erfolgte zu Beginn (1) und zum Ende
(2) der NtAGO1/RISC-Formierung. Spur 1: In Abwesenheit von p92 wurde kein Replikations-
produkt (RP) synthetisiert. Spur 2: NtAGO1 wurde in Abwesenheit der gf698-siRNA transla-
tiert, sodass keine Inhibition der Replikation stattfinden konnte (Negativkontrolle). Spur 3: Die
Programmierung des NtAGO1/RISC mit der gf698-siRNA führte zu einer deutlichen Vermin-
derung an gebildetem Replikationsprodukt (Positivkontrolle der Replikationsinhibition). Spur
4: Die Zugabe von p19 zu Beginn der RISC-Formierung führte zur Bildung von Replikations-
produkten. Spur 5: Die Zugabe von p19 90 min nach Beginn der RISC-Formierung führte zur
Inhibition der Replikation vergleichbar zu Spur 3. Die durch die Spaltung der Replikations-
produkte entstandenen RNA-Fragmente sind durch Sterne gekennzeichnet.

3.3 Untersuchung verschiedener AGO/RISCs bezüglich ihres

antiviralen Potentials

Durch die Etablierung des cleavage assays und des Replikations-Inhibitionsassays

konnten nun auch andere pflanzliche AGO-Proteine systematisch bezüglich ihrer RNA-

Spaltungsaktivität und inhibitorischen Wirkung auf die virale Replikation in vitro unter-

sucht werden. Zu diesem Zweck wurden 9 der 10 bekannten AGO-Gene aus Arabidop-

sis thaliana und AGO2 aus Nicotiana benthamiana (NbAGO2) analog zu NtAGO1 in

den bereits beschriebenen modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor (siehe 6) kloniert und

in den beschriebenen Assays getestet. Die zu untersuchenden AGO-Proteine wurden

jeweils durch in vitro Translation der entsprechenende mRNAs in BYL überexprimiert

(siehe Abbildung 3.8).

Nachdem gezeigt wurde, dass alle AGO-mRNAs erfolgreich im BYL in vitro transla-

tiert werden können, wurde zunächst ein cleavage assay mit der GFP-target-RNA
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Abbildung 3.8 Expression verschiedener AGO-Proteine in BY L. Die AGO-Proteine wur-
den durch in vitro Translation der entsprechenden mRNAs in Anwesenheit von L-[35S]-
Methionin synthetisiert. Eine Translationsreaktion ohne Zugabe exogener mRNA diente als
Negativkontrolle (Spur 1). Die Translation der firefly-Luciferase-mRNA diente als Positivkon-
trolle (Spur 2). Die Analyse der Translationsprodukte erfolgte durch SDS-PAGE und Auto-
radiographie. Die durch einen Stern markierten Proteinbanden entsprechen der erwarteten
Größe der einzelnen AGO-Proteine.

und der gf698-siRNA durchgeführt. Wie bereits beschrieben hängt die Bindung einer

siRNA durch ein AGO-Protein stark von dem 5’-Nukleotid und der Länge der siRNA ab.

Um die Bindungsspezifität der verschiedenen AGO-Proteine zu untersuchen, wurden

21 nt, 22 nt und 24 nt lange Varianten der gf698-siRNA in die cleavage assays einge-

setzt. Zusätzlich wurde jeweils das 5’-Nukleotid des gf698-guide strands durch die 3

anderen Basen substituiert.

Die Ergebnisse der cleavage und Replikations-Inhibitionsassays sind in Abbildung 3.9

exemplarisch für AtAGO1, AtAGO2 und AtAGO5 dargestellt. Die Ergebnisse, der an-

deren in Tabelle 3.1 aufgelisteten AGO-Proteine, sind im Anhang in Abbildung 6.1, 6.2

und 6.3 dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass AtAGO1, AtAGO2, AtAGO3, AtAGO4, AtAGO5,

AtAGO7, AtAGO9 und AtAGO10 bei Bindung der gf698-siRNA eine detektierbare

Spaltung der GFP-target-RNA hervorrufen können. Die Spaltung der GFP-target-RNA

erfolgte bei AtAGO1, AtAGO2, AtAGO3, AtAGO5 und AtAGO10 besonders effizi-

ent bei der Bindung von siRNAs mit einer Länge von 21 nt oder 22 nt. Die Spaltung

der GFP-target-RNA durch AtAGO4 und AtAGO9 erfolgte ausschließlich bei der Ver-

wendung 24 nt langer gf698-siRNA. Des Weiteren wurde deutlich, dass AtAGO1 und

AtAGO10 vor allem siRNAs mit einem 5’-U binden, während AtAGO2, AtAGO3,

AtAGO4, AtAGO7 und AtAGO9 vor allem siRNAs mit einem 5’-A binden. Die Bindung

von siRNAs mit 5’-C erfolgte nur bei AtAGO5 mit hoher Effizienz. Für AtAGO6 konnte

keine Spaltungsaktivität mit der gf698-siRNA gezeigt werden, sodass keine Aussagen

über die durch AtAGO6 präferierte siRNA-Länge oder das bevorzugte 5’-Nukleotid ge-

troffen werden können.
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Abbildung 3.9 Antivirales RNA- silencing durch verschiedene AGO-Proteine. (A) Clea-
vage assays für AtAGO1, AtAGO2 und AtAGO5 unter Verwendung verschiedener gf698-
siRNA-Varianten und 32P-markierter GFP-target-RNA. Die Formierung der AGO/RISCs er-
folgte mit 21 nt (Spuren 2 - 5), 22 nt (Spuren 6 - 9) und 24 nt (Spuren 10 - 13) langen gf698-
siRNAs. Das 5’-Nukleotid der entsprechenden gf698-siRNAs wurde dabei variiert. Die Detek-
tion der Spaltprodukte (SP) erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Als
Negativkontrolle wurde jeweils ein cleavage assay in Abwesenheit der gf698-siRNA durch-
geführt. (B) Replikations-Inhibitionsassay mit (+)DI-GFP1 RNA und AtAGO1, AtAGO2 und
AtAGO5. Die Formierung der AGO/RISCs erfolgte mit verschiedenen 21 nt gf698-siRNA-
Varianten, die ein 5’-U (AtAGO1), 5’-A (AtAGO2) oder 5’-C (AtAGO5) aufwiesen. Die die
Replikation durch Zugabe von (+)DI-GFP1(s) oder (+)DI-GFP1(as) initiiert. Die Replikations-
produkte (RP) und Spaltprodukte (Stern) sind markiert.
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siRNA 21 nt 22 nt 24 nt

5’ nt U A G C U A G C U A G C

NtAGO1 +++ ++ + ++ +++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++

AtAGO1 +++ ++ + ++ +++ ++ + + ++ ++ ++ ++

NbAGO2 ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ +++ ++ ++

AtAGO2 ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ + +++ + +

AtAGO3 - ++ - - - ++ - - - + - -

AtAGO4 - - - - - - - - - ++ + -

AtAGO5 ++ ++ ++ +++ +++ ++ + +++ + + + +++

AtAGO6 - - - - - - - - - - - -

AtAGO7 - + - - - - - - - - - -

AtAGO9 - - - - - ++ - - - ++ - -

AtAGO10 ++ - - - - + - - + - - +

Tabelle 3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse verschiedener cleavage assays . Die
cleavage assays wurden mit verschiedenen AGO-Proteinen aus A. thaliana (At), N. taba-
cum (Nt) und N. benthamiana (Nb) mit unterschiedlich langen gf698-siRNAs, die sich in
ihrem 5’-Nukleotid unterscheiden, durchgeführt. (+++) bezeichnet eine sehr starke Spaltung,
(++) eine starke Spaltung, (+) eine schwache Spaltung und (-) eine fehlende Spaltung der
GFP-target-RNA.

Als nächstes wurden die AGO-siRNA-Kombinationen mit der stärksten Spaltungsak-

tivität im Replikations-Inhibitionsassay mit (+)DI-GFP1(s)- und (+)DI-GFP1(as)-RNA

getestet. So erfolgte die Formierung des NtAGO1/RISC mit der gf698-siRNA mit einer

Länge von 21 nt und einem 5’-U, während AtAGO4/RISC und AtAGO9/RISC mit der

gf698-siRNA-Variante mit einem 5’-A und einer Länge von 24 nt getestet wurde. Es

konnte gezeigt werden, dass alle AGO-Proteine, die eine sehr starke (+++) bis star-

ke (++) Spaltung der nicht-replizierenden target-RNA vermittelten (siehe Tabelle 3.1)

auch eine Inhibition der Replikation viraler RNA hervorriefen. Analog zu den Ergeb-

nissen von NtAGO1 (siehe 3.2.1) führten AtAGO1, AtAGO2, AtAGO3, AtAGO4 und

AtAGO5 nur bei Verwendung der DI-GFP1(s)-RNA, die ausschließlich die Spaltung der

(+)RNA ermöglicht, zu einer Verminderung des gebildeten Replikationsproduktes. Bei

der Verwendung der DI-GFP1(as)-RNA, die ausschließlich die Spaltung der (-)RNA

ermöglicht, konnte dagegen keine Replikationsinhibition detektiert werden. Dies be-

deutet, dass die Replikationsinhibition aller bisher untersuchten AGO/RISC-Varianten,

die das antivirale RNA-silencing vermitteln können, ausschließlich durch die Spaltung

der (+)RNA erfolgt.
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3.4 Identifizierung effizienter viraler siRNAs

In vorangegangenen Experimenten, in denen ein Pool verschiedener vsiRNAs zur

Spaltung der DI-R3.5-RNA verwendet wurde, wurde deutlich, dass nur wenige der im

Pool enthaltenen vsiRNAs zu einer effizienten Spaltung der viralen target-RNA füh-

ren. Aus diesem Grund sollten in den folgenden Experimenten vsiRNAs identifiziert

werden, die das antivirale RNA-silencing effizient vermitteln können.

3.4.1 Untersuchung der DCL-Aktivität in vitro

In den vorhergehenden Experimenten wurde der (ds)R3.5-siRNA-Pool mit Hilfe der

ShortCut RNaseIII aus der doppelsträngigen in vitro transkribierten R3.5-RNA gene-

riert. Da die Verwendung der ShortCut RNaseIII ein artifizielles System zur Synthese

von vsiRNAs aus doppelsträngiger RNA darstellt, sollte zunächst untersucht werden,

ob das BYL eine endogene in vitro DCL-Aktivität besitzt, um vsiRNAs direkt im BYL

aus viraler RNA generierieren zu können.

Für diesen sogenannten DCL-Assay (siehe 2.2.3.5) wurde 32P-markierte (ds)R3.5-

RNA für 5 h im BYL inkubiert und die RNA anschließend mittels denaturierender PAGE

und Autoradiographie analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass das BYL die Prozessierung von vsiRNAs aus doppel-

strängiger RNA ermöglicht. Der Großteil der generierten vsiRNA besitzt eine Länge

von 24 nt. Dies deutet daurauf hin, dass das BYL aktives DCL3 enthält. Es konnten

jedoch auch kleinere vsiRNA-Spezies mit einer Länge von 21 nt oder 22 nt detektiert

werden (siehe Abbildung 3.10), die durch DCL2 oder DCL4 gebildet werden könnten

[4]. In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die in vitro DCL-Aktivität

außerdem die Bildung von vsiRNAs aus einzelsträngigen viralen RNAs wie der (+)DI-

B10-, (+)DI-R3.5- oder des vollständigen TBSV-Genoms ermöglicht (Daten nicht ge-

zeigt).

Als nächstes sollte untersucht werden, ob diese endogen durch DCL generierten vsiR-

NAs eine Spaltung der viralen target-RNA hervorrufen können und so der vollständi-

ge Prozess des RNA-silencing in vitro rekonstituiert werden kann. Zu diesem Zweck

wurde ein in vitro DCL-Assay mit (ds)R3.5-RNA durchgeführt. Gleichzeitig erfolgte im

gleichen Reaktionsansatz die in vitro Translation der AtAGO2-mRNA. Auf diese Wei-

se wurden die AtAGO2/RISCs gegen die R3.5-Region der DI-R3.5-target-RNA pro-

grammiert. Im Anschluss wurde ein cleavage assay mit 32P-markierter (-)DI-R3.5-RNA

durchgeführt. Dieser Assay wird im Folgenden als DCL-cleavage assay bezeichnet.
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Abbildung 3.10 Das BYL besitzt eine in vitro DCL-Aktivität. (A) Prozessierung von
(ds)R3.5-RNA zu vsiRNAs mit einer Größe von 21 nt - 24 nt. 32P-markierte (ds)R3.5-RNA
wurde für 5 h in BYL (Spur 2) oder als Kontrolle in 1x TR-Puffer (Spur 1) inkubiert. Die Analy-
se der Spaltprodukte (Stern) erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Als
Größenstandard wurden 32P-markierte 21 nt und 22 nt lange gf698-siRNAs verwendet. (B)
Cleavage Assay mit AtAGO2/RISC und verschiedenen vsiRNA-Pools. Die Generierung der
vsiRNAs erfolgte aus (ds)R3.5-RNA durch ShortCut RNaseIII-Verdau (Spur 2) oder durch en-
dogene DCL-Aktivität des BYL (Spur 3). Die Beladung des AtAGO2/RISC mit gf698-siRNA
diente als Negativkontrolle (Spur 1). Als target-RNA wurde 32P-markierte (-)DI-R3.5-RNA
verwendet.

Des Weiteren sollte überprüft werden, ob die ShortCut RNaseIII im Vergleich zur endo-

genen DCL-Aktivität ein authentisches System zur Generierung von vsiRNAs darstellt.

Zu diesem Zweck sollte untersucht werden, ob sich die Muster der Spaltfragmente

der durch ShortCut RNaseIII- bzw. endogenes DCL erzeugten vsiRNAs voneinander

unterscheiden.

Es konnte gezeigt werden, dass die endogen generierten vsiRNAs durch AtAGO2/

RISC gebunden werden und eine Spaltung der target-RNA hervorrufen können (siehe

Abbildung 3.10B). Des Weiteren wiesen die Spaltfragmente der target-RNA bei Ver-

wendung beider vsiRNA-Pools, die durch ShortCut RNaseIII bzw. endogenes DCL er-

zeugt wurden, jeweils die gleichen Größen auf. Die Programmierung des AtAGO2/RISC

mit der gf698-siRNA führte hingegen nicht zur endonukleolytischen Spaltung der RNA,

da diese keine komplementäre gf698-target-Sequenz enthält.

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass unabhängig von der Herstellungsme-

thode jeweils die gleichen vsiRNA-Spezies zur Spaltung der target-RNA führten. Dies

deutet darauf hin, dass die ShortCut RNase III und die endogene DCL-Aktivität zur Bil-

dung vergleichbarer vsiRNA-Spezies führt, sodass die ShortCut RNase III als System

zur Generierung authentischer vsiRNAs verwendet werden kann.

In diesen Experimenten wurde jedoch deutlich, dass die endogen generierten vsiRNAs
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zu einer schwächeren Spaltung der target-RNA führen (siehe Abbildung 3.10; Ver-

gleich Spur 2 und 3). Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass zu Beginn

der AtAGO2-Translation die Menge der gebildeten vsiRNAs im Vergleich zu den endo-

genen nicht-viralen sRNAs im Lysat zunächst sehr gering ist. Die Menge der vsiRNAs

steigt erst durch die Prozessierung der (ds)R3.5-RNA an, wodurch erst im späteren

Verlauf der AtAGO2-Translation vsiRNAs in den RISC eingebaut werden können. Im

Gegensatz dazu liegen die ShortCut RNase III-generierten vsiRNAs bereits zu Beginn

der Translationsreaktion in ausreichender Menge im Reaktionsansatz vor.

Des Weiteren ist zu erwähnen, dass NtAGO1 im Vergleich zu AtAGO2 oder AtAGO5 in

allen bisher durchgeführten DCL-cleavage assays keine oder nur eine sehr schwache

Spaltung der jeweiligen target-RNA zeigte (Daten nicht gezeigt). Die Ursachen dafür

sind bisher noch unklar.

3.4.2 Identifizierung effizienter vsiRNAs der (ds)R3.5-Reg ion

Mit Hilfe der folgenden Experimente sollten nun vsiRNAs aus dem (ds)R3.5-siRNA-

Pool identifiziert werden, die für die effiziente RISC-vermittelte Spaltung der DI-R3.5-

RNA verantwortlich sind. Zu diesem Zweck wurde ein cleavage assay mit NtAGO1 und

AtAGO2 durchgeführt (siehe Abbildung 3.11).

Aus den oben erläuterten Gründen wurden auch in diesem Experiment ShortCut

RNaseIII-generierte vsiRNAs für die Programmierung des RISC verwendet. Als target-

RNAs wurden sowohl die (+)DI-R3.5-RNA als auch die (-)DI-R3.5-RNA verwendet.
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Abbildung 3.11 Cleavage assay mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool. Die Generierung der
vsiRNAs erfolgte aus (ds)R3.5-RNA durch ShortCut RNaseIII-Verdau. Als Negativkontrolle
wurde keine AGO-mRNA zur in vitro Translationsreaktion hinzugegeben (Spur 1). Die Ana-
lyse der Spaltprodukte (Stern) erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie.
(A) Cleavage assay mit 32P-markierter (+)DI-R3.5-target-RNA. (B) Cleavage assay mit 32P-
markierter (-)DI-R3.5-target-RNA.
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Es konnte gezeigt werden, dass sowohl NtAGO1/RISC als auch AtAGO2/RISC bei

Beladung mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool die Spaltung der DI-R3.5-RNA vermitteln kön-

nen. Dabei wurde die (-)DI-R3.5-RNA mit höherer Effizienz gespalten als die (+)DI-

R3.5-RNA. Wie bereits in vorhergehenden Experimenten beobachtet werden konnte,

konnte auch in diesem cleavage assay nur eine relativ geringe Anzahl an Spaltfrag-

menten detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass nur wenige vsiRNAs eine Spal-

tung der target-RNA vermitteln können. Um diese vsiRNAs identifizieren zu können,

wurden die detektierbaren 3’-Spaltprodukte aus einem denaturierenden Polyacrylamid-

Gel isoliert und die jeweilige cDNA durch 5’-RACE kloniert (siehe 2.4.11.2). Da die

RNA-Spaltung zwischen den zwei Nukleotiden der target-RNA stattfindet, die sich ge-

genüber der Nukleotide 10 und 11 des siRNA-guide strands befinden [66, 124], konn-

te der jeweilige vsiRNA-guide strand, direkt durch die Identifizierung des 5’-Nukleotids

des 3’-Spaltfragments abgeleitet werden. Da die Generierung des verwendeten siRNA-

Pools aus doppelsträngiger R3.5-RNA erfolgte, konnte der korrespondierende passen-

ger strand als vollständig komplementärer Gegenstrang abgeleitet werden.

