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Universein diameter: 1,6 - 1028 cm
Galaxy in diameter: 1023 cm
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Side-view of the Galaxy: There are some 1011 stars (200 billion) in this system, which is
about 30 000 parsecs across with maximum thickness at the centre of about 4000 parsecs.

The sun is about 10 000 parsecs from the centre of the Galaxy. The planet Earth orbits the
sun between the planets Venus and Mars at a mean distance from the sun of 149 600 000
km. The mantle of this planet extends some 29 000 km below the crust; and the core, part

of whichisbelived to be liquid. The composition of the crust is: oxygen 47%, silicon 28%,

aluminium 8%, iron 4,5%, calcium 3,5%, sodium and potassium 2,5% each and magne-

sium 2,2%. Hydrogen, carbon, phosphorus, and sulphur are all present to an extend of less
than 1% (Dictionary of Science, Oxford Press).
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PLRV in diameter: 3 - 106 cm
Enzyme in diameter: 3+ 1077 cm

* according to Douglas Adams, "Mostly Harmless”
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Einleitung

1. Einlaitung

Die Evolution hoherer Tiere und Pflanzen beruht auf der Hervorbringung einer
wachsenden Zahl spezidisierter Zelltypen und spiegelt ein zunehmend verfeinertes
System von Kontrollen Uber die Genexpression in den einzelnen Zellen, die sie
zusammensetzen wider. Die Expression von Genen hoherer Eukaryonten kann auf
verschiedenen Ebenen reguliert werden, wobei unser Wissen Uber die Kontrolle der
Initiation der Transkription Uberwiegt. Einige Gene werden jedoch mit konstanter
Haufigkeit transkribiert und durch translationale Prozesse reguliert (wie
Trangdationsinitiation). So ist die Analyse von Mechanismen, die der Regulation der
Trandation zugrunde liegen, ein wichtiger Aspekt der molekularbiologischen
Grundlagenforschung.

Die einzelnen Vorgange wahrend der Proteinsynthese am Ribosom werden in drei
Stadien - Initiation, Elongation und Termination - eingeteilt. Dabei unterscheiden
sich Elongation und Termination bel Pro- und Eukaryonten meist nur in der
Betelligung verschiedener Proteinfaktoren. Die Initiation der Translation dagegen
weist ganz wesentliche Unterschiede auf. Die mRNA-Molekule der Bakterien ent-
halten eine bis zu sechs Nukleotide lange Ribosomen-Bindungssequenz (Shine-
Dalgarno Sequenz), diein einem mRNA-Molekil mehrmals an verschiedenen Stellen
vorkommen kann. Diese Initiationssequenzen liegen vier bis sieben Nukleotide
stromaufwarts von einem AUG-Codon; sie bilden Basenpaare mit einem bestimmten
Abschnitt in der rRNA eines Ribosoms und liefern damit das Signal fir den Beginn
der Proteinsynthese an dem in der N&he liegenden Startcodon. Die Ribosomen der
Bakterien kénnen mit der Proteinsynthese auch innerhalb eines mRNA-Molekils
beginnen, deshalb ist ihre MRNA meist polycistronisch.

Fir die Bildung eines Initiationskomplexes im eukaryontischen System sind andere
Mechanismen verantwortlich, obwohl Shine-Dalgarno dhnliche Sequenzen auf der
18S rRNA diskutiert werden. Jedoch gibt es bisher keinen Beweis fir das
Vorkommen von Basenpaarung zwischen eukaryontischer mRNA und 18S rRNA.
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Durch Marilyn Kozak konnte in der Vergangenheit ein Modell beschrieben werden,
welches zu einem tiefgreifenden Verstdndnis der  eukaryontischen
Tranglationsinitiation gefuhrt hat. In Anlehnung an den verantwortlichen
M echanismus wurde es das “ scanning” Modell fur die Initiation der Trandlation in
hoheren Eukaryonten genannt (Kozak, 1989, 1990, 1999, 2000, 2001). Dieses
postuliert, dass die ribosomale 40S Untereinheit - mit der Initiator-Met-tRNA;Met und
verschiedenen Initiationsfaktoren - an oder in der Nahe der cap-Struktur am 5'-Ende
der mRNA bindet um dann an der mRNA entlangzugleiten bis ein AUG-Startcodon
im optimalen Kontext erreicht wird. Fir 90-95% aller bisher bekannten Vertebraten-
MRNAs wird in der Regel das erste AUG stromabwaérts vom 5’ -Ende der mRNA fir
die Initiation der Tranglation verwendet (“first AUG rule’; Kozak, 19874a). Bakterien-
MRNA ist daher gewohnlich polycistronisch, die mMRNASs der Eukaryonten dagegen
monacistronisch.

Viren sind zum Vollenden ihres Lebenszyklus auf eine eukaryontische Zelle
angewiesen. lhre vergleichbar kleinen Genome besitzen nur eine begrenzte
genetische Information. Deshalb nutzen sie Reaktionswege ihrer Wirtszellen fir
wesentliche Schritte der Fortpflanzung. Virale mRNASs sind ahnlich prokaryontischen
MRNAs meist polycistronisch und stellen daher besondere Anspriiche an den
Trangdlationsapparat der Zelle. Die virale Trand ation kann sich dabei Mechanismen zu
nutze machen, die bisher in eukaryontischen Zellen weitgehend unbekannt sind.
Beispiele sind interne Ribosomenbindung in der Initiation, der ribosomale
Leserasterwechsels bel der Elongation und die Stopcodon-Suppression bei der
Termination. Die Mechanismen der Genexpression viraler Proteine ermdglichen eine
optimale Nutzung der begrenzten Kapazitét des viralen Genoms. Dieses Genom kann
eine einzelstrangige RNA-Kette, eine doppelstrangige RNA-Helix, eine ringdrmige,
einzelstrangige DNA-Kette oder ein lineares, einzelstrangiges DNA-Molekil sein.
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1.1. Trandationsmechanismen

Eukaryontische mRNAs besitzen keine Shine-Dalgarno-Sequenz. Statt dessen wird
die Auswahl eines AUG-Codons als Translations-Startpunkt weitgehend durch seine
N&he zum Cap am 5'-Ende des mRNA-Molekils bestimmt, da an dieser Stelle die
kleine ribosomale Untereinheit an die MRNA bindet. Wahrend der Initiationsphase
der Proteinsynthese lagern sich die Ribosomen-Untereinheiten genau an der Stelle
der mRNA zusammen, wo die Polypeptidkette beginnen soll. Der Initiationsvorgang
ist kompliziert und umfasst eine Reihe von Proteinen, die Initiationsfaktoren (el Fs),
von denen viele selbst wieder aus mehreren Polypeptidketten zusammengesetzt sind.
Wegen dieser Komplexitét sind viele Einzelheiten der Initiation noch nicht bekannt.
Sicher ist jedoch, dass das Ribosom an der mRNA-Kette in zwei Schritten
zusammengefugt wird; erst wenn die kleine Ribosomen-Untereinheit, beladen mit
I nitiationsfaktoren und Met-tRNA;Met, das AUG Startcodon erreicht, bindet auch die
grof3e Untereinheit (siehe Abbildung 1).

Initiator;tRNA @
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Abb. 1: Initiationsphase der Proteinsynthese bei Eukaryonten.

Die kleine Ribosomen-Untereinheit (40S) bindet mit eukaryontischen Initiationsfaktoren (el Fs)
an die mRNA und sucht ein AUG Startcodon, das von einem besonderen Initiator-tRNA-
Molekil erkannt wird. Dann dissoziieren die verschiedenen Initiationsfaktoren, und
ermaoglichen die Bindung der 60S grof3en Ribosomen-Untereinheit; nun ist das Ribosom voll-
sténdig und die Elongationsphase der Proteinsynthese beginnt: Aminoacyl-tRNAS binden
nacheinander an die entsprechenden Codons der mRNA, wobel sich Basenpaarungen mit dem
Anticodon der tRNA aushilden. Das Ribosom wandert auf dem mRNA-Molekil in5® 3’ -
Richtung voran und die Polypeptidkette wird verknipft.
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Die AUG flankierenden Nukleotide beeinflussen die Effizienz der
Trandationsinitiation wahrend des Suchvorgangs ganz wesentlich. Wenn diese
Erkennungsstelle nicht geeignet ist, Uberliest die suchende ribosomale Untereinheit
das erste AUG-Codon und bewegt sich statt dessen zum zweiten oder dritten AUG-
Codon. Dieses Phanomen, das as "leaky scanning” bekannt ist, kann zur Synthese
von zwei oder mehreren Proteinen von ein und derselben mRNA fihren, die sich
folglich in ihren Aminoenden unterscheiden (Abbildung 2A). So kénnen z.B.
Proteine mit oder ohne Signalsequenz synthetisiert werden, wodurch das Protein zu
zwei verschiedenen Kompartimenten in der Zelle gelenkt wird. Die Grundlage fir
"leaky scanning” wird durch das einleitend beschriebene Modell nach Kozak (1989)
gebildet. Erweiternd kommt hinzu, dass das erste Initiationscodon durch 40S
ribosomale Untereinheiten Uberlesen wird, die dann fir alle weiteren AUGs und
somit fur die Expression interner Leseraster zur Verfligung stehen (Kozak, 1990 als
Ubersichtsartikel).
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Abb. 2: Schematische Dar stellung cap-abhéngiger Translationsmechanismen

A: "Leaky Scanning”: Das erste Initiationscodon wird durch 40S ribosomale Untereinheiten
Uberlesen und die Trandlation beginnt an einem weiter 3’ gelegenen Startcodon.

B: "Ribosome shunting”: Eine RNA-Sekundéarstruktur wird "Ubersprungen” und die
Tranglation beginnt an einem stromabwaérts gelegenen Startcodon.
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Ein weiterer Mechanismus ist das sogenannte ” Ribosome shunting” (Abbildung 2B).
Dies wurde zuerst fur das cauliflower mosaic virus (CaMV) in der Expression von
ORF VI gefunden (Futterer et al., 1990). Hierbel " Giberspringen” die Ribosomen eine
spezifische RNA-Sekundérstruktur (ca. 300 Nukleotide) und initiieren an einem
stromabwarts gelegenen AUG (Ubersichtartikel: Fitterer und Hohn, 1996).

1.1.1. Interne Trandlationsinitiation

Bel einigen eukaryontischen- und viralen mRNAs wird die Trandation durch einen
aternativen Mechanismus eingeleitet. Dabei findet die Initiierung an internen
Erkennungssequenzen innerhalb des Molekils statt. Der interne Ribosomeneintritt
unterscheidet sich von dem schon beschriebenen Modell des ”leaky scanning” nach
Kozak (1989). Diese mRNAs enthalten komplexe Nukleotidsequenzen, die
sogenannten ”Internen Ribosomeneintrittsstellen” (engl.: Internal Ribosome Entry
Sites - IRES), an welche die Ribosomen in einer cap-unabhangigen Art binden und
mit der Tranglation an dem néchsten stromabwarts liegenden AUG-Codon beginnen
(Abbildung 3). Dieser Mechanismus wurde zuerst fir Picornaviren (Ubersichtartikel
von Sonenberg und Pelletier, 1989) beschrieben, deren mMRNA-Molekile keine cap-
Struktur, jedoch dafiir eine lange 5’ -nicht-codierende Region (650-1300 bp) besitzen.
Diese Regionen enthalten mehrere AUG Codons, an denen keine Initiation nach-
zuweisen ist. 5’ nicht-codierende Regionen von 130-460 Nukleotiden Lénge des foot-
and-mouth disease virus (FMDV, Belsham und Brangwyn, 1990; Kihn et al., 1990)
und des encephalomycarditis virus (EMCV, Jang und Wimmer, 1990), die den
Initiationscodons benachbart sind, fihren in vivo, an artifiziellen bicistronischen
MRNAS zur internen Initiation der Proteinbiosynthese. Die Anwesenheit von IRESin
der Nahe eines ORF bedingt auch dann die Trandlation des ORFs, wenn die cap-
abhangige Trandation gehemmt ist. Dies konnte gezeigt werden, wenn die p220
Komponente des cap-bindenden Komplexes abgespaten wurde (Belsham und
Brangwyn, 1990). Da cap-unabhangige Initiation ein Hauptmerkmal der internen
Initiation ist, kann dieses Ergebnis als guter Hinweis gelten, dass interne Initiation in
eukaryontischen Zellen auftreten kann (Ubersichtartikel von Jang et al., 1988;
Sonenberg und Pelletier, 1989; Belsham und Sonenberg, 1996; Jackson et al ., 1990,
1991; Martinez-Salas, 1999; Sachs, 2000; Kozak, 2001).



Einleitung

Weitere IRES-Motive wurden gefunden fir hepatitis C virus (Tsukiyama-K ohara et
al., 1992; Wang et al., 1993; Reynolds et al ., 1995; Rijnbrand et al., 1995), murine
leukemia virus (Berlioz und Darlix, 1995), moloney murine leukemia virus (Vagner et
al., 1995b), harvey murine sarcoma virus (Berlioz et al., 1995), bronchitisvirus (Liu
und Inglis, 1992; Le et al., 1994), potyvirus (Levis und Astier-Manifacier, 1993;
Basso et al., 1994), cowpea mosaic virus (Thomas et al., 1991), crucifer infecting
tobamovirus (lvanov et al., 1997) und einige nicht virdlen mRNAs (Macgjak und
Sarnow, 1991; Jackson, 1991; Oh et al., 1992; Vittorioso et al., 1994; Vagner et al .,
1995a; Gan und Rhoads, 1996).

Alle bisher bekannten |RES-Elemente bilden Sekundéarstrukturen aus. Mutationen die
diese zerstbren, bewirken das Ausbleiben der internen Translationsinitiation
(Pilipenko et al., 1989; Kaminski et al., 1990). Eine Wechselwirkung durch spezi-
fische Sequenzmotive zwischen IRES und Ribosomen (bzw. Initiationsfaktoren) wird
angenommen.

Interne
/ Ribosomeneintrittsstelle

R 608 GOS
AUG
NH2

Abb.: 3: Schematische Darstellung interner Ribosomenbindung

Bel einigen Eukaryonten- und viralen mRNAs wird die Tranglation durch einen alternativen
Mechanismus eingeleitet. Dabei findet die Initiierung an internen Erkennungsseguenzen,
sogenannten Internen Ribosomeneintrittsstellen (IRES) statt. Diese |RES enthalten komplexe
Nukleotidsequenzen an die Ribosomen in einer cap-unabhangigen Art binden und die
Tranglation am néchsten stromabwarts liegenden AUG-Codon initiieren.
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Im Hinblick auf ihre relativ kleinen Genome nutzen Viren translationale
Regulationsvorgange, um das Optimum an bendtigten Proteinen aus einem Minimum
an genetischen Informationen zu erreichen. Diese Strategien, die unter anderem auf
unublichen Translationsmechanismen beruhen (Rohde et al., 1994), wurden in
L uteoviren haufig beobachtet. So wurde u.a. translationale Recodierung (Prifer et al.,
1992; Brault und Miller, 1992; Garcia et al., 1993; Kujawa et al., 1993), die
Supression von "undichten” Stopcodons (Bahner et al., 1990; Tacke et al., 1990;
Brown et al., 1996) und auch cap-unabhangige Trandlationsinitiation (Wang, S.et al .,
1995, 1997) beobachtet.

1.2. Das Kartoffel-Blattrollvirus (PLRV)

Das Kartoffel-Blattrollvirus (potato leafroll virus - PLRV) gehort taxonomisch zur
Gruppe der Luteoviren, Untergruppe Poleroviren (vormals Untergruppe I1). Es hat
einen relativ.  engen  Wirtspflanzenkreis und  befdllt  hauptséachlich
Nachtschattengewachse  (Solanaceaen). Dieses Virus verursacht die
Blattrollkrankheit der Kartoffel. Sie fuhrt zu gelb geférbten (lat.: luteus), gerollten
Bléttern sowie zu einer reduzierten Anzahl an Knollen. Infizierte Kartoffelknollen
verursachen eine Sekundérinfektion der Folgegeneration, da Kartoffeln vegetativ ver-
mehrt werden und die Viruspartikel in der Knolle persistieren. Die Infektion von
Pflanze zu Pflanze erfolgt durch die Grine Pfirsichblattlaus (Myzus persicae).
Charakteristisch fur Luteoviren ist ihre gewebespezifische Vermehrung im Phloem
der infizierten Wirtspflanze (Ubersichtartikel: Francki et al., 1985).

DieViruspartikel enthalten eine ca. 5.9 kb einzel stréngige, nicht polyadenylierte RNA
in Sinnorientierung (Mayo et al., 1982; van der Wilk et al.; 1989; Keese et al.; 1990).
Der 5’ -Terminus der genomischen RNAweist ein kovalent gebundenes Protein (VPg,
Virus Protein genome linked; Mayo et al.; 1982, 1989; van der Wilk et al., 1989) auf.
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Genomische RNA (5,9 kb)

VPg 28K 69K 23K 56K
3
kleine ORFs u 17K 7K
7K 5K 5K
4 AN
1min 2min 3min
_ 23K 56K
Subgenomische RNA1 (2,3 kb) 3 =
3
17K
Subgenomische RNA2 (0,8 kb) .

Abb. 4: Schematische Ubersicht des PLRV Genomsund der subgenomischen RNAS.

Am 5'-Ende befindet sich ein kovalent gebundenes virales Genombindungsprotein (VPg).
Die RNA codiert fir acht grof3e und moglicherweise weitere drei kleine Proteine. Leseraster
0, 1 und 2 werden von der genomischen RNA, ORF 3, 4 und 5 von der subgenomischen
RNAZ1 und ORF 6 + 7 von der subgenomischen RNAZ2 trangdlatiert. Die Grof3en der einzelnen
Proteine sind in Kilodalton (K) angegeben.

1.2.1. Funktion viraler Gene

Die Virus RNA enthdlt mehrere Offene Leseraster (ORFs), von denen die fur den
L ebenszyklus notwendigen Proteine (P) trandatiert werden. Das PLRV-ORFO wird
nur bei den Poleroviren gefunden. Der N-Terminus von PO (Trangl ationsprodukt von
ORFO) ist hydrophob und Computervergleiche ergaben Ubereinstimmungen zu mem-
branassoziierten Proteinen (Mayo et al., 1989). Wenn PLRV ORFO in Kartoffeln
exprimiert wird, zeigen diese Pflanzen stark ausgepréagte Symptome, die denen einer
systemischen Infektion durch PLRV gleichen (Van der Wilk et al., 1997a). Die
offenen Leseraster 1 und 2 codieren die virale Replikase der Luteoviren (siehe
Kapitel 1.2.2.). Der Ursprung des kovaent an die Virus-RNA gebundenen VPgs
(Abbildung 4) konnte durch Proteinsequenzierung als Spaltprodukt der potentiellen
Helikase (P1) identifiziert werden (van der Wilk et al., 1997b).
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Die offenen Leseraster 3, 4 und 5 werden durch eine 2,3 kb grof3e subgenomische
RNA (sgRNA1), die in der intergenen Region startet, gebildet (Tacke et al., 1990).
Immunologische Studien mit PLRV-spezifischen Antikorpern zeigten, dass ORF3 fur
das virale Hullprotein (Englisch: coat protein CP) codiert. Zudem wurde dieses
Ergebnis durch den direkten Sequenzvergleich mit bekannten luteoviralen
Hullproteingenen bestétigt (Tacke et al., 1989; Mayo et al., 1989; Miller et al., 1988;
Veidt et al., 1988).

