Translations-Reinitiation bei Caliciviren
I Struktur-/Funktionsbeziehungen
iIm relevanten RNA Motiv

Dissertation
der Mathematisch-Naturwissenschatftlichen Fakultat der
Eberhard Karls Universitat Tubingen
zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)

vorgelegt von
Dipl. Biochem. René Wennesz

aus Bad Hersfeld

Tlbingen
2014



Tag der miundlichen Qualifikation: 19.09.2014
Dekan: Prof. Dr. Wolfgang Rosenstiel
1. Berichterstatter: Prof. Dr. Gregor Meyers

2. Berichterstatter: Prof. Dr. Stefan Stevanovic



Inhalt

ADKUIZUNGSVEIZEICNNLS. .....ceveitetiiiiii e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e e eeeaaaaaeeens 5
ZUSAMMENTASSUNG. ... e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaes 8
RS0 [ ] 4= T PR 9
] ] LT (0] Vo R 10
O o] 1Y o F= 1= TP PP PPPRP PO 10
L0 RHDV et e e e e e e 11

2 MOIEKUIAIDIOIOGIE. ......eeeeeieeiee e e e e e e e e et eeaeeaaaaeaeeaees 11

S TTANSRLION. ...t ee ettt e e e e e et e e e s e e e e e e e n e e e e e e e e e e 12
3.1 EukaryotiSChe TranSIation...........ccoiiiiiiiii e e e e 12

3.2 Virale Wege der TranslationSinitiation..............coeeiiiiiiieeeiiiiiiiieeee e e e eeeeeeeseeeeanns 12

4 RNASHTUKIUFAUTKIAIUNG. ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeas 13
4. 1Warum ist die RNASITUKIUr WIChHIQ?......uveiiiiicii e e e e eeeeaaeees 13

4.2 Einflhrung in die RNBtrukturaufKI&ruNg.............eeeiiiiiiiiieeeeeeeee e 14

A L= [ST=] w4 U | o PP PUPPRPR 15
Material UNd MENOTEN. ..........uiiiiiiii e a e e e e e e e e e e s e 16
Y F= =T = TP PP PPPPPPPPPPPI 16
Spezielle CheMIKAIIEN...........oiiii e e e e e e e e e 16
Synthetische Oligonukleotide (Fa. Metabion, MUNchen)...........cccccccceiiiieeiiieiiicceeei 16
PUTEEN UNG LOSUNGEN......uiiiiiiiiiiiiee ettt et e e e e e e e s r e e e e e e e e e e e e e e e e e aaann 19
Vorgeferigt SYSIEME (KItS) ... ... uuuriiiiiiieeeeeiieee e e e e e e eee e 24
ZElIKUIUIMEAIEN.....c ittt et e e e e e e e e s s e e e e e e e eeas 24
V=1 Lo [T o PP PPPPPPTPPP 24

=T LT (= o PO PP TP POPOPPPPPPP 24

2 ZEIIKUITUT. ...ttt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e s e bbbt n e e e e e e eees 25

3 DNA DaSIierte BINOUEN.........oviiiiiiee e e e e e e e e e 26

4 RNA basierte MetNOUEN..........uuuiiiiiiiiiieeieee et e e 28

5 Methoden Zur ProteiN@NaIYSE. ........uuviiiiiiiee ettt 33
ErQBIONISSE. ...t e e 34
L MEENOAIK ...ttt e e et e e e e e e e e 34
1.1 KONSITUKLE. ...ttt ettt e et e e r e e e e e e e e e e e e e 34

1.2 TranSi@NTE EXPIrESSION......cuiiiiiii ettt e e e e et e e e e e e e r e e e aeaaaaaeeeas 35

M®do { G NHz] GdzNJ dzF 1 £ NNHzy 38 SELISNAY.SY.4.. . YAG..8% Y N A

1.4 Strukturaufklarungsexperimente mit nicht markierter RNA..........oooiii, 36
2. Enzymatische Strukturaufklarung der TURBS...........coooiiii 36



2.1 Optimierung der TECHNIK..........oiiiiiiie e 36

2.2 Ergebnisse der Strukturaufklarung fur die WIldiypRBS.............oovvviviiiiiiiiceiine e, 39
3. PrimerExtension Experimente zur StrukturanalySe............cccuviiiimmmiiiiiiieeeeee e 42
3.1 Etablierung der TECHNIK..........uuiiiiiiiiieee e 43
4. Einfluss von Mutationen auf die TURBBIKIUT............oeiiiiiiiiiiiiie e a7
4.1 Einfluss von Deletionen nakiotiv 1 auf die Effizienz der Reinintiation........................ 48
4.2 Untersuchung des dsRM&reiches in der Start/StOpREgION.........ccoovvviviiiiiiiinnniiieeee, 49
4.3 Substitutionen, die dsRNtrukturen verhindern............cccoccoeiiiiiiiie e 51
4.4 Komplementare SUDSTTUTIONEN. .........ouiiiiiiiiiiiii e 57
4.5 Weitergehende Charakterisierung der dsSRNA Basd158...............ccccvviiiveeiiiinnnnnennn. 63
5 Varianten der TURBS mit synthetischer hergestellten Sequenzen.............ccccccceveeeinninns 68
5.1 Varianten der TURBS zur Blerung unentdeckter Interaktionen...............ccooeeeinnnnns 68
5.2 TURBSarianten mit tiefgreifenden Veranderungen der Sequenz..................cccccuneees 73
DISKUSSION. ...ttt et e e e e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e 78
1 Analyse der TURBSS { dzy’ RN N& ( NHz] G dzNJ YA.L.G.S6.4...p.W. . Y.L.NBLA SNI SN
1.1 Die WlHEYBTURBS . .......oveveeeeeeeeeeeee et ee st senennannnd 81
1.2 MUtAgENESEEXPEIMENTE. ......uiiiiiiieeieeeee e e e e e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s nen e e e e eeeees 82
1.3 Weitergehende Untersuchungen der Interaktion der Basef58it der Start/StopgRegion
....................................................................................................................................... 84
1.4 Konstrukte mit synthetisSCher DNA.........oooo e 84
2 Analyse der TURES®kundarstruktur mittels Primer EXteNSIion............ccooccvvvvveiiiniiiiiinneennns 86
3 SHUKIUIMIOTEIIE. ...ttt r e e e e e e e 87
4 StrukturFunktionsbeziehungen der RHDURBS...........coooiiiiiiiiiiiiieeeee e 92
4.1 Potentielle Aufgaben der gefundenen Interaktionen.............cccevvevveeeiiiiiiiiieeennnnnnns 94
4.2 Publizierte TURBSrukturen anderer NenN...........ccccoooiiiiiiiiiiiii e 95
5. Bedeutung der TURBS im RHDV LEDENSZYKILS. .......oovviiiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeee e 96
6. Die TerminatiofReinitiaton als potentieller Expressiomgchanismusn eukaryotischen Zellen
........................................................................................................................................... 97
LItEratUIVEIZEICINIS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e 98
(D=1 g] = 1o 18] oo PP POPPPPPPPPPPPP 103



Abktrzungsverzeichnis

°C

A
APS
ATP
BMK
BSA

bzw.

ca.
cDNA
cm

CMCT

cps
Gterminal
Da
(d)dATP
(d)dCTP
(d)dGTP
(d)dTTP
(d)dNTP
DMS
DNA
DNase
ds

DTT

Grad Celsius

Adenin

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphsphat
NatriumboratMagnesiumchlorieKalimchloridPuffer
Bovines Serumalbumin

Beziehungsweise

Cytosin

circa

komplementare DNA@o mp |l ement ary DNARA)
Zentimeter

N-Cyclohexyb @morpholinoethyl)carbodiimide = methp-toulene-
sulfonat

BSNFNEES LINE {S{dzyRS 6aO2dzyiia
carboxyterminal

Dalton

(Di)Desoxyadenosintriphosphat

(Di)Desoxycytosintriphosphat

(Di)Desoxyguanintriphosphat

(Di)Desoxythymidintriphosphat
(Di)Desoxyribonukleotidtriphosphat

Dimethylsulfat

Desoxyribonukleinsaure

Desoxyribonuklease

R2LIJISEt aGNNy3IAT 6aR2dz0tf S AGNI Y

Dithiothreitol

R

LIS NJ

S

é 7

av

a



E.coli

elF

EDTA
Et al.

FCV

GTP

HCV
HPLC

IRES

kDA

LB

min

MRNA

M.O.1

NMR

NS

NTR

ORF

PBS

PCR

RNA

Escherischia coli

eukaryotischer Initiationsfaktor

EthylendiaminaN,N,N',N-tetraessigsaure

Und andere (Aet aliterif)

Felines Calicivirus

Erdbeschleunigung

Guanin

Guanintriphosphat

Stunde

Hepatitis C Virus

aKAIK LISNF2NXIYyOS ftAljdZAR OKNRYlI (23N
LYGSNYS wAioz2a2YSyoAyRdzy3aaaSttS o6al
kilo-

Kilodalbn

Liter

LuriaBertani

Meter

Molar (mol/l)

Minute

messenger RNA

multiplicity of infection

YSNYALAYNBaz2ytyl 6aydzOf SFENI YIEAySiGAao
NichtStrukturprotein

YAOK(G GNIyatlIaASNIS wS3IA2y o6 ayz2y i
offense Leserastecg LISy NBF RAYy 3 FNIF YSEO

Phosphate Buffered Saline

PolymerasekettenreaktioroJ2 f @ YSNI} aS OKF Ay NBIF OG A

Ribonukleinsaure



RNase
RHDV

rRNA

SDS

sg mMRNA
SMSV
ss

T

TAE
TBE
TEMED
Tricin
Tris
TURBS
U

U

Vv
VESV

viv

wiv

z.B.

Ribonuklease

Rabbit hemorrhagic disease virus
Ribosomale RNA

Sekunde

Svedberg (Mal3einheit fiBedimentationskoeffizient
Natriumdodecylsulfat
Subgenomische RNA

San Miguel Sea Lion Virus
einzelstréngig

Thymidin

TrisAcetatEDTA Puffer
TrisBorsaureEDTA Puffer
N,N,N",NTetramethylethylendiamin
N-Tris(hydroxymethyfnethylglycin
Tris(hydroxymethybaminomethan
Termination Upstream Ribosome BindintgSi
Unit (Aktivitatseinheit von Enzymen)
Uracil

Volt

Vesicular Exanthema of Swine Virus
Volumen pro Volumen

Watt

Gewicht pro Volumen

zum Beispiel

Gamma

Mikro-



Zusammenfassung

Die Familie deCaliciviridaeumfasst eine Reihe tieund humanpathogeneKrankheitserregerDie

Virionen sind nicht umhllt und das virale Genom besteht aus einzelstrangiger RNA positiver
Polaritat. Die Expression des minoren Capsidprotein VP2 erfolgt diben ungewoéhnlichen Weg.

VP2 wird zumindest hauptsachlich von einer subgenomischen RNMRSA) exprimiert die

kollinear mitdemo ¥ S5 NAR GG St RSN IS ¢mRNANMNEIISYei getbehnte bffeied 5 A S a
Leseraster (ORF) und ist besonders, sieildamit bicistronisch istvédhrendin eukaryotischen Zellen

mRNAs monocystronisch sind. Das offene Leserataerfir VP2 kodiesf A S3G AY oW . SNBAC
Eukaryotische Zellen sind im Normalfall nichtin der L&gey Sy a2f OKSy enWemwC 1 dz
RAS ¢NI¥yatliGA2yaAyAlGAFGA2y SNF2f3G KASNI Fdza YSO
YSAad Y md I''Dd 5AS ¢NIyatlriaAz2y RS&E pW GSNXYAYLI €
namens VPg initiiert. Dieses Protein ersetzt]funA 2 y St f RIF & 0SA Sdzl F NE2GA & OF
Cap, das fiur die Assemblierung des Initiationskomplexes wichtig ist. In der sgmRNA kodiert der
PpQaSAGAIS hwC FNNI RFA | FdzLJi O LIAARLINRGOSAY +t Md 5¢
nachdem der ¥ 35St S3SyS hwC o6A& 1 dzy NB3IdzZ NNBYy 9y RS {NJ
lauft also Uber eine TerminatieReinitation ab. Das RNAlement, das diese Terminatigeinitiation

ermoglicht, wird als Termination Upstream Ribosome Binding Site (TURZ®hnet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die TURBS des Rabbit Haemorrhagic Diesease Virus (RHDV)
weitergehend charakterisiert. Der Fokus lag auf der Sekundarstrukturanalyse diesdsdrRibAts.