Auf diese Weise sollten zunächst vsiRNAs des (ds)R3.5-siRNA-Pools identifiziert wer-

den, die zu einer effizienten Spaltung der (+)DI-R3.5-RNA führen. Durch den NtAGO1/

RISC konnten drei effiziente vsiRNAs und mit Hilfe des AtAGO2/RISCs konnten zwei

effiziente vsiRNAs identifiziert werden.

Wie erwartet, beginnen die guide strands, der mit Hilfe von NtAGO1/RISC identifizier-

ten vsiRNAs, mit einem 5’-U. Die guide strands, der mit AtAGO2/RISC identifizier-

ten vsiRNAs, beginnen erwartungsgemäß mit einem 5’-A (siehe Abbildung 3.12B und

Daten nicht gezeigt). Des Weiteren spalten alle identifizierten vsiRNAs innerhalb des

gleichen Bereiches der R3.5-Region und sind interessanterweise nur einige Nukleoti-

de zueinander versetzt. Außerdem befinden sich sowohl die Spaltstellen, als auch die

Bindestellen für das 5’-Nukleotid des guide strands in nicht gepaarten Bereichen der

(+)R3.5-Sekundärstruktur.

Im Anschluss wurden zwei der identifizierten vsiRNAs synthetisiert und in einem clea-

vage assay getestet (siehe Abbildung 3.12C). Die als vsiRNA1 bezeichnete siRNA

wurde mit Hilfe des NtAGO1/RISC identifiziert und getestet, die Identifizierung der

vsiRNA2 erfolgte durch den AtAGO2/RISC.

Es konnte gezeigt werden, dass beide vsiRNAs zu einer effizienten Spaltung der (+)DI-

R3.5-target-RNA führen. Die jeweiligen Spaltfragmente entsprachen der erwarteten

Größe von 607 nt und 172 nt. Als Kontrolle erfolgte die RISC-Formierung in Anwesen-

heit des (ds)R3.5-siRNA-Pools. Die jeweils prominentesten Spaltfragmente der Kon-

trollreaktion besaßen die gleiche Größe wie die Spaltfragmente der Reaktionen mit

vsiRNA1 und vsiRNA2. Aus diesem Grund wurde geschlussfolgert, dass die jeweils

effizientesten vsiRNAs des (ds)R3.5-siRNA-Pools identifiziert werden konnten.
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Abbildung 3.12 Identifizierung von vsiRNAs, die eine effizie nte Spaltung der (+)R3.5-
Region vermitteln. (A) Sekundärstruktur der (+)R3.5-RNA (modifiziert aus [33]). Die Krei-
se markieren die 5’-Nukleotide der 3’-Spaltprodukte. Spaltstellen, die in Experimenten
mit NtAGO1/RISC identifiziert wurden, sind blau, AtAGO2/RISC-Schnittstellen sind grün
markiert. Die Position der Bindung des vsiRNA1-guide strands an die R3.5-RNA wurde
durch eine blaue Linie gekennzeichnet. (B) Sequenzen der identifizierten vsiRNA1 und
vsiRNA2. Die Spaltung der target-RNA erfolgt zwischen den Nukleotiden, die sich gegen-
über den Nukleotiden 10 und 11 des siRNA-guide strands befinden (Dreieck). (C) Clea-
vage assays mit NtAGO1/RISC und vsiRNA1 und AtAGO2/RISC und vsiRNA2. Als tar-
get-RNA wurde die 32P-markierte (+)DI-R3.5-RNA verwendet. Als Kontrolle erfolgte die
RISC-Formierung in Anwesenheit des (ds)R3.5-siRNA-Pools. Die Spaltprodukte wurden
mit einem Stern gekennzeichnet. (D) Replikations-Inhibitionsassay mit NtAGO1/RISC und
vsiRNA1 und AtAGO2/RISC und vsiRNA2. Die Replikation wurde mit (+)DI-R3.5-RNA durch-
geführt. In Abwesenheit von p92 fand keine virale Replikation statt (Spur 1). Die Replikation
in Anwesenheit von gf698-siRNA beladenem RISC erfolgte mit höherer Effizienz, als bei der
Beladung des NtAGO1RISC mit der vsiRNA1 bzw. des AtAGO2RISC mit der vsiRNA2 (Ver-
gleich Spur 2 und 3). Die Replikationsprodukte (RP) und die detektierbaren Spaltfragmente
(Stern) sind gekennzeichnet.
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Im Anschluss wurden beide vsiRNAs in einem Replikations-Inhibitionsassay getestet.

Dabei zeigten sowohl vsiRNA1 als auch vsiRNA2 eine Inhibition der Replikation der

(+)DI-R3.5-target-RNA.
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Abbildung 3.13 Identifizierung von vsiRNAs, die eine effizie nte Spaltung der (-)R3.5-
Region vermitteln. (A) Mögliche Sekundärstruktur der (-)R3.5-RNA (berechnet mit mfold
[180]). Die blauen Kreise markieren die 5’-Nukleotide der mit NtAGO1/RISC identifizierten
3’-Spaltprodukte. Schnittstellen, die mit AtAGO2/RISC identifiziert wurden, sind grün mar-
kiert. (B) Sequenz der identifizierten vsiRNA3. Die Position zwischen Nukleotid 10 und 11
des siRNA-guide strands wurde durch ein Dreieck gekennzeichnet. (C) Cleavage assays mit
vsiRNA3 und 32P-markierter (-)DI-R3.5-target-RNA. Als Negativkontrolle erfolgte die Pro-
grammierung des NtAGO1/RISC mit der gf698-siRNA. Als Positivkontrolle diente die Pro-
grammierung des NtAGO1/RISC mit dem (ds)R3.5-siRNA-Pool. Die Spaltprodukte wurden
mit einem Stern gekennzeichnet. (D) Replikations-Inhibitionsassay mit NtAGO1/RISC und
vsiRNA3. Die Replikation wurde durch Zugabe der (+)DI-R3.5-RNA initiiert. In Abwesen-
heit von p92 fand keine virale Replikation statt (Spur 1). Die Replikation in Anwesenheit
von gf698-siRNA beladenem RISC erfolgte mit höherer Effizienz, als bei der Beladung des
NtAGO1RISC mit der vsiRNA3 (Vergleich Spur 2 und 3). Die Replikationsprodukte (RP) wur-
den gekennzeichnet.

Analog zu den vorhergehenden Experimenten wurden auch vsiRNAs identifiziert, die

die spezifische Spaltung des (-)Strangs der R3.5-Region vermitteln (siehe Abbildung

3.12). Die vsiRNA3, die mit Hilfe des NtAGO1/RISCs identifiziert wurde, wurde synthe-

tisiert und anschließend in einem cleavage assay mit der (-)DI-R3.5-target-RNA getes-

tet. Es konnte gezeigt werden, dass die vsiRNA3 zur einer effizienten NtAGO1/RISC-

evermittelten Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA führt (siehe Abbildung 3.12C). Die jeweili-

gen Spaltfragmente besaßen die erwarteten Größen von 499 nt und 280 nt und ent-
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3.4 Identifizierung effizienter viraler siRNAs

sprachen den jeweils prominentesten Spaltfragmenten der Kontrollreaktion, die mit

dem (ds)R3.5-siRNA-Pool durchgeführt wurde. Der Einsatz der vsiRNA3 in einem

Replikations-Inhibitionsassay zeigte jedoch, dass der NtAGO1/RISC, der mit der

vsiRNA3 programmiert wurde, in vitro keinen inhibitorischen Effekt auf die virale Repli-

kation ausübt. Diese Ergebnisse stehen in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der

früher durchgeführten Experimente (siehe 3.2.1) und zeigten erneut, dass die Inhibition

der viralen Replikation nur durch die Spaltung der (+)RNA erfolgen kann.

3.4.3 Untersuchung der antiviralen Wirkung von vsiRNA1 in vivo

Nachdem die vsiRNA1 in vitro als effiziente antivirale siRNA identifiziert und cha-

rakterisiert werden konnte, sollte nun untersucht werden, ob die vsiRNA1 auch in

vivo zur Inhibition der TBSV-Replikation führt. Zu diesem Zweck sollten die vsiRNA1

und als Negativkontrolle die gf698-siRNA transient mittels Agrobacterium tumefaciens

in Nicotiana benthamiana-Pflanzen überexprimiert werden (siehe 2.2.2.3). In ande-

ren Arbeiten wurde bereits beschrieben, dass der precursor der miR164a aus Ara-

bidopsis thaliana zur Überexpression exogener miRNAs in Nicotiana benthamiana-

Pflanzen genutzt werden kann [7]. Solche modifizierten miRNA-precursor werden als

artificial miRNAs (amiRNAs) bezeichnet. Die Sequenz der miR164a wurde durch die

vsiRNA1- und gf698-siRNA-Sequenzen substituiert und in den binären pBGWFS7-

Überexpressionsvektor (siehe 6) kloniert. Dieser enthält einen 35S-Promotor und wur-

de freundlicher Weise durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. Bonas (Martin-Luther-

Universität Halle-Wittenberg) im Rahmen des GRK1591 zur Verfügung gestellt. An-

schließend erfolgte die transiente Überexpression der artificial siRNAs (asiRNAs) in

Blättern von Nicotiana benthamiana Pflanzen mittels Vakuum-Infiltration (siehe 2.2.2.3).

Nach 3 Tagen erfolgte die Infektion mit TBSV-RNA durch rub inoculation (siehe 2.2.2.4).

Bei dieser Methode werden der Blattoberseite mechanisch Mikroverletzungen zuge-

fügt. Diese Bereiche wurden anschließend mit 10µg TBSV-RNA inkubiert. Die syste-

mische TBSV-Infektion wurde nach weiteren 7 Tagen (7 dpi; 7 days post TBSV inocula-

tion) überprüft. Zu diesem Zweck wurde die Menge an (+)TBSV-RNA wurde durch qRT-

PCR quantifiziert (siehe 2.3.9). Als Referenz wurde die Menge an 18S-rRNA bestimmt.

Die Auswertung der Ergebnisse der qRT-PCR erfolgte mittels der ∆∆ct-Methode (sie-

he 2.3.9.1).

Die Kontrollpflanzen, in denen die agf698-siRNA überexprimiert wurde, zeigten 7 Tage

nach der TBSV-Inokulation stärkere Symptome einer TBSV-Infektion als Pflanzen, in

denen die avsiRNA1 überexprimiert wurde. Die agf698-Kontrollpflanzen zeigten ein

vermindertes und buschiges Wachstum sowie Chlorosen und Nekrosen der Blätter

(siehe Abbildung 3.14A und B). Des Weiteren zeigte die Quantifizierung der (+)TBSV-

RNA, dass die Menge viraler RNA in den jungen Blättern der avsiRNA1-Pflanzen im
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Vergleich zu den agf698-Kontrollpflanzen reduziert war. Diese Ergebnisse bestätigen

die antivirale Aktivität der vsiRNA1 in vivo.

Allerdings wurde die TBSV-Infektion nicht vollständig durch die Überexpression der

vsiRNA verhindert. Obwohl die Symptome in den vsiRNA1-Pflanzen im Vergleich zu

den Kontrollpflanzen reduziert waren, konnten 12 Tage nach der TBSV-Inokulation so-

wohl die genomische TBSV-RNA (Daten nicht gezeigt), als auch virale Viruspartikel

(siehe Abbildung 3.14E) in den jungen Blättern dieser Pflanzen nachgewiesen wer-

den.
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Abbildung 3.14 Untersuchung der antiviralen Wirkung von vs iRNA1 in vivo . (A) Nico-
tiana benthamiana-Pflanzen 7 Tage nach der Infektion mit TBSV-RNA (7 dpi). Die Überex-
pression von vsiRNA1 (links) verzögert die Ausbildung der TBSV-Infektionssymptome. Die
Überexpression der gf698-siRNA führt im Vergleich zur vsiRNA1-Überexpression zu einer
schnelleren Ausbildung der Infektionssymptome wie verringertes und buschiges Wachstum
der Pflanze. (B) Quantifizierung von TBSV-RNA mittels qRT-PCR in jungen Blättern (7 dpi).
Die mock-behandelten Pflanzen wurden mit TBSV-inokuliert, aber nicht mit A. tumefaciens
infiltriert. (C) Aufsicht auf Nicotiana benthamiana-Pflanzen (7 dpi). (D) Junge Blätter bei
vsiRNA1- oder gf698-Überexpression (7 dpi). (E) Isolation von TBSV-Viruspartikeln aus jun-
gen Blättern (12 dpi). Die isolierten Viruspartikel besitzen einen Durchmesser von 25 -30 nm.
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3.4.4 Charakterisierung von (+)vsiRNAs aus der (+)DI-R3.5 -RNA

Auf Grund der großen Menge der im Zytoplasma vorhanden viralen (+)Strang-RNA

wird ein Großteil der gebildeten viralen siRNAs aus dem (+)Strang generiert. Es wur-

de lange Zeit vermutet, dass diese (+)vsiRNAs zur Spaltung des (-)RNA-Replikations-

intermediates führen. Da im Rahmen dieser Arbeit jedoch gezeigt werden konnte, dass

die replizierende (-)RNA nicht zugänglich für die RISC-vermittelte RNA-Spaltung ist,

sollte untersucht werden, ob vsiRNAs aus dem (+)Strang auch zu einer Spaltung des

(+)Strangs führen könnten. Zu diesem Zweck wurde zunächst ein DCL-cleavage assay

von Dr. Torsten Gursinsky durchgeführt. In diesem Experiment wurden NtAGO1/RISCs

oder AtAGO2/RISCs in Anwesenheit von (+)DI-B10-RNA assembliert. Anschließend

wurde ein cleavage assay mit 32P-markierter (+)DI-B10-target-RNA durchgeführt. Die

Detektion der Reaktionsprodukte erfolgte mittels denaturierender PAGE und Autora-

diographie.
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Abbildung 3.15 DCL-cleavage assays mit NtAGO1 und AtAGO2. Die Synthese endogener
durch DCL prozessierter vsiRNAs erfolgte durch Zugabe von 500 ng (+)DI-B10-RNA zur in
vitro Formierung des NtAGO1/RISCs bzw. des AtAGO2/RISCs. Als Negativkontrolle erfolg-
te die Beladung mit gf698-siRNA (Spur 1 und Spur 4). Als target-RNA wurde 32P-markierte
(+)DI-B10-RNA verwendet. Die Analyse der Spaltprodukte (Stern) erfolgte durch denaturie-
rende PAGE und Autoradiographie.

In diesem Experiment konnte nur eine sehr schwache Spaltung der (+)DI-B10-RNA

durch (+)vsiRNAs detektiert werden (siehe Abbildung 3.15). Auf Grund der geringen

Effizienz der RNA-Spaltung konnte die genauen Spaltfragmente jedoch nicht eindeutig

durch 5’- oder 3’-RACE identifiziert werden. Deshalb konnten keine vsiRNA-Sequenzen

aus diesem Experiment abgeleitet werden.

Um trotzdem einen Überblick über, die aus der (+)RNA generierten vsiRNAs zu be-

kommen, wurde ein Ilumina RNA sequencing durchgeführt (siehe 3.4.4.2).
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Die RNA-Sequenzierung ist eine Form des next generation sequencings (NGS) und

ermöglicht die Quantifizierung von Genexpressionsleveln, Transkriptomanalysen, die

Identifizierung neuer Transkripte und das small RNA profiling. Mit dieser Methode soll-

ten verschiedene Aspekte untersucht werden:

1. Welche vsiRNAs werden durch DCL aus den TBSV (+)Strang-RNAs generiert?

Da es sich bei der (+)DI-R3.5-RNA um ein einzelsträngiges RNA-Molekül han-

delt, welches unterschiedlich stark ausgeprägte Sekundärstrukturen aufweist, ist

es wahrscheinlich, dass verschiedene (+)vsiRNA-Spezies mit unterschiedlicher

Häufigkeit aus der (+)DI-R3.5-RNA prozessiert werden. Um dies zu untersuchen

wurde ein DCL-Assay mit (+)DI-R3.5- bzw. (+)TBSV-RNA durchgeführt. Anschlie-

ßend wurde die Gesamt-RNA isoliert und durch NGS analysiert. Diese Untersu-

chung ermöglicht einen Gesamtüberblick über alle vsiRNAs, die im BYL aus der

(+)RNA gebildet werden.

2. Welche, der durch DCL prozessierten vsiRNAs, können durch AGO/RISC gebun-

den werden?

Voraussetzung für die Funktionalität einer siRNA ist die effiziente Bindung der

siRNA durch den AGO/RISC. Um zu untersuchen welche der im DCL-Assay ge-

bildeten (+)vsiRNAs durch NtAGO1 und AtAGO2 gebunden werden können, wur-

de eine Immunpräzipitation (IP) von funktionellem RISC etabliert (siehe 3.4.4.1).