Das 17 kDa grof3e Genprodukt fir ORF4 besitzt alle biochemischen Eigenschaften
fur ein Zell-zu-Zell-Transportprotein. Die C-terminale Domane des PLRV P4 bindet
unspezifisch einzel strangige Nukleinsduren (Tacke et al., 1991), dhnlich wie bel dem
Transportprotein des Tabakmosaikvirus (TMV; Citovsky et al., 1990). Aufgrund
seiner relativ hohen Expression (1.7 fur ORF3:ORF4) wurde als zusétzliche Funktion
des 17-kDa Proteins der Schutz der RNA-Einzelstrénge vor endogenen Nukleasen
wéhrend der Replikation von PLRV angenommen (Tacke et al., 1991). Der N-
Terminus des 17K wird von einer membranassoziierten Proteinkinase phosphoryliert
(Sokolova et al., 1997) und besitzt auferdem eine hohe Affinitdét zu den
Plasmodesmata des Siebelement/Geleitzellenkomplexes (Schmitz et al., 1997).

Das durch ORF5 codierte Protein ist Teil des Viruspartikels und stellt sehr wahr-
scheinlich den Blattlaus-Ubertragungsfaktor (Englisch: aphid transmission factor;
Bahner et al., 1990) dar. Da ORF5 dhnlich ORF2 tber kein eigenes Initiationscodon
am 5’ -Terminus des L eserasters verfugt, wurde von Mayo et al. (1989) vermutet, dass
ORF5 als Fusions- bzw. Durchleseprotein (”inframe”-Protein) mit ORF3 durch die
Supression einesamber-Stopcodons exprimiert wird. Mit Hilfe transienter Expression
chimérer PLRV/GUS-Konstrukte in Kartoffel- und Tabakprotoplasten konnte durch
Tacke et al. (1990; siehe auch Prifer, 1992) eine Supression des amber-Stopcodons
mit einer Effizienz von ca 1% beobachtet werden. P3/5 ist eine strukturelle
Komponente der PLRV-Viruspartikel (Bahner et al., 1990) und ist fur die
Transmission des Virus und die Stabilitét im Insekten-Vektor nétig. Dabel bindet es
an das bakterielle MpB GroEL -Protein von Buchnera sp., einem Endosymbionten des
Virus-VektorsMyecus persicae (Hogenhout et al., 2000).



Einleitung

Eine kirzlich nachgewiesene zweite subgenomische RNA2 codiert fir die Leseraster
ORF6 und ORF7 (Ashoub et al., 1998), wobei das RNA -bindende ORF7-Genprodukt
in zwel Formen als 14kDa schweres P7,,s, bzw. N-terminal verlangertes 36 kDa
P7,uc auftreten kann (Ashoub, unverdffentlicht). Uber die biologische Funktion
dieser beiden Proteine ist derzeit nichts bekannt, jedoch wird diskutiert, dass P7 auf-
grund seiner Nukleinsaure-bindenden Eigenschaften an der Regulation der
Transkription beteiligt sein konnte.

1.2.2. Der Replikase-Komplex von PLRV

Besondere Anforderungen werden an die Replikationsmechanismen der RNA-Viren
gestellt: Sie mussen RNA-Molekile kopieren, um ihr Genom zu vermehren, d.h. sie
muissen Nukleosid-Triphosphate an einer RNA-Matrize polymerisieren. Zellen
besitzen normalerweise keine Enzyme, die eine solche Reaktion ausfihren konnten,
daher muissen selbst die kleinsten RNA-Viren ihre eigene RNA-abhangige
Polymerase besitzen, um sich vermehren zu kénnen.

Die Replikation des Genoms von RNA-Viren verlauft, wie die DNA-Replikation,
Uber die Bildung komplementérer Strénge. Sie wird bel den meisten RNA-Viren von
spezifischen RNA-abhangigen RNA-Polymerasen (Replikasen) katalysiert. Die
Synthese der Virus-RNA beginnt immer am 3'-Ende der RNA-Matrize und 18uft so
lange in 5® 3'-Richtung weiter, bis das 5-Ende der Matrize erreicht ist.
Korrekturlese-Mechanismen gibt es fir die VirussRNA-Synthese nicht, und daher
findet man hier eine dhnliche Fehlerhaufigkeit wie bei der DNA-Transkription (David
und Larner, 1992).
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Die RNA-abhangige RNA-Polymerase (RARP) fur PLRV besitzt das typische und
essentielle GDD-Motiv (Koonin, 1991; Molinari et al., 1998) im Kontext mit einer
basischen Aminosdurefolge. Sie wird as Pl/2-Fusionsprotein durch einen
ribosomalen -1 Leserasterwechsel exprimiert. Dieser wird durch ein spezifisches
Heptanukleotidsignal (JUUAAAU) und eine finf Basen stromabwaérts gelegene
RNA-Struktur ausgelost (Prifer et al., 1992; Brault und Miller, 1992). Sowohl die
potentielle Helikase (P1), die Uber das typische YVF-Motiv verfigt (Kadare und
Haenni, 1997), wie auch die RdARP (P1/2) zeigten in vitro Nukleinsiure-bindende
Eigenschaften (Prufer, 1992). Das 70 kDa grofe Pl dient auf3erdem als
Vorlauferprotein fur die Generierung des VPg-Proteins und seines protolytischen
Spaltprodukts, dem P1-C25-Protein (Prifer et al., 1999). Diese beiden fur die
Replikation notwendigen Proteine kdnnten somit, zusammen mit anderen viralen
Minimalproteinen und Wirtsfaktoren, im Replikasekomplex assoziiert sein (Prifer,
1992).

Im Bereich von ORF1, aber in einem anderen Leseraster, befinden sich drei kleine
offene Leseraster (1min, 2min, 3min). Diese Proteine konnten aufgrund cha-
rakteristischer Sequenzmotive (hydrophobe Bereiche, Helikasemotive) fur das PLRV
von Bedeutung zu sein. Das ORF2min befindet sich kurz vor der Uberlappungszone
ORF1/2 und somit kurz vor der fur den ribosomalen -1 Leserasterwechsel
notwendigen RNA-Struktur (siehe Abbildung 5). 2minist ein 46 Aminosduren langes
5kDa grof3es Protein von hoher Basizitét (Isoelektrischer Punkt = 12,98), das aber
nicht Nukleinsdure-bindend ist (Prifer, unpublizierte Daten). Im selben Leseraster
folgt nach dem 2min ein weiterer ORF fir ein 5K Minimalprotein (3min), fir das
RNA-bindende Eigenschaften nachgewiesen werden konnten (Prifer et al., 1992;
Monecke, 1999).
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mjun
e

1517 1576

PPL. ADDY DS DETDY G LETRTEHAATNA
2min M T P MR I T VWRERTILGQQMTR R

1577 1636

PT. P A E K T A Q T N S A E K TA P S T S A
2Zmn P Q R K L L K Q T Q Q R R L L H Q L Q Q

2mn R K L L Q Q T S T * M G K R HR P P K Q

STOP \AUG von 3min
1697 GCUACAAGCGCACCACC 1744
p2 K R Q L R H P R R R Y K R T T N
P1 N G N S D | P D A A T S A P P

3mn T A T P T S P T P L Q A H H Q

Abb. 5: Ausschnitt der Sequenz nt 1517 - 1744 des kanadischen PL RV-Isolates

Die moglichen Initiationscodons und wichtigen Signale fir 2min (RAPL), sowie die Signale
fUr den -1 Leserasterwechsel sind mit Fettschrift gekennzeichnet.
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1.3. Zieleder Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Expression und Funktion des intern
gelegenen offenen Leserasters 2min studiert werden. Aus Vorarbeiten war ansatz-
weise bekannt, dass dieses Protein Uber einen internen Ribosomeneintritt ausgebildet
wird. Diese initiale Beobachtung sollte Uberprift und unter Berticksichtung der nach-
folgenden Kriterien weiter analysiert werden:

—>  Welche funktionelle Bedeutung hat das durch 2min codierte Protein fir den
Lebenszyklus von PLRV?

—>  Welcher Mechanismus ist verantwortlich fur die Trandation des fast 1600
Nukleotide vom 5’ Ende des viralen Genoms gelegenen 2min Proteins?

—>  Welche Signadle sind fur die in vitro und in vivo Initiation der Trandlation
notwendig?

—>  Erlauben die identifizierten Signale die Expression beider Proteine einer
bicistronischen MRNA in planta?
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Die in dieser Arbeit erwdhnten Chemikalien, Enzyme und sonstigen Hilfsmittel
wurden von folgenden Firmen bezogen:

2.1.1. Chemikalien:

Biomol (Hamburg), Boehringer La Roche (Mannheim), Difco Laboratories
(Detroit/USA), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fulka Chemie AG (Buchs,
Schweiz), Aventis (Frankfurt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva
(Heidelberg), Sigma (Steinheim).

2.1.2. Radioaktive Nukleotide:
Amersham Buchler (Braunschweig).

2.1.3. Enzyme und ReaktionskKits:

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), La Roche (Mannheim), GibcoBRL
(Eggenstein), Macherey-Nagel (Diren), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), New
England Biolabs (Frankfurt aM.), Promega (Heidelberg), Pharmacia
(Uppsala/Schweden), Serva (Heidelberg), Stratagene (Heidel berg).

2.1.4. Filter, Filme, Membranen:

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), Merck (Darmstadt), Millipore (Eschborn),
Schleicher & Schuel (Dassel), Whatman (Maidstone, USA).

2.1.5. Antikor per:

BioRad (Munchen), Dianova (Hamburg), GibcoBRL (Karlsruhe), Rheinisch-
Westfélische Technische Hochschule (Aachen).

2.1.6. Pflanzenmaterial:

Solanum tuberosum cv. Désirée
Nicotiana tabacum cv. Petit Havanna SR1 (Maliga et al., 1973)
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2.1.7. Losungen und Medien

Standardldsungen wie SSC, TBE und Medien zur Kultivierung von E.coli wie
NZCYM, LB und DYT sind in Sambrook et al. (1989) beschrieben. A.tumefaciens
wurde in YEB-Medium kultiviert (Casaminosauren, Fleischextrakt, Saccharose (je 5
g/l), Hefeextrakt (1 g/l) und 2 mM MgS0O,). Fir A.tumefaciens LBA4404 (s.u.) wurde
aufgrund des Plasmids pA14404 mit Rifampicin (100 mg/l) und Streptomycin (300
mg/l) selektiert, pBIN19-Transformanten wurden auf Kanamycin (25 mg/l) selektiert.

Zur Regeneration und Kultivierung transgener Pflanzen wurde nach Murashige und
Skoog (1962) modifizierte MS-Medien benutzt: Allgemeine Komponenten waren
MS-Basalsalzmedium (Sigma; 4,5 g¢/l), sowie Myo-Inositol (100mg/l),
Thiaminhydrochlorid (0,1 mg/l), Glycin (2 mg/l), Nikotinsaure (0,5 mg/l) und
Pyridoxinhydrochlorid (0,5 mg/l). MSI und MSII-Medium enthielten zusétzlich
Glucose (30 g/l). MSII enthielt ferner Kanamycin (100 mg/l), Claforan (500 mg/l),
sowie die Phytohormone Zeatin (2 mg/l), Gibberelinsure A3 (GA3; 20 pg/l) und
Naphtylessigsaure (NAA; 20 pg/l). In MSIII fehlten die Phytohormone und anstelle
von Glucose wurde Saccharose (20 g/l) zugesetzt. Der pH-Wert der MS-Medien
wurde mit NaOH auf pH 5,8 eingestellt.

2.1.8. Bakterienstdamme und Bakteriophagen

Escherichia coli

DH10B F, mcrA, D (mvr-hsd RMS-mcrBC), 280dlacZ, DM15,
Dlacl 74, deoRrecAl, endAl, eraD139, D(ara, leu) 7697gaU,
gaKrpsL, nupG. (Stratagene).

IM109 endA1, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (.-, m, }), relA1, supE44,
Lambda, (lac-proAB), lacl9ZM15) (Hanahan, 1985).

BMH 71-18 mutS  thi, supE, #(lac-proAB), (mutS::Tn10), (F proA*TB*,
lacl9ZM 15) (Promega).

MC1061 araD139, (ara, leu) 7697, lacX74, gaU, gaK (Casadaban und
Cohen, 1980).
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Aagrobacterium tumefaciens

LBA 4404 wurde auf dem Ach5-Hintergrund konstruiert, enthalt das ver-
kirzte Ti-Plasmid pAL 4404 (Deletion vom Octopin-Typ
Plasmid pTiAch5), Sm, Rif" (Hoekema et al ., 1983).

Bakteriophagen

R408, M13K 07 von Promega (Dotto et al., 1981, 1983, 1984).

2.1.9. Vektoren

Als Standard-Klonierungsvektoren wurden pBluescript 11, pSP65 und pSP72/73 ver-
wendet. Konstrukte fir Pflanzentransformationen wurden zundchst in pRT104
kloniert. Die Kassetten, bestehend aus Promotor-Gen-Terminator, wurden in den
binédren Vektor pBIN19 integriert.

p1158-GUS (Ashoub et al., 1998)

PALTER-1 (Promega)

pBIN19 (Bevan, 1984)

pBluescript IISK+/-  (Stratagene)

pCA-WT (Prifer et al., 1995)

pFF35S (Ivanov, Moskau)
35SHP-EMCV-GUS (lvanov, Moskau)

pFFHP (Ivanov, Moskau)

pSelect (Promega)

pRT100 (Topfer et al., 1987)

pRT104 (Topfer et al., 1987)

pSP65 (Promega; Melton et al., 1984)
pSP72 (Promega; Krieg und Melton, 1987)
pSP73 (Promega; Krieg und Melton, 1987)
pBINCDNAJY ("p35SPL-WT” Prifer et al., 1997)
pBINCDNAC ("p35ScDNAC" Franco-Laraet al., 1999)

2.1.10. Sequenzangaben

Allein dieser Arbeit aufgefiihrten Sequenzangaben fur das PLRV beziehen sich auf
das kanadische Isolat (Keese et al., 1990; Accession/ID: D13945.1).
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2.2. Methoden
2.2.1. Préaparation von Nukleinsauren

2.2.1.1. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurden mit OIAEX®
(Qiagen, Hilden) oder Extraktions Kit (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach dem ent-
sprechenden Protokoll des Herstellers aufgereinigt.

2.2.1.2. Plasmidpraper ationen aus E.coli erfolgten nach der Methode von Birnboim
und Doly (1979) und nach der Quiagen-Midipraparations-Methode (Qiagen, 1995).

2.2.1.3. Polysomale RNA Extraktion aus Pflanzen wurde nach der Methode von
Leiser et al. (1992) durchgefuhrt. Hierbei wurden zwei Gramm Blattmaterial unter
flissigen Stickstoff gemdrsert und in 5 ml Polysomenpuffer aufgenommen.

Polysomenpuffer

200 mM Tris-HCI pH 9,0
400 mM KCl
35 mM MgCl,
200 mM Saccharose
12,5mM EDTA

Die Losung wurde sofort mit einem VVolumen Phenol gemischt und die Nukleinsduren
nach zweimaliger Phenol/Chloroform Extraktion mit 2 Volumen Ethanol gefédlt. Das
Pellet wurde in 1,5 ml 3M Natriumacetat pH 5,0 aufgenommen und fir 1 h auf Eis
gestellt. Polysomale RNA wurde abzentrifugiert und mit 70% Ethanol gewaschen,
getrocknet und und in H,O aufgenommen. Die RNAKonzentration wurde bei 260 nm
gemessen (UVIKON 810, Kontron instruments) und auf 1 pg/pl eingestellt.

2.2.1.4. RNA-Extraktion aus Protoplasten wurde nach folgendem abgewandelten
Protokoll durchgefiihrt:

Die Protoplasten wurden in 200 gl Puffer D aufgenommen und nach zweimaliger
Phenol/Chloroform-Extraktion mit 400 ml Ethanol geféllt.

Puffer D

50 mM Tris-HCI pH 7,2
150 mM NaCl
1 mM EDTA
1 % (wlv) SDS
0,03 % (w/v) Bentionite

17



Material und Methoden

Nach Waschen mit 70% Ethanol wurden die Nukleinsauren in 150 yl H,O auf-
genommen, mit 50 pl 8M LiCl gemischt und fir drei Stunden auf Eis gestellt. Die
ungelosten MRNASs, rRNAs und viralen RNAs wurden abzentrifugiert und in H,O
aufgenommen. Nach einem erneuten Féllen mit 2 VVolumen Ethanol und Waschen mit
70% Ethanol wurde die gereinigte RNA in 10 ml H,O gel6st.

2.2.1.5. PCR-Amplifikationen

PCR Amplifikationen, deren Produkte fir Klonierungen bestimmt waren, wurden mit
Expand Plus DNA-Polymerase (La Roche) durchgefiihrt. Diese zeichnet sich im
Vergleich zu Tag-Polymerase durch eine geringe Fehlerrate aus. Fir die RT-PCR
wurde ebenfalls von La Roche das Kit verwendet. Fur die Ubrigen PCR-
Amplifikationen wurde Tag-DNA-Polymerase (Gibco BRL) verwendet.

Das jeweilige Protokoll wurde nach den Angaben des Herstellers erstellt und die
Reaktionen im Thermo-Cycler durchgefihrt. Anzahl der Amplifikationszyklen, Dauer
der einzelnen Schritte und Annealing-Temperaturen wurden in Abhangigkeit von den
zu amplifizierenden DNA-Fragmenten und den Primersequenzen bestimmt.

2.2.1.6 Restriktionsverdau der DNA

Die DNA konnte mit Hilfe von spezifischen Restriktionsendonukleasen entsprechend
der Empfehlungen der Hersteller an den gewtinschten Stellen geschnitten werden. Die
Uberprifung der GréRe von den dabei entstandenen Fragmenten erfolgte
anschlief3end Uber eine Agarose-Gelelektrophorese.

2.2.1.7. Mutagenesen

Mutagenesen wurden unter Verwendung des "Altered Sites ™ in vitro Mutagenesis
System" der Firma Promega oder mittels PCR-Mutagenese hergestellt. Bei der PCR-
Mutagenese wurde ein drittes Oligonukleotid mit der gewlnschten Mutation aber
einer geringeren Menge als die flankierenden Primer dem PCR-Ansatz zugegeben.

2.2.1.8. Sequenzierungen und Sequenzdateien

DNA-Sequenzen wurden auf PE/Applied Biosystems 377 und 3700
Sequenzierautomaten unter Verwendung der BigDye-Terminator Methode von der
ADIS-Service-Einheit am MPIZ erstellt.