Dazu wurde die in der Literatur beschriebene minimale TUR®fon mitjecaon .  aSy oW dzy
flankierender Sequenzen mit einer8P6 RNA&olymerasepromotorfusioniert, diese Promotor
Sequenzkombination beidseitig niitoRYSchnittstellen versehen und in ein Vektorrtickgrat kloniert,

welches die Vermehrung in Badienzellen erméglichte. Durch Spaltung fBidoR\Wkonnte die DNA

gewonnen werden, welche als Vorlage fir dievitro Transkription definierter RNAs diente. Diese

RNAs wurden in Puffermediedie die Ausbildung von RN8trukturen erméglichten, einer partien
Nukleasespaltung bzw. partieller Spaltung/Modifikation mit Chemikalien unterzogen. Die Produkte
RAS&ASNI wSI1dA2ySy 12yyiSy NoOoSNI RANB1GS pW¥W wut a
al NJ] ASNHzy3 NoSNJ O5b! { @&y iK SteertYarden, pa¢hdemuste invér- NJ A S N
GroRRe entsprechend in denaturierenden Polyacryla@i&len aufgetrennt worden waren. Nach der
Identifizierungder gepaarten und ungepaarten Basen der TURBSdiesem System wurde ein
Arbeitsmodell der Sekundarstruktur erstellt. Dieses Modell wurde anschliel3end durch Herstellen und
Analyse von Substitionsvarianten der TURRSer untersucht. Dabei kamen Substitutionen zum

Einsatz, welche die Ausbildung der potentiellBasenpaare verhindern sollten. Die Varianten mit

den genannten Substitutionen wurden anschlieRend sowohl in transienten Expressionssystemen in
Zellkultur auf ihre VRExpressionsrate als auch im Strukturaufklarungssystem auf Sekundar
strukturdnderungen atersucht. Der nachste Schritt war die Einfihrung vbm den ersten
Substitutionen reziproke  Austausche, welche ebenfalls in Expressionsnd
Strukturaufklarungssystem auf Komplementation der primaren Austausche getestet wurden. Mit
diesem System konntere der neu gefundeneimteraktionen bestéatigt werden. @ einer zweiten

konnten nur Hinweise auf die Interaktion gefunden werden, lwWiderungen auf einer Seite des
vorgeschlagenen Duplaeke TURBS Gesamtstruktur beeintrachtigten. Bei einer dritten Regaoen

die Einflisse zu schwaalm grundsatzliche Aussagen zu treffen. Aus der Kombination der Daten fir

die WildtypTURBS und den fur dieder verschiedenen Varianten wurden synthetische Minimal
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TURBS Konstrukte erstellt, bei denen nur die essemi@keukturen unverandert gelassen wurden.
Diese wurden ebenfalls strukturell und funktionell charakterisidbabei zeigte sichdass die
gefundenen Sekundarstrukturelemente zusammen mit einem bekannten Primarsequenzmotiv und
der Start/StoppSequenz ausrehten, um die Reinitiation zu ermdéglichen. Ausgehend von diesen
Ergebnissen wurde ein Modell der Sekundarstruktur der RADRBS sowie ein hypothetisches
Modell fiir die TURBBunktion erstellt.

Summary

The Family ofCaliciviridaecontains species which infect different animals and also humans. The

virions are norenveloped and contain thsingle stranded viral RNgenomeof positive polarity. The

expression of thealiciviralminor apsid protein VP2 is achievadan unusual wayThe main source

of VP2 is the subgenomic RNABBNAY ¢ KA OK AU O2f AYySIN) gA0K GKS o
Jecial property this sg mRNAcontains two separate open reading frames (ORF), and this is
bicistronicin contrast to eukaryotictnRNAs whiclusuallyare monocistronic. The open reading frame

coding forVP2islocal® Ay (G KS o0Q NI 3 Aahdalse the sthRNA. EdKaridticEcelld Sy 2 Y A
I NB dzadzl £ £ & dzy | 6 fa8mRNA, b&ausshdSlaian usudlly stavisCatithe Zir&tUG

due to the mechanism of initiatich ¢ KS ( NJ yat I A 2 \Cali@vifidadisKnBiated Q h wC
through aprotein named VPgyhichist A y1 SR G2 K Sable bolsubgiuge fobtileRapl Y R A &
structure of regular mRNAs iassembling the initiatio complex. ORF1 translation leads to the
expression oW/P1, the major capsidproteifKk § SELINBa&dA 2y 27T takshtoool hwC N
0§ KS p fownhtw @ regular end The VP2 is expressed exclusively through a termination
reinitiation process. fis process iggoverned bya RNAelement which is termed Termination

Upstream Ribosome Binding Site (TURBS).

The aim of thiPhD thesisvas to further characterize theecondary structure of the TURBS of the
Rabbit lemorrhagic disease virus (RHDY). exanne the structureof the region,a cDNA fragment

of roughly 120bases that contains the TURBS and some 30 flanking nucleotides on both sides
together with aSPBRNApolymerasepromoter was used EcoRMestriction sites were inserted on

both sides of the cNA and inserted into a vector backbone, which allowed propagating
construct in bacteria. The resulting product wastrictedusingEcoRVYand then the purified plasmid

was used as template fan-vitro transcription The restriction was found to benportant for the
generation of RNAs with homogenous endibe structue probing experiments were carried out in
buffer media which allowed the RNA to form secondary structures. For the experinsntsal
nuclease restriction and chemical restriction/modification were used. To detect the products of the
NEFOGA2ya GKS whb! KFR (2 0S8 f I 0 SdbBliRgof thekRNAorg | a4 Y|
indirect labelingviaprimersg K A OK ¢ ®IbdSandpuskd tb bederate cDNA of the modified RNA.
The labeled fragments were separated by polyacrylargelelectrophoresisAfter the identification

of the paired and unpaired nucleotides of the RNA, the data was used to construct a first secondary
structure modelof the TURBSThis model wamvestigated further with constructs containirizase
substitutions which inhibited the formation of the proposed base pairs. These mutants were
functionally tested using a transient expression system in cell culturéheir ability to express VP2

In addition the same mutations were test@u structure probing experiments for changes in the RNA
structure. As a ®ext step complementary substitutionsere introduced into those mutants, which
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restored the ability to form base pairs The new constructs were also tested in expression and
structure probing experiments for their ability to compensate the effect of the first mutatidhe
system allowed proving one of the newly identified interactions. For a second ondioitdyfor the
interaction could be obtained, because substitutions on one side of the proposed interaction caused
changes in the overall TURBBucture. A third interaction had minor effects, which were too weak
to provide valuable informationThe datageneratedby the above describedxperiments were used

to establish synthetic TURB&gions, which contained only the essential features of the TURBS.
These constructs weragain characterizedn both functional and structural level and showed that
the identified structural features, together with a known primary structure motif, were sufficient to
enable reinitiation.In the end a model of the TURBS secondary structure angpathnetical model

for the TURB&unction were established.

Einleitung

1 Calicivirdae

In der vorliegenden Arbeit wurde ein interessanter Aspeldr Genexpression beim Rabbit
Hemorrhagic Disease Virus (RHDV) untersucht. RHDV gehdrt zur Fami@ialidasridaeund wird
innerhalb der Familie in das Genuagovirusingeordnet. Nebe dem Genus der Lagoviren umfasst

die Familie vier weitere GenerblgbovirusNorovirus Sapovirusind VesivirusVertretern der Familie

der Caliciviridaestehen viele verschiedene Wérzur Verfiigung. &gibt es Caliciviren welche Katzen
(Bsp. Felines Gaivirus), Kaninchen (Bsp. RHDV) oder Menschen (Bsp. Humanes Norovirus) infizieren.
Auch verschiedene im Meer lebende Tierarten werden von Caliciviren infiziert.

Die Caliciviruscapside sind nicht umhtillt und haben einen Durchmesser von unge#hmga &

sind aus dem Hauptcapsidprotein VP1 und dem minorgsi@protein VPaufgebaut(Peterson and

Studdert 1970 Prasad, Rothnagel et al. 199irblich, Thiel et al. 1996 Im Inneren des Capsids

befindet sich das Virusgenom, welches ca-&&8KkB grol3 ist und aus RNA positiver Polaritat [(+)

Strang RNA] bestet6. & @ANI £ S DSy2Y Aad pWwW aSAUGATkngpe O f Sy i
dzy R oW aSA A FEhresigahre anB Syhafferh B Rie verschiedenen Caliciviren
unterscheiden igh unter anderemin der Anzahl der Offenen Leseraster (ORF). Es gibt Caliciviren mit

2 ORFs, wie das RHDWt drei, wie dageline Calicivirugder sogar mit vier Leserastern, wie kirzlich

fur dasMurine Norovirusentdeckt(McFadden, Bailey et al. 200 Die Abb. 1 zeigt schematisch die
Genomorganisation des RHDV.

ORF1 ORF2
TURB
O-' NS1 NS2 NS3(NTPase) NS4 NS5(VPg) NS6(pro) NS7(pol) I VP1 .
(PolyA)
VPg VP2
TURB
VP1 ,
PolyA
VPg (PolyA)

Abb. 1 zeigt schematisch die Genomorganisation des RHDV. Sowohl die genomische als auch die subgenomische RNA
sind gezeigtim Bereichden ¢ SNY A Y GA 2y ! LJA (G NB I YTURBBidberlapper Sie Ledesastek @(WRFsY1A 1 Sa 0o
und 2 um acht Basen [modifiziert naqWirblich, Thiel et al. 1998 .
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1.1 RHDV

Das RHDV ist ein Virus, das Kaninchen infiziert. Die Infektion fahrt zu schwerwiegenden Symptomen
und endet fir den Uberwiegenden Teil der Tiere tédlich. Nachdem RHDV 1984 erstmals in China
beschrieben worden war, hat es sichviielen Landern ausgebreitet. Beféllt sowohl domestizierte

als auch wildlebende Kaninchen. Besonders die wirtschaftlichen Schaden durch die Ausldschung von
Kaninchenbestédnden in der Zucht machten RHDV bekannt. ypimpt@me sind hamorrhagische
Sepsis und nekrotisiernde Hepatit{©hlinger, Haas et al. 1990 Es sind inzwischen auch
niederpathogene bzw. apathogene RHBhhliche Stammeufgetreten (Capucci, Fusi et al. 1996
Strive, Wright et al. 2010

Die RHBViruspartikel enthalten das virale Genom. Dieses ist etwakB,grold und enthélt 2 ORFs.

Die gnomische RNAA a0 pW &aSA0GA3 YAG RSY tNRGSAY =xt3 @SN
(Meyers, Wirblich et al. 199® LY pW¥Y . SNBAOK RS&a DSy2vya fAS3s
bAOKUGAGNHZ G dzNLINRGSAY S O2 RA SNHi¢fr die Strukbukproteirie NIBIA OK T 2
und VP2 codieren. Der ORF 1 umfasst fast das gesamt®wnGeund codiert fur die
Nichtstrukturproteine des Virus sowie flr das Hauptstrukturprotein VP1. OR#ntRalt die

genetische Informatioriir das minore Strukturprotein VR®Virblich, Thiel et al. 1996 Die beiden

Leseraster Uberlappen in acht Basen. Das VP2 Protein wird exklusiv ileer Bérminations
ReinitiationsMechanismus exprimier{Meyers 2003 welcher die vorherige Translation des VP1
voraussetzt. Die@ ¢ SNYA Y GA2Yy | LA ( NBA (frERBRetmBglichtiann mikejn& A y 3

Rate von cal5 % eine Reinitiation im ORF 2. Somit wird die VP2 ExpressAbh&ngigkeit von der
VPZL1Expression gesteuert. Der Grund fir die Verwendung dieses komplizierten Systems ist derzeit

noch nicht bekannt.

2 Molekularbiologie

Das Genom der Caliciviren st¥ ak&valentingit einem Protein namens VPg verkni(Sithaffer,
Ehresmann et al1980 Meyers, Wirblich et al. 1991Herbert, Brierley et al. 1997 welches im
Zusammenspiel mit der ebenfalls vorhandanBolyadenylierung die Transtan der viralen RNA
ermdoglicht(Wirblich, Thiel et al. 199@erbert, Brierley et al. 1997Diesewerden mit Ausnahme des
VP2 als Polyprotein translatiert und posttranslational in die einzelnen Proteine gesiEibeiny,
Thiel et al. 1998Meyers, Wirblich et al. 20Q0rhumfart and Meyers 20Q2Fr die Prozessierung
eines Gr@teils des Polyproteins des RHDV ist eindil3CProtease (Abb.1 NS6) verantwortlich
(Boniotti, Wirblich et al. 1994 Diese liegt im Genom4sa S A i A FabhBn§iE-RNAPblymerase
(Abb.1 NS 7), deren Funktionalitat nach Expressidadnlinachgewiesen werden konni@/azquez,
Martin Alonso et al. 1998Wahrend der Infektion kann in den Zellen eine weitere virale 1SNézies
nachgewiesen werden(Ohlinger, Haas et al. 1990Meyers, Wirblich et al. 1991 Diese
subgenomische RNAJ mRNA) istkbly S NJ YAG RSY oW . SNBEAOK RSa @Al
die Strukturproteine VP1 und ¥PDie sg mRNA wird durch interne Initiation in der neg&tirang
Kopie des viralen Genoms generi@vtorales, Barcena et al. 2@). Sie ist ebenfalls VPg verlinkt und
polyadenyliert(Meyers, Wirblich et al. 1991Die Hauptmenge der Strukturproteine wird von dieser
RNA translatiert. Die Translation des VP2 erfolgt von dersefigemRNAdie auch fiur das VP1
kodiert undwird Uber die bereits erwdhntReinitiation der Translatioarmdglicht(Meyers 2003
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Die meisten Caligiren lassen sich nicht in Gewebekulturkultur vermehren. Ausnahmen bilden das
Feline Calicivirus (FCV), das Murine Norovirus (MNV), das San Miguel Sea Lion Virus (SMSV) und das
Vesicular Exanthema of Swine Virus (VESWddert 1978 Fur RHDV gelang die nur in priméren
Hepatocyten(Konig, Thiel et al. B8). Es ist zwar ein System publiziert, welches es ermdéglichen soll
RHDV in Zellkultur zu vermehrefhiu, Zhang et al. 2006 aber Nachfragen blieben bisher
unbeantwortet und daher wurden die Zellkulturarbeiten in der vorliegenden Dissertation mit einem
Vektorsystem durchgefiihrt. Dieses erlaubt es die sg mMRNA unter zu Hilfenahnvaecinia MVA

T7 in Zellkultur zu exprimieren. Fir die Untersuchung der Termin&ainitiation ist dieses System

sogar von Vorteil, weil die Proteinexpression unabhangig von der Virusreplikation ist.