Anschließend wurden, die durch NtAGO1/RISC und AtAGO2/RISC gebundenen

vsiRNAs, isoliert und durch ein Ilumina RNA sequencing analysiert. Durch diese

Methode werden siRNA-Einzelstränge identifiziert, die überwiegend den guide

strand des ürsprünglichen siRNA-Duplexes repräsentieren, da nach der Bindung

des siRNA-Duplexes der passenger strand gespalten und aus dem RISC entfernt

wird.

Nach der Auswertung der Sequenzierungsergebnisse sollten verschiedene vsiRNA-

Kandidaten bezüglich ihrer Spaltungsaktivität getestet werden.

3.4.4.1 Immunpräzipitation von funktionellem RISC

Um die Isolierung, der durch AGO-Proteine gebundenen siRNAs zu ermöglichen, soll-

ten funktionelle RISCs präzipitiert werden. Dazu wurden verschiedene AGO-Proteine
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mit einem N-terminalen FLAG-tag versehen und durch in vitro Translation in Anwe-

senheit von gf698-siRNA im BYL synthetisiert. Nach der Präzipitation mit Anti-FLAG-

Antikörper (siehe 2.5.2) wurde eine Fraktion der Proben mittels 10%iger SDS-PAGE

aufgetrennt und anschließend durch Silberfärbung (siehe 2.5.4) detektiert, um den

Erfolg der Immunpärzipitation zu überprüfen.

Das restliche Probenvolumen wurde mit FLAG-Peptid versetzt, um die präzipitierten

RISCs zu eluieren und in einem cleavage assay mit 32P-markierter GFP-target-RNA

auf ihre Spaltungsaktivität untersuchen zu können. Es konnte gezeigt werden, dass

auch nach der Immunpräzipitation eine effiziente Spaltung der GFP-RNA durch die

präzipitierten RISCs erfolgen kann. In Abbildung 3.16 sind die Ergebnisse der Immun-

präzipitation von FLAG-NtAGO1 dargestellt. Im Rahmen dieser Arbeit konnten jedoch

auch andere aktive FLAG-AGO/RISCs präzipitiert werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.16 FLAG-Immunpräzipitation von FLAG-NtAGO1/RISC und Analyse auf Aktivi-
tät im in vitro cleavage assay. (A) NtAGO1/RISC und FLAG-NtAGO1/RISC wurden in Anwe-
senheit der gf698-siRNA in vitro assembliert und mit Anti-FLAG Antikörper immunpräzipitiert.
Es wurden 0,5µl (0,5%) der Translationsreaktion (input) bzw. 5µl (10%) der Elution mittels
10%iger SDS-PAGE aufgetrennt und durch Silberfärbung detektiert. (B) Analyse auf Aktivi-
tät von FLAG-NtAGO1 nach einer Immunpräzipitation. FLAG-NtAGO1 wurde eluiert und 5µl
des Überstandes in einem cleavage assay einer GFP-mRNA eingesetzt. Die Analyse der
RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie.

3.4.4.2 Ilumina RNA sequencing BYL-generierter vsiRNAs

Das Ilumina deep sequencing wurde durch PD Dr. Knut Krohn vom Interdisziplinären

Zentrum für Klinische Forschung (IZKF) der Universität Leipzig durchgeführt. Die bioin-

formatische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms CLC Genomics Workbench

(Version 6.5.1) durch die beiden Bioinformatikstudenten Anne Hoffmann und Sebastian

Wussow. Dabei erfolgte das mapping der Sequenzierungen gegen die (+)TBSV- bzw.
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die (+)DI-R3.5-RNA, die jeweils als Referenzgenom für die Identifizierung der in den

Proben enthaltenen vsiRNAs verwendet wurden. Die identifizierten vsiRNAs machten

dabei einen Gesamtanteil von 1 -3% der gesamten sRNA-Population aus. Im Folgen-

den sollen die Ergebnisse für die (+)DI-R3.5-RNA betrachtet werden.

In Abbildung 3.17A ist die ist relative Häufigkeit sequenzierter vsiRNAs aus der (+)DI-

R3.5-RNA in Abhängigkeit ihrer Länge dargestellt. Betrachtet wurden dabei alle reads

des DCL-Assays, der NtAGO1- und AtAGO2-IP mit einer Länge von 18 - 26 nt. Dabei

ist zu erkennen, dass der Großteil der identifizierten vsiRNAs eine Länge von 24 nt

besitzt. Dies steht in Übereinstimmung mit den Daten der zuvor durchgeführten DCL-

Assays, in denen schon eine vermehrte Bildung von 24 nt langen vsiRNAs beobachtet

wurde (siehe 3.4.1). Anschließend folgen vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt und 22 nt.

Dagegen konnten nur wenige vsiRNAs sequenziert werden, die kleiner als 21 nt oder

größer als 24 nt waren. Des Weiteren ist die Menge der analysierten vsiRNAs mit einer

Länge von 21 nt in den NtAGO1- und AtAGO2-IPs im Vergleich zu den 24 nt vsiRNAs

erhöht. Sowohl für NtAGO1 als auch AtAGO2 wurde bereits beschrieben, dass vor

allem sRNAs mit einer Größe von 21 nt gebunden werden.
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Abbildung 3.17 Ergebnisse des Ilumina deep sequencings von vsiRNAs aus der (+)DI-R3.5-
RNA. (A) Größenverteilung der identifizierten vsiRNAs des DCL-Assays, der NtAGO1- und
AtAGO2-IP. Die meisten der identifizierten vsiRNAs besitzen eine Länge von 24 nt. Anschlie-
ßend folgen vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt und 22 nt. In der NtAGO1- und AtAGO2-IP
ist der Anteil der vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt im Verhältnis zum DCL-Assay erhöht.
(B) Verteilung der 5’-Nukleotide der identifizierten vsiRNAs des DCL-Assays, der NtAGO1-
und AtAGO2-IP mit einer Länge von 21 - 24 nt.
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In Abbildung 3.17B sind die Häufigkeiten der sequenzierten vsiRNAs in Abhängigkeit

ihres 5’-Nukleotids dargestellt. Dabei entspricht die Häufigkeit der 5’-Nukleotide der

identifizierten vsiRNAs des DCL-Assays in etwa der Häufigkeit der einzelnen Nukleoti-

de innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA (26% U, 28% G, 22% C, 24% A). Dies deutet darauf

hin, dass die Prozessierung der vsiRNAs aus der (+)DI-R3.5-RNA unabhängig vom

5’-Nukleotid der resultierenden vsiRNA erfolgt.

In der NtAGO1-IP wurden dagegen vor allem vsiRNAs mit 5’-U sequenziert. Dies ent-

spricht den zuvor beschriebenen Resultaten (siehe Tabelle 3.1) [88, 132, 146]. Die-

se Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die erhöhte Menge sequenzierter vsiR-

NAs mit einer Länge von 21 nt auf die bevorzugte Bindung durch NtAGO1/RISC und

AtAGO2/RISC zurückzuführen ist.
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Abbildung 3.18 RNA-Profile der identifizierten vsiRNAs des DCL-Assays, der NtAGO1-
und AtAGO2-IP der (+)DI-R3.5-RNA. Dargestellt ist die Häufigkeit sequenzierter vsiRNAs
mit einer Länge von 21 - 24 nt in Abhängigkeit ihrer Position innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA
(Abszisse). Die meisten der identifizierten vsiRNAs entstehen aus der 3’-Region der (+)DI-
R3.5-RNA. Die grauen Felder markieren Bereiche, in denen sich die siRNA-Profile der AGO-
IPs vom DCL-Assay unterscheiden.
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Anschließend sollte die Verteilung der identifizierten vsiRNAs innerhalb der Sequenz

der (+)DI-R3.5-RNA analysiert werden. Zu diesem Zweck wurde ein RNA-Profil erstellt

(siehe Abbildung 3.18). Es wurden die Häufigkeiten sequenzierter 21 nt - 24 nt langer

vsiRNAs des DCL-Assays, der NtAGO1- und AtAGO2-IP mit einer Länge von 21 - 24 nt

in Abhängigkeit ihrer Position innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA dargestellt. Die Positionen

der Regionen RI-RIV und der R3.5-Region sind gekennzeichnet.

Im RNA-Profil des DCL-Assays ist zu erkennen, dass die meisten vsiRNAs aus der

3’-Region der (+)DI-R3.5-RNA prozessiert werden. Diese werden außerdem propor-

tional zu ihrer Menge besonders häufig durch NtAGO1/RISC und AtAGO2/RISC ge-

bunden.

Bei genauer Betrachtung zeigen sich Unterschiede zwischen den RNA-Profilen des

DCL-Assays und der AGO-IPs. Innerhalb der RIV-Region im Bereich von 660 - 690 nt

werden viele vsiRNAs generiert, die jedoch mit geringerer Häufigkeit durch NtAGO1

und AtAGO2 gebunden werden. Solche vsiRNAs sind für die folgenden Analysen von

geringem Interesse, da sie nicht in RISCs inseriert werden und somit auch keinen an-

tiviralen Effekt auslösen können. Im Gegensatz dazu entstehen aus der Region RIV

im Bereich von 720 - 750 nt relativ wenig vsiRNAs. Die vsiRNAs aus diesem Bereich

konnten im Vergleich zu anderen vsiRNAs jedoch sehr effizient durch die untersuch-

ten AGO/RISCs gebunden werden und sind damit für weitere Analysen von großem

Interesse.

Um einen detailierteren Überblick über die jeweiligen vsiRNA-Spezies innerhalb des

DCL-Assays (DCL), der AGO1-IP (AGO1) und der AGO2-IP (AGO2) zu erhalten, wurde

eine heat map generiert (siehe Abbildung 3.19). Die relative Häufigkeit einer vsiRNA

(reads per million) ist durch die Farbcodierung von schwarz (vsiRNAs mit geringer

Häufigkeit) über grün (vsiRNAs mit mittlerer Häufigkeit) bis rot (vsiRNAs mit großer

Häufigkeit) dargestellt. Die farbliche Skalierung der hier dargestellten heat map erfolgte

mit einem Quantil von 98. Das bedeutet, dass 98% aller Messwerte von schwarz bis

grün gefärbt werden, die restlichen 2% werden von grün bis rot gefärbt. Diese Form

der Gewichtung erlaubt die Fokussierung auf vsiRNAs, die mit sehr großer Häufigkeit

innerhalb einer Probe vorkommen.

Aus dieser heat map lässt sich neben der relativen Häufigkeit auch die Position einer

vsiRNA innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA ablesen. Es wurde jeweils die Position inner-

halb der (+)DI-R3.5-RNA angefärbt, an der sich das 5’-Nukleotid einer sequenzierten

vsiRNA befindet. Betrachtet wurden jeweils vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt (Zei-

le 1), 22 nt (Zeile 2), 23 nt (Zeile 3), 24 nt (Zeile 4) und die Gesamtheit aller vsiRNAs

mit einer Länge von 21 nt - 24 nt (Zeile 5). Durch die Angabe der jeweiligen Länge der

vsiRNA kann ausgehend vom 5’-Nukleotid auch das 3’-Ende und somit die vollständige

Sequenz einer vsiRNA aus der heat map abgelesen werden.
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Abbildung 3.19 Heat map der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung des DCL-Assays und
der NtAGO1- und AtAGO2-Immunpräzipitationen der (+)DI-R3.5-RNA. Die Abbildung wird
auf der nächsten Seite fortgesetzt (3.20).
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Abbildung 3.20 Heat map der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung des DCL-Assays und
der NtAGO1- und AtAGO2-Immunpräzipitationen der (+)DI-R3.5-RNA. Die Abbildung wird
auf der nächsten Seite fortgesetzt (3.21).
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Abbildung 3.21 Heat map der Ergebnisse der RNA-Sequenzierung des DCL-Assays und
der NtAGO1- und AtAGO2-Immunpräzipitationen der (+)DI-R3.5-RNA. Dargestellt ist die re-
lative Häufigkeit einer vsiRNA (reads per million) in Abhängigkeit ihrer Position innerhalb
der Nukleotidsequenz der (+)DI-R3.5-RNA. Betrachtet wurden alle reads mit einer Länge
von 21 -24 nt. Die Häufigkeit einer vsiRNA ist durch die Färbung ihres 5’-Nukleotids von
schwarz (vsiRNAs mit geringer Häufigkeit) über grün (vsiRNAs mit mittlerer Häufigkeit) bis rot
(vsiRNAs mit großer Häufigkeit) dargestellt.
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Abbildung 3.22 Postulierte Sekundärstruktur der (+)DI-R3.5-RNA. Die einzelnen Nukleoti-
de der (+)DI-R3.5-RNA wurden entsprechend der heat map der NtAGO1-Immunpräzipitation
gefärbt. Betrachtet wurden jeweils nur vsiRNA-Sequenzen mit einer Länge von 21 nt. Die 5
vsiRNAs, die in späteren Experimenten untersucht wurden sind blau markiert. Die Sequen-
zen der korrespondierenden vsiRNA-Duplexe sind angegeben. Die Nummer der jeweiligen
TVDI-siRNA entspricht der Position ihres 5’-Nukleotids innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA.
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Abbildung 3.23 Postulierte Sekundärstruktur der (+)DI-R3.5-RNA. Die einzelnen Nukleoti-
de der (+)DI-R3.5-RNA wurden entsprechend der heat map der AtAGO2-Immunpräzipitation
gefärbt. Betrachtet wurden jeweils nur vsiRNA-Sequenzen mit einer Länge von 21 nt. Die 5
vsiRNAs, die in späteren Experimenten untersucht wurden sind blau markiert. Die Sequen-
zen der korrespondierenden vsiRNA-Duplexe sind angegeben. Die Nummer der jeweiligen
TVDI-siRNA entspricht der Position ihres 5’-Nukleotids innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA.
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Dies soll am Beispiel der vsiRNA siTVDI92 erläutert werden (siehe Abbildung 3.19,

blauer Kreis). Diese vsiRNA besitzt eine Länge von 21 nt. Das 5’-Nukleotid des

guide strands (5’-AUCUUUAGUUGUGGGGUUUGA-3’) befindet sich an Position 92 in-

nerhalb der Nukleotidsequenz der (+)DI-R3.5-RNA. Innerhalb der vsiRNA-Population

der AGO2-IP kommt diese vsiRNA mit mittlerer Häufigkeit vor. Aus diesem Grund ist

der entsprechende Datenpunkt grün eingefärbt. Dagegen wurde die gleiche vsiRNA

innerhalb der DCL-Probe und der AGO1-IP nur mit sehr geringer Häufigkeit sequen-

ziert und ist deshalb schwarz eingefärbt. Dies bedeutet, dass diese vsiRNA innerhalb

der AGO2-IP im Vergleich zur DCL- oder AGO1-Probe angereichert ist. Dagegen wur-

de die vsiRNA mit dem gleichen 5’-Nukleotid und einer Länge von 22 nt nicht in der

AGO2-IP angereichert.

Als nächstes sollte untersucht werden, welche der identifizierten vsiRNAs, die effizient

von NtAGO1 und AtAGO2 gebunden werden, auch eine effiziente Spaltung der (+)DI-

R3.5-RNA vermitteln können. Wie bereits beschrieben hängt die Effizienz der RNA-

Spaltung sehr stark von der Struktur der target-RNA ab. Aus diesem Grund wurde mit

Hilfe des Programms mfold [180] eine mögliche Sekundärstruktur der (+)DI-R3.5 bei

einer Temperatur von 25◦C berechnet.

Dabei wurden die Nukleotide der (+)DI-R3.5-RNA innerhalb dieser Struktur analog

zur heat map gefärbt. Betrachtet wurden diesmal jedoch nur 21 nt lange vsiRNAs

der NtAGO1-IP (siehe Abbildung 3.22) und AtAGO2-IP (siehe Abbildung 3.22). Dies

erlaubt die Kombination der Strukturvorhersage der (+)DI-R3.5-RNA mit den Ergeb-

nissen der vsiRNA-Sequenzierung. Anhand dieser Strukturen wurden jeweils 5 vsiR-

NAs für NtAGO1 und AtAGO2 ausgewählt. Dabei sollte die Bindungsstelle des 5’-

Nukleotids des siRNA-guide strands ungepaart innerhalb der Sekundärstruktur der

(+)DI-R3.5-RNA vorliegen.

Nach der Bindung eines vsiRNA-Duplexes wird der passenger strand aus dem RISC

entfernt, während der guide strand im AGO-Protein verbleibt und die sequenzspezi-

fische Spaltung einer target-RNA vermittelt. Aus diesem Grund enthalten die RNA-

Sequenzen der NtAGO1- und AtAGO2-Immunpräzipitationen keine Informationen über

die passenger strands der jeweiligen vsiRNAs. Die effiziente Bindung von siRNAs

durch AGO-Proteine erfolgt jedoch außgehend von doppelsträngigen siRNA-Duplexen.

Aus diesem Grund wurden die identifizierten vsiRNA-guide strands mit jeweils vollstän-

dig komplementären RNA-Oligonukleotiden hybridisert, um den unbekannten authen-

tischen passenger strand zu ersetzen (siehe Abbildung 3.22 und 3.23).