Sequenzanalysen wurden mit Programmen der GCG-Software durchgefihrt
(Devereux et al., 1984).
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2.2.2. Plasmid-K onstukte

2.2.2.1. pBINcDNACMut41 und pBINcDNAMut34

Hierzu wurde ein Xbal-Fragment (nt 971-3020) aus dem kanadischen volle l&nge
Klon pBINcDNAC in pBluescript kloniert. In diesem Konstrukt, pBlueORF1, wurde
durch PCR-Mutation (Oligonukleotide T38FW, T38BW und T41 bzw. T34) die ent-
sprechenden Basen geéndert. Das mutagenisierte PCR-Produkt wurde Swal und Pstl
geschnitten und zurlick in den pBlueORF1 (Swal-1492/Pst-1848) transferiert. Das
ganze mutagenisierte Xbal-Fragment wurde dann wieder in pBINCDNAC kloniert,
wobe durch PCR und Sequenzanalyse die richtige Orientierung der Einfligungen
abgesichert wurde.

2.2.2.2. pSP65-GUS, mutl-mut26

Durch einen Restriktionsverdau des Vektors pSP65GUS mit EcoRV wurde ein 230 bp
grofdes internes GUS-Fragment (Koordinaten: 584-814 des Wildtyp-GUS-Gens)
deletiert und im Anschluss durch durch die Nukleotide 1061-1773 von PLRV ver-
groflkert. Das RAP1-Stopcodon wurde zu UAC mutagenisiert. Ab mut3 wurde ein
Alul-Fragment (nt1481-1773) in den EcoRV-verdauten pSP65-GUS Vektor einge-
setzt. Alle weiteren Mutationen basierten auf mut5, bei der ein ochre-Stopcodon am
3'-Ende des N-GUS eingefligt wurde. Die Herstellung der Deletionsmutanten erfolg-
te Uber singuldre Restriktionsschnittstellen. Die Trandl ationsblockierungssequenzen
wurden durch die Oligonukleotide TBSL (FW+BW) sowie TBS2 (FW+BW) in die
Ncol-Schnittstelle von N-GUS eingefiigt. Alle weiteren Mutanten basieren auf mut5
und sind in den entsprechenden Abbildungen angegeben. Alle Konstrukte wurden
duch Sequenzanalyse Uberprift. Fur in vitro Transkriptionsexperimente wurden die
Plasmide mit Hindlll linearisiert.
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2.2.2.3. pSP72: G/IRAP1-P1C, Gmut27P1-Gmut30P1

Fur in vitro-Transkriptions- und Translationsexperimente wurde das GUS-Gen
(Jefferson et al., 1986) mit den Enzymen Ncol/Xbal in pSP72 kloniert. Die in der
Abbildung angegebenen Sequenzabschnitte wurden durch eine EcoRV-Schnittstelle
vor den C-Terminus (nt1870-2120) von ORF1 ligiert. Die Richtigkeit aller
Konstrukte wurde duch Sequenzanalyse Uberprift.

2.2.2.4. pBIN19: GUS'RAP1-P1C und RAP1-P1C

Zur Herstellung dieser Konstrukte wurde GUS/RAP1-P1C und RAP1-P1C aus pSP72
Uber pRT104 in den Pflanzentransformationsvektor pBIN19 in die Hindlll
Schnittstelle kloniert.

2.2.2.5. pFFHP: HP-GUS, HP-RAP1-P1C-GUS, HPmM48GUS-HPmM51GUS

Hiefir wurde der Vektor pFF35S Kpnl/Xbal verdaut und mit einem Kpnl/Sall
Fragment plus einem Sall/Xbal GUS (ohne AUG) aus p1158-GUS ligiert. Das Insert
RAP1-P1C (nt 1520-2120) und seine Deletionsmutanten wurden mit den
Oligonukleotiden m43FW und m43BW, bzw. m48BW - m51BW mittels PCR aus
G/RAP1-P1C hergestellt. Die Kassette des zu untersuchenden Konstrukts (PLRV-
Sequenz-GUS) wurde dann nach Sequenzierung mittels Kpnl/Pstl in den Vektor
pFFHP transferiert. Die einzelnen Deletionsmutanten wurden durch PCR mit den ent-
sprechenden Oligonukleotiden (Kpnl/Xbal) hergestellt. Die Integritét aler Konstrukte
wurde durch Sequenzanalyse Uberpruft.

2.2.3. Oligonukleotide

In der Arbeit wurden Oligonukleotide von MWG (Ebersberg), Life Technologies
(Karlsruhe) oder Metabion (Planegg-Martinsried) eingesetzt (Liste siehe Anhang).
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2.2.4. Northern Blot

Die zu untersuchende RNA wurde bei 55°C in 50% (v/v) Formamid, 2,2 M
Formaldehyd, 0,1 mg/ml Bromphenolblau und 1 x MOPS denaturiert und auf einem
Formaldehyd-Gel (1% Agarose, 6% Formaldehyd) in 1 x MOPS-Puffer elek-
trophoretisch aufgetrennt. Der Transfer auf S&S NY TRAN-N1-Membran erfolgte
Uber einen semidry Vakuumblotter mit 20 X SSC fur 3 Stunden. Die RNA wurde mit
UV-crosslinking (UV  stratalinker 2400, Stratagene) immobilisiert. Die
Vorhybridisierung und Hybridisierung der Filter erfolgte in 50% Formamid mit 5 x
SSC, 5% Denhardt, 0,1 % SDS und 10 pg /ml Heringsperma DNA. Hybridisierung
mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten erfolgte in einer Glasschale in einem
temperierten Wasserbad fir mindestens 12 Stunden bei 42°C unter gleichmélzigem
Schwenken. Anschlief?end wurden die Filter 2 X 20 Min bei 65°C in 2 x SSC, 0,1%
(w/v) SDS gewaschen, in Haushaltsfolie eingeschlagen und auf einer Trimax-
Verstérkerfolie (3M, Neuss) mit Kodax Filmen bei —70°C exponiert.

20 x SSC 100 x Denhardt 20x MOPS
3 M NaCl 2% (w/v) Ficoll 04 M MOPS
0,3 M Na-Citrat 2% (w/v) PVP 0,1 M Natriumacetat
pH 7,0 2% (w/v) BSA 0,02 M EDTA
pH 7,0

2.2.5. Radioaktive Markierung von Nukleinsuren

Radioaktiv markierte DNA-Fragmente wurden anhand von PCR-Produkten und mit
Oligonukleotiden wie folgt hergestelit.

100 ng DNA

100 pmol Oligonukleotid

5ul 2,5mM dATP, dGTPund dTTP
5 ul = -P324CTP

5u 10 x Klenow Puffer

4U Klenow Polymerase

Das Endvolumen wurde auf 50pl mit H,0O eingestellt.

Die Reaktion wurde fir 20 Minuten bel 37°C durchgefihrt. Die Sonde wurde
anschlief3end bei 100°C fur drei Minuten denaturiert und in die Hybridisierungsl 6sung
gegeben.

Bel 18SrRNA-Sonden wurden das entsprechende Oligonukleotid (100 pmol) mit
radioaktiv markiertem ¥ 32ATP und T4-Polynukleotidkinase fiir eine Stunde phos-
phoryliert.

21



Material und Methoden

2.2.6. In vitro-Transkription

Die Plasmide wurden stromabwaérts der zu untersuchenden Sequenz mit dem ent-
sprechenden Enzym linearisiert und unter Kontrolle des SP6 Promotors in
Anwesenheit des cap Analogs m’GpppG und RNA Polymerase synthetisiert.

Standardansatz fur diein vitro-Transkription

5 W 10 x Transkriptionspuffer

75U 3,3mM ATP,UTP,CTP

5 W 05mM GTP

5 u 5mM mGpppG

5 W linearisierte Plasmid-DNA (200 ng/pl)
50 U RNAseInhibitor

15 U SP6-Polymerase

Das Endvolumen von 50 pl wurde mit H,O eingestellt.

Der Transkriptionsansatz wurde fir 60 Min. bei 37°C inkubiert. Nach DNA Verdau
und zweimaliger Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die RNA mit Ethanol
prazipiert, mit 70% Ethanol gewaschen und in einer Konzentration von 1 pg/pl in
H,0O aufgenommen.

2.2.7. In vitro-Trandation

1 pg mRNA wurde mit Aminosauren (minus Methionin) und 35S Methionin in einem
Gesamtvolumen von 50l fir eine Stunde bel 30°C (Retikulozytensysat) oder 25°C
(Weizenkeimextrakt) inkubiert.

Retikulozytenlysat Weizenkeimextr akt
30ul Retikulozytenlysat (Promega) 8 ul Weizenkeimextrakt (Promega)
1l mRNA 1 gl mRNA
1 35S Methionin (10mCi/ml) 1 pl 39S Methionin
1yl Aminosduren-Mix (ohne Methionin) 5 Wl Aminosauren-Mix (ohne Methionin)
2ul 1M KOAc (vom Hersteller mitgeliefert)
15 Ho0 354 H,0

Die Trandglations-Reaktionen wurde durch Zugabe des gleichen Volumens an 2 x
Dissoziationspuffer und 3minttigem Kochen gestoppt.

2 x Dissoziationspuffer
0,1M Tris/HCI (pH 6,8)
17,2 % (v/v) Glycerin
4% (w/v) SDS
0,8 M Mercaptoethanol
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2.2.8. Nachweisradioaktiv-markierter Translationsprodukte

Zur ldentifikation der radioaktiv-markierten Trang ationsprodukte wurden die Proben
auf einem 12,5 % SDS-Polyacrylamidgel nach Laemmli (1970) aufgetrennt und
durch Fluorographie wie bei Hames und Rickwood (1987) erlautert, dargestellt:
Hierbei wurden die Proteine im SDS-Polyacrylamidgel fir 2 Stunden in 10%
Essigsaure und 40% Methanol unter leichtem Schitteln fixiert, 2 x 30 Min. in 100%
DM SO geschwenkt, eine Stunde in RotifluorezintD inkubiert und anschlief3end eine
Stunde in H,O gewassert. Dann wurden die Gele bei 60°C in einem Vakuum-
Geltrockner getrocknet und mittels Autoradiographie analysiert.

2.2.9. Protoplastenpr &par ation

Die Isolierung von Mesophyllprotoplasten (modifiziert nach Jefferson, 1987) erfolg-
te aus Bléattern 6 bis 8 Wochen alter, steril aufgewachsenen Kartoffelpflanzen. Die
Blé&tter wurden Gber Nacht in K3-Medium mit einer Enzymmischung aus 0,2 % (w/v)
Cellulase und 0,2 % (w/v) Mazerozym R-10 bei 26°C im Dunkeln inkubiert. Nach
30mindtigem leichtem Schitteln des Ansatzes wurde dieser Uber ein Sieb mit
mindestens 100 um Maschenweite gegeben. Die Losung mit den Protoplasten wurde
5 Minuten (bei 1000 rpm) zentrifugiert und anschlief3end die Zelltrimmer und K 3-
Losung unter den schwimmenden Protoplasten abgesaugt. Nach zweimaligem
waschen mit W5 wurden die Protoplasten in einer MaMg-L 6sung aufgenommen.

K3-Medium
4,29 "Murashige and Skoog basal medium” (Sigma)
100 mg Inosit
250 mg Xylose
136,92 g Saccharose
1000 ml Gesamtvolumen mit H,O
pH 5,6 _
600 mOs (osmotischer Wert)
W5 MaMg
154 mM NaCl 450 mM Mannitol
125 mM CaCl, 15 mM MgCl,
5mM KCl 0,1 % (w/v) MES
5mM Glucose OH 5,6
pH 5,6-6
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2.2.10. Protoplastentransfektion

Protoplasten wurden mit MaMg-Medium auf eine Zelldichte von etwa 1 x 106
Zéellen/ml eingestellt und in Polystyrolrohrchen transferiert und nach Zugabe der
DNA (10 pg Plasmid-DNA pro 100 ul Protoplasten/MaMg/V olumen) 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde ein gleiches Volumen an PEG (0,1 M
Ca(NO,); x 4 H,0, 0,4 M Mannitol, 40% (w/v) PEG 4000, pH 7-9) addiert. Der
Ansatz wurde fUr weitere 25 Minuten bei Raumtemperatur gehalten und dann 6
Volumen K3 (+ Img/I NAA, 250 mg/I Claforan) zugegeben. Die Protoplastenansétze
wurden dann fir ein bis zwel Tage bei 26°C im Dauerdunkel gehalten. Anschlief3end
wurden die Réhrchen mit W5 gefillt, die transfizierten Protoplasten abzentrifugiert
und in flussigem N , aufgeschlossen.

2.2.11. Glukuronidase-Aktivitatstest (GUS-Test)

[3-Glukuroidase-Aktivitdten in rohen Protoplastenextraken und Extrakten transgener
Pflanzen wurden durch den Umsatz von 4-Methyl-Umbelliferyl-Glukuronid (4-
MUG) zu dem fluoreszierenden Endprodukt 4-Methyl-Umbelliferon (4-MU) nach
etablierten Protokollen (Jefferson, 1987) bestimmt. Hierfir wurde der zu unter-
suchende Extrakt mit GUS-Extraktionspuffer lysiert und nach Proteinbestimmung
(Bradford, 1976) verdinnt und standardisiert. 10mM 4-MUG wurde bei 37°C mit 5ug
des Proteinextrakts fur eine Stunde in GUS-Extraktionspuffer inkubiert. Die
Enzymaktivitdten wurden nach fluorimetischen Messung (Perkin-Elmer LS-2B) in
pmol Methylumbelliferon (MU) pro mg Protein und Minute unter Verwendung von
M U-Standardkurven berechnet.

GUS Extraktionspuffer

50 mM NaPO, (pH 7,0)
10 mM 3-Mercaptothanol
10 mM Na,EDTA

0,1 % (w/v) Triton X-100
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2.2.12. Pflanzentr ansfor mation

Die stabile Integration chimérer GUSPLRV-Konstrukte in das pflanzliche Genom
durch Wundinfektion von Kartoffelblatt- und Tabak-Explantaten mit Agrobacterium
tumefaciens, sowie die Pflanzenregeneration wurde nach etablierten Protokollen
(Horsch et al., 1985, 1986) durchgeftihrt. Hierfir wurden transformierte
Agrobakterien-Kulturen bei 28°C Uber Nacht in Y EB-Medium angezogen und mit 10
mM MgSO, und M SI-Medium gewaschen. Die Zellsuspension (ca. 40 ml) wurde auf
OD=1 eingestellt und mit verwundeten Blattscheibchen inkubiert. Nachfolgend
wurden die Blattscheiben 2 Tage bei 26°C im Dunkelraum auf MSI-Agar kultiviert.
Die weitere Kultivierung erfolgte unter Langtag-Bedingungen (16 Std. Licht, 25°C;
8 Std. Dunkelheit, 18°C; 55% rel. Luftfeuchte). Vor dem Transfer und der
Kultivierung auf MSII-Medium wurden die Blattscheiben in Claforan (1g/l in MSI)
gewaschen. Nach der Entwicklung von Kalli und nachfolgenden Sprossachsen auf
MSII-Medium (nach ca. 1-3 Monaten; Medienwechsel ca. alle 2 Wochen) wurden die
Sprossachsen auf MSII1-Medium tberfihrt. Nach der Wurzelbildung auf MSIII (ca
2-4 \Wochen) erfolgte der Transfer der transgenen Pflanzen in Erde und nach einer
Woche in der Phytokammer wurden die Pflanzen ins Gewéchshaus gestellt.

2.2.13. Proteinisolierung aus Pflanzen

Das Pflanzenmaterial wurde unter flissigem Stickstoff gemdrsert. Ca. 300 mg des
Pflanzenpulvers wurden in 900 pl 1 x Probenpuffer (ROTI®, Roth) aufgenommen
und 5 Minuten in einem Wasserbad bei 100°C erhitzt. Die Probe wurde 1 h bei RT
geschiittelt, abzentrifugiert und 500 pl des Uberstandes mit dem doppelten Volumen
Aceton Uber Nacht bel -20°C préazipitiert. Nach 30 minltiger Zentrifugation und
Waschen mit 70%igem (v/v) Aceton wurde das Sediment in 100-200 yl 6 M
Harnstoff/5 % Essigsaure resuspendiert. Die Probe wurde erneut 15 min geschuttelt,
5 Minuten abzentrifugiert und mit ca. 1-2 pl des Uberstandes in einem Bradford-Test
der Proteingehalt bestimmt (Bradford, 1976).

2.2.14. Proteinisolierung aus Protoplasten

Die Protoplasten wurden in 200 pl Puffer D (siehe 2.2.1.4.) aufgenommen und mit
zwei Volumen Phenol gemischt und zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands
wurden die Proteine aus dem Phenol mit 1000 pl Aceton Uber Nacht bei -20°C
prézipitiert. Nach 30 minutiger Zentrifugation und Waschen mit 70%igem (v/v)
Aceton wurde das Sediment in 50 Wl 6 M Harnstoff/5 % (v/v) Essigsdure resus-
pendiert. Die Probe wurde 30 min geschittelt, 5 Minuten abzentrifugiert und mit ca.
1-2 yl des Uberstandes in einem Bradford-Test der Proteingehalt bestimmt
(Bradford, 1976).

25



Material und Methoden

2.2.15. Western Blot

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrer relativen Molekllmasse erfolgte unter
denaturierenden Bedingungenin 12,5 - 16 %igen vertikalen SDS-Polyacrylamidgelen
(Laemmli, 1970). Eine Proteinldsung der gewinschten Konzentration wurde mit 1/4
Vol 4x Probenpuffer (ROTH) versetzt, 3 Min. in einem kochenden Wasserbad erhitzt
und nach dem Abkihlen aufgetragen. Die aufgetrennten Proteine wurden
anschlief3end in einer BioRad Trans-Blot Apparatur fur 4 h mit 300 mA bel 4°C auf
ein Nitrozellulosefilter Ubertragen (Towbin et al., 1979). Die Qualitéa des
Proteintransfers wurde mit einer Ponceau-S Farbung (Serva) verifiziert.

Trans-Blot Puffer

25mM Tris
192 mM Glycin

2.2.16. Proteindetektion

Fur den Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proteine mit poly- und mono-
klonalen Antiseren wurde das” ECL Western Blotting Detection System” (Amersham)
verwendet, das auf der enzymatischen Chemolumineszenz einer durch Peroxidase
katalysierten Oxidation von Luminol in Anwesenheit von H,O, beruht. Die auf
Nitrozellulose (S& S) transferierten Proteine wurden nach einstiindiger Inkubation in
Blocklosung mit dem entsprechenden Antikérper (Verdinnung 1:10000) bei
Raumtemperatur zum inkubieren fur eine Stunde leicht geschwenkt. Die Antiseren
wurden vorher u.U. mit Proteinextrakt aus Wildtyp-Kartoffelpflanzen vorinkubiert,
um unspezifische Bindungen zu reduzieren. Nach der Inkubation mit den priméren
Antikérpern wurde die Nitrozellulose-Membran dreimal 10 Min. mit TBS gewaschen.
Peroxidase-sekundére-Antikorper (Verdinnung 1:10000) wurden anschlief3end in
Blockl6sung zugegeben und fir héchstens 1 Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt.
Nicht gebundene Antikorper wurden wieder mit dest. Wasser und TBS-Puffer (3 x 15
Min.) abgewaschen und die Proteinbanden im Anschluss daran mit dem ECL-System
nach Herstellerangaben sichtbar gemacht.