3 Translation

3.1 Eukaryotische Translation

Die Trandation stellt einen der wesentlichen Schritte der Genexpression dar. Dieser Prozess stellt die
Verbindung zwischen der genetischen Information und den Proteinen mexuKkaryotischen Zellen

ist die translation von einer Vielzahl von Faktoren abhangig. Rawdlie mRNA Uberhaupt

GNI yatl GASNDIFNI Aaldx Ydzaa SAY aAyRSaldYld 'y az2RAT
Cap tragen und polyadenyliert sein, damit das Translationssystem sie als Substrat akZejese
Modifikationen findenzusammen mit ageren Reifungsprozesa von eukaryotischen praRNAs

bereits im Zellkern statt. Nach dem Export der mRNA ins Cytoplasma muss die mRNA zum
Translationsapparat gelangen. Die mRNA wird Uber ia@ und das am Pol@chwanz gebundene
PolyABindeprotein vom HB-4FKomplex (bestehend auslF4A, elF4E und elF4G) erkannt. Die
Bindung dieses Komplexes an die RNA fuhrt zu einer psadddaren Struktur der mRNAnd

vermittelt eine Interakion mit dem 43 S Prainitiatiokemplex [bestehend aus der 40 S ribosomalen
Untereinheit, den elFs 1, 1A, 2, 3 und 5, sowie der Initiator transfer@MA)F ¥ pW¥W 9y RS RSNJ
58NJ SydadlyRSyS Y2YLX SE &0lyyid dzyiSNJ ! ¢t +SNDHNI
Startcodon erreicht wirdworautfhin sich der 48 S Initiationskaplex bildet Wird das Startcodon

erkannt wird unter GTFHydrolyse die Freisetzungpn elF2 und méglicherweisginiger weiterer
Initiationsfaktoren vermittelt Zuriick bleibt die 40 S ribosomale Untereinheitsammenmit der

Initiator tRNAund zumindest H-1Aam Startcodon gebunden. Als nachstagert sichdie 60 S
Untereinheit unter Mitwirkung von elF5Ban und der 80 S Initiationskomplex wird gebildemter

GTP Hydrolyse erfolgt die Freisetzung von elF5B und elF1A sowie einiger anderer mdglicherweise
noch verhandenen elFBie Translation kann nach diesen Reaktionen beginnen [RéSenenberg

and Hinnebusch 200Pund lauft prozessiv bis zum Erreichen eines Stoppcotoheseraster

3.2 Virale Wege der Translationsinitiation

Viren nehmen in der Natur eine Sonderstellung ein. Sie sind keine Lebewesen und kénnen sich nur
innerhalb von infizierten Zellen vermehren. Dabei benutzen sie die zellulare Maschinerie ihres Wirts,

um ihre genetische Information zwewielfaltigen und die Proteine zu synthetisieren, welche sie fir

ihren Lebenszyklus und den Aufbau ihrer Capside benétigen. In gewisser Weise stellen Viren
parasitierende Erbinfor@tion dar.Der Zugang zu den Systemen, die RNA so modifizieren, dass sie

als mRNA akzeptiert wird, ist RN#Aren, welche im Cytoplasma replizieren, verwehrt. Viren haben

aber andere Mdglichkeiten entwickelt, ihre mRNAs translatierbar zu machen. Beim RHDV z.B. ersetzt
RFa xt3 Fdzy1dA2y Sttt RI a p ehlditatibdsfakren (AIF) Gn8 dargEsd S NI Y
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fur die Anlagerung der kleinen ribosomalen Untereinh@taughenbaugh, Fraser et al. 2003
Goodfellow, Chaudhry et al. 2006haudhry, Nayak et al. 2006 Andere Viren verwendemterne
RibosomenbindungsstellenESJang, Kraussh et al. 1988 um ihre Erbinformation translatieren
zu lassen ohne dass die zellularen Modifikationssysteme bendtigirden [Review (Pestova,
Kolupaeva et al. 20Q]L Esgibtauch+ A NBy = ¢ S tCavén z&llilgien mRNADabtrennen und
dieses Cap auf ihre eigene RNA (ibertragpem Gil-yLl) (i Q(Bokilgy FPéotch et al. 1978

Verschiedene von Viren genutzte alternative Mechanismen der Translationsinitiation ermdglichen
zudem einen Translationsstart unabhangij B ¢ SA G Sy GFSNYyd @2Y pW¥W 9y RS
zellularen Translationsinitiation abweichenden Mechanismen bieten einer Reihe von Viren weiterhin

die Grundlage fiir Unterdriickung der zelluléren Translatiom K-2 & dziiRe®wen@Valsh and Mohr

2017)]. Diese Strategie hat den Vorteil, dass zum einen die Konkurrenz mit zellularen mRNAs um die
begrenzten Komponenten des Translationsystems wegféallt und zum anderen die Reaktion der Zelle

auf die virale Infektiofehindert wird.

Die eukaryotischen mRNAs sind im Gegensatz zu den prokaryotischen monocystumaisdren

Translatond G F NI SG yIF KS RSa pW¥ .yRedelial codelt alsoeinelmMRNASINE G Sy
ein Protein. Besonders bei (Sjrang RNA/iren dient oftmals das gesamte Genom als mRNA und

codiert fur mehrere Proteine. Damit diese in isolierter Form erhalten werden kénnen haben die Viren
verschiedene Systeme entwickelt. Zum einen gibt es die Strategie, dass die Proteine in einem
durchgehenden Lseraster liegen und damit ein Polyprotein synthetisiert wird. Dieses Polyprotein

kann anschlieRend Uber zelluldre und Virusproteasen in die einzelnen Proteine gespalten werden
[Review(Yost and Marcotrigiano 20)]3 Die Initiation Uber eine IRES ist eine MoglichKeianslation

gSAG @22Y p¥Y 9YyRS RSNJ wb! Tdz AYVAGAASNBY dzyR SAyS
Zellen zu nutzen [Revie(®Pestova, Kolupaeva et al. 20P1Des Weiteren gibt es die Magfhkeit sg

Ywb! & Tdz SNEGSttSys 6St OKS TNNJ RAS 9ELINBaaArzy ¢
Genprodukte vermehrt zu bilden erlauben, wie dies mit den Strukturproteinen des RHDVs geschieht
(Ohlinger, Haas et al. 199®eyers, Wirblich et al. 1991 Caliciviren verwenden auch noch eine

weitere Strategie mehr als ein Protein von einer mRNA zu generiereh. ier sei die sg mRNA des

RHDV als Beispiel hervorgehoben. Die TURBS ermdoglicht es, ausgehend von der sg mRNA zwei
Strukturproteine zu translatieren, indem ein Teil der Ribosomen, nachdem das VP1 translatiert
wurde, eine erneute Translationinitiation im ¥ 3 St S TRAstes durchiiihrer{Meyers 2003

Durch die AbhangigkeRSNJ LYAGALF GA2Y Y oW hwC @2y RSNJ ¢NIy
VP1ORFs ergibt sich zusétzlich eine Regulation derBExpgession. Die TURB8gion erfillt dabei

zwei Funktionen, weil sie sowohl proteinkodierend, als auch alagi&endes funkbnales RNA

Element aktiv ist.

4 RNA-Strukturaufklarung

4.1 Warum ist die RNA -Struktur wichtig?

Zunéchst wurde die Rolle der RNA vor allem im Bereich der Informationsiibermittiung gesehen. Mit
der mRNA werden Informationen aus dem Genom kopiert und zum slEtionsapparat
transportiert. Fur diese Funktion ist die Primarstruktur der RNA, also die Basenfolge, entscheidend.
Allerdings wurden auch schon frih funktionelle RNAs entdeckt. Zu nennen sind hier die tRNAs. Bei
diesen RNAs ist die rdumliche Faltung d®XA mitentscheidend fur ihre Funktionalitat. Die
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Primarstruktur gibt zwar Gber ihre Basenfolge einen Rahmen fir die Sekundarstruktur vor, weil die
Basenfolge die Grundvoraussetzung schafft, dass Paarungen der Basen untereinander nach Vorbild
der von Watsorund Crick beschriebenen DNA Basenpaare entstehen kénnen. Aber das Vorliegen
komplementéarer Bereiche ist nicht der einzige Parameter, der Uber die Ausbildung der
Sekundarstruktur entscheidet. So gelingt es bis heute nicht, mit Computermodellen die
Sekundastrukturen korrektvorherzusagenDeigan, Li et al. 2009Die néachste Ebene der RNA
Struktur stellt die Tertiarstruktur dar. Diese lobseibt die Anordnung der einzelnen Basen im
dreidimensionalen Raum, aufRerdem die Interaktionen der Basen miteinander, welche nicht den
WatsonCrick Interaktionen entsprechen, wie beispielsweise Interaktionen Uber dastdw? der
PurinbaserfReview(Ehresmann, Baudin et al. 1987

Es liegen vielfaltige Daten vor, die die Bedeutung der dreidimensionalen Struktur bestimmter RNAs
bzw. RNAElemente fiir ihre biochemische Funktion belegen. Es sind also viele grundlegende
Funktionen in Zellen mit der Struktur der RNA verknlpft und aucldi@rTURB®Region gibt es
Ergebnisse, die sich nicht allein auf der Basis der Primarsequenz erldasam(Meyers D03,
Meyers 2007 Kreher 2009 Zuséatzlich sind sowohl fiur RHDV als auch andere Viren bereits
Strukturdaten publiziert worden, die zumindest in Teilbereichen der TURBS funktionell wichtige
Strukturelemente nachewiesenhaben (Michael L. Powell 2008Kreher 2009 Luttermann and
Meyers 2009 Napthine, Lever et al. 20Q9Ein klares Bild der Struktiiunktionsbeziehungen dieses
RNAElements fehlt aber bisher.

4.2 Einfuhrung in die RNA -Strukturaufklarung

Es gibt verschiedene Méglichkeiten RE{ukturen zu bestimmen. Dazu zéhlen Methoden wie NMR
Spektroskopie und Rontgenkristallstrukturanalysen, die es erlauben, 3D Strukturmodelle zu erstellen
und auch fur die Aufklarung von Proteinstrukturen angewawetden Im Falle von RNA kénnen
Aussagen zuBekundarstruktur auch durch Behandlung mit bestimmten Enzymen oder Chemikalien
erhalten werden. Der Nachteil dieser Ansétze ist, dass nur die Sekundarstrukturen bestimmt werden
kénnen. Als Vorteile sind die geringere Anforderung an das Equipment und d@ijichkeit des
Arbeitens im physiologischen Bereich zu nennen. Es kann mit Enzymen oder Chemikalien gearbeitet
werden, welche die RNA modifizieren oder spalten kdnnen [Re{daeger, Santalucia et al. 19pP3

Damit Enzyme und Chemikalien fur die Sekundarstrukturanalyse verwendet werden kénnen miissen
sie bestimmte Voraussetzungen erfillen. Zunachst muss eine Spezifitdt entweder flr ungepaarte
Basen, also einzelstrangige RXssRNA) oder aber flr gepaarte Basen, also doppelstrdngige RNA
(dsRNA), bestehen [Revidiwhresmann, Baudin et al. 1987Zusatzlich kann es hilfreich sein, wenn

ein Enzym oder eine Chemikalie nur eine oder zwei verschiedene Basen spaltet bzw. modifiziert. Dies
hilft, die Spaltprodukte bei der Auswertung in die Priméarsequenz einzuordnen. Als Enzyme kommen
RNasen oder Nukdsen in Frage. Diese spalten die RNA abhangig davon, ob die betreffende Base in
SSRNA oder dsRNA Bereichen liegt. Zusatzlich kénnen noch Spezifititen fir die Art der Base
bestehen. So spaltet Beispielsweise RNase T1 nur Guanin in ssRNA. Wichtig i, Reagktibn so
GSNI NdzFix RlFIaa adGdqrdiAxadraoK SAy wb! a2t S{Nf ydzNJ
lasst sich Uber die Inkubationszeit und die eingesetzte Enzymmenge steuern. Wird fur die
9YT @YNBF{1GA2Yy (SNNAYI ihgegeti kahrRnsaNdicoSpaltpraddukde, wédkdidk wb !
markierte Stelle enthalten, direkt detektieren. Dazu kann die gelelektrophoretische Auftrennung der
Produkte Uber ein Acrylamitarnstoff Gel erfolgen und im Falle von radioaktiv markierter RNA die
Visualiserung tUber Autoradiographie. Im Falle von Chemikalien wére die Vorgehensweise analog z.B.

14

é

-~



bei Bleiionen als Reagenz mdglich, denn auch Blei spaltet das Ruckgrat der RNA. Bei anderen
Chemikalien ist dies nicht der Fall. Sie modifizieren nur die Gruppeohevéir die Ausbildung von
Basenpaaren bendtigt werden. Dies kann beispielsweise mit Dimethylsulfat durch eine Methylierung
des N3 des Cytosins erfolgen. Diese Methylierung kann nur ablaufen, wenn die betreffende Base
nicht gepaart vorliegt, somit erkladich die Spezifitdit der Chemikalien fir ssRNA. Um jedoch die
modifizierten Stellen sichtbar zu machen, muss die RNA in eine cDNA Kopie Uberfuhrt werden. Bei
RSN NBOSNESY ¢NIYyaAaINARLIGAZ2Y ONROKUOU RAS {@8yiliKSa:?
nachstgelegene modifizierten Basen der Matrize ab, weil an der modifizierten Base durch die
Modifikation keine Basenpaarung mehr stattfinden kann. Aufgrund der Anforderung, eine cDNA zu
erstellen, wird bei diesen Reaktionen unmarkierte RNA verwendet. Die fiir die iSisualg der
Produkte notwendige Markierung kann Uber die Modifikation der Primer erreicht werden. Die
Markierung kann radioaktiv vorgenommen werden oder durch Anflugen einer fluoreszierenden
Gruppe an den Primer erfolgen. Die weitere Auswertung ist priglzipplentisch mit dem Vorgehen

bei markierter RNA. Wenn fluoreszenzmarkierte Primer verwendet wurden, ist auch das Auslesen
Uber einen Sequenzierautomaten maglich.