Anschließend wurden die 10 ausgewählten vsiRNAs in einem cleavage assay auf ihre

Spaltungsaktivität getestet (siehe Abbildung 3.24). Die cleavage assays wurden so-

wohl mit (+)DI-R3.5-RNA als auch (-)DI-R3.5-RNA durchgeführt. Die erwarteten Grö-

ßen der jeweiligen Spaltfragmente sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst.
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Abbildung 3.24 Spaltung der DI-R3.5-RNAs durch vsiRNAs, die aus dem (+)Strang
prozessiert wurden ((+)vsiRNAs). Als Negativkontrolle erfolgte die Programmierung der
AGO/RISCs mit der gf698-siRNA (Spur1). Als Positivkontrolle erfolgte die Programmierung
des NtAGO1/RISC mit der vsiRNA bzw. die Programmierung des AtAGO2/RISC mit der
vsiRNA2. Die Analyse der Spaltprodukte erfolgte durch denaturierende PAGE und Autora-
diographie. Spaltfragmente der erwarteten Größe wurden mit einem grünen Stern, Spaltfrag-
mente, die nicht der erwarteten Größe entsprechen wurden mit einem schwarzen Stern ge-
kennzeichnet. (A) Spaltung der (+)DI-R3.5-RNA mit NtAGO1/RISC. (B) Spaltung der (+)DI-
R3.5-RNA mit AtAGO2/RISC. (C) Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA mit NtAGO1/RISC. (D) Spal-
tung der (-)DI-R3.5-RNA mit AtAGO2/RISC.

Da die ausgewählten vsiRNAs aus der (+)DI-R3.5-RNA abgeleitet wurden, besitzen sie

innerhalb der (-)DI-R3.5 eine vollständig komplementäre target-Sequenz. Des Weite-

ren konnte in früheren Experimenten gezeigt werden, dass die nicht replizierende (-)DI-

R3.5-RNA ein besseres target für die RISC-mediierte Spaltung ist, als die (+)DI-R3.5-

RNA. Die Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA diente somit als Kontrolle für die erfolgreiche

Bindung der vsiRNA durch NtAGO1 bzw. AtAGO2. Als Negativkontrolle erfolgte die

Beladung der AGO-Proteine mit gf698-siRNA und vsiRNA1, da diese siRNAs keine

Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA vermitteln.

Es konnte gezeigt werden, dass 8 der 10 untersuchten vsiRNAs zur Spaltung der
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(-)DI-R3.5-RNA durch NtAGO1 bzw. AtAGO2 führen. Es ist zu erkennen, dass neben

den erwarteten Spaltfragmenten (grüne Sterne) auch Banden mit geringerer Größe

(schwarze Sterne) detektiert werden können (siehe Abbildung 3.24A). Diese können

zum Einen durch den exonukleolytischen Abbau der eigentlichen Spaltprodukte entste-

hen. Eine weitere Möglichkeit ist, dass der „falsche“ Strang des siRNA Duplexes, der

eigentlich als passenger strand gedacht war, im AGO verbleibt. Dieser „falsche“ guide

strand könnte anschließend die RNA-Spaltung innerhalb einer partiell komplementä-

ren Region der (-)DI-R3.5-RNA auslösen. Dies könnte in weiterführenden Untersu-

chungen durch die Klonierung der RNA-Fragmente mittels 5’- oder 3’-RACE analysiert

werden.

(+)DI-R3.5 (-)DI-R3.5

siRNA 5’-SF 3’-SF 5’-SF 3’-SF

gf698 - - - -

vsiRNA1 606 nt 173 nt - -

siTVDI93 83 nt 696 nt 677 nt 102 nt

siTVDI292 264 nt 515 nt 478 nt 301 nt

siTVDI471 634 nt 145 nt 299 nt 480 nt

siTVDI490 616 nt 163 nt 280 nt 499 nt

siTVDI666 466 nt 313 nt 104 nt 675 nt

siTVDI92 84 nt 697 nt 678 nt 101 nt

siTVDI199 191 nt 588 nt 571 nt 208 nt

siTVDI553 543 nt 236 nt 217 nt 562 nt

siTVDI607 499 nt 280 nt 163 nt 616 nt

siTVDI725 13 nt 766 nt 45 nt 734 nt

Tabelle 3.2 Größen der erwarteten Spaltfragmente des cleavage assays von (+)DI-R3.5-
RNA und (-)DI-R3.5-RNA und den untersuchten (+)vsiRNAs. Die Berechnung der Spaltfrag-
mente der (+)DI-R3.5 erfolgte auf Grundlage der durch mfold berechneten und in Abbildung
3.22 dargestellten Sekundärstruktur der (+)DI-R3.5-RNA. Auf Grund der vollständigen Kom-
plementarität der guide strands der (+)vsiRNAs mit der target-Sequenz der (-)DI-R3.5-RNA
kann die Größe der erwarteten Spaltfragemente unabhängig von der Sekundärstruktur der
(-)DI-R3.5-RNA bestimmt werden. Die Spaltung erfolgt dabei immer zwischen den 2 Nukleoti-
den der target-RNA, die sich gegenüber des 10. und 11. Nukleotids des siRNA-guide strands
befinden.

Nachdem gezeigt wurde, dass viele der untersuchten (+)vsiRNAs eine Spaltung der

(-)DI-R3.5-RNA vermitteln können, wurden die (+)vsiRNAs im cleavage assay mit der

(+)DI-R3.5-RNA getestet. Als Negativkontrolle diente die Beladung der AGO-Proteine

mit gf698-siRNA. Als Positivkontrolle erfolgte die Beladung von NtAGO1 mit vsiRNA1,

da bereits gezeigt werden konnte, dass diese vsiRNA eine effiziente Spaltung der

(+)DI-R3.5-RNA vermittelt (siehe 3.12).
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Im cleavage assay der (+)DI-R3.5-RNA sind Spaltfragmente der vsiRNAs siTVDI93

und siTVDI666 für NtAGO1 sowie der siTVDI92 und siTVDI607 für AtAGO2 detek-

tierbar. Allerdings entsprechen nur die Spaltfragmente der siTVDI93 und siTVDI92 der

erwarteten Größe von 83 nt und 696 nt bzw. 84 nt und 697 nt. Die Spaltung der (+)DI-

R3.5-RNA durch siTVDI666 und siTVDI607 könnte durch den eigentlich als passenger

strand gedachten vsiRNA-Strang der jeweiligen vsiRNA ausgelöst werden. Eine an-

dere Erklärung wäre, dass der guide strand an eine andere partiell komplementäre

Sequenz innerhalb der (+)DI-R3.5-RNA bindet, als die durch mfold berechnete Sekun-

därstruktur der (+)DI-R3.5-RNA impliziert. Damit würden auch Spaltfragmente mit einer

anderen Größe entstehen. Dies sollte durch Klonierung der RNA-Fragmente durch 5’-

oder 3’-RACE untersucht werden.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, das vsiRNAs, die durch die DCL-

Aktivität innerhalb des BYL aus der (+)DI-R3.5-RNA generiert werden, auch eine Spal-

tung der (+)Strang-RNA vermitteln können. Die Spaltung der bisher untersuchten vsiR-

NAs sind jedoch sehr ineffizient. Es lässt sich jedoch nicht ausschließen, dass die Ef-

fekte anderer bisher noch nicht analysierter (+)vsiRNA-Kandidaten stärker ausfallen

könnte und sollte Gegenstand weiterführender Untersuchungen sein.
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Virale Infektionen rufen sowohl bei Tieren als auch bei Pflanzen vielfältige krankheits-

bedingte Schädigungen hervor. Aus diesem Grund sind die Verläufe viraler Infektionen

und Abwehrstrategien der infizierten Wirte Gegenstand intensiver Forschungen.

Kulturpflanzen können von vielen verschiedenen Viren befallen werden. Dies führt zu

empfindlichen Ertragsverlusten durch die Schädigung von Früchten oder die Wachs-

tumshemmung der infizierten Wirtspflanze. Die Aufklärung der Mechanismen der pflanz-

lichen antiviralen Immunantwort ist deshalb von großem Interesse. Diese Arbeit soll

dazu beitragen das Verständnis der zu Grunde liegenden Prozesse zu verbessern.

4.1 Das BYL als in vitro System zur Untersuchung des antiviralen

RNA-silencings

Pflanzliche (+)RNA-Viren wie das TBSV modifizieren und modulieren zahlreiche zellu-

läre Prozesse, um sich effizient vermehren zu können und die Abwehrmechanismen ih-

res Wirtes zu inhibieren. Diese wechselseitige Entwicklung von Virulenzmechanismen

bzw. pflanzlichen Abwehrmechanismen kann als Ping-Pong-Mechanismus betrachtet

werden [58].

So führt die Replikation von (+)RNA-Viren zur Generierung großer Mengen (ds)RNA,

die als pathogen associated molecular pattern (PAMP) durch die Wirtszelle erkannt

wird und zur Aktivierung des antiviralen RNA-silencings führt. Neben der Abwehr vi-

raler Infektionen dient dieser Mechanismus des RNA-silencings außerdem der Regu-

lation der zellulären Genexpression durch transkriptionelles und posttranskriptionelles

gene silencing (TGS und PTGS). Aus diesem Grund besitzen Pflanzen ein umfangrei-

ches regulatorisches Netzwerk dieses Prozesses.

Das Genom des Modellorganismus Arabidopsis thaliana codiert für 4 verschiedene

DCL-Proteine, 10 AGO-Proteine und 6 RDRs, deren Funktionen durch verschiedene

Cofaktoren, Bindungspartner und transkriptionelle sowie posttranskriptionelle Mecha-

nismen reguliert werden. Viele dieser Komponenten besitzen außerdem redundante

Funktionen [27, 41]. Auch die Beteiligung verschiedener AGO-Proteine im antivira-

len RNA-silencing ist bisher nur unvollständig aufgeklärt. So konnte gezeigt werden,

dass AtAGO1 und AtAGO2 eine antivirale Funktion besitzen. AtAGO2 wirkt dabei

wahrscheinlich durch die endonukleolytische Spaltung der viralen RNA, während für

AtAGO1 auch eine miRNA-abhängige Funktion in diesem Prozess diskutiert wird [29].

Die Beteiligung anderer AGO/RISCs wird dagegen noch weitreichend diskutiert. So

konnte beispielsweise gezeigt werden, dass AtAGO7-Mutanten eine höhere Anfällig-
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keit gegenüber Infektionen des Turnip crinkle virus (TCV) zeigen als Wildtyp-Pflanzen

[119]. Dies konnte bisher jedoch nicht für andere untersuchte Pflanzenviren bestätigt

werden.

Zusätzlich haben viele Viren Suppressoren des RNA-silencings (VSRs) entwickelt, um

der antiviralen Immunantwort der Pflanze zu entgehen. Diese Coevolution von Viru-

lenzmechanismen und pflanzlichen Abwehrmechanismen erschwert die Analyse ver-

schiedener Aspekte des RNA-silencings in planta.

Eine Alternative dazu ist die Untersuchung des RNA-silencings in pflanzlichen Proto-

plasten. Dieses zellbasierte System ermöglicht die virale Replikation [126] und eine

transiente Genexpression [170] und kann die Analyse des RNA-silencings vereinfa-

chen. Aus diesem Grund wurden Protoplasten beispielsweise für die Untersuchung

der Funktionsweise verschiedener RNA-silencing-Suppressoren verwendet [118, 137].

Allerdings hängt die Qualität der zu untersuchenden Protoplasten stark von den Kulti-

vierungsbedingungen und dem Zustand der Pflanzen ab, aus denen die Protoplasten

präpariert werden. Des Weiteren können die Untersuchungsbedingungen in solchen

in vivo Systemen nicht variiert und die Wirkung einzelner Komponenten des RNA-

silencings nur schwer analysiert werden. Aus diesem Grund ist die Verwendung eines

authentischen in vitro Systems zur Untersuchung des antiviralen RNA-silencings von

großem Vorteil.

Für die Untersuchung der RNA-Interferenz in Säugern und Drosophila melanogaster

stehen verschiedene in vitro Systeme zur Verfügung. In Pflanzen konnte bisher je-

doch kein vergleichbares System etabliert werden. Ein Großteil der bisher durchgeführ-

ten in vitro Studien erfolgte im Weizenkeimextrakt [85]. Dieses System besitzt eine in

vitro RDR- und DCL-Aktivität [147]. Allerdings weisen diese zytoplasmatischen Extrak-

te Defizite in der Formierung funktioneller RISCs mit exogenen siRNAs auf [81, 147].

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden in BYL, einem

zytoplasmatischen Extrakt aus entvakuolisierten Nicotiana tabacum-Protoplasten,

durchgeführt. Dieses in vitro System wurde bereits in früheren Arbeiten für die Unter-

suchung der Replikationsmechanismen verschiedener Pflanzenviren genutzt [39, 65,

133]. Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das BYL

die Prozessierung doppel- und einzelsträngiger RNA zu sRNAs mit einer Größe von

21 nt - 24 nt durch eine endogene DCL-Aktivität vermittelt. Zusätzlich erlaubt die in vitro

Translation von AGO-mRNAs die Rekonstitution aktiver RISCs [55, 132].

Ein großer Vorteil des BY-2-Lysats ist die Abwesenheit einer detektierbaren endogenen

RISC-Aktivität. Es konnte gezeigt werden, dass ohne die in vitro Translation von AGO-

Proteinen in Anwesenheit von spezifischen siRNAs keine endogene RISC-Aktivität de-

tektiert werden kann (siehe Abbildung 3.1). Mögliche Ursachen können eine geringe

Expression endogener AGO-Proteine oder eine bereits erfolgte Beladung der RISCs
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mit endogenen sRNAs sein [55, 132]. Die in vitro Translation unterschiedlicher AGO-

mRNAs in Anwesenheit verschiedener exogener siRNAs erhöht die Menge aktiver

RISCs im in vitro System und erlaubt die Programmierung spezifischer AGO/RISCs

gegen eine bestimmte target-Sequenz. Aus diesem Grund können die beobachteten

Effekte eindeutig einem bestimmten AGO-Protein und einer definierten siRNA zuge-

ordnet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Vorteile des BYL genutzt, um das RNA-silencing

verschiedener DI-RNA-Varianten des TBSV in vitro unter definierten Bedingungen zu

untersuchen.

4.2 Charakterisierung verschiedener AGO/RISCs bezüglich ihrer

antiviralen Funktion in vitro

Mit Hilfe des BYL wurden verschiedene AGO-Proteine aus Arabidopsis thaliana, Ni-

cotiana tabacum und Nicotiana benthamiana bezüglich ihrer 5’-Nukleotid-Bindungs-

spezifität und ihrer endonukleolytischen Aktivität in einem cleavage assay untersucht.

In diesem Assay erfolgte die in vitro Translation einer AGO-mRNA in Anwesenheit ei-

ner exogenen siRNA. Da die exogene siRNA in großer Menge zum Reaktionsansatz

hinzugefügt wurde, kann diese mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die in vitro synthe-

tisierten AGO-Proteine gebunden werden, sodass der resultierende RISC gegen eine

bestimmte target-Sequenz „programmiert“ werden konnte.

Voraussetzungen für eine detektierbare RISC-vermittelte Spaltung einer target-RNA

sind die korrekte Translation und Faltung des AGO-Proteins und die Beladung des

RISC mit den jeweiligen sRNA-Duplexen im in vitro System. Dies setzt die Funktiona-

lität aller an diesen Prozessen beteiligten Faktoren im BYL voraus.

Für die Beladung der RISCs wurde in den durchgeführten Assays die gf698-siRNA

verwendet, da diese siRNA die effiziente Spaltung einer GFP-target-RNA vermittelt

[55, 132]. Da die Bindung einer siRNA durch ein AGO-Protein stark von der Länge und

dem jeweiligen 5’-Nukleotid des sRNA-guide strands abhängt [88, 146], wurde das 5’-

U des gf698-guide strands durch die drei anderen Basen substituiert. Des Weiteren

wurden gf698-siRNA-Varianten mit einer Länge von 21 nt, 22 nt und 24 nt getestet, da

vor allem vsiRNAs dieser Längen eine Funktion im RNA-silencing besitzen [29]. Die

Verwendung von gf698-siRNA-Varianten, die sich ausschließlich in ihrer Länge und

ihrem 5’-Nukleotid unterscheiden, ermöglicht den direkten Vergleich der endonukleo-

lytischen Aktivität verschiedener AGO-Proteine (siehe Tabelle 3.1).

Für AtAGO1 (5’-U), AtAGO2 (5’-A), AtAGO4 (5’-A) und AtAGO5 (5’-C) konnten die

bereits beschriebenen Bindungsspezifitäten der sRNA-5’-Nukleotide bestätigt werden
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[88, 146].

Die 5’-Bindungsspezifität anderer AGO-Proteine war bisher jedoch unbekannt. Für

AtAGO7 wurde beispielsweise nur die Bindung der miR390 beschrieben, die jedoch

nicht durch die Substitution des 5’-A zu 5’-U beeinflusst wird und möglicherweise un-

abhängig vom 5’-Nukleotid des miRNA-guide strands verläuft [92, 171]. Aus diesem

Grund wird spekuliert, dass sich der sRNA-Bindungsmechanismus von AtAGO7 von

dem anderer AGO-Proteine unterscheiden könnte. Im Rahmen dieser Arbeit konnte

gezeigt werden, dass AtAGO7 zur endonukleolytischen Spaltung der GFP-target-RNA

führen kann, wenn es die gf698-siRNA mit einem 5’-A und einer Länge von 21 nt bindet.

Bei der Verwendung von gf698-siRNAs mit einem anderen 5’-Nukleotid oder längeren

gf698-siRNA-Varianten konnte dagegen keine Spaltung der target-RNA detektiert wer-

den (siehe Abbildung 6.3).