Blockl6sung
TBS 1x TBS
20 mM Tris-HCI (pH 7,6) 5 % (w/v) Magermilchpulver
137 mM NaCl oder
0,1 % (v/v) Tween20 1x TBS

0,5 % (w/v) Casein

2.2.17. Sonstiges

Alle hier nicht ndher ausgefiihrten Standardmethoden wurden nach Maniatis et al.
(1982) oder Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., 1994) durch-
gefuhrt.
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3. Ergebnisse

Die biologische Bedeutung der durch 1min, 2min und 3min codierten Proteine im
Lebenszyklus von PLRV ist nicht bekannt. In Vorarbeiten (Prifer, 1992) wurde
ansatzwei se beschrieben, dass eines der Proteine - ORF2min - wahrscheinlich durch
interne Initiation der Translation gebildet wird. In weiterfihrenden Studien sollte
daher neben einer eingehenden Analyse des zugrundeliegenden
Expressionsmechanismus, die mogliche Funktion von ORF2min aufgezeigt werden.
Wahrend fur das Studium der Expression von ORF2min hauptsachlich chimére
PLRV/Reporterenzym Konstrukte in vitro und in vivo verwendet werden sollten,
wurde die biologische Bedeutung von ORF2min im viralen Lebenszyklus mittels
reverser Genetik basierend auf etablierten PLRV "voller Lange” Klonen untersucht.

3.1 Untersuchungen zum Replikase-K omplex anhand
von voller Lange Mutanten

Fur die Analyse der unbekannten Proteine 1min, 2min und 3min, in der Region des
offenen Leserasters ORF1 wurden in diesem Bereich volle Langen Mutanten her-
gestellt. Hierzu wurde auf die vorhandenen infektidsen cDNAKIone der kanadischen
und deutschen Virusisolate zuriickgegriffen. In diesen pBINCDNA Konstrukten wird
die gesamte PLRV-cDNA unter der Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert.

Zur Herstellung dieser voller Langen Mutanten wurde ein Xbal-Fragment (nt 971-
3020) aus dem kanadischen Klon pBINCDNAC nach pBluescript kloniert
(pBlueORF1). Auf Basis von pBlueORF1 wurden durch PCR Mutagenese
(Oligonukleotide T38FW, T38BW und T41 bzw. T34) folgende Anderungen in der
Sequenz von ORF2min vorgenommen: In pBINcDNACMut41 wurde lediglich eine
Base, G ® A (nt 1553) ausgetauscht. Dies hatte den Vorteil, dass die
Aminosauresequenz des offenen Leserasters ORF1 nicht verandert wurde, aber im
ORF2min in der 5’ -Region ein amber -Stopcodon elngeftihrt wurde. Hierdurch wurde
eine vorzeitige Termination der Trandlation von 2min erreicht. In der zweiten
Mutante, pBINCDNACM ut34, wurden die Nukleotidsequenz AGAGG zu TCTCC (nt
1559-1563) ausgetauscht. Hierbei wurden zwar auch drei Aminosauren im offenen
Leseraster ORF1 gedndert, aber kein zusétzliches Stopcodon eingefiigt (Abbildung
6). Auf diese Mutation wird in spateren Kapiteln und der Diskussion noch einge-
gangen.
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Abb. 6: Volllangen Mutanten in der pBINCDNAC .

Schematische Reprasentation der genomischen RNA mit offenen Leserastern. Oben: Xbal -
Fragment (Koordinaten 971-3020) der kanadischen PLRV-Sequenz. Unten: Relevanter
Sequenzbereich von ORF2min (nt 1517-1576) mit Positionen der Mutanten. Die Positionen
der spezifischen Mutationen pBINCDNACMut41 und pBINcDNACMut34 sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Die veranderten Basen, bzw. deren Aminosauren, sind jeweils mit
Fettschrift gekennzeichnet.
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Zur Anayse von ORF2min wurden in Folge Kartoffel protoplasten mit den Wildtyp
cDNAs (pBINcDNAC | pBINcDNAY) und den verénderten cDNA-Konstrukten
(PBINCDNACMut41, pBINCDNACMut34) transfiziert. Nach zwei Tagen wurde eine
Proteinextraktion durchgefuhrt und diese anhand von Western Blotting untersucht
(siehe Material und Methoden). Hierbei wurden primére monoklonale Antikorper
gegen das Hullprotein P3 (23K) und polyklonale Antikérper gegen das
Replikaseprotein P1 (70K) verwendet.

AN ny
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I A rm 3
m—> i . -

Abb. 7: Western Blott von transfizierten Protoplasten.

Die Gesamtproteine der Protoplasten wurden zwei Tage nach der Transfektion mit Aceton
aufgereinigt und in einem 15% SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Nach dem Transfer auf
Nitrozellul ose-Filter wurden diese mit polyklonalen Antikorpern gegen P1 (70K) und mono-
klonalen Antikorpern gegen das Hillprotein (23K) inkubiert. Spur 1: pBINcDNAS,
deutscher Wildtyp. Spur 2: pBINCDNAC, kanadischer Wildtyp. Spur 3: Kontrolle, nicht
transfizierter Kartoffel protoplasten. Spur 4: pBINCDNAC®Mut41, Stopcodon im 5'-Ende von
2min. Spur 5: pBINCDNACMut34, Austausch von 5 Basen. Das 70 kDa Protein von P1 konn-
te in alen transfizierten Protoplasten nachgewiesen werden. Das Hullprotein konnte hin-
gegen nur in den beiden Wildtypen detektiert werden.
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Wie in Abbildung 7 ersichtlich, wurden nur bei der deutschen und kanadischen
Wildtyp cDNA Huillproteine exprimiert. Das 70 K (P1) Protein wurde bel alen trans-
fizierten Protoplasten detektiert. Da das 70 K Protein vom 5 -Ende der viralen RNA
trandatiert wird, welche unter Kontrolle des 35S Promotors transkribiert wurde, steht
seine Produktion nicht in Verbindung mit der viralen Replikation. Das Hullprotein
dagegen kann nur von der sgRNA1 trandatiert werden. Folglich wurde durch die
Mutationen entweder die virale Replikation oder die Produktion der sgRNA1 gestort.
Um zu untersuchen, welcher dieser beiden Annahmen richtig ist, wurde die RNA der
transfizierten Protoplasten einer Northern Blot-Analyse unterworfen (Abbildung 8).

1 2 3 4

Abb. 8: Northern Blot von transfizierten Protoplasten.

Die Gesamt-RNA wurde aus den Protoplasten isoliert, unter denaturierenden Bedingungen
aufgetrennt, auf Hybond N-Filter transferiert und mit einer spezifischen Sonde gegen das
ORF3 (codierende Sequenz fir das Hullprotein) hybridisiert. Spur 1: pBINCcDNAC, kana-
discher Wildtyp. Spur 2: Kontrolle, nicht transfizierter Protoplasten. Spur 3:
pPBINCDNACMut41, Stopcodon im 5-Ende von 2min. Spur 4: pBINCDNACMut34,
Austausch von 5 Basen. Genomische und subgenomische RNA konnte nur in den mit dem
Wildtyp-Konstrukt transfizierten Protoplasten nachgewiesen werden.

Bel der Northern-Analyse konnte nur fur das Wildtyp-Konstrukt genomische und
subgenomische RNA nachgewiesen werden, nicht aber bel den Mutanten. Auch die
unter der Kontrolle des 35S Promotors von dem eingebrachten Plasmid transkribierte
RNA war nicht nachweisbar. Da relativ wenig mRNA transkribiert wurde und diese
auch nicht durch Viruspartikel geschiitzt ist, kann davon ausgegangen werden, dass
beim Wildtyp vira replizierte RNA nachgewiesen wurde.

Dabei der pBINCDNACMut41 die Aminosiuresequenz des P1 nicht verandert wurde
und nur das Leseraster von 2min betroffen ist, kann aus diesen Ergebnissen
geschlossen werden, dass das kleine 2min tranglatiert wird und dass das Protein fr
die virale Replikation essentiell ist. Da das ORF2min eine wichtige Rolle bel der
viralen Replikation spielt wurde es mit RAP1 (Replikation assoziiertes Protein)
bezeichnet.
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3.2. Untersuchungen zum Translationsmechanismus
von RAP1

Das kleine Leseraster von RAP1 (ehemals 2min) liegt ca. 1500 Basen stromabwarts
des 5'-Endes der genomischen RNA. Eine posttranslationale protolytische
Abspaltung von einem anderen Protein kommt als Entstehungsmechanismus dieses
Proteins nicht in Frage, da stromaufwarts kein potentielles Fusionsprotein liegt. Eine
weitere, dem ORF entsprechende, subgenomische RNA konnte nicht gefunden
werden (Ashoub et al., 1998). Dies spricht fir eine interne Trandlationsinitiation und
somit fir das Vorhandensein einer internen Ribosomeneintrittsstelle (IRES). Zur
Identifikation einer vermuteten internen Trandationsinitiation wurde die codierende
Sequenz von RAPL in das GUS-Gen einkloniert (Abbildung 9 A).

Um den kurzen, fir RAP1 codierenden Bereich besser analysieren zu kénnen, wurde
das offenes Leseraster (nt 1061-1773), um das 3'-Ende des GUS-Gens vergrofiert.
Diese bhicistronischen, chimaren mRNASs eignen sich in Trandationsanalysen zur
Untersuchung eines eventuellen zweiten Translationsproduktes. Hierfur wurde das
RAP1-Stopcodon zu UAC mutagenisiert. Das daraus resultierende Konstrukt mutl
codiert demnach fur das N-terminale Ende des GUS-Gens und einen Teil des ORF1.
Dieses N-GUS-ORF1-Protein ist ca. 46 kDa grol3. Bel einer internen Initiation im
Bereich von RAP1 wiirde das AUG eln chiméres zweites Protein, RAP1-C-GUS, von
ca. 43 kDa in einem anderen Leseraster initiieren. Im Gegensatz dazu konnte bei
mut2, in welchem das RAP1-Stopcodon vorhanden ist, nur das GUS-N-ORF1-
Protein sichtbar gemacht werden. Da hier, auch wenn interne Initiation stattfande, das
RAP1 wegen seiner geringen Grofe bei der verwendeten PAGE-Analyse nicht nach-
gewiesen werden konnte.
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Abb. 9 Chiméare PLRV/GUS-Konstrukte und in vitro-Transation der mRNAsvon
mutl und mut2.

A: Chimére PLRV/GUS-Konstrukte fUr in vitro-Transkriptions- /Transl ationsexperimente.
Sequenzen, die in den einzelnen Konstrukten enthalten sind, wurden durch entsprechende
Linien gekennzeichnet. Die Balken deuten die zu erwartenden Trand ationsprodukte an.

B: in vitro-Trandation der mRNAs von mutl und mut2. Alle RNAs wurden unter
Verwendung des pSP65/SP6-Polymerase-Systems (Melton et al., 1984) hergestellt und in
Gegenwart von 35S Methionin in Retikulozytenlysat trandatiert. Die Produkte wurden auf
einem 16%igen SDS-Gel aufgetrennt und durch Fluorographie sichtbar gemacht. Die Pfeile
geben die Trandationsprodukte des ersten- und des zweiten Cistrons an. Das 43 kDa grof3e
Tranglationsprodukt von dem 2. Cistron konnte in mutl detektiert werden.

Invitro Transkriptions- und Translationsanalysen (Abbildung 9 B) mit mutl zeigten
tatsdchlich eine zusétzliche kleinere Bande von 43 kDa, die dem durch interne
Trand ationsinitiation entstehenden RAP1-C-GUS Fusionsprotein entsprechen kénn-
te. Wie erwartet wurde kein RAP1-C-GUS-Protein bel mut2 gefunden.
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Um auszuschlief3en, dass das 43 kDa Fusionsprotein kein Degradationsprodukt von
N-GUS-ORFL1 ist, wurde der groféte Teil von ORF1 deletiert. HierfUr wurde ein Alul-
Fragment (nt1481-1773) in den EcoRV-verdauten pSP65-GUS Vektor eingesetzt
(Abbildung 10 A). Abgesehen von dem erwartet kleineren N-GUS-ORF1, zeigten
beide Deletionskonstrukte (mut3: ohne Stopodon, mut4: mit Stopcodon) das gleiche
Ergebnis wie mutl und mut2 (Abbildung 10 B).

A
N-GUS ORF1
SP6 =k i '
\ RAP1 C-GUS
4o
mut3 Deletion e
&
N
mut4 Deletion
B

43 kDa — e e 2 RAP1-C-GUS

33 kDa —" ~gf= . N-GUS-ORF1*

r——

*ORF1: nt1481-1773

Abb. 10 Chimare PLRV/GUS-Konstrukte und in vitro-Translation der mRNASs von
mut3 und mut4.

A: Chimdre PLRV/GUS-Konstrukte fir die in vitro-Transkriptions- /Translation-
sexperimente. Sequenzen, die in den einzelnen Konstrukten enthalten sind, sind durch ent-
sprechende Linien gekennzeichnet. Die Balken deuten die zu erwartenden
Trandlationsprodukte an.

B: in vitro-Translation der mRNAs von mut3 und mut4. Die Pfeile geben die
Translationsprodukte des ersten- und des zweiten Cistrons an. Das 43 kDa grol3e
Translationsprodukt des 2. Cistron konnte in mut3 detektiert werden.
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Um weiterhin auszuschlief3en, dass die Translation eines Teils von ORFL1 fir eine
eventuelle interne Initiation von Bedeutung ist, wurde bei mut5 ein ochre-Stopcodon
(UAA) am 3'-Ende des N-GUS eingefugt (Abbildung 11 A).
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43 kDa —| ssesssssss | <= 2. RAP1-C-GUS
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Abb. 11 Chiméres PLRV/GUS-Konstrukt und in vitro-Trandation der mRNAS von
mut5

A: Chiméres PLRV/GUS-Konstrukt mut5 fir die in vitro-Transkriptions- /Tranglations-
experimente.

B: in vitro-Trandation der mRNAs von mut5. Die Pfeile geben die Trandlationsprodukte des
ersten- und des zweiten Cistrons an. Das Hauptprodukt N-GUS ist etwa 16 kDa grof3.

In vitro-Transkriptions- und Translationsanalysen mit mut5 zeigten, dass das 43 kDa
RAP1-C-GUS Fusionsprotein weiterhin synthetisiert wurde und somit das P1 nicht
fir eine eventuelle interne Initiation nétig ist (Abbildung 11 B).
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Eine Studie von Kozak (1987) sagte aus, dass ein zweites Cistron unter bestimmten
Bedingungen, bei ener intercistronischen Sequenz von 79-147 Basen, durch
Reininitiation effizient translatiert werden kann. Um zu untersuchen, ob eine solche
Termination/Reinitiation nach dem ersten Cistron eventuell eine Rolle spielt, wurde
ein zweiter Typ von bicistronischen Transkripten benutzt, die eine sogenannte
Trandlationsblockierungssequenz (TBS) vor dem ersten Cistron tragen. Diese TBS
sollte durch die Ausbildung einer stabilen Haarnadel die Trandation des ersten
Cistrons verhindern (Pelletier und Sonenberg, 1985; Ivanov et al., 1997). Wenn
Regionen cap-unabhangig Ribosomen intern rekrutieren konnen, missen sie
unabhangig von einem stromaufwarts gelegenen, ersten Cistron ein zweites trans-
latieren kdnnen.

Um auszuschlief3en, dass die Ribosomen die von N-GUS bei mut5 entlassen werden,
fur die Trandation des RAP1-C-GUS reaktiviert werden konnen, wurden zwei ver-
schiedene TBS (TBS1, TBS2) getestet. TBS1 ist ein BamHI-linker und bildet, wie
TBS2, eine stabile Haarnadel aus (TBS1: Pelletier und Sonenberg, 1985; TBS2: Ivanov
et al., 1997). Die entsprechenden Oligonukleotide wurden hybridisiert und in die
Ncol-Seite im 5" -Ende des N-GUS im Konstrukt mut5 eingefligt (siehe Material und
Methoden).
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Abb. 12: Weitere chimare PLRV/GUS-Konstrukte und in vitro-Translation der
MRNAS.

A: Darstellung von TBS1 und TBS2 mit dem chiméren PLRV/GUS-K onstrukt.

B: Trandation der mRNAs in Retikulozytenlysat. Spur 1: mut5, ohne TBS. Spur 2: mut5 mit
TBS1 vor dem 1.Cistron. Spur 3: mut5 mit TBS2 vor dem 1.Cistron. Das 16 kDa
Hauptprodukt N-GUS konnte nur bei mut5 detektiert werden. Vom Konstrukt TBS2 muts
entstand ein 19 kDa Hauptprodukt (TBS2-N-GUS) in geringerer Intensitédt. Das Produkt vom
2. Cistron, RAP1-C-GUS liegt unveréndert vor.

Abbildung 12 zeigt, dass sowohl TBS: als auch TBS2 die Trandlation des ersten
Cistrons (N-GUS) verhindern, bzw. stark reduzieren, wobel das zweite Cistron
(RAP1-C-GUS) unverandert exprimiert wird. Dieslegt die Vermutung nahe, dass das

3'-gelegene Cistron cap-unabhangig, intern initiiert wird.

Um dies zu bestétigen, wurde die mRNA von TBS1mut5 auch in Weizenkeimextrakt
trandatiert. In diesem in vitro-Transkriptions- und Translationsexperiment wurde
zudem ein weiteres Konstrukt (mut6) analysiert. Bei muté wurde ein zusétzliches
ochre-Stopcodon direkt am 5 Ende von N-GUS (nach nt 27 von GUS) eingefihrt
(Abb. 13).
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A N-GUS ORF1
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Abb. 13: Weitere chimare PLRV/GUS-Konstrukte und in vitro-Transation der mRNAS.
A: Darstellung von mut5, mut6 und mut5TBS1 mit dem chiméren PLRV/GUS-K onstrukt.

B: Trandation der mRNAs in Weizenkeimextrakt. Spur 1: mut5, ohne TBS. Spur 2: mut6, wie
mut5 aber mit ochre Stopcodon am 5 Ende von N-GUS Spur 3: mut5 mit TBS1 vor dem
1.Cistron. Das Produkt vom 2. Cistron, RAP1-C-GUS liegt unverandert vor.
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In vitro-Transkriptions- und Translationsanalysen legen nahe, dass das RAPL intern
initiiert wird (Abbildung 9-13). Eine Termination/Reinitiation oder Mechanismen,
wie z.B. "leaky scanning” konnte anhand von chiméren PLRV/GUS-Konstrukten
ausgeschlossen werden.