Die mit den mit verschiedenen Enzymen und/oder Chemikalien erhaltenen Produktmustermkdnne
zum Erstellen eines Modells verwendet werden, welches die verschiedenen dsRNA Bereiche
zusammenbringt. Weil die Untersuchung allerdings nicht direkt die Bindungspartner in dsRNA
Bereichen identifiziert, muss die Zuordnung der dsRNA Bereiche zueinarstdniaBend Uberprift
werden. Dies kann Uber Substitutionen erfolgen, welche die postulierten Interaktionen verhindern.
Mit diesen Varianten kann dann zum einen erneut Strukturaufklarung betrieben werden und zum
anderen (wenn es sich um funktionale RNA helt)dder Einfluss der Veranderung auf die Funktion
untersucht werden. Eine zu der ersten Substitution komplementére Substitution, welche die
Interaktion funktionell und strukturell wiederherstellt, kann dann als abschlieRender Beweis einer
Interaktion dieren.

5 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Sekundarstruktur der RHBBS zu untersuchen.
Dabei sollten sowohl die strukturellen Grundlagen fiur eine funktionsfahige TURBS, als auch der
Einfluss, den der Ausfall bestimmter Strukturelereeauf die Aktivitdt der TURBS hat, untersucht
werden. Dieses Ziel wurde tber Strukturaufklarung der WildidRBS und ausgesuchter Mutanten,
sowie  den Funktionalitatstest  der  verschiedenen Sequenzen in  transienten
Proteinexpressionsexperimenten in Zeltikm verfolgt. Am Ende der Arbeit sollte eine vollsténdige
Sekundarstruktur der TURBS des RHDV stehen.
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Material und Methoden

Material

Spezielle Chemikalien

RNasefreie Chemikalien

HEPES, Cellpure® Roth
Kaliumchlorid, Cellpure® Roth
Magnesiumchlorid Hexahydrat, Cellpure® Roth
Betain LOsung, 5 M SigmaAldrich
Blei(ll)acetat Trihydrat SigmaAldrich
Borsaure BioReagent, Nuklease/Protefse SigmaAldrich
Dimethylsulfat{DMS) SigmaAldrich

N-Cyclohexyb @2-morpholinoethyl)carbodiimide

metho-p-toluenesulfonat{CMCT) SigmaAldrich

Trizma®Base (Tris) SigmaAldrich

Zur Beschichtung der Glasplatten der Sequenziergele
PlosOne Bind Silane GEHealthcare

PlosOne Repel Silane GEHealthcare

Synthetische Oligonukleotide (Fa. Metabion, Miinchen)

Name

rwaf

rwar

rw10f
rw10r
rwlilf
rwllr
rwl2f
rwilzr
rwl3f
rwi3r
rwl4f
rwl4r
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GCGGCCGCGATATCATTTAGGTGACACTATAGAGCTC
ATGCATTGCTCAGGGATCCGATATCGGCACCTGCAAC
CATTGACGTACGCCCCCCAGGCCG
CGGCCTGGGGGGCGTACGTCAATG
GCACACTCGTGTTCAACACAGCCAATGGC
GCCATTGGCTGTGTTGAACACGAGTGTGC
CGCCCTGTGGGAAGGCCGTCCAAAAGC
GCTTTTGGACGGCCTTCCCACAGGGCG
CGCCCTGTGGGACCCCCGTCCAAAAGC
GCTTTTGGACGGGGGTCCCACAGGGCG
CGCCCTGTGGGACCCAGGTCCAAAAGC
GCTTTTGGACCTGGGTCCCACAGGGCG



rw20f
rw20r
rw25f
rw25r
rw26f
rw26r
rw27f
rw27r
rw30f
rw30r
rw31f
rw31r
rw32f
rw32r
rw33f
rw33r
rw34f
rw34r
rw38f
rw38r
rw39f
rw39r
rw40f
rw40r
rw41f
rwalr
rw42f
rw42.1f
rwa2r
rw43f
rw43.1f
rw43r
rwa4f
rwa4r
rwa5sf
rwabr
rw46f
rwa4er
rwa7f
rwa7r
rw48f
rw48r
rw49f
rw49r
rw50f
rwh0r
rws1f

GCACACTCGTGTTCGGCCTGGGGGG
CCCCCCAGGCCGAACACGAGTGTGC
CTCATTGACCTGAAAAAACTCATTGAC
GTCAATGAGTTTTTTCAGGTCAATGAG
GACGTACGCCCAGTGGGACCCAGGCCG
CGGCCTGGGTCCCACTGGGCGTACGTC
GACGTACGCCCTGTGGGAATACCCAGGCCG
CGGCCTGGGTATTCCCACAGGGCGTACGTC
CGCCCTGTGGGAATCAGGCC
GGCCTGATTCCCACAGGGCG
GAGCTCAACCACAAACATTGACCTG
CAGGTCAATGTTTGTGGTTGAGCTC
GAGCTCAACCACACTATATGACCTG
CAGGTCATATAGTGTGGTTGAGCTC
GCCCTGTGGGACCGTCCCCGTCC
GGACGGGGACGGTCCCACAGGGC
GAGCTCAACCACACTTGACCTG
CAGGTCAAGTGTGGTTGAGCTC
CTGAAAACATTGACGTACGCCC
GGGCGTACGTCAATGTTTTCAG
CTGAACTATATGACGTACGCCC
GGGCGTACGTCATATAGTTCAG
CTGAACTTGACGTACGCCC
GGGCGTACGTCAAGTTCAG
TGGCTTTTCTTATGAGTGAATTC
GAATTCACTCATAAGAAAAGCCA
GCACACTCACTTTCAACC
GCACACTCACTTTCAACCTGGGGG
GGTTGAAAGTGAGTGTGC
CCCTGTGGGACCTTACCCGTC
CCCTGTGGGACCTTACCCGTCCAAAAGC
GACGGGTAAGGTCCCACAGGG
CCCTGTGGGACCGTAACCGTC
GACGGTTACGGTCCCACAGGG
CCCTGTGGGACCCATGCCGTC
GACGGCATGGGTCCCACAGGG
GGGGCACAGCCAATTTCTTTTC
GAAAAGAAATTGGCTGTGCCCC
CCCTGTGGGACCTTTTCCGTCCAAAAGC
GCTTTTGGACGGAAAAGGTCCCACAGGG
CTGAACTAAATGACGTACGCCC
GGGCGTACGTCATTTAGTTCAG
GGCTTTTCTTATGAGTGAATTCATCGG
CCGATGAATTCACTCATAAGAAAAGCC
CGTACGCCCTGTGGGACCCTCGCCG
CGGCGAGGGTCCCACAGGGCGTACG
GGCTTTTCTTATGATTGAATTCATCGGATTGGG
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rwS1r
rw52f
rwh2r
rw53f
rwb3r
rw54f
rw54r
rw55f
rw55r
rw56f
rwher
rws7f
rws7r
rw58f
rwh8r
rw59f
rwh9r
rwe0f
rweOr
rwe1f
rw61.1f
rwelr
rwe2f
rwe2r
rw63f
rwe3r
rwe4f
rwear
rwe5f
rwebr
Rw66f
rweor
rwe7f
rwe7r
rwe8f
rwe8r
rwe9f
rweor
rw70f
rw70r
rwPE1
rePE2
rwPE3
rwl347seq
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CCCAATCCGATGAATTCAATCATAAGAAAAGCC
CCCTGTGGGACCGTCTCCGTCC
GGACGGAGACGGTCCCACAGGG
GGCTTTTCTTATCAGGGAATTCATCGG
CCGATGAATTCCCTGATAAGAAAAGCC
CCCTGTGGGACCCAGGCTGTCC
GGACAGCCTGGGTCCCACAGGG
GTCCAAAAACACACTCGTGTTC
GAACACGAGTGTGTTTTTGGAC
GCACACTCTATTTCAACCTGGGGGGCAC
GTGCCCCCCAGGTTGAAATAGAGTGTGC
CCTGACTGAACTTGATGACGTACG
CGTACGTCATCAAGTTCAGTCAGG
CCCTGTGGGACCCAGGGCGTCC
GGACGCCCTGGGTCCCACAGGG
GTCCAAAACCACACTCGTGTTC
GAACACGAGTGTGGTTTTGGAC
CCTGACTGAACTAGTTGACGTACG
CGTACGTCAACTAGTTCAGTCAGG
CGTACGCCCTGTGGGACCCACTCCG
TGTGGGACCCACTCCGTCCAAAAGCACACTCG
CGGAGTGGGTCCCACAGGGCGTACG
CCCAGGCCGACCAAAAGCACAC
GTGTGCTTTTGGTCGGCCTGGG
GTGAACAACCAAAGGGGCACAACC
GGTTGTGCCCCTTTGGTTGTTCAC
CCCAACAAATGAGTGAATTCATCGGATTGGG
CCCAATCCGATGAATTCACTCATTTGTTGGG
TGTGGGACCCACTCCGACCAAAAGCACACAAG
CTTGTGTGCTTTTGGTCGGAGTGGGTCCCACA
CCTGGGGGGCACAACCAAAGGCCCAACAAATG
CAGACATTTGTTGGGCCTTTGGTTGTGCCCCCCAGG
GGGGCCACAAAAAAGGACCCAACAATGTCTGAATTCA
CCGATGAATTCAGACATTGTTGGGTCCTTTTTTGTGG(
GGTGAAACCAATGGGGGGCCACAAAAAAGGACC
GTGGCCCCCCATTGGTTTCACCG
CCAACACACACCACCAAAACACCCCCTC
GTTTTGGTGGTGTGTGTTGGTTTGCCCC
GCCACAAACCAGGACCCAACAATG
GTCCTGGTTTGTGGCCCCCCATTGG
CGGCACCTGCAAGTCCC
CGGCACCTGCAAGTCCCAATCCG
CGGCACCTGCAAGTCCCAATCCG
GTGATGCTCGTCAGGGGGGCG



Puffer und Lésungen

Acrylamid -Harnstoff -Gel

Praparativ
20% viv

8 M
10% v/v
0,08 % w/v

0,09 %wl/v

Analytisch
20% viv

7 M
10 % vlv
0,08 %wi/v

0,09 %wl/v

40 % AcrylamidBisacrylamid Losung (19:1)
Harnstoff

10 x TBE

APS

TEMED

40 % AcrylamidBisacrylamid Losung (19:1)
Harnstoff

10 x TBE

APS

TEMED

Acrylamid -SDSPAGEGel

Sammelgel
12 % viv

12,5 %vlv
0,08% w/v

0,09% w/v

Trenngel
25% viv

33% viv
55% viv
0,05 %w/v
0,05 %w/v

BMK-Puffer
80 mM

60 mM

12 mM

40% AcrylamidBisacrylamid Losung (29:1)
3 x Jagow Gelpuffer
APS

TEMED

40% AcrylamidBisacrylamid Losung (29:1)
3 x Jagow Gelpuffer

Glycerin

APS

TEMED

Natriumborat
Kaliumchlorid

Magnesiumchlorid
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pH: 8,1mit NatriumhydroxidLésung

Coomassie-Stammldsung
50% viv Methanol

10% viv Essigsaure
0,25 %w/v  Serva Blue G

DNA-Ladepuffer
0,125 %w/v  Orange G

15% w/v  Ficoll 400
5x TAEPuffer

Entfarber
30% viv Methanol

3% viv Glycerin

Fixierlésung
30% viv Methanol

10% viv Essigsaure
+ CoomassisStammldsung

HMK-Puffer
20 mM  HEPES

60 mM  Kaliumchlorid
12 mM  Magnesiumchlorid
pH: 7,9 mit Kaliumhydroxitldsung

Jagow-Anodenpuffer (10x)
2 M Tris

pH 8,1 mit HCL

Jagow-Gelpuffer (3x)
3 M TrisHCI

0,3% w/iv  SDS

JagowKathodenpuffer (10x)
1 M TrisHCI

1 M Tricine

LB++-Medium
10 mM Kaliumchlorid
20



20 mM  Magnesiumsulfat
In LBMedium

LB-Medium
1% w/iv  BactoTryptone

0,5% wilv BactoYeastExtract
0,5% wlv Natriumchlorid

LB-Agarplatten
1,5% wlv BactoAgar

In LBMedium

Markierungsmedium
DMEM

+4 mM  Glutamin
+1 mM  Natriumpyruvat

Mini -Praparationslésung |
50 mM  Tris

10 mM  EDTA
50 mM  Glucose
pH: 8,0 mit HCI

Mini -Praparationslés ung Il
2000 mM  Natriumhydroxid

1% viv Triton X100

Mini -Préparationslosung Il
3 M Natriumacetat

pH: 4,8 mit Essigsaure

PBS
0,5 mM Magnesiumchlorid

0,9 mM  Calciumchlorid
137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid

RIP-Puffer 1
1% viv Triton %100
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0,1% w/iv DOC

0,1% wi  SDS

20 mM  Tris

1000 mM  Natriumchlorid
1 mM  EDTA

2 mg/l BSA

pH:7,6 mit HCI

RIP-Puffer 2
1% viv Triton X100

0,5% wlv DOC

0,1% wlv SDS

20 mM  Tris

100 mM  Natriumchlorid
1 mM  EDTA

pH: 7,6 mit HCI

RIP-Puffer 3
0,2% (v/v) Triton X100

20 mM  Tris

100 mM  Natriumchlorid
1 mM  EDTA

pH: 7,6 mit HCI

RIP-Puffer 4
0,06 %v/v Triton X100

6 mM Natriumchlorid
30 mM  Tris
0,3 mM  EDTA

pH 7,6 mit HCI
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RIP-Probenpuffer
625 mM  Tris

2% wiv SDS

10% viv Glycerol

6 M I -Mercapto-Bhanol
5% viv Harnstoff

0,01 %w/v  Bromphenolblau
0,01 %wl/v PhenolRot

pH: 6,8 mit HCI
Sucrose-Lésung

25% w/v  Sucrose

1% viv Triton X100
0,5% wlv DOC

0,1% w/v SDS

20 mM  Tris

1000 mM  Natriumchlorid

1 mM  EDTA

2 mg/l BSA

pH: 7,6 mit HCI

TAE (10x)
400 mM Natriumacetat

50 mM  Tris
10 mM  EDTA
pH: 7,8 mit HCI

TBE (10x)
500 mM  Tris

500 mM Borsaure

10 mM  EDTA
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Vorgefertigt Systeme (Kits)
BigDye® Terminator v.1.1 Cycle Sequeriing Applied Biosystems,Weiterstadt

NucleoSpin@®Extract Il Kit MachereyNagel, Diren
Nucleobond®Xtra Midit MachereyNagel Diren
SP6 Ribomax Kit Promega, Mannheim

Zellkulturmedien

Wurden von der Zellbank des FriedricbefflerInstituts auf der Insel Riems bezogen, mit Ausnahme
von DMEM, welches von Invitrog@rbezogen wurde.