Das BYL kann auch zum direkten Vergleich von AGO-Proteinen aus verschiedenen Or-

ganismen verwendet werden. Dabei zeigten sowohl AtAGO1 und NtAGO1, als auch

AtAGO2 und NbAGO2 jeweils die gleiche Bindungsspezifität für das 5’-Nukleotid der

sRNA und eine vergleichbare slicer -Aktivität. Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch

AtAGO3 (5’-A, 21 nt), AtAGO4 (5’-A, 24 nt), AtAGO9 (5’-A, 24 nt) und AtAGO10 (5’-U,

21 nt) eine endonukleolytische Aktivität besitzen. Allerdings entstehen bei der Spaltung

der GFP-target-RNA durch AtAGO4 und AtAGO9 nicht nur die Spaltfragmente der er-

warteten Größen von 98 nt und 335 nt (siehe Abbildung 6.2 und 6.3).

Die Anzahl der detektierbaren 3’-Spaltfragmente deutet darauf hin, dass die Spal-

tung der target-RNA auch 20 - 50 nt upstream der gf698-target-Sequenz stattfinden

kann. Dabei ist unklar, durch welche Determinanten dieser Effekt hervorgerufen wer-

den könnte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass dich der Mechanismus der en-

donukleolytischen Spaltung der target-RNA durch AtAGO4/RISC und AtAGO9/RISC

von der slicer -Aktivität anderer AGO-Proteine unterscheidet. Die Identität der resultie-

renden Spaltfragmente könnte durch RACE-Experimente untersucht werden.

Im Vergleich zu anderen AGO-Proteinen sind sowohl AtAGO4 als auch AtAGO9 sind

im Zellkern lokalisiert [72] und vermitteln dort das transkriptionelle Gen-silencing [167,

179]. Auf Grund ihrer zellulären Lokalisation besitzen diese AGO-Proteine wahrschein-

lich keine Funktion in der Abwehr von (+)RNA-Viren, da deren Replikation im Zyto-

plasma infizierter Zellen stattfindet. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass AtAGO4-

defiziente Pflanzen eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber DNA-Viren besitzen [154].

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten cleavage assays zeigen, dass die Abwehr

von DNA-Viren wie Gemini- oder Pararetroviren durch AtAGO4/RISCs oder AtAGO9/-

RISCs zusätzlich zur Methylierung der viralen DNA potentiell auch durch die Spaltung

der korrespondierenden viralen Transkripte erfolgen könnte.

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten AGO-Proteinen konnte für AtAGO6 bisher
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keine in vitro slicer -Aktivität nachgewiesen werden (siehe Abbildung 6.2). Dies könnte

darauf hindeuten, dass AtAGO6 keine endonukleolytische Aktivität besitzt. Es ist je-

doch auch möglich, dass das BYL die Formierung eines funktionellen AtAGO6/RISCs

nicht vermitteln kann. Ursachen könnten eine fehlerhafte Proteinfaltung oder fehlen-

de Komponenten des RISCs sein, die essentiell für die AtAGO6-Funktion sein könn-

ten. Eine andere Möglichkeit ist, dass die gf698-siRNA nicht durch AtAGO6 gebunden

werden kann. In diesem Fall wäre die Bindung einer siRNA durch AtAGO6 nicht aus-

schließlich von der Identität des 5’-Nukleotids und der Länge der siRNA abhängig. Um

dies zu untersuchen könnten die AtAGO6-Experimente in einem in vitro System aus

Arabidopsis thaliana wiederholt werden, welches vor Kurzem etabliert werden konnte

[95].

Im Folgenden sollten die AGO-Proteine bezüglich ihres antiviralen Potentials unter-

sucht werden. Zu diesem Zweck wurde der in vitro Replikations-Inhibitionsassay eta-

bliert. Im Vergleich zum cleavage assay, der für die Untersuchung der RISC-vermittelten

Spaltung nicht replizierender in vitro Transkripte verwendet wurde, ermöglicht der

Replikations-Inhibitionsassay die Untersuchung des antiviralen Effekts des RISCs auf

eine replizierende RNA.

Um die Ergebnisse dieses Assays mit denen des zuvor beschriebenen cleavage assays

vergleichen zu können, wurde auch im Replikations-Inhibitionsassay die gf698-siRNA

verwendet. Dabei wurden die AGO-mRNAs jeweils in Anwesenheit der gf698-siRNA-

Variante translatiert, mit der im cleavage assay die deutlichste slicer -Aktivität detektiert

werden konnte. Damit die gf698-siRNA eine Spaltung der replizierenden DI-RNA ver-

mitteln konnte, wurde die entsprechende GFP-target-Sequenz in die R3.5-Region der

DI-R3.5-RNA inseriert. Da in diesem Assay jeweils die gleiche siRNA und die gleiche

target-RNA verwendet wurden, kann die antivirale Aktivität verschiedener AGO/RISCs

direkt miteinander verglichen werden.

Obwohl die in vivo Funktion eines AGO-Proteins durch verschiedene Faktoren wie

die Expression in verschiedenen Entwicklungsstadien und Geweben und die zellulä-

re Lokalisation bestimmt wird, erlauben die durchgeführten in vitro Experimente eine

Aussage über das antivirale Potential verschiedener AGO-Proteine. Es konnte gezeigt

werden, dass alle AGO-Proteine, die eine effiziente RNA-Spaltung im cleavage assays

vermitteln konnten, auch eine detektierbare antivirale Aktivität besitzen. So zeigten

RISCs mit NtAGO1, AtAGO1, NbAGO2, AtAGO2, AtAGO3, AtAGO4, AtAGO5 und

AtAGO9 eine Reduktion der Menge des gebildeten Replikationsproduktes, wohinge-

gen RISCs mit AtAGO6, AtAGO7 und AtAGO10 zu keiner detektierbaren Inhibition

der Replikation führten. Für AtAGO1, NbAGO2 und AtAGO2 wurde bereits eine Funk-

tion in der Abwehr von (+)RNA-Viren beschrieben [44, 93, 129, 158]. Dagegen wur-
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de bisher kein reprimierender Effekt von AtAGO3 und AtAGO5 auf die Infektion von

(+)RNA-Viren beobachtet [44, 146, 158]. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten

Experimente zeigen jedoch, dass sowohl AtAGO3 als auch AtAGO5 die Replikation

von TBSV in vitro inhibieren können (siehe Abbildung 6.2). Aus diesem Grund wäre

auch in vivo eine antivirale Wirkung dieser AGO-Proteine vorstellbar.

4.3 Die Inhibition der viralen Replikation erfolgt auf (+)R NA-Ebene

Die meisten pflanzenpathogenen Viren sind (+)RNA-Viren [53]. Die Replikation dieser

Viren erfolgt durch die Synthese eines zum viralen Genom vollständig komplementären

(-)RNA-Intermediates durch die virale RNA-abhängige RNA-Polymerase (vRdRp). Die-

se (-)RNA dient anschließend als Matrize für die Synthese neuer (+)RNA-Moleküle.

Des Weiteren verläuft die virale Replikation asymmetrisch. Das bedeutet, dass die

Menge des gebildeten (-)RNA-Intermediates deutlich geringer ist als die Menge der

neu synthetisierten (+)RNA. Für das humanpathogene Hepatitis-C-Virus (HCV) konn-

te beispielsweise gezeigt werden, dass ein viraler Replikationskomplex jeweils ein

(-)RNA-Molekül und fünf (+)RNA-Moleküle enthält [120]. Das Verhältnis der replizieren-

den (+) und (-)TBSV-RNA beträgt 100:1 (in vivo) und 200:1 (in vitro) [39, 162]. Die Spal-

tung eines (-)RNA-Moleküls hätte damit wesentlich größere Auswirkungen auf die vi-

rale Replikation als die Spaltung viraler (+)RNA. Damit könnte das (-)RNA-Intermediat

ein optimales target der RISC-vermittelten Immunantwort der jeweiligen Wirtspflanze

darstellen. Entsprechend wird vermutet, dass die langen doppelsträngigen Replikati-

onsintermediate zur Induktion des antiviralen RNA-silencings führen und das Substrat

für die Prozessierung doppelsträngiger vsiRNAs durch DCLs sind [26, 160]. Je nach-

dem, welcher der beiden vsiRNA-Stränge als guide strand im RISC verbleibt, könnten

sowohl die virale (+) als auch die (-)RNA gespalten werden. Dabei würde die Spaltung

des (-)RNA-Intermediates wie zuvor beschrieben zu einer sehr effizienten Inhibition

der Replikation führen (siehe Abbildung 3.3).

Um zu untersuchen, ob sowohl die virale (+) als auch (-)RNA während der Replika-

tion ein target für die RISC-vermittelte Spaltung sein können, wurden Replikations-

Inhibitionsexperimente durchgeführt, die eine direkte Unterscheidung der (+) und

(-)RNA-Spaltung ermöglichen. Zu diesem Zweck wurde die gf698-target-Sequenz so-

wohl in sense als auch antisense Orientierung in die DI-R3.5-RNA inseriert. Da aus-

schließlich der guide strand der gf698-siRNA durch AGO gebunden werden kann [55],

kann im Falle der DI-GFP(s)-Konstrukte ausschließlich der (+)RNA-Strang gespalten

werden. Die inhibitorische Wirkung des RISC kann im Fall der (+)RNA-Spaltung durch

die Abnahme der Menge des Replikationsproduktes und durch die Deteketion der re-
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sultierenden Spaltprodukte nachgewiesen werden. Im Fall der (-)RNA-Spaltung der

DI-GFP(as)-Konstrukte kann der inhibitorische Effekt nur indirekt nachgewiesen wer-

den, da die virale Replikation asymmetrisch verläuft. Die Spaltung der (-)RNA würde

zur Inaktivierung des viralen Replikationsintermediates führen, was eine verringerte

Bildung der detektierbaren (+)RNA-Replikationsprodukte zur Folge hätte. Die resultie-

renden Spaltfragmente der (-)RNA können auf Grund der geringen Konzentration des

Replikationsintermediates mit dieser Methode nicht detektiert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der TBSV-Replikation auch bei Verwen-

dung unterschiedlicher AGO-Proteine ausschließlich durch die RISC-vermittelte Spal-

tung der viralen (+)RNA erfolgt. Dabei konnten sowohl eine Abnahme der Menge des

Replikationsproduktes als auch die resultierenden Spaltprodukte detektiert werden.

Dagegen konnte kein inhibitorischer Effekt des gf698-RISCs auf die Replikation der

DI-GFP(as)-RNA nachgewiesen werden. Dies war überraschend, da die nicht repli-

zierenden DI-GFP(s)- und DI-GFP(as)-Konstrukte beide mit hoher Effizienz im in vitro

cleavage assay gespalten werden konnten (Vergleich Abbildungen 3.5 und 3.6).

Diese Ergebnisse konnten auch bei der Verwendung viraler siRNAs bestätigt werden.

Die drei im Rahmen dieser Arbeit identifizierten vsiRNAs (vsiRNA1-3) führten in einem

in vitro cleavage assay zu einer effizienten RISC-vermittelten Spaltung der nicht re-

plizierenden DI-R3.5-target-RNA ermöglichen. Allerdings konnte nur bei der Beladung

der AGO/RISCs mit vsiRNA1 und vsiRNA2, die zu einer Spaltung der (+)DI-R3.5-RNA

führen, eine antivirale Funktion im in vitro Replikations-Inhibitionsassay. Bei der Ver-

wendung der vsiRNA3, die zur Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA führt, konnte dagegen

keine Reduktion des Replikationsproduktes beobachtet werden.

Die Ergebnisse der Replikationsinhibitions-Versuche deuten insgesamt darauf hin, dass

die in vitro beobachtete antivirale Immunantwort überwiegend auf der Spaltung neu

synthetisierter (+)RNA-Moleküle basiert. Dies würde die Formierung weiterer Repli-

kationskomplexe ausgehend von den freigesetzten neu synthetisierten (+)RNA-Mole-

külen verhindern und zu der beobachteten Verminderung der Menge an gebildetem

Replikationsprodukt führen.

Ob es sich bei dem hier beschriebenen Effekt um einen allgemeinen Mechanismus

handelt, sollte durch die Durchführung analoger Experimente mit anderen (+)RNA-

Viren oder in anderen pflanzlichen in vitro Systemen weiter untersucht werden. Es

konnte bereits gezeigt werden, dass das BYL neben TBSV auch die in vitro Replika-

tion des Brome mosaic virus (BMV), Tomato mosaic virus (ToMV) und Turnip crincle

virus (TCV) ermöglicht [65]. Des Weiteren konnte ein translationsaktiver zytoplasmati-

scher Extrakt aus A. thaliana-Protoplasten gewonnen werden, der ebenfalls die in vitro

Replikation verschiedener RNA-Viren ermöglichen könnte [95].
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Die wahrscheinlichste Erklärung für die fehlende Spaltung des (-)RNA-Intermediates

durch RISC ist, dass die virale Replikation von (+)RNA-Viren an Membranen der Mit-

ochondrien, Peroxisomen, Chloroplasten, Vakuolen oder des endoplasmatischen Re-

tikulums stattfindet [80, 99]. Viele (+)RNA-Viren modulieren dabei die ursprüngliche

Membranstruktur durch die Rekrutierung verschiedener Wirtsproteine [96].

Die Replikation von TBSV findet an den Membranen der Peroxisomen statt [20, 57].

Die Rekrutierung verschiedener ESCRT (endosomal sorting complexes required for

transport) -Proteine und deren Cofaktoren durch TBSV führt zur kugelförmigen Ein-

stülpung und Vesikelbildung der peroxisomalen Membran [11, 12]. Dies ermöglicht die

Steigerung der lokalen Konzentration des viralen RNA-templates, der viralen RdRp

und der für die Replikation essentiellen Wirtsfaktoren. Zusätzlich schützt die Repli-

kation innerhalb von Membranvesikeln die Replikationskomponenten vor dem Abbau

durch zelluläre Proteasen und Nukleasen [57, 87, 96].

Die Replikation in Membranvesikeln hat weitreichende Konsequenzen für die RNAi-

vermittelte Immunantwort der Zelle, da das Replikationsintermediat mit hoher Wahr-

scheinlichkeit nicht nur vor der endonukleolytischen Spaltung durch RISC, sondern

auch vor der Prozessierung durch DCL geschützt ist. Um die Assemblierung viraler

Partikel zu ermöglichen, müssen die neu synthetisierten (+)RNA-Moleküle jedoch aus

dem viralen Replikationskomplex entlassen und ins Zytoplasma der Zelle freigesetzt

werden. Dort könnten sie Ausgangspunkt für die Generierung von vsiRNAs und poten-

tielle targets des antiviralen RNA-silencings darstellen.

Wenn das Replikationsintermediat von der Prozessierung durch DCL geschützt ist,

gibt es für die Generierung von vsiRNAs zwei alternative Möglichkeiten. Zum Einen

könnten die vsiRNAs direkt aus dem viralen Genom prozessiert werden. So wurde be-

obachtet, dass der Großteil der vsiRNAs verschiedener Pflanzenviren aus der viralen

(+)RNA stammen [31, 49, 91]. Ein direkter Nachweis, dass die (+)RNA ein Substrat

für die Prozessierung von vsiRNAs durch DCLs darstellen kann, konnte bisher jedoch

nicht erbracht werden. Außerdem ist unklar, ob diese vsiRNAs eine aktive Rolle in der

Abwehr der viralen Infektion spielen. Auf Grund der starken Sekundärstruktur des vira-

len Genoms ist es denkbar, dass diese sogenannten (+)vsiRNAs selbst zur Spaltung

des viralen Genoms führen könnten [31, 49, 91]. Eine weitere Möglichkeit ist, dass

diese vsiRNAs keine oder nur eine geringe antivirale Wirkung besitzen und zu einer

Sättigung der RNA-silencing Maschinerie mit ineffizienten vsiRNAs führen. So konnte

beispielsweise gezeigt werden, dass nur ein geringer Prozentsatz der aus Grapevine

fleck virus (GFkV) und Grapevine rupestris stem pitting-associated virus(GRSPaV) ge-

bildeten vsiRNAs zu einer endonukleolytischen Spaltung der viralen RNA führt [89].

Die andere Möglichkeit ist die Generierung von vsiRNAs aus doppelsträngiger RNA,

welche ausgehend vom viralen Genom durch pflanzlichen RNA-abhängigen RNA-
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Polymerasen (RDRs) synthetisiert wird. Diese vsiRNAs sind verantwortlich für die Ver-

breitung und Verstärkung des RNA-silencings. Dabei ist jedoch unklar, ob die antivirale

Funktion der sekundären vsiRNAs ausschließlich durch das Auslösen einer systemi-

schen Immunität oder auch durch die lokale endonukleolytische Aktivität dieser vsiR-

NAs vermittelt wird [29].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl vsiRNAs aus doppelsträngiger als auch aus

einzelsträngiger RNA identifiziert und hinsichtlich ihrer antiviralen Wirkung analysiert.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen im Folgenden diskutiert werden.

4.4 Identifizierung effizienter vsiRNAs aus doppelsträngig er RNA

Zunächst sollten mit Hilfe des BYL vsiRNAs identifiziert werden, die aus einer dop-

pelsträngigen RNA stammen und zu einer effizienten Spaltung der viralen target-RNA

führen können. Die Untersuchungen konzentrierten sich dabei auf die R3.5-Region,

da diese bereits in Untersuchungen des Cymbidium ringspot virus (CymRSV), einem

zu TBSV nahe verwandten (+)RNA-Virus, als hotspot der RISC-vermittelten RNA-

Spaltung beschrieben wurde [108, 145].

Da zu diesem Zeitpunkt noch keine vsiRNAs aus dieser Region des TBSV bekannt

waren, wurde die ShortCut RNaseIII zur Generierung eines Pools verschiedener vsiR-

NAs aus der (ds)R3.5-RNA verwendet. In späteren Experimenten konnte gezeigt wer-

den, dass auch im BYL vsiRNAs aus diesem Bereich durch die in vitro DCL-Aktivität

generiert werden können (siehe Abbildung 3.10). Diese in vitro generierten vsiRNAs

besitzen eine Länge von 21 - 24 nt, wobei überwiegend vsiRNAs mit einer Länge von

24 nt gebildet werden. Dies lässt darauf schließen, dass das BYL vor allem aktives

DCL3 enthält, welches zur Synthese 24 nt langer siRNAs führt.