3.3. Identifizierung des RAP1 Startcodons

Fir die Initiation von RAP1 kommen vier verschiedene Startcodons in Frage
(Abbildung14). Substitutionen (AUG zu AUC) der ersten drei mdoglichen Startcodons
fUhrten immer zu einem Tranglationsprodukt des zweiten Cistrons (keine Abbildung).
Hierbei spielte vermutlich die relative Nahe der Startcodons zueinander eine grofe
Rolle. Aus diesem Grund wurde die Region dann durch Insertionen (+A) untersucht.
Bel einer Insertion von einer Base wirde das Leseraster von ORF1 exprimiert
werden, dies fuhrt dann im den N-terminalen Bereich von C-GUS nach 19
Aminosauren zu einem ochre (TAA) Stopcodon (siehe Abb.: 14A). Eine Insertion
nach dem tatséchlichen Startcodon wiirde demnach zu einem Transl ationsprodukt des
2. Cistrons von 10 kDa fuhren.

A N-GUS ORF1

RAP1 C-GUS

Pt A DD Y. D S DGWE D Y G L E R E A A T N A

RAp1LM‘IM‘TPM‘RITVWR ER L Q Q MR

GCCCGCAGAGAAAAC - o AUCUACCCGCUUCGCGUCGGCAU

P1 p NG 2 X-GUS L P A S R R H
X

RAP1 P Q R K ; <_ N-GUS 'y P L R V G I

XGUS P V S G S E G R T V P D *
NNGUS R S V A V K G E Q F L I N H K P F

Abb. 14A: Ausschnitt aus mut5 mit den Insertionen (mut9, mutl10, mutll) und der
Substitution (mut12).

Als Ausgangsbasis fur die Mutationen diente mut5. Die Positionen der verschiedenen AUGs
sind in Fettschrift und die spezifischen Mutationen sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

38



Ergebnisse

B

1. 2. 3. 4.
5 AUG AUU AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG CUG CAA CAAAUG ¥

keine AUG A AUU AUG AACU AUG AAGG AUC
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Abb. 14B: In vitro-Transkriptions- /Trandationsexperimente der Konstrukten mut9
bis mut12.

Oben: Ausschnitt der Sequenz mit den vier moglichen Startcodons. Unten: SDS-PAGE
Analyse der in vitro-Trandationen der Insertions- und Substitutionsmutanten. Spur 1:
Trandationsansatz ohne RNA. Spur 2: mut5, Ausgangskonstrukt. Spur 3: mut9, Insertion
(+A) nach dem 1. moglichen Startcodon. Spur 4: mut10, Insertion (+A) nach dem 2. mog-
lichen Startcodon. Spur 5: mut11, Insertion (+A) nach dem 3. méglichen Startcodon. Spur 6:
mutl2, Substitution des 4. mdglichen Startcodons (AUG zu AUC). Das RAP1-C-GUS
Fusionsprotein tritt nur auf, wenn nach dem AUG2 das L eseraster nicht geéndert wird.

Zur ldentifizierung des AUG-Initiationscodons wurden Insertionen (mut9, mutl0,
mutll) sowie eine Substitution (mutl2) durchgefihrt. Als Ausgangsbasis fur die
Mutagenesen diente mut5. Nach in vitro-Transkriptions- und Translationsanalysen
(Abbildung 14B) ist das zweite AUG (AUG?2) fur die interne Trandationsinitiation
von RAPL verantwortlich. Insertionen stromabwaérts von AUG2 fihrten zu keinem
RAP1-C-GUS Fusionsprotein. Eine Insertion nach AUGa, al's auch die Anderung von
AUG4 zu AUC hatten keinen Effekt auf die Trandlationseffizienz. Ein 10 kDa
Fusionsprotein, das durch den -1 Leserasterwechsel bei mut1l0 oder mutll durch

interne Initiation hétte entstehen sollen, konnte nicht detektiert werden.

39



Ergebnisse

3.4. |dentifizierung von Motiven flr eineinterne I nitiation

Mutationsanalysen zeigten, dass stromabwarts von AUG2 weitere Mative fur die
interne Initiation liegen. Um diese Motive einzugrenzen und zu charakterisieren
wurden verschiedene Mutagenesen auf Basis von mut5 durchgefuhrt (keine
Abbildung). Hierbel konnte das Sequenzmotiv  GGAGAGAGAGG identifiziert
werden. Um diese Sequenz zu untersuchen, wurden weitere Mutationen durchgefihrt
(mut13, mut14, mutl5; Abbildungl5). Dabel wurde die GGAGAGA GAGG-Sequenz
tellweise durch die komplementdren Sequenzen CCTCTGAGAGG (mutl3) und
GGAGAGTCTCC (mut14) oder komplett durch CCTCTCTCTCC (mutl5) ersetzt.

A
3
5" AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG CUG CAA CAA

5 {

CCTCTGAGAGG GGAGAGTCICC CCTCTCTCTCC

mutb mut13 mut14 mut15

2. RAP1-C-GUS e - — 43 kDa

L wous m—w Da

Abb. 15: In vitro Transkriptions- / Trandationsexperimente der Konstrukte mut13 bis
mut15.

A: Ausschnitt der Sequenz (nt 1528-1575) mit dem Motiv GGAGAGAGAGG.

B: SDS-PAGE Analyse der in vitro-Translationen der Substitutionsmutanten. Die
Initiationseffizienz ist bei Mutationen innerhalb der invertierten Wiederholung
GGAGAGAGAGG deutlich verringert.

Mit Hilfe von Mutationsanalysen konnte gezeigt werden, dass das RAP1 Startcodon
zusammen mit dem Sequenzmotiv GGAGAGAGAGG 22 Nukleotide stromabwaérts
zur internen Ribosomenbindung fuhrt. Wie aus Abbildung 15 ersichtlich, fuhrten adle
drei Substitutionen im Bereich des Motivs zu einer drastischen Verringerung (>90%)
der Initiationseffizienz.
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3.5. Untersuchungen des Motivs GGAGAGAGAGG

Es konnte gezeigt werden, dass das RAP1 AUG-Startcodon AUG2 zusammen mit
dem Sequenzmotiv GGAGAGAGAGG 22 Nukleotide stromabwarts zur internen
Ribosomenbindung fuhrt. Bei einer Reithe von weiteren Mutationen (mutl6-25)
wurde die Bedeutung des Abstands zwischen AUG2 und dem GGAGAGAGAGG-
Motiv untersucht. Bel mutl6 wurde fast die gesamte Region von 21 Nukleotiden
deletiert, wahrend bei den Mutationen mut17 bis mut24 eine ansteigende Anzahl von
AAA-Triplets eingefigt wurde. In mut25 wurde die invertierte Wiederholung
GGAGAGAGAGG unter Beibehaltung des Leserasters verdoppelt, was einer
Insertion von 12 Nukleotiden entspricht (Abbildungl16A).

N-GUS ORF1

SP6 — S .
//_RAP1 C-GUS

mut5 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG CUG CAA CAA

mut16 AUG A Deletion GG AGA GAG AGG CUG CAA CAA ATG CGC CCG CAG AGA

mut17 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC AAA UGG AGA GAG AGG CUG CAA

mut18 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC AAA AAA UGG AGA GAG AGG CUG

mut19 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC AAA AAA AAA UGG AGA GAG AGG

mut20 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC + 12nts UGG AGA GAG
mut21 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC + 15nts UGG AGA GAG
mut22 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC + 18nts UGG AGA GAG
mut23 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC + 21nts UGG AGA GAG
mut24 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC + 24nts UGG AGA GAG

mut25 AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG UGG AGA GAG AGG

Abb. 16A: Ausschnitt der Sequenz mit den einzelnen Mutationen.

mut5: Ausgangskonstrukt mit der " Wildtypsequenz”. mutl6: Deletion von 21 Nukleotiden
nach dem AUG2. mutl7-mut24: Insertionen einer ansteigenden Anzahl von AAA-Triplets.
mut25: Insertion der 12 Nukleotide der invertierten Wiederholung.
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Weiterhin wurde eine eventuelle Signifikanz der Region stromabwaérts der inver-
tierten Wiederholung GGAGAGAGAGG untersucht. Hierzu wurde bei mut26 die
gesamte, fur PLRV-codierende Region stromabwaérts dieses Motivs deletiert
(Abbildung 16B).

B
N-GUS ORF1
1 1
muts  sps r—r— I
RAP1 C-GUs
1 1
mut26  SPé - .

\\

AUG ACU CCG AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG

Abb. 16B: Konstrukt fir die Deletionsmutante mut26.
Deletion der PLRV-Sequenz am 3'-Ende der invertierten Wiederholung GGAGAGAGAGG.

Cc
o KU A A g0 g gt @ @b gd (@O
(‘\\)\6 ((\\)\ ((\\)\ ((\\)\. ((\\)\. ({\\)\(J/ ((\\)’{2/ ((\\)’O/ ({\\){L ((\\) ((\\)\ ({\\)
43 KDa-{ S e, e o —
2. RAP1-

C-GUs -

1. N-GUS

Abb. 16C: In vitro-Transkriptions-/Trandationsexperimente der Konstrukte mut16 bis
mut26.

SDS-PAGE Analyse der in vitro-Translationen der Mutanten. Die Initiationseffizienz ist bei
den Insertionen ab 12 Nukleotiden (mut20) deutlich verringert. Die Deletion des Bereichs
zwischen AUG2 und der invertierten Wiederholung (mut16), sowie die Deletion der PLRV-
Sequenz stromabwaérts (mut26) zeigen keinen grof3en Einfluss auf die Initiationseffizienz.
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In vitro-Transkriptions- und Trangationsanalysen (Abbildung 16) zeigten eine
Abnahme um 50% bel der Deletionsmutante (mut16), bei den Insertionsmutanten mit
mehr a s neun Nukleotiden eine starke Abnahme (>90%) der Initiationseffizienz. Eine
Verdopplung des GGAGAGAGAGG-Motivs (mut25) hatte keine signifikante
Auswirkungen auf die Trandationseffizienz. Die Deletion direkt am 3'-Ende des
Motivs (mut26) zeigte ein kleineres, etwa 36 kDa grof3es, Fusionsprotein der ersten
12 Aminosauren von RAPL und dem C-GUS. Zusammenfassend lésst sich sagen,
dass die Sequenz GGAGAGAGAGG und ihr Abstand zum RAP1-Initiationscodon
AUG2 eine wichtige Rolle fur die effiziente interne Initiation in vitro spielen.

3.6. In vitro-Untersuchungen zur moglichen PLRV
|RES-Region

Um diese Region auch in vivo zu untersuchen, wurde ein neues bicistronisches
Konstrukt entwickelt. Hierbel wurde fur das erste Cistron GUS als Marker verwendet.
Als zweites Cistron wurde die zu untersuchende Region unter Berticksichtigung des
Leserasters ans 5-Ende des Carboxyterminus des ORF1 ligiert. Der
Carboxyterminus des ORF1 codiert fur das P1C25, das leicht durch monoklonale
Antikdrper im Western-Blot nachzuweisen ist (Prifer et al., 1999)

Fir die zu untersuchende Region wurde sowohl das gesamte ORF von RAPL
(nt1520-1666), als auch Teile der cDNA-Sequenz verwendet. So wurden die ersten 46
Basen von RAPL des kanadischen PLRV-Isolates mit dem gleichen Bereich aus dem
australischen PLRV-Isolat verglichen. Weiterhin wurde auch ein ahnlicher
Sequenzbereich aus CABYV (Cucurbit Aphid-Borne Yellows Virus, nt3097-3105)
verwendet. Als Kontrolle wurde bei einem Konstrukt die GGAGAGAGAGG-
Sequenz durch CTTCTGAGAGG (wie bei mutl3) ersetzt (siehe Abbildung 17A).
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A
SP6 cus

X | C-Terminus ORF1
G/RAP1-P1C Gesamte Sequenz von RAP1 des kanadischen PLRV-Isolat

(nt1520-1665)

Bereich von RAP1 des kana-
Gmut27P1C dischen PLRV-Isolat (nt1520-1566)

Gmut28P1C Bereich von RAP1 des australi-
schen PLRV-Isolat (nt1519-1566)

Bereich von CABYV
Gmut29P1C (nt3061-3108)

gleiche Region wie G/RAP1-P1C, aber Substitution durch
Gmut30P1C CCTCTGAGAGG

Abb. 17A: Chimare GUS/PLRV-Konstrukte fir die in vitro-Transkriptions
/Trandations-experimente.

Im zweiten Cistron wurde der Carboxyterminus von ORF1 (P1C) im selben Leseraster zu
RAPL, bzw. zu Sequenzmotiven ligiert.

Diese Konstrukte wurden zunéchst nach in vitro-Transkription und Trangdation in
Weizenkeimextrakt durch Western-Blot analysiert. Hierbel wurde a's Kontrolle auch
ein monocistronisches Konstrukt trandatiert. Bei diesem wurde kein GUS, sondern
direkt das RAP1-P1C Fusionsprotein am 5'- Ende der mRNA exprimiert.

Die Translationsprodukte wurden auf einem 16% SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf
Nitrozellulose-Filter transferiert. Die Filter wurden mit monoklonalen Antikorpern
gegen P1C inkubiert und mit dem ECL-System sichtbar gemacht.
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Abb. 17B: Western Blot-Analyse der Translationsprodukte aus Weizenkeimextr akt.
Spur 1. 0,5 pl Translationsprodukt von monocistronischer mMRNA(RAPL-P1C). Spur 2: 20
Weizenkeimextrakt. Spur 3: 20 gl G/RAP1-P1C, bhicistronische mRNA mit Fusion des
ganzen RAP1 zum P1C im zweiten Cistron. Spur 4: 20 gl Gmut27P1C, bicistronische mRNA
mit Bereich von RAP1 des kanadischen PLRV-Isolat zum P1C. Spur 5: 20 Wl Gmut28P1C,
bicistronische MRNA mit Bereich von RAP1 des australischen PLRV-Isolat zum P1C. Spur
6: 20 ul Gmut29P1C, bicistronische mRNA mit Bereich von CABYV zum P1C. Spur 7: 20
W Gmut30P1C, bicistronische RNA mit Inversionsmutante zum P1C. Das erwartete Produkt
von RAP1-P1C hat eine Grofie von etwa 21 kDa, das der Deletionsmutanten ist etwa 4 kDa
kleiner.

In Abbildung 17 kann man erkennen, dass bei allen vier Konstrukten (G/RAP1-P1C,
Gmut27P1C, Gmut28P1C, Gmut29P1C) ein Fusionsprotein mit den monoklonalen
Antikorper gegen das P1C detektiert werden konnte. Bei Gmut30P1, bei der die
GGAGAGAGAGG-Sequenz durch CTTCTGAGAGG ersetzt wurde, konnte kein
Fusionsprotein durch interne Initiation translatiert werden.
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3.7. In vivo-Untersuchungen zur internen Initiation
von RAP1

Zusatzlich zu den in vitro-Experimenten wurde die Funktion der IRES-Sequenz auch
in vivo anhand transgener Tabak und Kartoffelpflanzen untersucht. Dazu wurden
Pflanzen mit dem GUS-Gen, mit einem bicistronischen GUS/RAP1-P1C Konstrukt
und mit dem monocistronischen RAP1-P1C transformiert. Zur Herstellung dieser
Konstrukte wurde GUS/RAP1-P1C und RAP1-P1C in den Pflanzentransformations-
vektor pBIN19 in die Hindlll Schnittstelle kloniert. Das GUS und die viralen Gene
wurden unter der Kontrolle des konstitutiven cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S
Promotors exprimiert (Abbildungl8).

GUS/RAP1-P1C

GUS
358 T
RAP1+
C-Terminus ORF1
RAP1-P1C
RAP1+
358 — C-Terminus ORF1 [ T

Abb. 18: Schematische Reprasentation der Konstrukte GUS/RAP1-P1C und RAP1-
P1C fir die Pflanzentransfor mation.

Diese Konstrukte wurden unter der Kontrolle des konstitutiven cauliflower mosaic virus
(CaMV) 35S-Promotors exprimiert.

Das GUS-Gen wurde fur eine schnelle Identifikation und Quantifizierung der
Genexpression in transgenen Pflanzen gewéhlt. Als zweites Cistron wurde das
gesamte RAPL im selben Leseraster mit dem Carboxyterminus von P1 exprimiert, da
dieser leicht durch Western Blot-Analysen mit P1C-Terminus-spezifischen mono-
klonalen Antikorpern nachzuweisen ist (Kapitel 3.6.). Die oben aufgefihrten
Konstrukte wurden durch Agrobacterium tumefaciens vermittelten DNA-Transfer
mit entsprechenden rekombinanten Klonen des Agrobakterien-Stamms LBA4404
stabil in das Genom von Kartoffel- und Tabakpflanzen integriert. Auf transgenes
Pflanzengewebe wurde mit dem Antibiotikum Kanamycin selektiert. Die erfolgreiche
Transformation der regenerierten Pflanzen wurde bel den mit GUS/RAP1-P1C trans
formierten Pflanzen durch einen GUS-Test bestétigt.

46



Ergebnisse

In Abbildung 19 ist ein représentativer Western Blot von zwel Pflanzen gezeigt, die
das GUS-Enzym von der bicistronischen mRNA exprimieren. In beiden Pflanzen ist
das Produkt des RAP1-P1C-Gens immunologisch nachweisbar (Spur 3 und 4). Das
Trand ationsprodukt war dabei etwas kleiner as das der Kontrollpflanzen, die nur das
RAP-P1C exprimierten (Spur 1). Dies kann durch verschiedene AUGs als
Initiationscodons in den mono- und bicistronischen Konstrukten bedingt sein. Bel
den Kontrollpflanzen, die nur das GUS-Enzym exprimierten, zeigten sich keine ver-
gleichbaren immunoreaktiven Banden (Spur 2).

RAP1-PIC  GUS GUS/RAP1-P1C
80 kDa—
m
m—
25 kDa — '
16 kDa— - —

Abb. 19: Westen Blot-Analyse von transgenen Tabak-Pflanzen mit monoklonalen
Antikorpern gegen P1C.

Proteine aus transgenen Tabakpflanzen wurden mit Aceton aufgereinigt und auf eine
Endkonzentration von 4ug/ul durch einen Bradford-Test eingestellt. Spur 1. 20ug
Gesamtproteine von RAP1-P1C transgenen Pflanzen. Spur 2: 100pg Gesamtproteine von
GUS transgenen Pflanzen (GUS). Spur 3: 100ug Gesamtproteine von GUS/RAP1-P1C trans-
genen Pflanzen. Spur 4: 100ug Gesamtproteine von GUS/RAP1-P1C transgenen Pflanze.
Das erwartete Produkt von RAP1-P1C hat eine Grofe von etwa 21 kDa.