Methoden

1 Bakterien

1.1 Transformation von kompetente n Bakterien -Zellen mit Plasmiden

0,5¢ 10 pl der zuransformierenden Plasmide wurden zu 50 pl kompetenten E.coli I0o@ellen
gegeben undir 20 min auf Eiswkubiert Es folgte eitditzeschock auf 42°C fur 2 min, anschlieRende
2 minauf Eis. Di€ugabe von 200 pl LBMedium und eine anschlieRendekubation auf 37°C fur
mindestens 30 min schlossen die Transformation ab. Zur Selektion der erfolgeaisfiormierten
Bakterien wurde der Transformationsansatz anschlieBend awfdaBPlatten mit den bendtigten
Selektionsantibiotikum ausplattiert und be37°C fir 12- 16 h inkubiert. ImFalle einer Re
Transformation wurde der Transformationsansatz in eine Bakterienkultur fir eine Plasmid
Préaparation im mittleren Maf3stab tGiberfiihrt.

1.2 Bakterienkultur en fur Plasmid -Préaparationen im Minimal MaRstab (Mini  -Kultur)

5 ml LBMedium mit dem gewinschten Selektionsantibiotikum (meist Ampicillin) wurden mit
Bakterien von LB\garPlatten angeimpft. [@ise inkubierten bei 37°C unteclditteln mindestens &

bei Hid-Copy Plasmiden bzw. Uber Nachow:Copy PlasmidKulturen wurden gnerell Gber Nacht
(mindestens 14 hinkubiert.

1.3 Bakterienkulture n fur Plasmid -Préparationen im M ittleren Mal3stab (Midi -Kultur)
Diese Kulturen hatten ein Volumen von 100 ml (Hpby Plasmide) oder 200 ml (Le®opy
Plasmide) LB/edium mit einem Selektigantibiotikum. Zum Aimpfen der Kulturen dienten
entweder 0,5- 1 ml einer MiniKultur oder ein Ansatz frisch transformierte Bakteri€ie Kulturen
inkubierten fur 12- 16 h bei 37C unter Shatteln.

1.4 Praparation von Plasmid -DNA im Minimal Mal3stab (Mini -Praparation)

Von den MiniKuturen wurden 1,5 ml (Higl€opy Plasmide) bzw. 3 ml (L&@wpyPlasmide) 10 min
bei 2000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und dBsllet in 100 pl Loésund
aufgmommen. Nach dem vollstédndigen Resuspendieren des Pellatde Losung 2 hinzugegeben
um die Bakterienzellen zu lysieren, dies erfolfjite5 min auf Eis. Die Lyse mde durch Zugabe von
150 pl Losung &bgestoppt, es folgteeine Inkubation fir 10 min auf Eis. Grobe Zellresde
denaturierten Proteinaund genomische DNA wurden durch einen Zentrifugationsschritf 6800x
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g fur 10 min pelletiert. AnschlieRenérfolgte die Uberfiihrung des Uberstand@s ein neues
Reaktionsgti3, welches 400 pl Isopropanol zur Fallung é&asmid DNA enthielt. Higbopy
PlasmidPraparationen wurdenumgehend bei 16000 x g abzentrifugiet. LowCopy Plamid
Praparationen wurden hingegen vor der Zentrifugation mindestens 10 min auf Eis inkutmert. |
Anschluss wurde der Uberstand verworfen und es folgte ein W&shbhitt mit 200 pl Isopropandlir

5 min beil6000x g Auch diesmal wurde der Uberstand verworfen und das Pellet anschtiezen
getrocknet. Zum Losen der DNA wurde zu dem Wasser no@® 1@ RNaseA zugegeben, um die
RNA zu hydrolysieren.

1.5 Praparation von Plasmid -DNA im Mittleren MafR3stab (Midi -Praparation)

Die Kulturen wurden bei 4°C 15 min bei 560§abzentrifugiert.Die Aufreinigung der Mieiulturen
eNF2f 3GS No SNJ RI-al N¥A a AYRWR N AGERPACI2ARIBELK SAeSHerstellers

bei HighCopy Plasmiden. Im Falle von LGapy Plasmiden wurden entsprechend den
Herstellervorgaben die Puffervolumina angepasst. Zusatzlich wurde der Durchfluss nach dem ersten
Auftragen auf d@ NucleoBond@®aule aufgefangen und ein zweites Mal Uber die Séule gegeben.
Zusammen mit einer Inkubation fir 30 min auf Eis, nach Zugabe des Isopropanols, konnte die
Ausbeute an Plasmid deutlich erhéht und trotzdem PlasBidA in vergleichbarer Reinheithalten

werden. Die Qualitat und Quantitat der Praparation wurde photometrisch bestimmit.

2 Zellkultur

2.1 Zellkulturarbeiten fir transiente Expression

24 h vor Beginn des Experiments wurden BtgKen in 3 cm Kulturschalen ausgesét. Die Verdinnung
wurde sogewahlt, dass die Zellen zu Beginn des Experiments eine Konfluenz von ca. 70 % aufwiesen.
Um flr die Infektion mit Vaccinia MVA glnstige Bedingungen zu schaffen, wurde in serumfreiem
Medium gearbeitet. Um das Serum zu entfernen, wurde zunachst der Ubdrsiagenommen und

die Schalen anschlieend mit je 2 ml Medium ZB5D (serumfrei) gewaschen. Die Infektion mit Vaccinia
erfolgte mit einer M.O.l. von 5 in 1 ml serumfreiem Medium; dieses wurde fur 1 h bei 37°C auf den
Zellen gelassen. Wahrend der Infektion rden 5 pg der zu transfizierenden DNA in 75 pl
serumfreiem Medium mit 10ul SuperFect® versetzt und durch mehrmaliges Vortexen gemischt. Das
Gemisch wurde & 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Infektion 1 h inkubiert
hatte, wurde das Mediunentfernt und die Zellen zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen. Als nachster
Schritt wurde der Transfektionsansatz zusammen mit 600 pl Medium ZB5 auf die Zellen gegeben und
fur 4 h bei 37°C inkubiert. Danach folgte ein zweimaliges Waschen der Zellen mit je 2 m
Markierungsmedium, um Reste des Methionin/Cystein haltigen Mediums zu entfernen. Die Zellen
wurden danach mit 1 ml Markierungsmedium versetzt und hungerten fir 1 h bei 37°C in dem
Medium ohne Methionin und Cystein. Vor der folgenden radioaktiven Markigrwurden die
Schalen abermals einmal mit je 2 ml Markierungsmedium gewaschen. Die eigentliche Markierung
erfolgte mit einem Mix aus Markierungsmedium und 17 pl  (1uCigharkiertem
Methionin/CysteinMix mit einem Volumen von 600 pl pro Schale. DieedelNurden bei 37°C Uber
Nacht in dem Medium inkubiert. Am nachsten Morgen, nach cal8.h, erfolgte die Ernte der
Zellen. Dazu wurde der Uberstand entfernt, die Zellen einmal mit 600 ul PBS gewaschen und nach
Entfernung des PBS b&0°C fir mindestens®@@min eingefroren.

25



3 DNA basierte Methoden

3.1 Quik®-Change-PCR (QCGPCR)

Mutationen wurden mittels QE@PCR in Plasmide eingefuhrt, dabei werden Primer verwendet, welche
die gewinschte Mutation tragen und im Bereich dieser Mutation Uberlappen. Die Pemeérin
forward und reverse Konfiguration vorhanden und erlauben so die Amplifikation von kodierendem
und Gegenstrang mit der gwinschten Mutation. Die neu synthetisierten Strange tragen die
gewiinschte Mutation durch ihren Primen dlieser Form ist dies€echnik nur mit methylierter DNA
maoglich. Die Template DN#ird nach der PCR mit derenzym Dpnl abgebaut, welches nur
methylierte DNA hydrolysiert und somit das PRi@dukt intakt I&sstDie Produkte des forward und
reverse Primers sind komplementér zuewdar und konnen sich zusammen lagern. Sie bilden
dadurch ein lineares DNA Plasmid, welcimsAnschluss in E.coli Top 10 transformigerden kann

und dort vor der Replikation zidkarisiert wird.

Programm:
3 min 95°C
45s 95°C
18 x 45s 45-54°C(abhangig von Primern und Template)
2min/kb 68°C
10min 68°C

3.2 Vier Primer PCR

In den Fallen in denen die RCR niat zum Erfolg fuhrte, wurde die Viérimer PCR durchgefiihrt.
Dazu wurden im 1. Schritt der forward und der reverse Primer dePQR mh anderen Primerndie
nahe derZielsequenz fiur die Mutation d@n, zu Paaren mammengefiihrt. Es wurden somit zwei
Reaktionen mit der Kombination @@imer forwardPrimer X reverse bzw. GRimer reverse
PrimerY forward durchgefiit. Es entstanden zwd?CR Fragmente die durch die komplementéaren
QCPrimer Uberlapgen. Diese Fragmente wden mittels praparativerAgaroseGelelektrophorese
gereinigt, ausgeschnitten und eluiert. Die gereinigten Produktrden gemischt und im .2Schritt
wurde eine PCR mit deRrimern X und Y durchgefihiurch die komplementéaren Bereiche beider
Produkte auslen PCRs des ersten Schrittesii@n sich diese zusammenlagern und es eatdtein
Fusionsprodukt, welclesehr gu amplifiziert wude. Das amplifizierte Produktwide anschlie3end
mit Restriktionsenzymen hydrolysiert, so dass es in den urspringli¢tedektor, der ebenfalls mit
denselben Enzymen handelt wurde, ligiert werden kunte.

Programm
3 min 95°C
45s 95°C
35 x 45s 45-54°C (abhéngig von Primern ufidmplate)
1min/kb 68°C
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10min 68°C

3.3 Enzymatische Hydrolyse von DNA

Enzymatische Hydrolyse wurde durchgefiihnn Klonierungen zu ermdglichen (Bsgier Primer

PCR), Plasmide auf das Vorhar@léhA y SA Y SNJ 3SoNy aOK(G Sy spduiylIior2 y
oder Templates fir dien-vitro Transkription zu erhalten. Dazu wurden das/die bendtigte(n)
Enzym(e) in dem fur diese Reaktion empfohlenen Puffer bei der fir die Reaktion erforderlichen
Temperatur inkubiert. Der Erfolg der Reaktion wundigtels Agarse-Gelelektrophoreseanalysiert

3.4 Ligation von DNA -Fragmenten

Ligationen von DNA&ragmenten wurden bei Raumtemperatur mittels-DRIALigase durchgefihrt.
Der Vekto fir die Ligation wurde zuvoregpphosphayliert und das Insert im Uberschuss zugegeben
(ca 56:1). Nach ca. 30 min wurde die Halft der Reaktion im E.coli Top 10 transformiert.

3.5 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte Uber eine -R€&ktion, unter Verwendung desBigDy®
Terminator Segencing Kits. Bei dieser Methode findein Kettenabbruch durch den Einbau eines
fluoreszenzmarkierten ddNTPstatt. Weil jedes ddNTP spezifisoiarkiert ist, kann das Ergebnis
Uber einen Sequenzierautomaten ausgelesen werden.

3.6 In-Vitro Transkription

Das Template wurde zunachst mittels ematischer Hydrolyse geschnitten, so dags gpezifisches

oW 9y RS MaghidariHydfoRse wurde das Template ber ein Agarosegel gereinigt, um
ungeschnittenen Vektor zu entferneand dann aus dem Gel extrahiert. Die Transkription wurde mit
dem RiboMXXLarge Scale RNA Production System durchgefiihrt, Terrgidai@ngig entweder mit
dem SP6oder T-RNAPolymerasébasierten System. Die Reaktion wurde auf 37°C fir 4 h mit ca. 5
Mg Template durchgefiihrt, dieses wurde anschlielBend fir 10 min mit der ientiidltenen RNase
freien DNase hydrolysiert. Um nicht inkorporierte Nukleotide zu entfernearde das Produkt
anschlieend Uber eine mit Sephadex G50 gefillite Séaule geremitgizt wurde die RNA
Konzentratiorphotometrischbestimmt.

3.7 Phenol-Chlorof orm -Extraktion

Zur Entfernung von Proteinenund anderen Verunreinigungen wurderPhenolChloroform
Extraktionen angewandt. Dazu wurde die Probe mit dem gleichen Volumen wassergesattigtem,
stabilisierten Pheal (pH:7,5) versetzt und durckclitteln vermischt Nach einer Zentrifugation bei
14000x gfiir 3 min wurde der wassrige Uberstand abgenommen mo@inem gleicren Volumen
Chloroform gegeben. iB Misch und Zentrifugationsschritte wurden wiederholt, anschliel3end
erfolgte der Ubertrag des Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR zur Ethanolfallung.