Ausgehend von dem ShortCut RNaseIII-generierten (ds)R3.5-siRNA-Pool sollten die

vsiRNAs identifiziert werden, die zu einer effizienten Spaltung dieser R3.5-Region der

DI-R3.5-target-RNA führen. Zu diesem Zweck wurde ein cleavage assay mit verschie-

denen AGO/RISCs durchgeführt. Dabei wurde sowohl die (+)DI-R3.5- als auch die

(-)DI-R3.5-RNA als target-RNA verwendet. Dies erlaubt die Identifizierung von vsiR-

NAs, die zur effizienten Spaltung der (+) oder der (-)RNA führen.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die (+)DI-R3.5-, als auch die (-)DI-R3.5-RNA

effizient durch verschiedene AGO/RISCs gespalten werden können. Dabei erfolgte die

Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA mit höherer Effizienz als die Spaltung der (+)DI-R3.5-

RNA (siehe Abbildung 3.11). Es wird vermutet, dass dieser Unterschied durch die

unterschiedlich stark ausgeprägten Sekundärstrukturen der (+) und (-)DI-R3.5-RNA

hervorgerufen wird.

Die Berechnung der Sekundärstrukturen der (+) und (-)DI-R3.5-RNA bei 25◦C durch
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das Strukturvorhersage-Programm mfold [180] ergibt für die (+)DI-R3.5-RNA eine freie

Enthalpie (∆G) von -319,04 kcal/mol, während die freie Enthalpie der (-)DI-R3.5 nur

-265,99 kcal/mol beträgt. Obwohl die Strukturvorhersagen für lange RNAs oft ungenau

sind [165], zeigen diese Berechnungen, dass es deutliche thermodynamische Unter-

schiede in den Sekundärstrukturen der (+) und (-)DI-R3.5-RNA gibt.

Trotzdem konnte auch für die (+)DI-R3.5-RNA eine RISC-vermittelte Spaltung detek-

tiert werden. Die Spaltstellen lagen auch bei Verwendung unterschiedlicher AGO/

RISCs innerhalb ähnlicher Bereiche der R3.5-Region. Dies ist ein weiterer Hinweis

darauf, dass die Sekundärstruktur der target-RNA einen maßgeblichen Einfluss auf

die Effizienz der RISC-vermittelten RNA-Spaltung besitzt [8].

Die Identifizierung der effizienten vsiRNAs erfolgte durch die Klonierung der 3’-Spalt-

fragmente der NtAGO1/RISC- und AtAGO2/RISC-vermittelten Spaltung der (+) bzw.

(-)DI-R3.5-RNA durch 5’-RACE.

Die Spaltung einer target-RNA findet zwischen den beiden Nukleotiden statt, die kom-

plementär zum 10. und 11. Nukleotid des sRNA-guide strands sind [32, 175]. Aus die-

sem Grund kann durch die Identifizierung des 5’-Nukleotids des 3’-Spaltfragments die

Sequenz des korrespondierenden vsiRNA-guide strands abgeleitet werden. Da die Ge-

nerierung der vsiRNA aus der doppelsträngigen R3.5-RNA erfolgte, besitzt der korre-

spondierende passenger strand eine vollständige Komplementarität zum identifizierten

guide strand. Erwartungsgemäß besitzen alle mit Hilfe von NtAGO1/RISC identifizier-

ten vsiRNAs ein 5’-U, alle vsiRNAs, die mit Hilfe des AtAGO2/RISC identifiziert wurden,

beginnen mit einem 5’-A. Diese Ergebnisse zeigen, dass mit Hilfe der 5’-RACE mit ho-

her Wahrscheinlichkeit die richtigen vsiRNA-Sequenzen identifiziert werden konnten.

Interessanterweise befinden sich die 3’-Enden der identifizierten target-Sequenzen je-

weils in einem einzelsträngigen Bereich der R3.5-RNA (siehe Abbildung 3.12). Dies

könnte die Bindung des 5’-Endes des siRNA-guide strands an die target-RNA erleich-

tern und so im Vergleich zu weniger zugänglichen RNA-Bereichen zu einer vermehr-

ten Spaltung dieser RNA-Region führen. Dies könnte bedeuten, dass die Bindung des

5’-Endes einer siRNA ähnlich wie die seed-Region tierischer miRNAs eine höhere

Bedeutung für die Funktionalität der jeweiligen siRNA besitzen als die Bindung des

3’-Endes, obwohl pflanzliche sRNA häufig eine vollständige Komplementarität zu ihrer

target-RNA aufweisen. Der Einfluss der target-Sequenz auf die Effizienz der RISC-

vermittelten RNA-Spaltung könnte durch die Kombination des in vitro cleavage assays

mit experimentellen und theoretischen Analysen von RNA-Sekundärstrukturen weiter

untersucht werden.

Neben der Sekundärstruktur können auch andere Faktoren wie die die Ausbildung

von Tertiärstrukturen oder die Bindung viraler Proteine oder zellulärer Wirtsfaktoren

die Zugänglichkeit einer RNA-target-Sequenz beeinflussen. So konnte beispielsweise
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gezeigt werden, dass die terminale loop-Struktur des stem loops B (SLB) der R3.5-

Region eine RNA-RNA-Interaktion mit der 5’-NTR des TBSV-Genoms bzw. der RI-

Region der (+)DI-R3.5-RNA vermittelt und so die Translationsinitiation am 5’-Ende des

viralen Genoms ermöglicht [33]. Dies könnte erklären, warum nur vsiRNAs, die gegen

die SLA-Helix der R3.5-Region gerichtet sind, eine effiziente RNA-Spaltung ermögli-

chen, obwohl auch der SLB und SLC partiell einzelsträngige Bereiche und ungepaarte

Nukleotide besitzen (siehe Abbildung 3.12).

4.5 vsiRNA1 zeigt eine antivirale Wirkung in vivo

Um die Replikation und Verbreitung von pathogenen Pflanzenviren zu unterbinden wer-

den häufig transgene Pflanzen erzeugt, die Teile eines viralen Genoms exprimieren.

Eine Möglichkeit ist die Überexpression langer doppelsträngiger RNAs. Diese wer-

den anschließend durch die wirtseigene DCL-Aktivität zu sRNAs prozessiert. Diese

(ds)RNA können beispielsweise als komplementäre Transkripte oder als lange hair-

pin-Konstrukte exprimiert werden. Diese Expression langer hairpin-Konstrukte ist vor

allem schnell und kostengünstig durchführbar. Ein Nachteil dieser Methode ist die Ge-

fahr von off target Effekten. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass vsiRNAs

des Grapevine fleck virus (GFkV) und des Grapevine rupestris stem pitting-associated

virus (GRSPaV) zur Spaltung wirtseigener mRNAs von Vitis vinifera-Pflanzen führen

können [89]. Die Expression langer viraler hairpin-Konstrukte könnte so zu einer Modu-

lation zellulärer Prozesse führen und das Wachstum und die Entwicklung der jeweiligen

Wirtspflanzen beeinflussen. Des Weiteren besitzen nicht alle, der aus den langen hair-

pin-Konstrukten prozessierten vsiRNAs, die gleiche Effizienz der Spaltung der viralen

target-RNA, da diese nicht allein von der siRNA, sondern auch von lokalen Strukturen

innerhalb der viralen target-RNA abhängt [79, 107, 131]. Außerdem gibt es bei dieser

Methode oft Bedenken bezüglich der biologischen Sicherheit, da eine Komplementati-

on der inserierten Sequenzen mit anderen Pflanzenviren nicht ausgeschlossen werden

kann [36].

Eine andere Möglichkeit ist die Überexpression kurzer hairpin-RNAs, die auf dem

backbone eines pflanzlichen miRNA-precursors basieren und als artificial miRNAs

(amiRNAs) bezeichnet werden. Auf Grund der kurzen Sequenz dieser Konstrukte sinkt

die Wahrscheinlichkeit von off target Effekten. So konnte beispielsweise gezeigt wer-

den, dass die Überexpression einer amiRNA zu einer Resistenz von Arabidopsis tha-

liana-Pflanzen gegenüber Infektionen des Turnip yellow mosaic virus (TYMV) und des

Turnip mosaic virus (TMV) führt [98]. Dagegen führte die Überexpression einer amiR-

NA, die gegen die RNA-Sequenz des silencing Suppressors 2b des Cucumber mosaic
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virus (CMV) gerichtet ist, zur Ausbildung unterschiedlicher Phänotypen. So zeigen ei-

nige Pflanzen eine Resistenz gegenüber einer CMV-Infektion oder einen verzögerten

Infektionsverlauf. Andere Pflanzen zeigten hingegen eine höhere Suszeptibilität gegen-

über der CMV-Infektion [123].

Um zu untersuchen, ob die in vitro identifizierte vsiRNA1 auch in vivo eine antivirale

Aktivität besitzt, wurde die vsiRNA1-Sequenz transient mittels Agrobacterium tume-

faciens in Nicotiana benthamiana-Pflanzen überexprimiert. Als Negativkontrolle wur-

de die gf698-siRNA verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Überexpression

der avsiRNA1 im Vergleich zu den gf698-Kontrollpflanzen zu einem verzögerten In-

fektionsverlauf und einer verminderten Menge viraler (+)RNA in jungen Blättern führte

(siehe Abbildung 3.14). So zeigten avsiRNA1-behandelte Pflanzen 7 Tage nach der

Inokulation der TBSV-RNA keine sichtbaren äußeren Symptome einer TBSV-Infektion.

Allerdings konnte zu diesem Zeitpunkt bereits die (+)TBSV-RNA durch qRT-PCR nach-

gewiesen werden. Obwohl in den jungen Blätter der avsiRNA1-behandelten Pflan-

zen eine geringere Menge (+)RNA als in den agf698-behandelten Pflanzen nachge-

wiesen werden konnte, zeigen diese Ergebnisse, dass sich auch in den avsiRNA1-

behandelten Pflanzen eine systemische TBSV-Infektion etablieren konnte. Aus diesem

Grund zeigten auch die avsiRNA1-behandelten Pflanzen 12 Tage nach der Inokulation

der TBSV-RNA erste Symptome einer TBSV-Infektion. Zusätzlich konnten zu diesem

Zeitpunkt virale Partikel aus den jungen Blättern der avsiRNA1-behandelten Pflanzen

isoliert werden.

Es sind verschiedene Ursachen für die unvollständige Resistenz der avsiRNA1-behan-

delten Pflanzen gegenüber der TBSV-Infektion denkbar. Zum Einen erfolgte die Inoku-

lation der TBSV-RNA durch die rub in Methode. Dabei werden der Blattoberseite auf

einer Fläche von 1 cm2 mechanisch kleine Mikroverletzungen zugefügt. Anschließend

wird das behandelte Areal mit 10µg TBSV-RNA versetzt. Diese Methode ist schnell

und kostengüntig durchführbar, lässt sich jedoch schlecht standardisieren. Des Weite-

ren ist eine relativ große Menge TBSV-RNA notwendig, um eine Infektion des behan-

delten Blattbereichs hervorzurufen. Es ist denkbar, dass auf Grund der hohen Menge

an TBSV-input-RNA keine vollständige Spaltung der viralen RNA innerhalb des behan-

delten Blattbereichs möglich ist, sodass sich trotz der Überexpression der avsiRNA1

eine TBSV-Infektion etablieren konnte. Als Alternative könnte die TBSV-RNA mittels

gene gun in die Blätter der Nicotiana benthamiana-Pflanzen eingebracht werden. Bei

dieser Methode werden Goldpartikel mit der jeweiligen Nukleinsäure beschichtet und

das Blattmaterial durch Luftdruck mit den Goldpartikeln beschossen, die dabei die Zel-

len durchdringen und die Nukleinsäuren freisetzen. Die Verwendung der Genkanone

könnte die Menge an TBSV-input-RNA vermindern und eine höhere Reproduzierbar-

keit der Experimente als die rub in Inokulation gewährleisten.
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Eine weitere mögliche Ursache für die unvollständige TBSV-Resistenz der avsiRNA1-

behandelten Pflanzen könnte das Fehlen einer funktionellen RDR in Nicotiana bentha-

miana sein [168]. Aus diesem Grund werden in Nicotiana benthamiana im Gegensatz

zu anderen Nicotiana-Spezies keine sekundären vsiRNAs gebildet, sodass keine sys-

temische Immunität und Verstärkung der antiviralen Immunantwort ausgelöst werden

kann. Die Verwendung eines anderen pflanzlichen Systems für die in vivo Experimen-

te könnte dieses Problem umgehen. Des Weiteren könnte die Co-Expression weite-

rer avsiRNAs wie der vsiRNA2 zu einer Verstärkung der TBSV-Resistenz behandelter

Pflanzen führen, da auch andere AGO/RISCs an der antiviralen Immunabwehr betei-

ligt wären. So wird beispielsweise vermutet, dass NbAGO2 in Nicotiana benthamiana

eine bedeutendere Rolle im antiviralen RNA-silencing spielt als NbAGO1 [129]. Aus

diesem Grund könnte die Überexpression der avsiRNA2 zur Ausbildung einer stär-

keren Resistenz der behandelten Pflanzen gegenüber der TBSV-Infektion führen als

die Überexpression der avsiRNA1. Außerdem würde die Expression unterschiedlicher

avsiRNAs einer möglichen Resistenzentwicklung des TBSV gegenüber der avsiRNA1

entgegenwirken.

Obwohl die durchgeführten in vivo Experimente bisher nicht soweit optimiert wurden,

um eine vollständige Resistenz der Nicotiana benthamiana-Pflanzen gegenüber einer

TBSV-Infektion zu vermitteln, stellt das BYL ein effizientes und schnelles System zur

Identifizierung antiviraler vsiRNAs dar. Dies ist von entscheidender Bedeutung, da die

Identifizierung effizienter vsiRNAs die Voraussetzung für eine erfolgreiche Vaccinie-

rung von Pflanzen durch avsiRNAs ist.

4.6 vsiRNAs können direkt aus dem viralen Genom prozessiert

werden

Nachdem in den vorhergehenden Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass das

BYL ein geeignetes System zur Identifizierung effizienter vsiRNAs aus doppelsträn-

giger viraler RNA darstellt, sollte anschließend untersucht werden, ob auch das vi-

rale Genom ein direktes Substrat für die DCL-abhängige vsiRNA-Generierung dar-

stellen kann. Dies ist von Bedeutung, da für verschiedene Pflanzenviren gezeigt wer-

den konnte, dass der Großteil gebildeter vsiRNAs aus den jeweiligen (+)RNAs stammt

[31, 49, 91, 145]. Ursprünglich wurde vermutet, dass die Ursache für die Anreicherung

der (+)vsiRNAs ein besonders effizienter Einbau der (+)vsiRNAs in RISCs [158] oder

ein verstärkter Abbau der RISCs ist, die (-)vsiRNAs enthalten [29].

Ein erster indirekter Hinweis dafür, dass vsiRNAs auch aus stark strukturierten Berei-

chen der (+)RNA stammen könnten, wurde durch vsiRNA-Profil-Analysen von CymRSV
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erbracht. Es konnte gezeigt werden, dass 93% der während einer CymRSV-Infektion

gebildeten vsiRNAs der Sequenz der viralen (+)RNA entsprechen [91]. Des Weite-

ren zeigten die Duplexe der isolierten vsiRNAs keine vollständige Basenpaarung, wie

es bei der Prozessierung doppelsträngiger RNA zu erwarten gewesen wäre. Diese

Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein Großteil der CymRSV-vsiRNAs in Nicotiana

benthamiana direkt aus dem viralen Genom prozessiert wird [91, 145].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die (+)RNA von TBSV in vi-

tro ein direktes Substrat für die DCL-vermittelte vsiRNA-Generierung sein kann. Da-

bei wurden vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt - 24 nt detektiert (siehe Abbildung ref-

fig:Verteilung). Im Gegensatz zu den Untersuchungen mit CymRSV, bei denen vor al-

lem vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt und 22 nt identifiziert wurden [91], führte die in

vitro Prozessierung der (+)DI-R3.5-RNA im BYL vor allem zur Bildung von vsiRNAs mit

einer Länge von 24 nt. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich darauf zurückzuführen,

dass das BYL sowohl zytoplasmatische als auch nukleäre Proteine enthalten kann,

während in vivo nur DCL2 und DCL4 im Zytoplasma der Zelle lokalisiert sind und dort

zur Prozessierung der viralen RNA zu vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt und 22 nt

führen [13].

Neben den vsiRNAs mit einer Länge von 24 nt entstehen im BYL ebenfalls vsiRNAs mit

einer Länge von 21 nt und 22 nt, die wahrscheinlich durch DCL4 und DCL2 prozessiert

werden. Da die Sekundärstruktur der viralen (+)RNA viele ungepaarte Bereiche wie

bulges und loops aufweist und damit der Struktur von miRNA-precursorn ähnelt, kann

jedoch auch eine Beteiligung von DCL1 bei der in vitro vsiRNA-Prozessierung aus der

viralen (+)RNA nicht ausgeschlossen werden.