Um sicherzustellen, dass das detektierte RAP1-P1C auch wirklich intern aus der
bicistronischen mRNA translatiert wurde und kein Produkt eines eventuell
degradierten oder unvollstandigen mMRNA-Molekiils ist, wurde die RNA anhand
eines Northern Blots analysiert. Hierfur wurde die Gesamt RNAaus den Pflanzen mit
einer Sonde gegen die RNA von RAPL hybridisiert (Abbildung 20A). Auf dieser
Sonde sind komplementére Sequenzen zur 18S rRNA von Solanum tuberosum ent-
halten. Die schwachen Banden der RNA von GUS/RAP1-P1C auf H6he der mono-
cistronischen RAP1-P1C RNA kommen womdglich durch Kreuzhybridisierung mit
dieser rRNA zustande. Deshalb wurde derselbe Blot, nach Abwaschen der RAP1-
Sonde, auch noch mit einer Sonde gegen die ribosomale RNA hybridisiert
(Abbildung 20B).
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A B

Basen RAP1-P1C GUS/RAP1-P1C RAP1-P1C GUS/RAP1-P1C

2500 - e - - -e

700—.

Abb. 20: Northern Blot-Analyse transgener Kartoffelpflanzen. Gesamt-RNA aus
Blattmaterial wurde isoliert und unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Fir die
RAP1-P1C transformierten Pflanzen wurde 50 pg Gesamt-RNA eingesetzt, fur die
GUS/RAP1-P1C transformierten Pflanzen 200ug. Die RNA wurde auf Hybond N-Filter
transferiert und mit den entsprechenden Sonden hybridisiert.

A: Mono- und bicistronische RNA wurde mit einer RAP1-spezifischen Sonde hybridisiert.
Fir die RAP1-P1C transformierten Pflanzen wurde ein Transkript in der Gréf3e von 670 b und
fur die GUS/RAP1-P1C Pflanzen eines von etwa 2500 Basen erwartet .

B: Derselbe Blot wurde mit SDS gewaschen und erneut mit einer Sonde gegen die 18SrRNA
hybridisiert. Hierfir wurde ein Oligonukleotid, das mit dem 3'-Ende der 18S rRNA hybri-
disiert, radioaktiv markiert.

3.8. In vivo-Untersuchungen zur IRES

Aus diesen in vitro und in vivo Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die
Tranglation von RAP1 intern, in Abhéngigkeit von einer internen
Ribosomeneintrittsstelle (IRES) initiiert wird. Die daftr bendtigten Motive konnten
auf den Bereich stromabwérts des Startcodons eingeschrankt werden. Zur
Untersuchung der IRES-Sequenz in vivo wurde erwogen mit geeigneten bicistro-
nischen Konstrukten stabil transformierte Pflanzen oder transfizierte Protoplasten
durch Westen Blot zu analysieren. Da Pflanzentransformationen mit mehreren ver-
schiedenen Konstrukten sehr zeit-, arbeits- und platzaufwendig sind und fur Western
Blot-Analysen von bicistronischen Konstrukten in transfizierten Protoplasten
mindestens 200ug Gesamtprotein von gut aufgearbeiteten und effizient transfizierten
Zellen bendtigt wird, wurde ein aternatives Untersuchungssystem verwendet
(Ilvanov unveroffentlicht). Hierflr eignet sich die in Kapitel 3.2. erwdahnte
Trandlationsblockierungs-sequenz (TBYS).
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Fur diein vivo-Untersuchung der IRES-Motive wurde unter Verwendung dieser TBS
ein neues System entwickelt, das sich bel Protoplastentransfektion anwenden |&sst.
(Abbildung 21). Durch die TBS sollte die 5 cap-abhéngige Translation des GUS-
Reportergens unterdriickt werden. Durch Einfigung einer IRES vor dieses GUS-
Reportergen sollte seine Expression messbar sein; d.h. das N-terminal vergrolierte
GUS kann nur exprimiert werden, wenn es zu einer internen Initiation an eéinem mit
der IRES-Sequenz zusammen eingefiigten AUG kommt.

Hierfur wurde der Vektor pFF35S Kpnl/Xbal verdaut und mit einem Kpnl/Sall Insert
plus einem Sall/Xbal GUS (ohne AUG), unter Berticksichtigung des Leserasters,
ligiert. Das Insert RAP1-P1C (siehe auch Kapitel 3.6. und 3.7.) beinhaltet die
Sequenz von RAPL -ohne Stopcodon- mit dem C-terminalen Teil des P1 (P1C) am
3'-Ende. Das P1C liegt in der cDNA von PLRV in einem anderen Leseraster direkt
am 3'-Ende von RAPL. Die Kassette des zu untersuchenden Konstrukts (PLRV-
Sequenz-GUS) wurde dann nach erfolgreicher Sequenzierung Kpnl/Pstl in den
Vektor pFF35SHP transferiert. Zum Vergleich wurde eine EMCV-IRES
(Encephalomyocarditis virus-IRES: Jang et al., 1988) mit herangezogen. Das EMCV
entstammt einem animalen System und sollte deshalb in Pflanzenzellen nicht aktiv
sein (Plasmide, siehe Material und Methoden). Kartoffel protoplasten wurden mit
diesen Plasmiden transfiziert und am néchsten Tag eitnem GUS-Test unterzogen. Die
Effizienz der internen Initiation wurde anhand der GUS-Aktivitdt gemessen.
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% Effizienz
Konstrukt
255 RAP1-P1C GUS 100%
RAP1-P1C-GUS

155 GUS 0%
TBS3 HP-GUS

25s % EMCV-IRES GUS 1-4%
TBS3 HP-EMCV-IRES-GUS

155 % RAP1-P1C GUS 11-38 %
TBSs HP-RAP1-P1C-GUS

Abb. 21. Effizienz der internen Initiation anhand von verschiedenen Konstrukten
deren GUS-Aktivitéat in Kartoffelprotoplasten gemessen wurde.

Die TBS3 verhindert in transfizierten Protoplasten die cap-abhéngige Translation des GUS-
Reporterkonstruktes (HP-GUS). Zum Vergleich wurde eine EMCV-IRES mit herangezogen.
Bei diesem Konstrukt konnte bei allen Wiederholungen eine geringe GUS-Expression fest-
gestellt werden. Wegen der relativ grofRen Schwankungen bei den einzelnen Messungen
wurde der Versuch mehrmals wiederholt. Bei der Berechnung der einzelnen Effizienzen
wurde das Konstrukt ohne TBS (RAP1-P1C-GUS) als 100 % Standard gesetzt. Im Vergleich
zur EMCV-IRES (HP-EMCV-IRES-GUS) ist die GUS-Aktivitdt bei RAP1+C-Terminus
ORF1 (HP-RAP1-P1C-GUS) deutlich erhoht.

In Abbildung 21 ist eine Zusammenfassung der Ergebnisse der einzelnen Messungen
dargestellt. Trotz der grofRen Schwankungen bel den Messungen der einzelnen
Wiederholungen eignet sich dieses System eine relative IRES-Aktivitét in vivo fest-
zustellen. Ahnliche Ergebnisse konnten auch in den mit dem bicistronischen
Konstrukt (GUS/RAP1-P1C) transformierten Pflanzen festgestellt werden (Kapitel
3.7).
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Um die PLRV-Sequenz zu identifizieren, die in vivo fUr dieinterne Initiation nétig ist,
wurde am 3'-Ende von RAP1-P1C verschiedene Deletionen durchgeftihrt und diese
unter Berticksichtigung des Leserasters vor das GUS-Reportergen ligiert (Abbildung
22). Diese Deletionsmutanten wurden dann auf ihre Eignung zur internen Initiation
in Kartoffel protoplasten getestet.

35S % PLRV-IRES GUS
nt 1513\ RAP1 + C Terminus ORF1
HPmM48GUS bis nt 1728
HPmM49GUS bis nt 1704
HPmM50GUS bis nt 1689
HPM51GUS e bis nt 1671

Abb. 22: Sequenzen der Deletionsmutanten.

In dem Konstrukt HP-RAP1-P1C-GUS wurden Deletionen am 3'-Ende der PLRV-Sequenz
durchgefiihrt. PLRV-Sequenzen die in den einzelnen Konstrukten enthalten sind, wurden
durch entsprechende Linien gekennzeichnet. Die Angaben der Nukleotide (nt) beziehen sich
auf die Position der Sequenz im kanadischen PLRV-Isolat.

Die Ergebnisse dieser Versuche unterlagen aufgrund der unterschiedlichen
Effizienzen bei der Transfektion, sowie unterschiedlicher Ergebnisse bei mehr-
maligem Messen desselben Versuchsansatzes grof3en Schwankungen. Deshalb
wurden die Versuche mehrmals und mit dreimaligen Messungen wiederholt. Bei der
Berechnung der einzelnen GUS-Expressionseffizienzen wurde das jeweilige
Konstrukt ohne TBS als 100% Standard gesetzt. Die einzelnen Effizienzen sind in
Tabelle 3 dargestellt (siehe Anhang). Die Variationsbreite der einzelnen Messungen,
die Standardabweichung (nach dem Multiplikationsverfahren), sowie der Mittelwert
der Ergebnisse wurden laut Weber (1986) berechnet.
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Mittelwert mit Standardabweichung Variationsbreite s
in % in %
HPmM48GUS 15,14 £ 7,85 % Messwert £ 7 %
HPmM49GUS 12,67 = 9,05 % Messwert + 4,5 %
HPm50GUS 0 0
HPM51GUS 0 0

Tabelle 1: Expression der GUS-Aktivitét in Kartoffelproplasten.

Der Genauigkeitsgrad der Messungen von HPm48GUS ist s = 7 % und von HPM49GUS s =
4,5 %. Das heil}, es ist zu erwarten, dass fUr irgendeinen Messwert X der "wahre” Wert in
etwa 2/3 der Fédlle im Bereich x + s zu suchen ist. Trotz einer relativ grof3en
Standardabweichung wird deutlich, dass die interne GUS-Expression bei den
Del etionsmutanten abnimmit. Deletionen die den Bereich stromaufwérts von nt 1704 betrafen
fuhrten in keinem Versuch zu einer nachweisbaren internen GUS-Expression.

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, konnten die ersten 36 Nukleotide von RAPL, die in
vitro interne Initiation ermdglichten (mut26), in vivo zu keiner nachweisbaren
Initiation fuhren. In vivo werden weitere Sequenzmotive stromabwarts des
GGAGAGAGAGG-Mativs benttigt. Die Deletionen HPm50GUS und HP51GUS im
Bereich vom C-Terminus von ORF1 fihrten zu keiner nachweisbaren internen
Initiation. In diesem Bereich befindet sich eine RNA-Struktur von 52 Nukleotiden,
die den ribosomalen L eserasterwechsel von ORF1/2 beeinflusst. Insgesamt |asst sich
sagen, dass diese RNA-Struktur stromabwaérts des Leserasters fir RAPL in vivo einen
entscheidenden Einfluss auf die interne Initiation von RAP1 hat.

52



Diskussion

4. Diskussion

4.1. Expressionsanalyse des kleinen offenen Lese
raster von RAP1

Die 5'-Hélfte des PLRV-Genoms enthdt drei grof3e offene Leseraster ORFO, ORF1
und ORF2, wobei ORF1 und ORF2 Uber einen Bereich von 582 Nukleotiden tber-
lappen. In einem dritten Leseraster befinden sich drei kleine offene Leseraster. Es
konnte durchin vitro- und in vivo-Experimente gezeigt werden, dass das kurz vor der
Uberlappungszone gelegene Gen fir ein 5 kDa-Minimalprotein durch interne
Initiation der Ribosomen exprimiert wird. Dieses 2min, bzw. RAPL, befindet sich
etwa 1500 Nukleotide stromabwérts vom 5'-Ende der genomischen PLRV-RNA.
Eine subgenomische RNA, die fir die Trandation dienen konnte, wurde nicht in
PLRV-infizierten Pflanzen gefunden (Tacke et al., 1990; Ashoub et al., 1998). In
vitro-Transkriptions- und Translationsexperimente sowie in vivo-Experimente
konnten zeigen, dass RAP1 vom 2. AUG des ORFs trandatiert wird und dass die
invertierte Seqguenzwiederholung GGAGAGAGAGG, sowie weitere PLRV-
Sequenzmotive stromabwérts fir die optimale Translationseffizienz in vivo
notwendig sind.

Dieidentifizierte PLRV-IRES (interne Ribosomeneintrittsstelle) liegt innerhalb einer
Region der PLRV-RNA, die durch unibliche Translationsmechanismen gekenn-
zeichnet ist, wie z.B. einen -1 Leserasterwechsel fur den u.a. eine RNA-Struktur von
52 Nukleotiden verantwortlich ist (Prufer et al., 1992; Kujawa et al., 1993). Auf
welche Art und Wei se diese Struktur den ribosomalen L eserasterwechsel beeinflussen
kann, ist letzten Endes unklar. In diesem Zusammenhang spekulierten Jacks et al.
(1988b), dass Ribosomen an solchen stabilen RNA-Sekundérstrukturen verlangsamt
werden, bzw. anhalten und somit den L eserasterwechsel erlauben. Diese Struktur, die
sich etwa 100 Basen stromabwarts der invertierten Sequenzwiederholung
GGAGAGAGAGG befindet, scheint in vivo einen entscheidenden Einfluss auf die
interne Initiation der Translation von RAP1 zu haben (siehe Abbildung 23).
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-1 Leserasterwechsel

] ] —"stem-loop”
invertierte

Wiederholung

Abb. 23: Hypothetische RNA-Struktur der Region um den codierenden Bereich von
RAP1 (nt1522-1740; Squiggle plot mit Seglab erstellt, Wiskonsin package)

Die Pfeile verweisen auf das Start- und Stopcodon fur RAPL, die invertierte Wiederholung,
den -1 Leserasterwechsel, sowie auf die RNA-Sekundarstruktur (" stem-loop™).

4.2. |l dentifikation des RAP1 Protains

Fur die Analyse der Trandation des Minimalproteins 2min, wurde auf die vor-
handenen replizierenden cDNA-Klone voller Lange zurtickgegriffen. Hierbei wurden
neben der Wildtyp-Sequenz geeignete Mutanten konstruiert und ihre Expression in
Kartoffelprotoplasten untersucht. Die Western- und Northernanalyse dieser trans-
fizierten Kartoffelprotoplasten konnten zeigen, dass das Protein fur die virae
Replikation essentiell ist. Deshalb wurde das Protein mit RAPL (RAPL = Replikation
assoziiertes Protein 1) bezeichnet.

Die RAP1-Defizit Mutanten konnten im Gegensatz zu den replizierenden cDNA
Klonen voller Lange keine genomische- oder subgenomische Virus-RNA herstellen.
Eine Protoplastentransfektion ist zum Teil sehr ineffizient, von einem mRNA-
Molekil werden mehrere Proteine trandlatiert und diese Proteine sind stabiler als
RNA. Auch ist die Virus RNA in den replizierenden Wildtypen durch Viruspartikel
(Hullproteine) geschitzt. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass die beim
Wildtyp nachgewiesene genomische RNA durch virale Replikation entstanden ist.
Das Vorhandensein des 70 kDa Proteins von ORF1 |asst darauf schlief3en, dass alle
Transfektionen erfolgreich waren.



Diskussion

4.3. M 6gliche Eigenschaften von RAP1

Fur die Vermehrung und letztendlich Ausbreitung des PLRV ist die Replikation des
Genoms eine essentielle Voraussetzung, wobei die 5883 bp grof3e (+)-RNA (Mayo et
al., 1989) zunéchst in einen (-)-Strang umgeschrieben wird. Dieser (-)-Strang wird
dann als Matrize fr die Synthese weiterer (+)-Strange genutzt, um die virale genom-
ische RNA zu vermehren. Hinweise auf diese replikative (-)-RNA Zwischenstufe
lieferten Arbeiten mit verschiedenen (+)-ssRNA-Viren (brome mosaic virus (BMV),
Miller et al., 1985; alfafa mosaic virus (AMV), Van der Kuyl et al., 1990; turnip
cinklevirus (TCV), Wang und Simon, 1997). Diese virale Replikation wird von spezi-
fischen RNA-abhangigen RNA-Polymerasen (Replikasen) katalysiert.

Fir PLRV konnte der Aufbau des Replikationskomplexes bisher nicht aufgeklart
werden. Er setzt sich vermutlich aus mehreren Proteinuntereinheiten zusammen,
wobei von den acht grof3en Leserastern des PLRV-Genoms die Genprodukte der zwei
grol3en Leseraster ORF1 und ORF2 die Hauptkomponenten darstellen. Das kleine
Leseraster von RAPL liegt ebenfalls in diesem Bereich. Es wurde schon 1992 von
Prifer et al. diskutiert, dass die - innerhalb der fir ORF1 codierenden Sequenz - drei
Minimalproteine  mdoglicherweise  einen  integralen  Bestandteil  des
Replikationskomplexes darstellen. Bei Bindungsexperimenten mit bakteriell
exprimierten P1-Proteinen, konnte eine starke Interaktion zwischen RAPL und dem
P1 festgestellt werden (Kierdorf, 1999).

Zwar wird durch die Annahme, dass diese Minimalproteine an der Replikation betei-
ligt sind, die Komplexitét des Replikationsapparates erhoht, jedoch scheinen fir einen
funktionsfahigen Replikasekomplex auch wirtseigene Faktoren beteiligt zu sein. Bel
BMV, zum Beispiel, sind neben den viralen Replikase-Proteinen mindestens sechs
welitere Wirtsproteine am Aufbau des Replikationskomplexes beteiligt (Quadt und
Jaspars, 1990).
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Ein weiterer Aspekt, der in diesem Zusammenhang Berticksichtigung finden muss,
besteht in der Beteiligung von multimeren Proteinkomplexen. Beispielsweise wurde
fur das Poliovirus angenommen, dass eine Oligomerisierung seiner 3D Polymerase
fur eine Funktionsfahigkeit stattfinden muss (Hope et al., 1997; Pataet al., 1995). Fur
das BMV konnte eine Dimerisierung des la-Proteins (Helikase-Motiv) mit Hilfe des
"Two-Hybrid"-Systems bestétigt werden (O’ Reilly et al., 1998). Diese Dimerisierung
ist laut O'Reilly die Voraussetzung fir eine weitere Protein/Protein-Interaktion mit
dem 2a-Protein (RNA-abhangige RNA-Polymerase), die ebenfalls mit dem "Two-
Hybrid"-System nachgewiesen wurde. Somit ist anzunehmen, dass es sich auch bel
der PLRV-Replikase um einen Multiproteinkomplex handelt.

Eine mdgliche Darstellung des Replikationsapparates von PLRV basiert auf der
Dimerisierung des P1. Daran kdnnten sich Minimal proteine und das RAPL an je eine
Einheit des P1-Proteins anlagern. Sowohl P1 als auch das P1/2 Fusionsprotein ver-
fugen Uber unterschiedliche Nukleinsaure-bindende Doménen, die es ihnen
ermoglichen konnte, mit der zu replizierenden RNA an verschiedenen Stellen zu
interagieren (siehe Abbildung 24). In friheren in vitro-Experimenten konnten fir das
RAPL trotz seiner hohen Basizitdt (Isoelektrischer Punkt = pH 12,98) keine
Nukleinsaure-bindende Aktivitat nachgewiesen werden (Prufer, unvertffentlicht).