3.8 Ethanolfallung

Die Probe wrde mit 2,5 Volumen Ethanol und 0,1 Volumen 3M Natriumactetat vetset
anschliel3end fur mindestens 30 min ad0°C bzw-78°C inkubiert und danach nfi6000x g30 min

bei 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte ein Waschschritt mit 150 pl 75%
Ethanol, mit einer Zentrifugation mit6000x gbei 4°C fiirlO min. Zuletzt wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet getrocknet. Je nach Verwendungszweck ist das Pellet in autoklaviertem
Milipore gereinigten Wasser oder Nukleaseiem Wasser aufgenommen worden.
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3.9 Agarose-Celelektrophorese

Es wurden Gele ineinem Agarosegehalt von% bzw. bei kurzen DNAagmenten 2 % verwendet.

Die Agarosevar in TAE Puffer geltst. Je nach bendtigter Auflosung des Gels liefen diese bei 80 bzw.
100 V fur 1560 min in TAE Puffer.

3.10 Dephosphorylierung von Plasmiden

Um ene Ligation des Vektorrickates mit sich selbstafstatt mit dem gewiinschten Insert) zu
verhindern,wurden die Vektoren schon wahrend der Behandlung mit Restriktionsenzymen mit 1 U
Alkalischer Phephatase versetzt. Durch dies€ K | Yy Rf dzy 3 ¢ A K&Renfelnti sopals t K2 & L.
1SAYS [A3JFdA2Y YAG RSY oW hl ordel GgatibrCeKiferhtavérden. 5 A St
Dies wurde durch Agaros@elelektrophorese erreicht.

3.11 Radioaktive Markierung von DNA -Primern

Fur die Vsualisierung der Produkte dd=eversen Transkription auf Filmen wurde eine radioaktive
Markierung der cDNA benétigh A Sa S ¢ dzZNRS R dzNDK -PRoptatesevonS2RIANE I dzy 3 |
mittels T4 Polynukleotidkinase auf den Primerrreecht. Die Reaktion fand im T4
Polynukleotidkinasepdér statt, es wurden 20 U Enzym verwendet. Im Anschluss an dié 2,5
dauernde Inkubation bei 37°C, erfolgte eine Reinigung Uber eine Sephadex G15 Saule und
anschlieRend eine Phen@hloroformExtraktion, nach dem Protokoll, welches in der RNA Sektion
beschieben ist. Zur Fallung wurden 50 pg Hefe tRNA als Fallungshilfsmittel hinzugegeben.

3.12 Gelextraktion

Die Gelextraktion erfolgte Uber dablucleoSpin GelExtraction Kit von MacheMggel und wurde
gemal dem beiliegenden Protokoll durchgefuldie einzig Ausnahme bildeteid Aufrinigung von
Templates fir die hVitro Transkription. Fir diese Anwendungirden die Wascéchritte mit dem
Puffer NT3 um zwalNaschschritte mit 350 ul Puffer erweitert. Die Elution von der Saule erfolgte mit
autoklaviertem Milipre Wasserpzw. im Fall des Templates flurVtro Transkription mit Nuklease
freiem Wasserin der Regelvurden zweiElutionen mit jeweils 15 pl Wasser durchgefihrt.

3.13 Aufreinigung von DNA (ber Spin -Séaulen

Die Aufreinigung olgte wie die Gelextrakbn mit demNucleoSpin GelExtraction Kit von Macherey
Nagel gemall dem beiliegenden Protok@ie wurde vor allem verwendetum DNA aus Mini
Praparationen fir die Sequenzierung aufzureinigen.

3.14 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren
Die Konzentratinsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte photometrisch, in der Regel wurde eine
1:100 Verdinnung der zu messenden Probe angesetzt.

4 RNA basierte Methoden

4.1 Dephosphorylierung von RNA

Die Dephosphorylierungar notwendig, um die Effizienz der radioaktiver a I NJ A SNHzy 3 RSN
erhohen. 10 pg derRNA wurde mit 50 U Antarctic Phophatase in dem dazugehérigen Puffer

versetzt und 1,% bei 37°Gnkubiert. AnschlieBnd erfolgte eine Hitzeinaktivierung des Enzyms fur 5

min bei 65°C und eine Reinigung UbereeBephadex G50 Spinsaule.
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4.2 Radioaktive Markierung von RNA

Zur Visualisierung der Produkte der partiellen enzymatischen Hydrolyse der RNA Uber Réntgenfilme
wurde eine radioaktive Markierung der RNA benttigt. Dazwde dephosphorylierte RNA mit4
Polynukleotidkinase und 32RATP in dem dazugehdrigen Puffer versetzt. Die Reaktion exfolgt
analog zur Marerung der Primer, allerding$folgte in diesem Fall die Aufreinigung Uber eine
Sephadex G58pinsaule. Eine PherGhloroformExtraktion schlossd an.

4.3 Reinigung Uber Sephadex G15/ G50-Spin-Saulen

Die Reinigung wurde in sterilen 1 ml Spritzenkorpern durchgefuhrt. Der Auslass wurde mit Heil3luft
serilisierten Whatman® glass microfilbglternverschlossen und dasukleasefreie Sephadex mittels
Pipette eingefllt. Sobald die Spritze vollstandig gefullt war, wurde sie in einer Zentrifuge bei ca. 800
x g fur 2 min zentrifugiert. Di€&aule wurde dadurch dicht gepackt und konnte, wenn mindestens 700
ul BettvolumenSephadex vorhanden waren, verwendetrdeen. Anderfalls musste nachgefullt und

die Zentrifugation wiederholt werden. Fir das Auffangen der Proben wurden Nuledse
Eppendorf Tubes verwendet, bei deneorherder Deckel entfernt wurde. Die zu reinigende Losung
wurde auf 100 pl Volumen aufgéft und auf die praparierte Sdule gegeben. Es folgte eine
Zentrifugation bei ca. 800 x g fur 5 min. Wenn das Durchflussvolumen geringer als 80 ul war wurde
nochmals zentrifugiert. Das Eluat wurde anschlief3end in ein neues NulftemseGefaRd Uberfuhrt

4.4 Phenol-Chloroform -Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen und anderen Verunreinigungen wurden Pi@droftoforn:
Extraktionen angewandt. Dazu wurde die Probe mit 50 yl wassergesattigtem, stabilisierten Phenol
(pH:7,5)/Cloroform im Verhaltnis 5:1 vetge und durch Ehitteln vermischt. Nach einer
Zentrifugation beil6000 x dfiir 3 min wurde der wassrige Uberstand abgenommen im 50 pl
Chloroform dberfuhrt. @ Misch- und Zentrifugationschritte wurden wiederholt. Aschlie3end
erfolgte der Ubertrag deBlberstandes in ein neues Reaktionsgefal zur Ethanolfallung.

4.5 Ethanolféllung

Die Probe wrde mit 2,5 Volumen Ethanol und 0,1 Volumen 3M Natriumactetat versetzt,
anschlief3end fur mindestens 30 min ad0°C bzw-78°C inkubiert und danach nfi6000x g30 min

bei 4°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes erfolgte ein Waschschritt mit 1504l 75
Nukleasefreiem Ethanol, mit einer Zentrifugation mi6000x gbei 4°C fir 15 min. Zuletzt wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet getrocknet.

4.6 Préaparatives Acrylam id-Harnstoff Gel

Far Strukturaufklarungsexperimente wird homogene RNA benotigt. Verkirzte Produkte die schon
aus der InVitro Transkription oder durch Abbau der RNA in den weiteren Verarbeitungsschritten
stammen, missen entfernt werdeum die Experimente gut auswerten zu konnen. Dazu wurde die
radioaktiv markierte RNA, welche bereits Phe@blloroform gereinigt war, nach der Fallung
getrocknet und in 10 pl Gelladepuffer (Gel loading buffer 1) aufgenommen, fir 3 min bei 95°C
denaturiet und anschliel3end auf ein TBE gepuffertes 8 % Acylamid 8 M Harnstoff Gel aufgetragen.
Das Gel lief bei 320 V und maximal 12 W fir 4 h in 1 xPTGB&r. Durch diesen Lauf wurden
verkiirzte RNAs von der VolllAnge RNA abgetrennt. Dieselbe Prozedur wurdeeawemdet, um
unmarkierte RNA fiir die chemische Modifikation zu reinigen; dabei wurden 10 pg RNA eingesetzt.
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4.7 Gelextraktion

Die RNA musste nach dem ELdiber das praparative Acryladgel ausgeschnitten und eluiert
werden. Dazu wurde sie Uber den Sckeatvurf, welcher unter U\icht auf einer fluorbeschichteten
Dunnschichtchromatographieplatte zu sehen war, identifiziert und mittels Skalpell méglichst sauber
ausgeschnitten. Das Gelstlick wurde in einem Reaktionsgefa? mit 400 ul 0,5% SDS in-Neidease
Milipore gereinigtem Wasser versetzt und bei 4°C fug4® h unter Schitteln eluiert. AnschlieRend
folgte eine PheneChloroformExtraktion sowie eine Ethanolféllung unter Zugabe von 50 pg Hefe
tRNA. Als nachstes wurde die RNA getrocknet und die Adtivdes Pellets mit einem
Bohrlochzéahlgerat bestimmt. Zum Losen wurde die RNA in Nukfesisen Milipore Wasser bei 50°C

fur 5 min geschuttelt. Die Wassermenge wurde so berechnet, dass am Ende eine Aktivitat von 500
1000 cps/ul im Bohrlochzahler gemessemrde. Im Falle der unmarkierten RNA musste auf
Erfahrungswerte zuriickgegriffen werden um die Menge Wasser zum Ldsen zu bestimmen, weil keine
Aktivitats oder Konzentrationsbestimmung (wegen der als Fallungshilfe eingesetzten tRNA) mdglich
war.

4.8 Alkal ische Hydrolyse von RNA

Um eine Hydrolyseleiter zu erhalten, welche jedes mdgliche Spaltprodukt der untersuchten RNA
enthalten soll, wurde die Alkalische Hydrolyse durchgefuihrt. Dazu wurden 2 ul der radioaktiv
markierten RNA mit 13 |l x Alkaline Hydrolys Buffer versetzt, durchmischt und gleichmafiig auf
drei ReaktionsgefaRe aufgeteilt. Die Ansatze wurden fur 4, 5 bzw. 6 min Reaktionszeit auf 95°C
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit erfolgte eine AbklUhlung auf Eis und das Abstoppen mit 10 pl Gel
Loading Buffell.

4.9 Partielle enzymatische Hydrolyse zur RNA Sequenzierung

Die RNA wurde miRNase Tkequenziert. Diese Reaktion diente ausschlie8lich zum Erstellen einer
GuaninLeiter, um auf den Sequenziergelen die Hydrolysefragmente besser zuordnen zu kénnen und
im Vergleich mit dem Strukturaufklarungsexperiment mit dem gleichen Enzym erste
Strukturinformationen zu erhalten. Die Sequenzen der verwendeten RNAs waren bekannt. Fur das
Experiment wurden 3 pl der zu untersuchenden, radioaktiv markierten RNA mit 24xuRNA
Sequencing Buffer versetzt und durchmischt. Als nachster Schritt erfolgte die Aufteilung der 27 pl auf
drei Reaktionsgefalle, so dass nachher drei Reaktionsgefale mit je 9 ul Reaktionsansatz vorlagen.
Diese wurden bei 55°C fur 5 min denaturiert whghn auf Eis gestellt. Die Reaktionsgefalie wurden

mit 1-3 beschriftet. Fir die Reaktion wurde zunachst auf Eis das Enzym hinzugegeben. Dazu wurde 1
pl RNase T{1U/ul) zu Reaktionsgefal® 1 gegeben, durch Pipettieren gemischt und anschlie3end 1 pl
aus Reaktinsgefal3 1 in Reaktionsgefald 2 Uberfuhrt, ebenfalls durchmischt und von Reaktionsgefald 2
1 ul in Reaktionsgefal? 3 pipettiert. Nachdem die Reaktionen angesetzt waren, wurden sie fir 5 min
auf 37°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte das Abstoppen der Reaktiongt 20 pl
Inactivation/Precipitation Buffer. Nach dem Abstoppen wurden die Reaktionen fiir mindestens 30
min auf-20°C inkubiert und dann fir 30 min bei 4°C und 20800 x g pelletiert. Die Pellets wurden in
einer SpeedVacc getrocknet und anschlieBend ihGgl Loading Buffer Il aufgenommen.