Sowohl die vsiRNA-Profile der DI-R3.5-RNA (siehe Abbildung 3.18) als auch des TBSV-

Genoms (Daten nicht gezeigt) zeigen, dass ähnlich wie bei CymRSV vor allem vsiR-

NAs aus der 3’-NTR der viralen RNA generiert werden. Eine mögliche Ursache ist,

dass die virale RNA in diesem Bereich eine ausgeprägte Sekundärstruktur aufweist

und damit einen hotspot für die vsiRNA-Generierung darstellt.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das virale Genom ein direktes Substrat für

die vsiRNA-Generierung sein kann, sollte untersucht werden, ob diese (+)vsiRNAs

auch die Spaltung der viralen (+)RNA vermitteln können. Zu diesem Zweck wurden

Immunpräzipitationen von AGO/RISCs durchgeführt, die mit den zuvor beschriebe-

nen (+)vsiRNAs programmiert wurden. Anschließend wurden die coimmunpräzipitier-

ten vsiRNAs isoliert und durch Illumina next generation sequencing identifiziert (siehe

Abbildung 3.19).

Da nach der Bindung einer vsiRNAs durch ein AGO-Protein ein Strang des vsiRNA-

Duplexes entfernt wird, können mit dieser Methode nur vsiRNA-guide strands identi-
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fiziert werden. Aus diesem Grund kann keine Aussage über die Identität der authen-

tischen passenger strands getroffen werden. Deshalb wurden die passenger strands

als vollständig komplementäre RNA-Stränge von den jeweiligen guide strands abgelei-

tet, die identifizierten (+)vsiRNAs in einem cleavage assay auf ihre Spaltungseffizienz

testen zu können.

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass 2 der 10 untersuchten vsiR-

NAs (siTVDI92 und siTVDI93) zu einer detektierbaren RISC-vermittelten Spaltung der

(+)DI-R3.5-RNA führen können. Die Spaltung der (-)DI-R3.5-RNA durch die restlichen

8 (+)vsiRNAs zeigt jedoch, dass auch diese (+)vsiRNAs durch AGO/RISC gebunden

werden können. Aus diesem Grund kann eine fehlende Bindung dieser (+)vsiRNAs

durch AGO/RISC als Ursache für die fehlende (+)RNA-Spaltung ausgeschlossen wer-

den (siehe Abbildung 3.24).

Wie bereits erläutert könnte die Ausbildung von Sekundär- und Tertiärstrukturen der

(+)DI-R3.5-RNA eine mögliche Ursache für die fehlende Spaltung der (+)RNA durch

diese 8 vsiRNAs darstellen. Da es sich bei der DI-R3.5-RNA um eine relativ kurze vira-

le RNA handelt, die zusätzlich viele RNA-Elemente enthält, die die Bindung verschie-

dener Komponenten des Replikationskomplexes vermitteln, könnte die Zugänglichkeit

der vsiRNA-target-Sequenzen zusätzlichen durch die Bindung viraler und wirtseige-

ner Proteine an die (+)DI-R3.5-RNA vermindert werden. Aus diesen Gründen könnten

DI-RNAs allgemein schlechte targets der RISC-vermittelten RNA-Spaltung darstellen

[144]. Aus diesem Grund sollen in zukünftigen Experimenten zusätzlich zu den (+)vsiR-

NAs der (+)DI-R3.5-RNA auch (+)vsiRNAs aus weniger stark strukturierten Regionen

der genomischen TBSV-RNA untersucht werden.

97





5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Das RNA-silencing ist ein Mechanismus der Genregulation in Eukaryoten, der durch

kleine RNAs mediiert wird. Er spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen biologischen

Prozessen, wie z.B. der Abwehr von Viren. Auf Grund der vielschichtigen Wechselwir-

kungen zwischen Wirt und Pathogen, handelt es sich beim antiviralen RNA-silencing,

um einen komplexen Prozess, in dem viele der beteiligten Faktoren redundante Funk-

tionen besitzen.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden in BYL, ei-

nem zytoplasmatischen Extrakt aus entvakuolisierten Nicotiana tabacum-Protoplasten

durchgeführt. Dieses System erlaubt die Rekonstitution des antiviralen RNA-silencings

in vitro.

• Das BYL besitzt eine endogene DCL-Aktivität. Diese ermöglicht die in vitro Pro-

zessierung von vsiRNAs mit einer Länge von 21 nt - 24 nt aus doppel- und einzel-

strängigen viralen RNAs. In weitergehenden Analysen könnte untersucht werden

welche DCL-Proteine die Prozessierung der vsiRNAs vermitteln.

• Die in vitro Translation einer AGO-mRNA in Anwesenheit einer exogenen siRNA

oder eines siRNA-Pools erlaubt die Formierung aktiver RISCs. Dies erlaubt die

Programmierung spezifischer AGO/RISCs gegen eine bestimmte target-Sequenz

mit Hilfe definierter siRNAs. Auf diese Weise wurden verschiedene AGO-Proteine

aus Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum und Nicotiana benthamiana bezüg-

lich ihrer 5’-Nukleotid-Bindungsspezifität und ihrer endonukleolytischen Aktivität

untersucht. Dabei verbleiben Unklarheiten bezüglich des Mechanismus der RNA-

Spaltung von AtAGO4/RISC und AtAGO9/RISC. Für AtAGO6 konnte bisher kei-

ne endonukleolytische Aktivität im BYL nachgewiesen werden.

• Die Sekundärstruktur der target-Sequenz hat einen entscheidenden Einfluss auf

die Effizienz der RISC-vermittelten RNA-Spaltung. Ungepaarte Sequenzbereiche

werden mit einer höheren Effizienz gespalten als doppelsträngige RNA-Helices.

• Die endogene DCL-Aktivität und die RISC-vermittelte RNA-Spaltung erlauben

die vollständige Rekonstitution des antiviralen RNA-silencings in vitro. Dies er-

möglicht die Untersuchung des direkten Einflusses von AGO/RISCs auf die vira-

le Replikation. Alle untersuchten AGO/RISCs, die eine effiziente Spaltung nicht-

replizierender RNA-Transkripte vermittelten, führten auch zu einer verminderten

Bildung von Replikationsprodukten und besitzen damit in vitro eine antivirale Ak-

tivität.
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• Das BYL ermöglicht die Identifizierung von vsiRNAs, die sowohl aus doppelsträn-

giger als auch einzelsträngiger RNA gebildet werden können. Es wurde gezeigt,

dass solche vsiRNAs auch in vivo eine antivirale Aktivität besitzen können. Lang-

fristig könnte das BYL genutzt werden, um effiziente vsiRNAs aus TBSV und

anderen (+)RNA-Viren zu identifizieren und diese für die Erzeugung virusresis-

tenter transgener Pflanzen zu nutzen.

• Die Inhibition der Replikation von (+)RNA-Viren erfolgt durch die RISC-vermittelte

Spaltung neu synthetisierter (+)RNA-Moleküle. Das (-)RNA-Replikationsinter-

mediat stellt dagegen während der Replikation kein target der RISC-vermittelte

RNA-Spaltung dar, obwohl das entsprechende nicht replizierende (-)RNA-Trans-

kript mit großer Effizienz durch verschiedene AGO/RISCs gespalten werden kann.

Dies ist von Bedeutung, da der Großteil an vsiRNAs bei verschiedenen viralen In-

fektionen aus der (+)RNA generiert wird. Dabei ist unklar, ob diese (+)vsiRNAs

eine Funktion im antiviralen RNA-silencing besitzen

• Es wurden erste Hinweise erhalten, dass (+)vsiRNAs zu einer RISC-vermittelten

Spaltung der (+)RNA führen können. Diese (+)RNA-Spaltung erfolgte bisher je-

doch mit geringer Effizienz. Aus diesem Grund werden zukünftig weitere (+)vsiR-

NAs auf ihre Spaltungseffizienz untersucht.

Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit konnten bereits verschiedene Projekte

zur Aufklärung weiterführender Aspekte des RNA-silencings etabliert werden.

So konnte gezeigt werden, dass das BYL auch die Funktion des viralen silencings-

Suppressors p19 mediiert. Aus diesem Grund wird das BYL in weiterführenden Analy-

sen genutzt, um die Funktion des p19 und anderer viraler silencing-Suppressoren zu

untersuchen. In weiterführenden Experimenten konnten gezeigt werden, dass das BYL

auch zur Untersuchung der Funktion anderer sRNAs wie miRNAs (persönliche Mittei-

lung von Dr. T. Gursinsky) oder nat-siRNAs geeignet ist und so die Analyse zu Grunde

liegenden Mechanismen des posttranskriptionellen Gen-silencings ermöglichen könn-

te. Des Weiteren könnte die Kombination funktioneller in vitro Untersuchungen der

RNA-Spaltung im BYL mit experimentellen und theoretischen Sekundärstruktur-Ana-

linebreak[4] lysen verschiedener target-RNAs das Verständnis des Einflusses der Se-

kundärstruktur auf die Effizienz der RNA-Spaltung erweitern und die in silico Vorher-

sage effizienter pflanzlicher siRNAs verbessern. Dabei müsste die Analyse der RISC-

vermittelten RNA-Spaltung nicht auf virale RNAs beschränkt bleiben, sondern könnte

auch auf andere RNA-Spezies ausgeweitet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das BYL ein authentisches pflanzli-

ches in vitro System für die Untersuchung des antiviralen RNA-silencings darstellt. Die

100



Etablierung des BYL stellt damit vor allem einen entscheidenden Beitrag zur mecha-

nistischen Analyse verschiedener Aspekte des antiviralen RNA-silencings dar.
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Antivirales RNA- silencing durch verschiedene AGO/RISCs
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Abbildung 6.1 Antivirales RNA- silencing durch Nt AGO1/RISC und NbAGO2/RISC.
(A) Cleavage assays für NtAGO1/RISC und NbAGO2/RISC unter Verwendung verschiede-
ner gf698-siRNA-Varianten und 32P-markierter GFP-target-RNA. Die Beladung der in vitro
translatierten AGO-Proteine erfolgte mit 21 nt (Spuren 2 - 5), 22 nt (Spuren 6 - 9) und 24 nt
(Spuren 10 - 13) langen gf698-siRNAs. Das 5’-Nukleotid der entsprechenden gf698-siRNAs
wurde dabei variiert. Die Detektion der Spaltprodukte (SP) erfolgte durch denaturierende
PAGE und Autoradiographie. Als Negativkontrolle wurde jeweils ein cleavage assay in Ab-
wesenheit der gf698-siRNA durchgeführt. (B) Replikations-Inhibitionsassay mit (+)DI-GFP1
RNA und NtAGO1/RISC und NbAGO2/RISC. Die Beladung der RISCs erfolgte mit verschie-
denen 21 nt gf698-siRNA-Varianten, die ein 5’-U (NtAGO1) und 5’-A (NbAGO2) aufwiesen.
Die programmierten RISCs wurden zu TBSV-Replikationsreaktionen hinzugeben und die Re-
plikation durch Zugabe von (+)DI-GFP1(s) oder (+)DI-GFP1(as) initiiert. Die Replikationspro-
dukte (RP) und Spaltprodukte (Stern) sind gekennzeichnet.
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Abbildung 6.2 Antivirales RNA- silencing durch At AGO3/RISC, At AGO4/RISC und
At AGO6/RISC. (A) Cleavage assays für AtAGO3/RISC, AtAGO4/RISC und AtAGO6/RISC
unter Verwendung verschiedener gf698-siRNA-Varianten und 32P-markierter GFP-target-
RNA. Die Beladung der in vitro translatierten AGO-Proteine erfolgte mit 21 nt (Spuren 2 - 5),
22 nt (Spuren 6 - 9) und 24 nt (Spuren 10 - 13) langen gf698-siRNAs. Das 5’-Nukleotid der
entsprechenden gf698-siRNAs wurde dabei variiert. Die Detektion der Spaltprodukte (SP)
erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Als Negativkontrolle wurde je-
weils ein cleavage assay in Abwesenheit der gf698-siRNA durchgeführt. (B) Replikations-
Inhibitionsassay mit (+)DI-GFP1 RNA und AtAGO3/RISC, AtAGO4/RISC und AtAGO6/RISC.
Die Beladung der RISCs erfolgte mit verschiedenen 21 nt gf698-siRNA-Varianten, die ein 5’-
U (NtAGO1) und 5’-A (NbAGO2) aufwiesen. Die programmierten RISCs wurden zu TBSV-
Replikationsreaktionen hinzugeben und die Replikation durch Zugabe von (+)DI-GFP1(s)
oder (+)DI-GFP1(as) initiiert. Die Replikationsprodukte (RP) und Spaltprodukte (Stern) sind
gekennzeichnet.
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Abbildung 6.3 Antivirales RNA- silencing durch At AGO7/RISC, At AGO9/RISC
und At AGO10/RISC. (A) Cleavage assays für AtAGO7/RISC, AtAGO9/RISC und
AtAGO10/RISC unter Verwendung verschiedener gf698-siRNA-Varianten und 32P-
markierter GFP-target-RNA. Die Beladung der in vitro translatierten AGO-Proteine erfolgte
mit 21 nt (Spuren 2 - 5), 22 nt (Spuren 6 - 9) und 24 nt (Spuren 10 - 13) langen gf698-siRNAs.
Das 5’-Nukleotid der entsprechenden gf698-siRNAs wurde dabei variiert. Die Detektion der
Spaltprodukte (SP) erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Als Negativ-
kontrolle wurde jeweils ein cleavage assay in Abwesenheit der gf698-siRNA durchgeführt.
(B) Replikations-Inhibitionsassay mit (+)DI-GFP1 RNA und AtAGO3/RISC, AtAGO4/RISC
und AtAGO6/RISC. Die Beladung der RISCs erfolgte mit verschiedenen 21 nt gf698-siRNA-
Varianten, die ein 5’-U (NtAGO1) und 5’-A (NbAGO2) aufwiesen. Die programmierten
RISCs wurden zu TBSV-Replikationsreaktionen hinzugeben und die Replikation durch
Zugabe von (+)DI-GFP1(s) oder (+)DI-GFP1(as) initiiert. Die Replikationsprodukte (RP) und
Spaltprodukte (Stern) sind gekennzeichnet.
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Vektoren und Plasmidkonstruktion

pGEM-T Easy Promega, Madison, USA

pUC18 Thermo Scientific, Bonn, D

pSP64-Poly(A) Promega, Madison, USA

pGFP-C1 Clontech Laboratories GmbH, Heidelberg, D

pSP-luc Promega, Madison, USA

pBGWFS7 Karimi et al. 2002 [150]

Der pBGWFS7-Vektor enthält einen 35S-Promotor und wurde freundlicher Weise durch

die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. U. Bonas (Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg)

im Rahmen des GRK1591 zur Verfügung gestellt.

Plasmidkonstruktion

NtAGO1-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von NtAGO1 (AB542739) wur-

de mit den Primern AGO1Nt1f und AGO1Nt1r mittels PCR aus einer tobacco leaf

cDNA-Bilbiothek (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) amplifiziert und durch den

Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor klo-

niert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates erfolgte durch Linearisie-

rung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO1-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO1 (NM_179453) wur-

de mit den Primern AGO1At1f und AGO1At1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern

von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit NheI und SmaI in den

modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert, der zuvor mit XbaI und SmaI verdaut wur-

de. Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates erfolgte durch Linearisierung

des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

NbAGO2-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von NbAGO2 [129] wurde mit

den Primern AGO2Nb1f und AGO2Nb1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern von N.

benthamiana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den

modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO2-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO2 (NM_102866) wur-

de mit den Primern AGO2At1f und AGO2At1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern

von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den
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modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO3-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO3 (NM_102867) wur-

de durch Joanna Jagoda mit den Primern AGO3At1f und AGO3At1r mittels RT-PCR

von RNA aus Blättern von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau

mit SalI und SmaI in den modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generie-

rung des in vitro Transkriptions-templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids

mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO4-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO4 (NM_128262) wur-

de mit den Primern AGO4At1f und AGO4At1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern

von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den

modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO5-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO5 (NM_179779) wur-

de mit den Primern AGO5At1f und AGO5At1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern

von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den

modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO6-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO6 (NM_128854) wur-

de durch Joanna Jagoda mit den Primern AGO6At1f und AGO6At1r mittels RT-PCR

von RNA aus Blättern von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau

mit XbaI und SmaI in den modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generie-

rung des in vitro Transkriptions-templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids

mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO7-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO7 (NM_105611) wur-

de mit den Primern AGO7At1f und AGO7At1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern

von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den

modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO9-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO9 (NM_122122) wur-

de mit den Primern AGO9At1f und AGO9At1r mittels RT-PCR von RNA aus Blättern

von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und SmaI in den
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modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo Scientific).

AtAGO10-pSP64-Poly(A)LF2: Die kodierende Sequenz von AtAGO10 (NM_123748)

wurde mit den Primern AGO10At1f und AGO10At1r mittels RT-PCR von RNA aus

Blättern von A. thaliana amplifiziert und durch den Restriktionsverdau mit XbaI und

SmaI in den modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor kloniert. Die Generierung des in vitro

Transkriptions-templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit SmiI (Thermo

Scientific).

TBSV-Genom: Der cDNA-Klon des (+)TBSV-Genoms (T100) wurde freundlicher Wei-

se von Herman Scholthof (A&M University, Texas, USA) zur Verfügung gestellt. Die

Konstruktion wurde bereits in früheren Arbeiten beschrieben [47]. Die Generierung

des in vitro Transkriptions-templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit

SmaI (Thermo Scientific). Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates der

(-)TBSV-Sequenz erfolgte mittels PCR unter Verwendung der Primer TVmTra1f und

T7TVmTra1r.

pSPTVP33: Das Plasmid kodiert für die p33-mRNA von TBSV und wurde freundlicher

Weise von Dr. Torsten Gursinsky zur Verfügung gestellt. Die Konstruktion wurde bereits

in früheren Arbeiten beschrieben [47]. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit XhoI (Thermo Scientific).

pSPTVP92Y: Das Plasmid kodiert für die p92-mRNA von TBSV und wurde freundlicher

Weise von Dr. Torsten Gursinsky zur Verfügung gestellt. Die Konstruktion wurde bereits

in früheren Arbeiten beschrieben [47]. Die Generierung des in vitro Transkriptions-

templates erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit XhoI (Thermo Scientific).