A

Y ——me— /07 3

3 ' /r )
/07 A

3’$m\

5 3
5 3
5 3




Diskussion

P1

P1/2
P1

Abb. 24: Model eines mdglichen Replikationskomplexes mit und ohne RAP1

A: Replikasekomplex mit RAPL. Die replikative (-) - RNA Zwischenstufe wird mit RAPL
eingeleitet. Dieser (-) - RNA-Strang wird dann as Matrize fir die Synthese weiterer (+) -
Strange genutzt.

B: Replikasekomplex ohne RAPL. Die replikative (-) - RNA Zwischenstufe kann nicht ein-
geleitet werden.

Das vorgestellte Modell wird durch die Beobachtung von Prifer et al. (1999)
erweitert, dass ein 25 kDa grof3es Spaltprodukt des P1 an die PLRV-RNA binden
kann. Dieses 25 kDa-P1-Produkt (P1-C25) wird zusammen mit dem VPg durch eine
protolytische Spaltung freigesetzt. Durch eine mogliche Bindung an die PLRV-RNA,
konnte dieses zusammen mit RAP1 den Startpunkt einer Replikation bzw.
Transkription darstellen. Da das P1-C25 den carboxyterminalen Bereich des ORF1
umfasst, besteht die Mdglichkeit, dass sich an diesen Komplex (P1-C25, RAPL) wei-
tere Minimalproteine und das dimerisierte P1 anlagern.

Die spezifische Funktion des in dieser Arbeit untersuchten basischen 5kDa RAPL fir
dievirale Multiplikation ist unklar. In Bezug auf seine Grof3e und seine Lokalisierung
innerhalb der Replikasegene, konnte RAPL ein integraler Teil des PLRV Replikase
Komplexes sein, das die Funktion der Replikation reguliert.
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Zum Beispiel benutzen einige Bakterien und ihre Viren Strategien, die auf aus-
tauschbaren Untereinheiten der RNA-Polymerase beruhen. Die bakterielle RNA-
Polymerase benttigt eine Sigma-Untereinheit um einen Promotor zu finden. Einige
Bakterien stellen verschiedene Sigma-Untereinheiten her, von denen jede mit der
RNA-Polymerase in Wechselwirkung treten und sie zu unterschiedlichen spezi-
fischen Promotoren leiten kann. Dieses System erlaubt durch den Austausch einer
Sigma-Untereinheit gegen eine andere in einfacher Weise eine umfangreiche Reihe
von Genen auszuschalten und andere einzuschalten (Ubersichtsartikel: Helmann und
Chamberlin, 1988).

Zusétzlich zur Multiplikation der genomischen RNA, muss die PLRV Replikase auch
fur die Transkription fUr mindestens zwei subgenomische RNAs dienen (Mayoet al.,
1989; Tacke et al., 1991; Ashoub et al., 1998). Der Wechsel von der Replikation der
genomischen RNA zu Aktivierung des subgenomischen Promotors kénnte durch
Faktoren wie RAPL reguliert werden.

4.4. Expression von RAP1 durch interne Initiation
der Ribosomen

4.4.1 Die Analyse verantwortlicher Signalein vitro

Es konnte gezeigt werden, dass die Synthese des 5 kDa-RAPL in vitro am zweiten
AUG-Startcodon (nt 1529) beginnt. Der konkrete Mechanismus, der der internen
Initiation an diesem Startcodon zugrunde liegt, muss noch geklart werden. Die Daten
liefern alerdings erste Hinweise auf den moglichen Mechanismus.

Durch das Einfligen einer stabilen Trandationsblockierungssequenz konnte ein
Mechanismus der Termination/Reinitiation ausgeschlossen werden, da hier nur das
zweite Cistron trandlatiert wurde. Termination/Reinitiation konnte auch durch die
Einfligung eines UAA-Stopcodons am 5’ -Ende der bicistronischen RNA (mut6) aus-
geschlossen werden, da die Rate der Termination/Reinitiation mit wachsendem
Abstand zwischen Stopcodon und stromabwaérts lokalisiertem Startcodon abnimmt
(Gallie, 1993). Transkriptions- und Trandationsanalysen dieser Konstrukte zeigten
weder in Retikulozytenlysat noch in Weizenkeimextrakt einen Einfluss auf die
Synthese des zweiten Cistrons.
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Das kleine Leseraster von RAPL liegt im Virus ca. 1500 Basen stromabwarts des 5’ -
Endes der genomischen RNAund enthalt vor dem eigentlichen Startcodon 21 interne
AUG-Codons, welche ale passiert werden mussten, bevor Initiation durch ”Leaky
Scanning” am RAP1-Startcodon stattfinden kann. All dies, und die Tatsache, dass die
Synthese von RAPL nicht cap-abhangig ist, spricht gegen einen ”Leaky Scanning”
oder ” Ribosome shunting” Mechanismus (siehe Abbildung 2, Einleitung) und fir das
Vorhandensein einer internen Ribosomeneintrittsstelle (Ergebnisse Kapitel 3.2).

4.4.1.1. Identifizierung des RAP1 Startcodons

Zur ldentifizierung des AUG-Initiationscodons konnte gezeigt werden, dass durch
Insertionen stromabwaérts nach dem zweiten mdglichen AUG keine interne
Tranglationsinitiation mehr stattfindet. Eine Insertion nach einem AUG drel
Nukleotide stromaufwarts, als auch die Anderung von einem AUG zu AUC strom-
abwarts, hatten keinen Effekt auf die Translationseffizienz. Auch eine Deletion von
21 Nukleotiden stromabwaérts von diesem Startcodons (mutl6) flhren zu internen
Initiation am zweiten Cistron. Ein 10 kDa Fusionsprotein, das durch den +A
Leserasterwechsel bei mutl0 oder mutll durch interne Initiation hétte entstehen
sollen, konnte nicht detektiert werden. Diese Transkriptions- und
Tranglationsexperimente konnten zeigen, dass das Startcodon (nt 1529-1531) in
Bezug zu bestimmten Signalen stromabwaérts in einem bestimmten Leseraster stehen
muss, damit es zur internen Initiation kommt.

Des weiteren scheinen die AUG-flankierenden Sequenzen einen Einfluss auf die
Expression von RAP1 zu haben. Die Sequenz AACAAUGGC (L itcke et al., 1987)
oder UAAACAAUGGCU (Joshi et al., 1987) gelten als die optimaen Kontexte fir
Initiationscodons in Pflanzen.
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Konsensus-Sequenz (Joshi) UAA ACA AUG GCU

AUG1 von ORF-RAP1 GGG CUG AUG AUU
AUG2 von ORF-RAP1 AU G AUU AUG ACU
AUG3 von ORF-RAP1 ACU CCG AUG AGG
AUG4 von ORF-RAP1 CAA CAA AUG CGC

Abb.25: Vergleich der AUG-flankierenden Sequenzen mit der K onsensus-Sequenz nach
Litcke et al. (1987).

Der Vergleich zeigt, dass vom AUG2 drei Basen einem Kontext zur Konsensus-
Sequenz stehen. Kein Codon steht aber in einem optimalen Kontext zur Konsensus-
Sequenz. All diesfuhrte zu der Annahme, dass weitere Motive stromabwarts fur eine
interne Initiation am AUG2 benttigt werden.

4.4.1.2. Untersuchungen zur invertierten Sequenz-Wiederholung

Deletions- und Insertionsmutanten im Bereich von RAP1 zeigten, dass der Bereich
fur mogliche IRES auf die invertierte Wiederholung GGAGAGAGAGG, 22
Nukleotide stromabwérts vom Startcodon in vitro eingegrenzt werden konnte. Das
Startcodon musste im Bezug zur invertierten Wiederholung im richtigen Leseraster
stehen. Bei den Insertionsmutanten (mut17-mut24) konnte gezeigt werden, dass der
Abstand zwischen der invertierten Wiederholung und dem Startcodon eine Rolle
spielte. So zeigte eine Insertion von sechs oder mehr Nukleotiden, dass hier das AUG
stromabwaérts vom eigentlichen Startcodon zur Synthese benutzt wurde. Ab einer
Insertion von mehr als 12 Nukleotiden hat die interne Initiation deutlich nach-
gelassen. Im Gegensatz hierzu fuhrte die Verdopplung der invertierten Wiederholung,
die ja gleichzusetzen wéare mit einer Insertion von 12 Nukleotiden, zur gleichen
Trandationseffizienz wie beim " Wildtyp” mut5. Eine Deletion des gesamten Bereichs
der PLRV-Sequenz stromabwarts der invertierten Wiederholung, zeigte nur geringe
Auswirkungen auf die Trandationseffizienz. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass die ersten 30 Basen des RAPL fir interne Initiation der Trandation in
vitro ausreichend sind. Dies deckt sich mit neueren Untersuchungen wonach ein
Einfluss der codierenden Region auf die interne Ribosomenbindung fur das Hepatitis
C Virus und andere Flavivirus RNAs nachgewiesen werden konnte (Rijnbrand et al,
2001).
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4.4.1.3. Untersuchungen zur PLRV IRES-Region

Bel weiteren Konstrukten wurde durch die Deletion eines einzigen Nukleotides der C-
Terminus von ORF1 hinter das Leseraster von RAP1 fusioniert. Dieses
Fusionsprotein konnte leicht mit monoklonalen Antikdrpern gegen den
Carboxyterminus nachgewiesen werden. In Transkriptions- /Translations-
experimenten in Wel zenkeimextrakt wurde dieses Fusionsprotein durch Western Blot-
Analyse nachgewiesen. Anhand dieses Systems konnten verschiedene IRES-
Elemente, auf ihre Trandationseffizienz im zweiten Cistron, getestet werden.

Bel dem monocistronischen Konstrukt (RAP1-P1C) als auch bei dem bicistronischen
Konstrukt G/RAP1-P1C konnten jeweils zwel Fusionsproteine detektiert werden.
M 6glicherweise wurden hier zwel verschiedene AUG-Codons al's Startcodon benutzt.
Bei den Deletionsmutanten wurde ein Fusionsprotein (mut27P1C, mut28P1C und
mut29P1C) in der Grof3e von 16 kDa als internes Translationsprodukt vom zweiten
Cistron detektiert. Eine éhnliche Sequenzwiederholung von CABYV (nt 3094-3105)
zeigte in Fusion zum C-Terminus von ORF1 ebenfalls interne Trandlationsinitiation
(siehe Abbildung 17, Ergebnisse).

Zur Zeit wird eine mogliche Komplementaritat der 18S rRNA zu IRES-Strukturen
diskutiert (Geoffrey et al., 2000; Chappell et al., 2000; Hu et al., 1999). So konnte
von Hu et al. (1999) gezeigt werden, dass die Komplementaritdt zwischen dem 5
UTR der Gtx Homeodomain Protein mRNA und 18S rRNA die Trandation beein-
flusst. Jedoch wird hierbei von einer Basenpaarung der 18S rRNAmit dem mdglichen
IRES-Signal ausgegangen. Bel der Sequenz von RAP1 von PLRV liegt keine
Basenpaarung mit der 18S rRNA vor, sondern eine eventuelle Homolgie (siehe
Abbildung 26).

RAP1 nt1537-1666 AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG CUG

| | I L e i L
18S rRNANt370-399  AUU AGG GUU CGA UUC CGG AGA GGG AGC CUG

Abb. 26: Vergleich der 18SrRNA mit dem ORF von RAP1

Von den ersten 30 Nukleotiden in der Sequenz von RAPL sind 21 Nukleotide auch in der
Sequenz von 18S rRNA (nt370-399) enthalten.
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Esist bekannt, dass el F-4B zwei RNA-bindende Regionen hat. Eine davon ist spezi-
fisch zu der 18S rRNA (Methot et al, 19964). Die Wanderung der 40S Untereinheit
auf der mRNA erfolgt durch transiente Bindung der 18S rRNA mit der mRNA durch
das elF-4B Homodimer (Altmann et al., 1995). Dieses elF-4B ist Teil des
Initiationskomplex (elF-4A, 4B, 4F) der fir eine optimale Bindung des 43S-Komplex
an die mRNA bendtigt wird (Ubersichtsartikel: Merrick, 1992). Eine maogliche
Darstellung der internen Initiation am AUG2 wéare demnach die Bindung dieses el F-
4B an der RNA von RAPL (siehe Abbildung 27). Der elF-4B bindet an el F-4F und
eiF-3 (Grifoet al., 1983, Methot et al., 1996b), wobei fur el F-4F bekannt ist eine cap-
unabhangige Tranglation zu fordern (Gallie und Browning, 2001).

40S
elF-3 43S-Komplex
elF-4F
elF-4A
elF-4B
5 AUG AGG AUU ACG GUC UGG AGA GAG AGG 3’

Abb. 27: Mogliche RNA-Protein Interaktion der Sequenz von RAPL und el F-4B

Der elF-4B bindet an die Nukleotide von RAPL. Zwischen el F-4B und -4F besteht eine stra-
ke Bindung (Gifo et al, 1983). An den Initiationskomplex bindet der 43S-Komplex und die
interne Trandation wird eingeleitet.

Eine andere mogliche Hypothese kann auch sein, dass die IRES-Signale direkt mit der
40S Untereinheit binden. Die PLRV-IRES weist zu anderen IRES-Elementen -und
auch die bis jetzt beschriebenen zueinander - keine groReren Ahnlichkeiten auf. Dies
lasst vermuten, dass eine grof3e Variation an Nukleotidsequenzen als IRES dienen
kann und dass verschiedene Sequenzen die einzelnen Initiationsfaktoren und 40S mit
verschiedenen Mechanismen rekrutieren konnen (Jackson 2000).
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4.4.2. Die Analyse verantwortlicher Signalein vivo

Die in vitro Ergebnisse wurden anhand von geeigneten Konstrukten auch in vivo
untersucht. Anhand von transgenen Tabak- und Kartoffel pflanzen, sowie transienten
Expressionen in Kartoffelprotoplasten konnte auch in vivo eine interne Initiation
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu denin vitro - Ergebnissen scheinen jedochin
vivo weitere Sequenzmotive stromabwaérts des GGAGAGAGAGG-Moativs bendtigt
zu werden. Die RNA-Struktur von 52 Nukleotiden, die auch den ribosomalen -1
Leserasterwechsel von ORF1/2 beeinflusst, scheint auch eine Rolle fur die interne
Initiation zu spielen. Nur die Sequenz von RAPL, die in vitro fir interne Initiation
ausreichend war (mut26), erméglichte in vivo keine nachweisbare Initiation.

4.4.2.1. Expression der IRES-Sequenz in transgenen Pflanzen

Kartoffel- und Tabakplanzen wurden transformiert, um das virale Fusionsprotein
(RAP1-P1C) von einer bicistronischen mRNA als zweites Cistron in der Pflanze zu
exprimieren. Alle Pflanzen die eine starke Expression des 1. Cistrons (gemessen als
GUS-Aktivitéat) aufwiesen, exprimierten auch das vom 2. Cistron codierte
Fusionsprotein durch interne Tranglationsinitiation. Die Expression durch interne
Initiation war um einiges geringer, als die cap-abhangige Trandlation. So gentigte von
der Kontrollpflanze, die mit dem moncistronischen Konstrukt (RAP1-P1C) trans-
formiert wurde 20 pg Gesamtproteine fur eine Western Blot-Analyse. Aus Pflanzen
die mit dem bicistronischen Konstrukt (G/RAP1-P1C) transformiert wurden, musste
mindestens 100 pg gut aufgereinigte Gesamtproteine eingesetzt werden, um das
Fusionsprotein zu detektieren. Das Trandationsprodukt der mit dem bicistronischen
Konstrukt transformierten Pflanzen war dabei etwas kleiner as das der
Kontrollpflanzen, die nur das RAP1-P1C exprimierten.
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Dabei der monocistronischen mRNAdas erste mdgliche AUG als Startcodon genutzt
wurde, bei der bicistronischen mRNA aber intern am RAP1 Startcodon initiiert
wurde, war dieses Ergebnis zu erwarten. Es wurden vermutlich verschiedene AUGs
als Initiationscodons in den mono- und bicistronischen Konstrukten genutzt.

Um sicherzustellen, dass das detektierte RAP1-P1C kein Produkte eines eventuell
degradierten oder unvollsténdigen mRNA-Molekils war, wurde die RNA anhand
eines Northern Blots analysiert. Die etwas 2500 nt grof3e, bicistronische mRNAkonn-
te mit einer RAP1 spezifischen Sonde durch Northern Blot nachgewiesen werden.
Wegen der, wiein Kapitel 4.4.3.1. besprochenen, Homologien zwischen der Sequenz
von RAPL und der 18S rRNAkonnten Kreuzhybridisierungen mit der 18S rRNAfest-
gestellt werden. Eine erneute Hybridisierung des selben Blots mit einer spezifischen
Sonde gegen die 18S rRNA bestétigte dies. So konnte 18S rRNA in der Grof3e von
etwa 750 Basen, als auch etwas grofier als 2600 Basen detektiert werden. Die einge-
setzten Mengenverhéltnisse der Gesamt RNAkommt hierbel deutlich zum Ausdruck.

Diese Ergebnisse bestétigten auch in vivo die bereits besprochenen Folgerungen.

4.4.2.2. Transiente Expressionsanalyse zur PLRV-IRES Region

Durch eine Trandationsblockierungssequenz (TBS) wurde die 5 cap-abhangige
Tranglation in eéinem monocistronischen Konstrukt unterdrtickt. Die zu untersuchende
PLRV-IRES Region konnte als trand ationale Fusion zum GUS-Reportergen in trans-
fizierten Kartoffel protoplasten untersucht werden. Die in vivo-Studien der transienten
Expression des GUS-Gens in Kartoffelprotoplasten unterlagen vielen
experimentellen Schwierigkeiten, so dass die erhatenen Ergebnisse nicht alle im
Ergebnisteil der Arbeit aufgenommen wurden. Wie in Abbildung 22 und Tabelle 1
ersichtlich, waren aul3er der invertierten Wiederholung auch die 52 Nukleotide im C-
Terminus von ORF1 fur eine interne Translationsinitiation unentbehrlich. Bel diesen
52 Nukleotiden handelt es sich um einen "stem-loop” (Prufer et al., 1992) oder
" pseudoknot” (Kim et. al., 2000) (siehe Abbildungen 28A und 28B), der auch fir den
-1 Leserasterwechsel von ORF1/2 verantwortlich ist. Es wird spekuliert, dass
Ribosomen an solchen stabilen RNA-Strukturen verlangsamt werden, bzw. anhalten
(Jacks et al. 1988b).
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Diese RNA-Struktur war in vitro, au3er bei mut26, und in vivo bei allen Konstrukten
vorhanden, wenn es zur internen Initiation kam. Hierbei muss jedoch erwéhnt
werden, dass sich auch bei dem in vitro Konstrukt mut26 eine eventuell dhnliche
RNA-Sekundarstruktur (nt877-950 vom GUS), ebenfalls etwa 100 Nukleotide strom-
abwaérts von der invertierten Wiederholung, befindet.