4.10 Partielle enzymatische Hydrolyse von RNA zur Strukturaufklarung

Bei der partiellen enzymatischen Hydrolyse wurde radioaktiv markierte RNA zu Sekundér
strukturaufklarungszwecken mit Enzymen versetzt. Diese Reaktiomerden nach kurzer Zeit
3SadG2LJJix REFEYAG RSNJ ANIGGS ¢SAt RSNJI wb!  ydzNJ w
wurden die Enzym&Nase Aspezifisch fir die ungepaarten Basen Cytosin und URNise T1
spezifisch flr ungepaartes GuanRNase Vlspezifisch fir gepaarte Nukleotide usENuklease
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welche spezifisch fir ungepaarte Basen ist, eingesetzt. Die Reaktionen der RNasen erfolgten in 1 x
RNA Structure Buffer, die d&StNukleasein 1 x Nuclease Reaktion Buffer. Fir die Reaktionen
wurden jeweils 36 pl Reaktionslésung angesetzt bestehend aus 4 pl 10 x RNA Structure Buffer (bzw.
10 x Nuclease Reaktion Buffer &ENukleasg¢, 28 ul Nukleaséreiem HO und 4 pl RNA. Nach
grindlichem Mischen wurden die Ldsungen auf vier ReaktionsgefaR@ gl aufgeteilt,
stichprobenartig wurde die Aktivitdt der einzelnen Reaktionsgefalie gemessen, um die gleichmaRige
Aufteilung der RNA zu Uberprufen. Diese wurden anschliel3end bei 55°C fur 5 min denaturiert und
langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. Vor @zymzugabe wurden die Gefal3e auf Eis gestellt
und mit 33 (RNase Tlbzw. 0 und 22 RNase Aind SENukleasebeschriftet. Das jeweilige Gefal,
welches mit 0 beschriftet war diente als Pufferkontrolle und wurde nicht mit Enzym versetzt, die mit
1-3 bzw. 24 beschrifteten hingegen schon. Die Enzymzugabe und Verdlinnung erfolgten nach dem
gleichen Prinzip wie bei der Sequenzierung beschrieben. Die Abweichung der BeschriffeRNgdmei

A und SENukleaseresultierte aus der Notwendigkeit diese vorzuverdinnenj B&Nuklease
(200U/pul) war dies eine 1:10 bzw. RNase A1 pg/ul) eine 1:20 Verdinnung in gepufferter Losung
ohne RNA, von der nach demselben Schema wie in bisher weiter verdinnt viRiMdse Vivurde

ohne OKontrolle bearbeitet, weil sie den gleich@&uffer wie die anderen RNasen verwendete und
somit keine weitere Pufferkontrolle notwendig war. Die auf Eis stehenden Reaktionsansatze wurden
anschlie3end fir je 5 min bei 37°C inkubiert und mit 20 pl Inactivation/Precipitation Buffer gestoppt.
Die weiteen Reaktionsschritte sind ebenfalls mit der Sequenzierung der RNA identisch.

4.11 Partielle chemische Modifikation von RNA  zur Strukturaufklarung

Erganzend zu der enzymatischen Strukturaufklarung wurde die chemische Modifikation von RNA
durchgefihrt. Dies erfolgte mit RNA welche nicht markiert war, aber Uber eirdparatives
AcrylamidHarnstoff Gel gereinigt wurde. Es wurden die Chemikal@methylsulfat (DM9,
modifiziert die ungepaarten Basen Adenin und Cytosin,N-Cyclohexyb Q
(morpholinoethyl)carbodtinide methoep-toulene-sulfonat (CMCY, modifiziert ungepaartes Guanin

und Uracil verwendet. Diese fllhren nicht zur Spaltung der RNA und sind nur Uber Reverse
Transkription auslesbar. Das zusétzlich verwendd&sacetatspaltet SSRNA und wére so auch ohne
Reverse Transkription auslesbar, wurde in dieser Arbeit allerdings auch nur lUber $st&N
ausgelesen. Dieses System hat den Zusatznutzen, dass die Chemikalien sehr viel kleiner sind als
Enzyme und daher sehr viel geringer sterisch gehemmt werm&tSmacht zusatzlich die Adenine
sichtbar, was nur bei den basenunspezifischen Enzymen der Fall war. Die RNA wurdeHoftélK

fur DMSModifikation und Bleispaltung, oder BMRuffer beiCMCIModifikation versetzt und mit
Nukleasefreiem HO soweit aufgefil] dass mit der jeweils eingesetzten Reagenzien Menge ein
Gesamtvolumen von 10 pl erreicht wurde. Es gab auch hier eine Kontrollreaktion nur mit dem
jeweiligen Puffer, die genau wie die Proben behandelt wurden. Die Reaktionsgefal3e wurden bei 55°C
fur 5 mindenaturiert, langsam auf Raumtemperatur abgekihlt und anschlieRend auf Eis platziert. Die
Chemikalien wurden, wie schon die Enzyme, in drei verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Von
reinemDMSwurden 1,5 pl bzw. 1 pl oder 0,5 pl eingeseBieiacetatwurde in Konzentrationen von

10 mM, 5 mM bzw. 1 mM eingesetzt. Beide Reaktionen liefen fir 5 min bei 37°C und wurden durch
Zugabe von 50 pl Phenol mischen und platzieren auf Eis abges@dg@twurde in Konzentrationen

von 25 mM, 12,5 mM und 10 mM eingsgt. Die Reaktion lief fir 10 min bei 37°C, gestoppt wurde
auch hier durch Zugabe von Phenol und kihlen auf Eis. Zu den Reaktionsgefa3en wurden jeweils 50
ul Wasser gegeben, gevortext und wie bei Phe@ioloroformExtraktion tblich zentrifugiert. Nach
Ubertrag der wassrigen Phase in 100 pl Chloroform wurde die phenolische Phase allerdings erneut
mit 50 pl H20 versetzt und nochmals ausgeschiittelt, zentrifugiert und der wassrige Uberstand mit
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der ersten Extraktion vereinigt, so dass wieder eine Losung/ChlonoVolumensverhaltnis von 1:1
bestand. Die weiteren Schritte sind identisch mit der normalen Ph@hébroformExtraktion. Das
Pellet wurde nach der Ethanolfallung getrocknet, in 5 pl Nukléiasem HO aufgenommen und fur
3 min bei 50 °C geschiitteliese Lésung ist das Template fur die Reverse Transkription.

4.12 Reverse Transkription

2,2 ul der chemisch maodifizierten RNA wurden als Template fur die Reverse Transkription eingesetzt,
als Kontrolle wurde ebenfalls 1 ul unbehandelter RNA verwendetdieliReaktion wurde die RNA

mit 1 pl 32RPmarkiertem Primer versetzt und b&5°Cflr 5 min denaturiert, es folgte langsames
Abkuhlen auf RaumtemperatuAnschlieRend wurde der RMix zugegeben, bestehend aus 2 ul 5 x
RFPuffer, 3,3 ul 5 M Betain, 0,5 pl XM dNTPMix, 10 U Reverse Transkriptase und Nuklease
freiem Wasserwomit die Reaktionsgefal3e auf 10 pl aufgefillirden. Die Reaktion lief fir 30 min

auf 50 °C. Anschlie3end wurde die Template RNA mittels 1 U RNase A abgebaut und zwar im Thermo
Cycler beeinem Programm das zunachst 15 min 37°C, 5 min 95°C, 10 min 37°C und anschliel3end auf
37°C gehalten wurde. Die zwischenzeitliche Denaturierung, war notwendig um dieRRBNA
Hybriden zu trennen und die RNA vollstandig abzubauen. Der letzte Schritt wangiibe von 10 pl

Gel Loading Buffer II.

4.13 Acrylamid -Harnstoff -Sequenziergel

4.13.1 Giel3en

Das Sequenziergel wurde verwendet, um die Produkte der-8hkturaufklarungsreaktionen
aufzutrennen. Im Laufe dieser Arbeit wurden verschiedene Acrykomndenrationen von 4 % 10

% getestet, 8 %ige Gele stellten sich als die geeignetste Variante dar und wurden standartmanig
verwendet. Das Gel enthielt aulerdem 7 M Harnstoff und war mit 1 xPUBEr gepuffert. Die
verwendeten Glasplatten wurden vor dem Gesef3behandelt und zwar die grof3e Platte mit Repel
Silane um ein Anheften des Gels zu verhindern und beim Abbau des Gels dieses auf der kleinen Platte
zu haben, welche mit BinSlilane beschichtet war. Die Gele wurden mindestens zwei Stunden vor
dem Gelvorlatigegossen.

4.13.2 Gellauf

Der Gellauf erfolgte ebenfalls in 1 x TBRufpuffer bei 48 W. Vor dem eigentlichen Lauf wurden Sie
fur 30 min durch einen Vorlauf aufgeheizt. Um eine gleichmalligere Temperaturverteilung zu
erreichen, wurden Aluminiumplatten arellen Seiten der Glasplatten, zwischen denen sich das Gel
befand, befestigt. Vor dem Auftragen wurden die Proben fir 3 min bei 95°C denaturiert. Die
durchschnittliche Laufzeit betrug 1 h 45 min, mit einer Abweichung verdG-min, denn nicht die

Zeit somlern die Laufstrecke des Gels war entscheidend. In dem verwendeten Ladepuffer waren zwei
Farbstoffe enthalten und das Gel lief so lange, bis die Bromphenelidade ca. 7 cm vom unteren
Ende des Gels entfernt war. Nach dem Lauf wurden die Glasplatteichtigs/oneinander geldst, die
BindePlatte mit dem darauf haftenden Gel mit Frischhaltefolie bedeckt und ein Roéntgenfilm
aufgelegt. Die Exposition erfolgte flr ca. 38 bis 60 hHePC.
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5 Methoden zur Proteinanalyse

5.1 Aufarbeiten der Proben der tr ansienten Expression

5.1.1 Zellaufschluss

Nach dem Einfrieren wurden die Zellen mit 500 pHERiI®ung 1 von den Schalen gespdilt und in 1,5 ml
Reaktionsgefal3e tberfihrt, in welchen 50 ul 10 % SDS vorgelegt waren. Diese wurden fiir 10 min bei
95°C inkubiertum die Proteine zu denaturieren, anschlieRend kurz auf Eis abgekihlt und die Zellen
mittels Ultraschall aufgeschlossen. Als Néachstes folgte ein Zentrifugationsschr®@@ix gftir 5

min, um die groben Zellreste zu pelletieren. Die Uberstand wurde ine nReaktionsgefaRe
Uberfuhrt, welche fir Ultrazentrifugation geeignet waren, und auf26 mg austariert. Es folgte eine
Ultrazentrifugation bei 4°C un81300 x gftir 1 h. Wahrend diese lief, wurden 4 ml Rdéhrchen
vorbereitet, in denen je 2 ml RIBbSsung vorgelegt wurden. Nach der Ultrazentrifugation wurde der
Uberstand in diese Rohrchen (berfiihrt, so dass pro Schale ca. 2,5 ml Loésung erhalten wurde.

5.1.2 Immunprézipitation
Fur die Fallung wurden Kaninch@mtiseren gegen dieRHDV Strukturproteine VP1 und VP2

verwendet. Dazu wurden 5 pl des jeweiligen Antiserums in einem Reaktionsgefal? vorgelegt und 100
pl bei VP1 Fallung bzw. 500 pl bei VP2 Fallung des Zelllysates zugegeben. Nach grundlichem
Vermischen der Losungen erfolgteneilnkubation von 1 h bei 37°C gefolgt von 1 h bei 4°C. Der
nachste Schritt war die Zugabe von Staphylococcus Aureus Protein A, um die -Rriileimper
Komplexe zu féllen. Diese Fallung wurde fur 30 min bei Raumtemperatur durchgefihrt und die
Proben wahenddessen dreimal gevortext. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation fir mindestens 12
h bei 4°C. Zur Aufarbeitung wurden die Proben gevortext um die Komplexe wieder in Lésung zu
bringen, anschlielRend erfolgte eine Unterschichtung mit 25 % Sutfimeng. @ so praparierten
Proben wurden fur 10 min bei 2000 g zentrifugiert, um die AntikdrpeProteinAKomplexe mit

ihren gebundenen Zielproteinen zu pelletieren. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand der
VP2Fillung verworfen. Mit dem Uberstand der VP4llung hingegen wurde eine erneute Fallung

mit VPXAntiserum durchgefiihrt. Die Durchfiihrung entsprach der ersten Fallung, nur dass der
komplette Uberstand verwendet wurde. Alle Fallungen wurden nach dem folgenden Schema
aufgearbeitet. Zuerst wurden die Res in 700 pl RHROsung 2 durch Vortexen resuspendiert,
anschlieRend fiir 5 min bei 2000 x g erneut gefallt und der Uberstand verworfen. Als nachstes folgte
ein identischer Waschschritt, allerdings mit 700ul-RdBung 3. Nach diesem Waschschritt wurden

die Pellets in 5 pl (VP1), oder 10 pl (VP2)IRBUNG 4 resuspendiert und 25 ul (VP1) bzw. 50 ul (VP2)
Verdaulésung hinzugegeben. Nach einer Inkubation fir 3 min auf 95°C, welche dazu diente die
Proteine von den Antikérpern zu losen folgte eine 10 mirditfentrifugation bei 800& g Der
Uberstand wurde in ein neues GefaRR uberfiihrt, dabei wurden die 2Ralangen der jeweiligen
Probe vereinigt, so dass am Ende jede Probe 50 ufel150 pl VPPréparation enthielt.

5.2 SDSAcrylamid Gele

In dieser Arleit wurden 10 %SDSAcrylamidgele mit einem Sammelgel zur Proteinauftrennung
verwendet, diese liefen in Jageféelpuffer. Die Proben wurden vor dem Auftragen 3 min bei 95 °C
denaturiert, danach kurz zentrifugiert und vollstdndig auf das Gel geladen.dlauiGrfolgte Gber

Nacht bei 4660 V. Nachdem die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte, wurde die
Elektrophorese gestoppt und die Apparatur abgebaut. Zur Vorbereitung der Trocknung wurden die
Gele 30 min in der Fixierlosung fixiert und angfdend mindestens 3 h in Entfarber geschwenkt.
Dabei sollte Glycerin in das Gel eindringen und es reil3fester machen. AnschlieRend erfolgte die
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Trocknung auf dem Geltrockner bei 54°C unter Vakuum. Die trockenen Gele wurden in
Frischhaltefolie eingeschlagemd auf PhosphoimageBildplatten exponiert. Auf ausgewahlte Gele
wurden auch Rdéntgenfilme aufgelegt.