DI-B10: Der cDNA-Klon der (+)DI-B10-RNA wurde freundlicher Weise von Herman

Scholthof (A&M University, Texas, USA) zur Verfügung gestellt. Die Konstruktion wurde

bereits in früheren Arbeiten beschrieben [64]. Die Generierung des in vitro Transkrip-

tions-templates der (+)DI-B10-Sequenz erfolgte durch Linearisierung des Plasmids mit

SmaI (Thermo Scientific). Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates der

(-)DI-B10-Sequenz erfolgte mittels PCR unter Verwendung der Primer TVmTra1f und

T7TVmTra1r.

DI-R3.5: Die Sequenz der DI-R3.5-DNA wurde durch Dr. Torsten Gursinsky mit den Pri-

mern TV5UTR1f und TV3UTR1r mittels PCR amplifiziert und durch Restriktionsverdau
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mit XbaI und SmaI in den pUC18-Veltor kloniert. Die Generierung des in vitro Transkrip-

tions-templates der (+)DI-R3.5-Sequenz erfolgte durch Linearisierung des Plasmids

mit SmaI (Thermo Scientific). Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates

der (-)DI-R3.5-Sequenz erfolgte mittels PCR unter Verwendung der Primer TVmTra1f

und T7TVmTra1r.

(+)DI-GFP1(s): Die 5’-Sequenz des DI-R3.5-DNA wurde durch die Primer TV5UTR1f

und DIGFPFus4r mittels PCR amplifiziert und mit XbaI und BpiI behandelt. Die 3’-

Sequenz des DI-R3.5-DNA wurde durch die Primer DIGFPFus4f und TV3UTR1r am-

plifiziert und mit BpiI und SmaI behandelt. Für die Insertion der GFP-target-Sequenz

wurden die Primer GFPsiFus3f und GFPsiFus3r hybridisiert und zusammen mit den 5’-

und 3’-PCR-Fragmenten in den XbaI- und SmaI-behandelten pUC18-Vektor kloniert.

Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates der (-)DI-GFP1(s)-Sequenz er-

folgte mittels PCR unter Verwendung der Primer TVmTra1f und T7TVmTra1r.

(+)DI-GFP2(s): Die 5’-Sequenz des DI-R3.5-DNA wurde durch die Primer TV5UTR1f

und DIGFPFus5r mittels PCR amplifiziert und mit XbaI und BpiI behandelt. Die 3’-

Sequenz des DI-R3.5-DNA wurde durch die Primer DIGFPFus5f und TV3UTR1r am-

plifiziert und mit BpiI und SmaI behandelt. Für die Insertion der GFP-target-Sequenz

wurden die Primer GFPsiFus4f und GFPsiFus4r hybridisiert und zusammen mit den 5’-

und 3’-PCR-Fragmenten in den XbaI- und SmaI-behandelten pUC18-Vektor kloniert.

Die Generierung des in vitro Transkriptions-templates der (-)DI-GFP2(s)-Sequenz er-

folgte mittels PCR unter Verwendung der Primer TVmTra1f und T7TVmTra1r.

(+)DI-GFP(as): Die Konstruktion der (+)DI-GFP1(as)- und (+)DI-GFP2(as)-Konstrukte

erfolgte durch Dr. Torsten Gursinsky. Die Generierung des in vitro Transkriptions-temp-

lates der (-)DI-GFP(as)-Sequenzen erfolgte mittels PCR unter Verwendung der Primer

TVmTra1f und T7TVmTra1r.
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DNA-Oligonukleotide

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch die Firma MWG Eurofins Operon.

Name Sequenz (5’→3’)

Primer für die Klonierung von DNA-Fragmenten

AGO1Nt1f gctagctagcgccatggtgcggaagaagagaactg

AGO1Nt1r tcccccggggaattaacaataaaacataaccctcttgac

AGO1At1f gctagctagcgccatggtgagaaagagaagaacgg

AGO1At1r tcccccggggaattagcagtagaacatgacacgcttc

AGO2Nb1f gctctagagccatgggttcattcaaccagcaac

AGO2Nb1r ggggaattaggatcctcagacaaagaac

AGO2At1f gctctagagccatggagagaggtggttatcgagg

AGO2At1r tcccccggggaattagacgaagaacataacattctcaag

AGO3At1f acgcgtcgacgccatggatcgaggtggttaccgag

AGO3At1r tcccccggggaattagacaaagaacataaagttctcgatg

AGO4At1f gctctagagccatggattcaacaaatggtaacggag

AGO4At1r tcccccggggaattaacagaagaacatggagttggc

AGO5At1f gctctagagccatgtcaaatcgtggtggtggtg

AGO5At1r tcccccggggaattagcaataaaacataacctccttgac

AGO6At1f gctagctagcgccatggagacatcttcatctctgc

AGO6At1r tcccccggggaattagcagaagaacatgttgccttcg

AGO7At1f gctctagagccatggaagaaaaaactcatcatcatc

AGO7At1r tcccccggggaattagcagtaaaacatgagattcttgac

AGO9At1f gctctagagccatggattctgatgaaccgaatgg

AGO9At1r tcccccggggaattaacagaagaacatggaggttgaaac

AGO10At1f gctctagagccatgccgattaggcaaatgaaagatag

AGO10At1r tcccccggggaattagcagtagaacattactctcttc

FLAG1f tcgacgtatcccggcggcggttttgagttattaccatggactacaaggatgacgatgacaagtc

FLAG1r catggacttgtcatcgtcatccttgtagtccatggtaataactcaaaaccgccgccgggatacg

avsiRNA1f atccgggtgagaatctccatcttatccgaccataggcccatgtaaccaacaaacacga

avsiRNA1r gatttcgtgtttgttggttacatgggcctatggtcggataagatggagattctcaccc

avsiRNA2f aatccgtctcatttgcttattacatgggactaaagtcggataagatgagctcttcaccc

avsiRNA2r aagcgggtgaagagctcatcttatccgactttagtcccatgtaataagcaaatgagacg

agf6981f atccgggtgagaatctccattttagttcatccatgccatgtgtaaccaacaaacacga
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agf6981r gatttcgtgtttgttggttacacatggcatggatgaactaaaatggagattctcaccc

agf6982f aatccgtctcatttgcttattacacatgacataaatgaactataatgagctcttcaccc

agf6982r aagcgggtgaagagctcattatagttcatttatgtcatgtgtaataagcaaatgagacg

TV5UTR1f aactgcaggggccctaatacgactcactatag

TV3UTR1r tccccccgggctgcatttctgcaatgttcc

GFPsiFus3f tatagttcatccatgccatg

GFPsiFus3r tacacatggcatggatgaac

DIGFPFus4f gaccatgaagactctgtagacgcgcatccaacatgggcc

DIGFPFus4r gaccatgaagactctatagaccgactgataccacacgag

GFPsiFus4f gaaatacacatgcatgtatcatgactagatatagttcatccatgccatgtgta

GFPsiFus4r ccattacacatggcatggatgaactatatctagtcatgatacatgcatgtgta

DIGFPFus5f gaccatgaagactcatggtcggataagtcttagcaatac

DIGFPFus5r gaccatgaagactctttccatatctccatcccctag

TVmTra1f ggaaattctccaggatttctcgac

T7TVmTra1r ccctaatacgactcactatagggctgcatttctgcaatgttcc

Primer für RT und qRT-PCR-Reaktionen

18sRNAs aaacggctaccacatccaag

18sRNAa cctccaatggatcctcgtta

TVGMRTP5s gtgcggagaagaggaggtaag

TVGMRTP5a cgccaactcaactctatcagc

oligo-dT TTTTTTTTTTTTTTTTTTT

Oligonukleotide für die RNA-Klonierung

5’-Adapter-RNA gcugauggcgaugaaugaacacugcguuugcuggcuuugaugaaa

17.93 TCTGCAATGTTCCGGTTGTC

15.22 TATCTGGTGACTTGCGCTACC

Tabelle 6.1 Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Primer.
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RNA-Oligonukleotide

Die Synthese der verwendeten RNA-Oligonukleotide erfolgte durch die Firma Biomers

(Ulm, D). Es wurden vorwiegend nicht- linebreak[4] phosphorylierte siRNA-Varianten

in den in vitro Assays verwendet, da diese die gleiche Spaltungseffizienz wie die phos-

phorylierten siRNA-Varianten zeigten (Daten nicht gezeigt).

siRNA Länge guide strand (5’→3’) passenger strand (5’→3’)

gf698 22 nt uaguucauccaugccaugugua cacauggcauggaugaacuaua

gf698 21 nt uaguucauccaugccaugugu acauggcauggaugaacuaua

vsiRNA1 22 nt uauccgaccauaggcccauguu caugggccuauggucggauaag

vsiRNA1 21 nt uauccgaccauaggcccaugu augggccuauggucggauaag

vsiRNA2 22 nt auccgaccauaggcccauguu caugggccuauggucggauaa

vsiRNA3 21 nt cuuauccgaccauaggcccau gggccuauggucggauaaguc

vsiRNA4 21 nt uuaggaugacgagucgacccg ggucgacucgucauccuaaca

siTVDI92 21 nt aucuuuaguugugggguuuga gaaccccacaacuaaagauaa

siTVDI93 21 nt ucuuuaguugugggguuugaa gaaaccccacaacuaaagaua

siTVDI199 21 nt acaggagccuuuggacgucuu gacguccaaaggcuccuguug

siTVDI292 21 nt uacuacagcggugcgaaacuc guuucgcaccgcuguaguaug

siTVDI471 21 nt ucuuguuggguucuggauguu gauccagaacccaacaagagu

siTVDI490 22 nt uuaggaugacgagucgacucgg gagucgacucgucauccuaaca

siTVDI553 21 nt aaagggucucgugugguauca guaccacacgagacccuuucc

siTVDI607 21 nt auggucggauaagucuuagca guaagacuuauccgaccauag

siTVDI666 21 nt uuaggugucacuuguggaagc guccacaagugacaccuaacu

siTVDI725 21 nt auagagaucgcuggaagcacu ggcuuccagcgaucucuauag

Tabelle 6.2 Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten siRNAs.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten siRNAs wurden vorwiegend als nicht-phos-

phorylierte siRNA-Duplexe eingesetzt, da keine Unterschiede in der Effizienz phos-

phorylierter und nicht-phosphorylierter siRNAs im cleavage assay detektiert werden

konnten (Daten nicht gezeigt). Bei der Verwendung verschiedener siRNA-Varianten mit

unterschiedlichen 5’-Nukleotiden erfolgte die Anpassung der komplementären siRNA-

Sequenz des passenger strands, so dass die vollständige Komplementarität des siRNA-

Duplexes erhalten bleibt.
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Chemikalien

Aceton VWR International, Darmstadt, D

Acetosyringon Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

(3,5-Dimethoxy-4-hydroxyacetophenon)

Acrylamid / Bisacrylamid Rotiphorese 30 (37,5 : 1) Roth, Karlsruhe, D

Acrylamid / Bisacrylamid Rotiphorese 40 (19 : 1) Roth, Karlsruhe, D

Actinomycin D Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Agarose low EEO AppliChem, Darmstadt, D

Ammoniumacetat Roth, Karlsruhe, D

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck, Darmstadt,D

Ammoniumthiocyanat AppliChem, Darmstadt, D

Ampicillin Roth, Karlsruhe, D

Bacto-Agar Becton, Dickinson & Co., MD, USA

Bacto-Hefe-Extrakt Becton, Dickinson & Co., MD, USA

Bacto-Trypton Becton, Dickinson & Co., MD, USA

Bacto-Pepton Becton, Dickinson & Co., MD, USA

beef -Extrakt Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Borsäure AppliChem, Darmstadt, D

Bradford, Protein assay dye reagent Bio-Rad, Hercules, USA

Bromphenolblau Merck, Darmstadt, D

Chloroform Roth, Karlsruhe, D

Cellulase Onozuka RS Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, NL

Coomassie Brilliant Blau R250 Roth, Karlsruhe, D

2,4-Dichlorphenoxyessigsäure Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, NL

Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) AppliChem, Darmstadt, D

Dithiothreitol (DTT) AppliChem, Darmstadt, D

Ethanol VWR International, Darmstadt, D

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Merck, Darmstadt, D

Essigsäure VWR International, Darmstadt, D

Ethanol VWR International, Darmstadt, D

Ethidiumbromid Merck, Darmstadt, D

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)- AppliChem, Darmstadt, D

N,N,N’,N’-tetraessigsäure (EGTA)
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Formaldehyd Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Formamid (deionisiert) Roth, Karlsruhe, D

Glukose Merck, Darmstadt, D

Glycerin (wasserfrei) AppliChem, Darmstadt, D

Glycin AppliChem, Darmstadt, D

Guanidiniumthiocyanat AppliChem, Darmstadt, D

Harnstoff AppliChem, Darmstadt, D

HCl VWR International, Darmstadt, D

HEPES AppliChem, Darmstadt, D

Isoamylalkohol VWR International, Darmstadt, D

Isopropanol Merck, Darmstadt, D

Kaliumacetat Roth, Karlsruhe, D

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Thermo Scientific, Bonn, D

Kaliumhydroxid (KOH) Merck, Darmstadt, D

Kalziumchlorid Merck, Darmstadt, D

Kreatinphosphat AppliChem, Darmstadt, D

Magnesiumacetat Merck, Darmstadt, D

Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, D

Mannitol AppliChem, Darmstadt, D

β-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, D

Methanol VWR International, Darmstadt, D

MOPS AppliChem, Darmstadt, D

2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) AppliChem, Darmstadt, D

Murashige & Skoog Basal Medium Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, NL

Myo-Inositol Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, NL

Natriumacetat AppliChem, Darmstadt, D

Natriumcarbonat Merck, Darmstadt, D

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, D

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva, Heidelberg, D

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, D

Natriumthiocyanat Merck, Darmstadt, D

Nonidet P40 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Pectolyase Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, NL

Percoll GE Healthcare, München, D
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Phenol (wassergesättigt, stabilisiert) AppliChem, Darmstadt, D

PIPES AppliChem, Darmstadt, D

Protease-Inhibitor Roche Diagnostics, Mannheim, D

(Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor)

Rifampicin AppliChem, Darmstadt, D

Saccharose Merck, Darmstadt, D

Silbernitrat Thermo Scientific, Bonn, D

Siliziumcarbid Roth, Karlsruhe, D

Spectinomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Spermin Roth, Karlsruhe, D

SUCOFiN (Magermilchpulver) TSI GmbH & Co. KG, Zeven, D

TEMED Roth, Karlsruhe, D

Thiaminhydrochlorid Duchefa Biochemie B. V., Haarlem, NL

Thioglycolsäure AppliChem, Darmstadt, D

Trichloressigsäure (TCA) J. T. Baker Chemicals, Phillipsburg, USA

Tris Roth, Karlsruhe, D

tRNA (from yeast) GE Healthcare, München, D

Tween 20 Merck, Darmstadt, D

Wasser (Nuklease-frei) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Xylencyanol AppliChem, Darmstadt, D

Geräte und Verbrauchsmaterialien

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg, D

Dounce Homogenizer (tight fit) KONTES GLASS, Vineland, USA

DC-Karten Kieselgel 60 F 254 Riedel-Häen, Seelze, D

Einmalküvetten PLASTIBRAND, Polystyrol Roth, Karlsruhe, D

Elektrophorese Power Supply Consort EV233 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, D

Feinwaage ABJ 120-4M KERN & SOHN GmbH, Balingen, D

Gel-Dokumentationsanlage EDAS 290 Kodak, Stuttgart, D

Gene Pulser II Bio-Rad, Hercules, USA

Gene Pulser Cuvette Bio-Rad, Hercules, USA

Gradientenmischer Hoefer, Holliston, USA
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Infors Multitron II HT Infors AG, Bottmingen, CH

Lichtmikroskop Thermo Scientific, Bonn, D

Magnetrührer IKA Reo basic C IKA, Staufen, D

MasterCycler Thermocycler Eppendorf AG, Hamburg, D

Micro 200 (Zentrifuge) Hettich, Tuttlingen, D

Micro 200R (Zentrifuge) Hettich, Tuttlingen, D

Nitrocellulose-Membran LI-COR, Lincoln, USA

pH-Meter / pH-Elektrode Blueline 14 pH Schott Instruments, Mainz, D

Percival Pflanzenzuchtkammer E41L2 CLF PlantClimatics GmbH, Emersacker, D

PowerSupply Pack P25 Biometra, Göttingen, D

Rotina 38R (Zentrifuge) Hettich, Tuttlingen, D

Rotor SW40Ti Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D

Rotor TLA 100.3 Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D

Storage Phosphor Screen S 230 GE Healthcare, München, D

Storm 860 Phosphoimager Molekular Dynamics, Sunnyvale, USA

Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, Hercules, USA

Ultrazentrifuge L8-M Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D

Ultrazentrifuge Optima TLX Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D

Uni-Geldryer 3545D Bio-Rad, Hercules, USA

Universalschüttler SM 30 A Edmund Bühler GmbH, Hechingen, D

UVette Eppendorf, Hamburg, D

UV-Lampe LONGLIFE FILTER Spectroline, Westbury, USA

UV-Transilluminator UXT-30M-8E, 312 nm Biostep GmbH, Jansdorf, D

Vortex Genius 3 IKA, Staufen, D

Waage accu-622 Thermo Scientific, Bonn, D

Whatman-Papier GB 005 GE Healthcare, München, D

Winkelrotor 6-fach Hettich, Tuttlingen, D

Zentrifugenröhrchen Ultra clear (14 x 95 mm) Beckman Coulter GmbH, Krefeld, D
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