A
HPmM48GUS
Fusion zum C-Terminus ORF1
invertierte = —
Wiederholung

}

AUG L "stem-loop”

GUC — fir 2.AS von GUS

Abb. 28A: Hypothetische RNA-Struktur von HPm48GUS.

Diese Struktur fihrt in transfizierten Protoplasten zu einer internen Trand ationsinitiation von
15 £ 8 % in Bezug zu einer 5’ cap-abhangigen Trandation. Die Pfeile verweisen auf das
Startcodon fur RAPL, die invertierte Wiederholung, den Bereich der Fusion zum C-Terminus
von ORF1, den " stem-loop” sowie auf das Codon fir die zweite Aminosaure (AS) von GUS.

B
HPmM49GUS

Fusion zum C-Terminus ORF1

invertierte

Wiederholung . * \% —

AUG,

GUC — fur 2.AS von GUS —"stem-loop

Abb. 28B: Hypothetische RNA-Struktur von HPm49GUS.

Diese Struktur fuhrt in transfizierten Protoplasten zu einer internen Tranglationsinitiation von
13 + 9 % in Bezug zu einer 5’ cap-abhangigen Trandation. Die Pfeile verweisen auf das
Startcodon fur RAPL, die invertierte Wiederholung, den Bereich der Fusion zum C-Terminus
von ORF1, den "stem-loop”, die Sall -Schnittstelle sowie auf das Codon fir die zweite
Aminosaure (AS) von GUS.

65



Diskussion

C
HPmM50GUS

Fusion zum C-Terminus ORF1

e

invertierte
Wiederholung

Yy

}

AUG /
GUC — fir 2.AS von GUS \Q%L)

Abb. 24C: Hypothetische RNA-Struktur von HPm50GUS.

Diese Struktur fuhrt in transfizierten Protoplasten zu keiner internen Trang ationsinitiation
mehr. Der "stem-loop” fehlt vollstandig. Die Pfeile verweisen auf das Startcodon fur RAPL,
die invertierte Wiederholung, den Bereich der Fusion zum C-Terminus von ORF1, die Sall -
Schnittstelle, sowie auf das Codon fir die zweite Aminoséure (AS) von GUS.

Bel den bis jetzt beschriebenen IRES-Elementen spielen RNA-Sekundar- bzw.
Tertigrstrukturen im 5 UTR (5 nicht trandatierte Region) eine grofe Rolle.
Mutationen die diese Strukturen zerstorten, fuhrten immer zu einem Verlust der
internen Ribosomenbindung (Ubersichtartikel Martinez-Salas, 2001). In neueren
Untersuchungen wird ein Einfluss der codierenden Region auf die interne
Ribosomenbindung bei einer Reihe von viralen Proteinen diskutiert (Reynolds et al .,
1995; Honda et al., 1996; Lu und Wimmer, 1996; Rijnbrand et al., 2001). Im
Gegensatz zu den bis jetzt beschriebenen IRES-Elementen werden fir die hier
beschriebene PLRV-IRES keine Sequenzmotive im 5'-UTR bendtigt, sondern Signale
stromabwaérts des Startcodons von RAPL (dessen Trandation sie reguliert). Die
sekundére, bzw. tertidre RNA-Struktur befindet sich in diesem Fall interessanter
Weise ca. 150 Nukleotide stromabwaérts des Startcodons.

Dierelativ grof3en Standardabwei chungen, sowie Variationsbreiten lassen sich auf die
Schwierigkeiten bel einer genauen GUS-Aktivitats-Messung zurtckfiihren. Da die
Protoplasten mit DNA transfiziert wurden, héngt bei der anschlief3enden Messung
viel von der DNA-Reinheit, der eingesetzten Menge und der Transfektionseffizienz
ab. Zur genaueren Untersuchung, welche Nukleotide und welche RNA-Sekundér
bzw. -Tertidrstrukturen zur internen Initiation fuhren, mussten die Protoplasten mit
RNA transfiziert und mit noch mehr unterschiedlichen Konstrukten untersucht
werden.
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4.5. Ausblick

Genaue Aussagen zu der Funktion von RAPL bei der viralen Replikation sind bisher
nicht moglich. Ebenso ist der Aufbau des Replikationskomplexes, und alle dabel
beteiligten Proteine, von PLRV nicht bekannt. Da es sich hierbei um einen
Proteinkomplex handelt, der durch Wechselwirkungen von moglicherweise vielen
verschiedenen Proteinen zusammengehalten wird, fuhrten Untersuchungen mit dem
"Two-Hybrid”-System bisher zu keinen Ergebnissen (Kierdorf, 1999). Die Methode
der bakteriellen Uberexpression von Fusionsproteinen und anschlieRende
Interaktionsstudien, ein bakterielles Zweikomponenten-Expressionssystem zum
Studium von RNA/Protein-Interaktionen (Nickel, 2000), sowie weitere
Untersuchungen anhand von Mutanten voller Lange konnten den Aufbau des
Replikationskompl exes genauer beschreiben.

Der konkrete Mechanismus, der der internen Initiation am Startcodon von RAP1
zugrunde liegt, muss noch geklart werden. Hierfir eignen sich enzymatische
" Footprints’, bel denen aufgereinigte Initiationsfaktoren und 40S Untereinheiten auf
ihre Bindungseignung zur IRES-Sequenz untersucht werden. Bei einer Bindung der
40S Untereinheit an die RNAwaére diese vor einem Verdau von RNaseT1 (Verdauung
der RNA stromabwaérts ungepaarter G-Nukleotide) oder RNaseV1 (Verdauung der
doppelstrangigen RNA) geschitzt. Weiter kdonnten ”Primer extension inhibiton”
Anaysen ("Toeprints’) mit dem IRES40S-Komplex durchgefihrt werden. Die
Fraktionierung der eukaryontischen Initiationsfaktoren und ribosomalen
Untereinheiten (ribosomal salt wash -RSW-) und die anschlief3ende Untersuchung
einer Komlexbildung der RSW an der IRES-Sequenz mit Hilfe von Saccharose-
Dichtegradienten wird bei Pestova et al., 1996 beschrieben.

Zur genauen Untersuchung, welche Nukleotide und welche RNA-Sekundar, bzw.
Tertidrstruktur zu internen Initiation in vivo fdhren, eignen sich transiente
Expressionsanaysen in Kartoffelprotoplasten. Hierfir mussten eine Reihe weitere
Mutanten auf ihre GUS-Expression untersucht werden. Zur Standardisierung dieser
Analyse wére eine Transfektion der Protoplasten mit RNA vorzuziehen. Unter diesen
Voraussetzungen wére eine genaue Bestimmung der PLRV-IRES mdglich.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression und Funktion einesintern gelegenen
offenen Leserasters in vitro und in vivo untersucht. Dabei konnten folgende
Ergebnisse gewonnen werden:

® ORF 2min codiert fur ein an der PLRV Replikation beteiligtes Protein (RAP1;
Replikation assoziiertes Protein 1). Mittelsinfektitser "volle Lange" PLRV cDNA
Klone konnte gezeigt werden, dass die virale Replikation nach Mutagenese des
2min Leserasters (Einfuhrung eines Stopcodons) spezifisch ausblieb. Fur RAP1
wurde eine mogliche Regulatorfunktion in der viralen Replikation (Umschalten
von Transkription nach Replikation oder vice versa) angenommen.

® Fur die Trandation von RAPL konnte eindeutig ein interner Ribosomeneintritt
identifiziert werden. Verantwortlich hierfir ist eine interne Ribosmeneintrittsstelle
(IRES, Internal Ribosomal Entry Site), die auf Grund ihrer Lage (~1600 Basen
vom genomischen 5 Ende) sowie der einfachen Struktur einzigartig ist. Neu ist
zudem, dass diese |RES den gesamten codierenden Bereich von RAP1 beinhaltet.

® Kernelemente der PLRV IRES sind das zweite AUG und die invertierte
Sequenzwiederholung GGAGAGAGAGG, diein einem definierten Abstand von-
einander angeordnet sein mussen. Mutationen, die entweder den Abstand zwi-
schen dem zweiten AUG und der invertierten Sequenzwiederholung oder die
invertierte Sequenzwiederholung direkt @nderten, flhrten stets zum Ausbleiben
der Trandation von RAPL invitro. Invivo hingegen sind noch welitere, zur Zeit
noch nicht identifizierte Signale notwendig.

® Auf Grund einer signifikanten Homologie der PLRV IRES zur eukaryontischen
18S rRNA wurde eine mdgliche Wechselwirkung zwischen Ribosomen bzw.
eukaryontischen Initiationsfaktoren und IRES angenommen.

® Mittels der identifizierten IRES konnte die Expression beider Proteine einer bici-
stronischen mMRNA in planta erreicht werden. In transgenen Kartoffel- und
Tabakpflanzen, die mit entsprechenden bicistronischen Konstrukten transformiert
wurden, konnte neben dem ersten Cistron (GUS Reporterenzym) auch das zweite
Cistron (P1 Caboxyterminus) eindeutig in Western-Blot Experimenten nachge-
wiesen werden.
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Anhang

7. Anhang
7.1. Listeverwendeter Oligonukleotide

18SBW

RAP1BW
RAP1FW
3'BW
5'FW
mut6
mut9
mut10
mutll
mutl2
mutl3
mutl4
mutl5
mutl6
mutl?7
mutl8
mutl19
mut20
mut21
mut22
mut23
mut24
mut25
m43FW
m44BW
m48BW
m49BW
m50BW
m51BW
TBS1

TBS2FW

TBS2BW

T38BW
T38FW
Mut34
Mut41

CAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACGACTTCTCCTTCCTC-
TAAATGATAAG

AGAGATATCAAGGCTTGTTTGTTGGAGCAGTTT
AGACTCGAGGAACTGGGCTGATGATTATGACTC
ACTACACAACCCTGTAAGAGG

ACAAAAGAATACCAGGAGAAA
CCCCCACCCGTTAAGAAATCAAAAAACTC
ACTGGGCTGATGAATTATGACTCCG
CTGATGATTATGAACTCCGATGAGG
ATGACTCCGATGAAGGATTACGGTC
CTGCAACAAATCCGCCCGCAGAG
TGAGGATTACGGTCTCCTCTGAGAGGCTGCAA
CGGTCTGGAGAGTCTCCCTGCAACAAATGCGC
TGAGGATTACGGTCTCCTCTCTCTCCCTGCAACAAATGCGC
GGGCTGATGATTATGAGGAGAGAGAGGCTGCAA
ATGAGGATTACGGTCAAATGGAGAGAGAGGCTGCAA
ATGAGGATTACGGTCAAAAAATGGAGAGAGAGGCTGCAA
ATGAGGATTACGGTCAAAAAAAAATGGAGAGAGAGGCTGCAA
ATGAGGATTACGGTCAAAAAAAAAAAATGGAGAGAGAGGCTG
ATGAGGATTACGGTCAAAAAAAAAAAAAAATGGAGAGAGAGGCTG
ATGAGGATTACGGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAATGGAGAGAGAGGCTG
ATGAGGATTACGGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGGAGAGAGAGGCTG
ATGAGGATTACGGTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATGGAGAGAGAGGCTG
ATGAGGATTACGGTCTGGAGAGAGAGGTGGAGAGAGAGGCTGCAA
CATTGGTACCACTGGGCTGATGATTATGACT
CACTGTCGACTGCTCACTATCTTCTCCTCTATCTC
CACTGTCGACTAGCGACGTCGGGGATGTCGGA
CACTGTCGACTGCCGTTTGTTTTGGCGGA
CACTGTCGACTGGACGGCGCCGCTTGCCCATT
CACTGTCGACTTTGCCCCATTTAAAGGCTTG

CATGGGATCCGGATCCGGATCCGGATCCGGATCCGGATCCGGATCCGGATCCG-
GATCCGGATCC

%EAATCCATGGGCGTTAAGGGTACCG-GGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGA-
TATCGCCATGGCCAGAAACAGGGCGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGG-
CATGCAAGCTTATCGATA

CGCGAATTCGCCTTCCGCGCTTCTTTTGTTTGGGCT
CTTCTCGGATGAAGCTGTGAAAGAGCTAGA
TGAGGATTACGGTCTCCTCTGAGAGGCTGCAA
TCCTCTATCTCCTAGAGATTGATTCTCCCC

Gmut27BW TTGCAGCCTCTCTCTCCACATCGGAGTCATAATG
Gmut28BW CTGCCTTCTTCTCATTCTCATCGTACTCATAATG
Gmut29BW CGAGGTCCTCTTTCTCAACATCGGAGTCATAATG
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7.2. Tabelleder GUS-Expressionseffizienzen

Effizienz in % zum Standard
Konstrukt Versuch 1. Messung 2. Messung 3. Messung | Mittelwert] Varianz] w*w | s*s | Variationsbreite
HP-EMCV-IRES/GUS 1 3 5 3 3,67 2 4
2 2 4 1 2,33 3 9
3 0 1 0 0,33 1 1
4 3 1 0 1,33 3 9
5 4 2 2 2,67 2 4
6 2 0 4 2,00 4 16
7 3 2 3 2,67 1 1
2,14 16 44 | 3,14 1,77
HP-m48GUS 1 15 18 16 16,33 3 9
2 12 32 29 24,33 20 400
2 8 9 7 8,00 2 4
4 15 18 10 14,33 8 64
5 20 27 24 23,67 7 49
6 5 15 16 12,00 11 121
7 8 4 10 7,33 6 36
15,14 57 683 | 48,79 6,98
HP-m49GUS 1 14 16 12 14,00 4 16
2 5 6 7 6,00 2 4
3 4 7 3 4,67 4 16
4 14 12 16 14,00 4 16
5 31 39 24 31,33 15 225
6 11 12 13 12,00 2 4
7 5 7 8 6,67 3 9
12,67 34 290 | 20,71 4,55
Ergebnis Haufigkeiten Abweichungen Quadrate Produkte  Quadrate Standartabweichung
HP-EMCV-IRES/GUS 0 4 -2,14 4,59 - 8,57 18,37
1 3 -1,14 1,31 - 343 3,92
2 5 -0,14 0,02 - 071 0,10
3 5 0,86 0,73 4,29 3,67
4 3 1,86 3,45 5,57 10,35
5 1 2,86 8,16 2,86 8,16
21 - 44,57
2,23 1,49
HP-m48GUS 4 1 -11,14 124,16 -11,14 124,16
5 1 -10,14 102,88 -10,14 102,88
7 1 -8,14 66,31 - 8,14 66,31
8 2 -7,14 51,02 -14,29 102,04
9 1 -6,14 37,73 - 6,14 37,73
10 2 -5,14 26,45 -10,29 52,90
12 1 -3,14 9,88 - 3,14 9,88
15 3 -0,14 0,02 - 043 0,06
16 2 0,86 0,73 1,71 1,47
18 2 2,86 8,16 571 16,33
20 1 4,86 23,59 4,86 23,59
24 1 8,86 78,45 8,86 78,45
27 1 11,86 140,59 11,86 140,59
29 1 13,86 192,02 13,86 192,02
32 1 16,86 284,16 16,86 284,16
21 - 1.232,57
- 61,63 7,85
HP-m49GUS 3 1 -9,67 93,44 - 9,67 93,44
4 1 -8,67 75,11 - 8,67 75,11
5 2 -7,67 58,78 -15,33 117,56
6 1 -6,67 44,44 - 6,67 44,44
7 3 -5,67 32,11 -17,00 96,33
8 1 -4,67 21,78 - 4,67 21,78
11 1 -1,67 2,78 - 1,67 2,78
12 3 -0,67 0,44 - 2,00 1,33
13 1 0,33 0,11 0,33 0,11
14 2 1,33 1,78 2,67 3,56
16 2 3,33 11,11 6,67 22,22
24 1 11,33 128,44 11,33 128,44
31 1 18,33 336,11 18,33 336,11
39 1 26,33 693,44 26,33 693,44
21 - 0,00 1.636,67
0,00 81,83 9,05

81



Anhang

7.3. AbkUrzungen

5-UTR
A
Abb.
Amp
APS
AS
ATP
BMV
bp
BMYV
bzw.

C

ca
CaMV
cDNA
Ci
C-terminal
D

d.h.
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DTT
elF
E.coli
EDTA
engl.
EtOH
G

g
gRNA
GUS

h

H,0O
Kan
kb
kDa

I

Li

LB

I

5’ -nicht trandatierte Region
Adenin

Abbildung

Ampicillin
Ammoniumpersulfat
Aminosaure (n)
Adenosin-5’-triphosphat
brome mosaic virus
Basenpaar (€)

beet western yellows virus
beziehungsweise

Cytosin

circa

Cauliflower Mosaic Virus
komplementére Desoxyribonukleinsdure
Curie

carboxyterminal

Daton

das heil3t

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonuklease
Desoxynukleosid- Triphosphate
Dithiothreitol
eukaryontischer Initiationsfaktor
Escherichia coli
Ethylendiaminotetraessigsaure
englisch

Ethanol

Guanin

Gramm

genomische RNA
(3-Glukuronidase

Stunde

Wasser

Kanamycin

Kilobasenpaare

Kilodalton

Liter

Lithium

Luria-Broth

Phage Lambda
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M

VI

mA
MES
mg

mi

mM
MOPS
mRNA
4-MU
4-MUG
n

NAA
Nt
N-terminal
oD
ORF
PAGE
PEG
PCR
PLRV
PVP
RdRP
RNA
RNase
RT
SDS
SDS-PAGE
sgRNA
T

Tab.
TEMED
Tris
tRNA
U

u

\

Vol.
viv
wiv
WT
z.B.

Molar

micro

Milli-Ampere
4-Morpholinoethansulfonsaure
Milligramm

Milliliter

millimolar

M orpholinopropansulfonséaure
Boten-Ribonukleinsdure
4-Methylumbelliferon
4-Methylumbelliferyl-Glukuronid
nano

Napthylessigsaure
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Abstract

Potato leafroll virus (PLRV) genomic RNA acts as a polycistronic mRNAfor the pro-
duction of the three large proteins PO, P1 and P2 encoded by the 5’ proximal half of
the PLRV genome. This Ph.D. thesis addresses a small open reading frames coding
for an approximately SkDareplication associated protein | (RAPL) for which an abso-
lute requirement for efficient PLRV multiplication could be demonstrated in vivo by
"reverse genetics’.

A single base substitution within the RAP1 reading frame altering a UGG codon to a
UAG stop codon resulted in the complete loss of PLRV replication in protoplasts. In
vitro-tranglation experiments identified the AUG codon which - in conjunction with
the inverted sequence motif GGAGAGAGAGG located 22 nucleotides downstream
- served as a potential internal ribosome entry site (IRES) for efficient RAPL transa-
tion. Changes in the spacing region between this AUG and the downstream motif as
well as changing the GGAGAGAGAGG motif to its complementary sequence resul -
ted in a dramatic reduction of RAP1 expression. Transient expression of appropriate
reporter gene constructs confirmed the internal ribosome entry function of this motif
in potato protoplasts.

In contrast to known IRES signals, the PLRV motiv is the first example of a centred
IRES on anaturally viral RNA, which makes alternative translation mechanisms, like
leaky scanning to be involved in RAPL expression most unlikely.
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