Ergebnisse

1. Methodik

In dieser Arbeit wurden StrukteFunktionsBeziehungen der TURB®&gion in der sgnRNA des
RHDV untersuchiDie TURBS ist essagitifiir die Expression des minoren Kapsidproteins VP2. Sie
sorgt fur die Reinitiation der Translation nach Termination der Synthese des Hauptkapsidproteins
VP1. Fir die nachfolgend beschriebene Anayisd zwei Methoden verwendet worden, zum einen

ein Sekindarstrukturaufklarungssystem und zum anderen ein System zur transienten Expression der
RHDVStrukturproteine in  Zellkultur. Beide Methoden ergénzen sich, weil Uber die
Expressionsexperimente der Einfluss von Veranderungen in der TREREB®S auf ihre Flktion
untersucht werden kann. Die Strukturaufklarung liefert hingegen Hinweise auf interessante
Kandidaten fiir gezielte Mutationen und kann helfen den Grund des Funktionsverlustes, welcher bei
vielen TURBSarianten beobachtet werden kann, zu bestimmenbARB zeigt ein TURB&odell,
welches zu Beginn dieser Arbeit vorlag.

A
AC CT
C ] o
G G Abb. 2 modifizierte Darstellung des TURB&dells aus
AA TG der Arbeit von F.Krehei(Kreher 2009
AT
cchl
T A
G
(& A
Cec
GC ATc
3 0
TG
gACCG TA
G AT
GTGTG A G G
cG AT TG
CcCG CG CG
cG cG TA
5.—C G CACAG CTTTTCTTATG CTTGCAGGTGCC— 3

1.1 Konstrukte

In vorangegangenen  Arbeiten wua bereits Deletionsmutanten der TURBS sowie einige
Substitutionen und Insertionen auf ihre Reinitiationseffizientersucht Diese Experimente wurden

auf Basigles pPRmRN&Konstruktes(Meyers 2003, im Weiteren alppExpbezeichnet, durchgefihrt,
welchesdie ORFaund NTRsder sgmRNA des RHDV tragilachdem mittels Mutationsanalysen
bereits wichtige Ekenntnisse zum Einfluss von Primarstrukturelementen der TURBS auf die
Reinitiation gewonnen worden waren, sollte die Bedeutung von Sekundarstrukturelementen
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untersucht werden. Zu Beginn dieser Arbeit sollte ein System zur Aufklarung der- RNA
Sekundarstruktur verbessert werden. Dazu wumdiess KonstrukipStr erstellt. Diesesenthalt die
TURBS sanftankierenden Sequenzen und ein@P6RNAPolymerasePromotor, um einein-vitro
Transkription zu ermdéglichen. Zur Generierwmgn RNAsmit homogenenEndenwurden EcCoRV

4

{OKyAGGalGSttSy pW dyhBrukiesind dcBeinatisch iADA3gam&®RINK NI @ 5A S

T7- |
pEXp Promotor VP1-ORF M32-ORH 3'UTR

pStr —% TURBS-Region —.

EcoRV EcoRV
Schnittstelle Schnittstelle

Abb. 3 schematische Darstellunger Expressionsund Strukturaufklarungskonstrukte [radifiziert nach(Meyers 2003]

Die in folgenden behandelte’Vektoren pExpund pStr mit identischer Nummerierung tragen die
identischen Mutationen in der TURBR®gion.

1.2 Transiente Expression

Die Untersuchung der Funktionsfahigkeit der verschiedenen TWRB&hten wurde mit einem
transienten Expressionssystem in Zellkultur durchgefuhrt. Bei dem Experiment wurden \faccinia
MVAT7Y infizierte BHiellen mit den entsprechendepExpKonstrukten trasfiziert. Die Proteine
wurden mit *Smarkiertem Methionin und Cystein markiert. Nach einer Inkubation iiber Nacht
wurden die Zellen geerntet, aufgeschlossen und die Lysate mit gegen VP1 bzw. VP2 gerichteten
Antiseren versetzt. Nach einer Fallung erfolgigas Auftrennen der Proteine mittels
Gelelektrophorese. Zur Auswertung wurden die Mengen an VP1 und VP2 am Phosphoimager
bestimmt und in Beziehung gesetzt. Dieses Verhaltnis wurde mit dem fiir das \AKldbgtrukt
ermittelten Wert verglichen.

1.3 Struktur AOZET ROOT COA@DAOEI ATO 1 EO uvd i AOEEA
Diein-vitro Transkription zur Erstellung der RNA fir die Experimente wurde miRBRR®olymerase
durchgefihrt. Als DNAorlage diente das mitEcoRVgespaltene und Uber ein Agararosegel

gereinigte KonstrukpStr. Die fir die Transkription als Vorlage benutzte EBd§uenz ist in Abb. 4

dargestellt. Die transkribierte RNA wurde anschlieRend dephosphoryliert, um die Effizienz der nach

F2f 3Sy R SWarkiepuly zuiarhdhen. Um verkiirzte RNWlekile zu entfernen, @nd eine

Reinigung Uber ein Acrylamidarnstoff Gel statt. Die gereinigte RNA konnte fur die
Strukturaufklarungexperimente verwendet werden.
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pStr
1 CTCAACC ACACTCATTG ACCTGACTGA ACTCATTGAC GTACGCCCTG TGGGACCCAG
61 GCCGTCCAAA AGCACACTCG TGTTCAACCT GGGGGGCACA GCCAATGGCT TTTCTTATGT

121 CTGAATTCAT CGGATTGGGA CTTGCAGGTG CCG

Abb. 4 zeigt diepStrSequenz, didn-vitro transkribiert wurde, in schwarz: RHDV Sequenz, in grau: Fremdsequenz. Die
Nummerierung erfolgte hier wie auch im Folgenden nach der Nummerierung der TLSBBenz in den Struktur
aufklarungsexperimenten. Die ersten drei Basen sind Konstruktionsbedinghtnidentisch zur WildtypTURBS, genauso

wie die letzten zwei. Diese terminalen Bereiche liegen allerdings auRerhalb der eigentlichen TURBS und werden aufgrund
ihrer terminalen Lage bei der Strukturanalyse ohnehin nicht betrachtet.

Zur Analyse der Sekund#mskturen wurde mit vier Enzymen gearbeitet, welche RNA spezifisch
spalten. Es kameRNase Aspezifisch fiir einzelstrangiges Cytosin und Urdblase T1spezifisch fur
einzelstrangiges GuaniRNase V1spezifisch fur dsSRNA usdENuklease spezifischiir einzelstrange
Nukleinsduren zum Einsatz. Mit diesen Enzymen wurden Experimente in Puffern durchgefihrt,
welche die RNAtrukturen erhalten sollen. Zusatzlich wurde RNase T&in Sequenzierexperiment
durchgefihrt, bei dem mit denaturierter RNA geatkeiwurde, um eine Leiter aller Guanine zu
erhalten. Zur Auftrennung der Fragmente wurde ein Acryahhédnstoff Gel verwendet. Zuséatzlich

zu den Enzymreaktionen wurde bei der Elektrophorese noch eine Spur mit unbehandelter-RNA (0
Kontrolle) sowie drei Span mit alkalisch hydrolysierter RNA (Leiter) aufgetragen. Die Visualisierung
R S NSpaltgtudukte erfolgte durch Exposition gegen Réntgenfilme.

1.4 Strukturaufklarungsexperimente mit nicht markierter RNA

Es wurde RNA aus-vitro Transkriptionsansatzen weendet, wie sie auch fur die spater markierte
RNA verwendet wurde. Allerdings erfolgte in diesen Analysen gleich im Anschluss an die
Transkription die Aufreinigung Uber das AcryasHiarnstoff Gel. Die gereinigte RNA wurde dann auf
verschiedene Arten weiteprozessiert. Eine Vorgehensweise war die Behandlung Rhiasen
entsprechend dem oben beschriebenen Prinzip. Eine weitere Variante war die Behand|ubigl$nit

das einzelstrangiges Adenin und Cytosin modifiziert, odeCOMICT welches einzelstrangiges Guila

und Thymin modifiziert, odePb?-lonen. Diese spalten einzelstrangige RNA. Die Produkte wurden als
Matrize in eine reverse Transkription (RT) eingesetzt. An dieser Stelle erfolgte die Markierung der
wSIH 1 GA 2y & LINE RazhrkieBe Prime® fef® YRS (G wwtdzZNRSYy > St OKS oW
binden kénnen. Zuséatzlich wurde auch unbehandelte RNA in diReBRRtion eingesetzt {Bontrolle)

und zwei Ansatze mit unbehandelter RNA und Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen an
ddNTPs (Sequenzierung) rdiogefuhrt. Die Auftrennung und Visualisierung war mit der im
vorherigen Abschnitt beschriebenen Technik identisch.

2. Enzymatische Strukturaufklarung der TURBS

2.1 Optimierung der Technik

Mit der Etablierung der enzymatischen Strukturaufklarung wurdeeit@rvon F. Kreher in seiner
Diplomarbeit begonnen. Ein Bildausschnitt aus dieser Arbeit isihib. 5 zu sehen. Man kann
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deutlich Hintergrundbanden in der-8pur erkennen. Die Starke dieser Hintergrundbanden variierte,
so dass bei einigenTURBS/arianten mit dem (dbernommenen Protokoll zu prominente
Hintergrundbanden sichtbar waren und das Verfahren weiter optimiert werden musste.

) 64
TURBS . . . TGTGGGACCCAGG. . .
AlClGlU  ofLeiter [T1Seq | ASeq| T1 [Leed A | V1
- 3w = B =
- — — ol
= — -
= = %
1z = = -
= s = . - -
7| - —_ - s
Rt 3

Abb. 5 zeigt einen Ausschnitt aus einem Ergebnis der Strukturanalyse der RHIRBS aus der Diplomarbeit von F
Kreher (Kreher 2009. Die Sequenz des Abschnitts ist sowohl Giber dem Gelbild dargestellt, als auch an der linken Seite
mit Strichen markiert. In der Sequenzdarstellung ist die Sequenz Mlegiv 1 unterstrichen. Die Spurersind mit den
verwendeten Enzymen gekennzeichnet. Die Abkirzung Seq bezeichnet ein Sequenzierexperiment mit entfalteter RNA.

Zunachst gab es mit dem urspriinglichen Konstrukt, welches auf dem Vektorriickgvescript
basierte, Probleme. Eswurde béaréi & Ay RSNJ ! NbSAG @2y Cod Y¥YNBKENI yI
Transkription mit linearisiertem Konstrukt nicht nur das erwartete TURB&ment transkribiert
wurde, sondern drei weitere langere Fragmente entstand&meler 2009. Deshalb wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit mittels PCR eine zusatZicb&\Spaltstelle eingeflihrt, so dass
das Fragment das die TURBS hinter ein&R6RNAPolymerase Promotor enthalt, vom
Vektorriickgrat abgespalten und getrennt aufgergt werden konnte. Zuséatzlich wurden flankierend
die Erkennungssequenzen fir die RestriktionsenzaHIund Notl eingefuhrt Uber diese wurde
das Fragment in das Vektorriickgrat des in der Arbeitsgruppe vorhandenen Konsipild4g
eingefugt (Abb6). Das resultierende KonstrugBtrund seine Varianten bikten die Basis fur fast
alle in dieser Arbeit fur die Strukturaufklarung eingesetzten RNAs.

o2

NC|)t| BamHl

—>» R pStr
2238 bp

pBS-KSII+TURBS
3053 bp

Notl

p1347

14374 bp

Abb. 6 schematische Darstellung der Klonierung des Konstrukpstr. Mittels PCR wurde das Fragmemtelches die
RHDVTURBS hter einem Promotor fir dieSPERNAPolymeraseenthélt, auggehend vomKonstrukt pBSKSII+TURBS
KSNI dzal YL AFAT ASNI degaR\Sghnittstefld versefien. yAbdeidemSvurded N ffir die Klonierung
bendtigten Erkennungsguenzen fir die RestriktionsenzymBotl und BamHI eingefiihrt. Nach Restriktion des PER
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Produktes und des Konstruktep1347 mit Notl und BamHIlund anschlieender Reinigung mittels Gelelektrophorese
wurde das PCHRrodukt in das Riickgrat des Konstruktp$347 eingesetzt.

Zusatzlich wurde die Methode zur Elution der radioaktiv markierten RNA aus dem praparativen
Acrylamidgel veréndert. Nach dem ursprunglichen Protokoll war diese bei 65 °C Uber Nacht
durchgefihrt worden. Allerdings stellte es sich heraus, ahssQualitat der eluierten RNA davon
profitierte, wenn diese Elution bei 4 °C durchgefuhrt wurde. Allerdings musste wegen der
langsameren Diffusion die Elutionszeit auf-@B h erhdht werden. Zusatzlich wurde die
Sequenzierreaktion miRNase Adurch ein Stukturaufklarungsexperiment migtNukleaseersetzt.

Durch dieSENukleaseerhalt man ein zuRNase Vkomplementéres Spaltproduktmuster, welt
Nukleasean allen einzelstragigen Nukleotiden spaltet. Au3erdem ist sie das einzige der verwendeten
Enzyme, welches Adenin in ssRNA erkennt. Des Weiteren wurden die-Reaytionen in dieser
Arbeit bei 37 °C durchgefiihrt, anstatt bei Raumtemperatur. Die Erhédendreaktionstemperatur
ermdglichte kirzere Reaktionszeiten, weil die Temperaturoptima der Enzyme bei 37 °C liegen.
Zusatzlich ist dies auch die physiologische Temperatur, bei der die TURBS in infizierten Kaninchen
ihre Funktion ausfihrt. Es konnten allérds keine grundsatzlichen Unterschiede der Strukturen bei
Raumtemperatur bzw. 37 °C festgestellt werden, nur manche vorhandene Signale wurden bei 37 °C
verstarkt und der Hintergrund weiter verringert (vghbb. 8). Auch die Zusammensetzung der
Sequenziergle wurde verandert. Wahrend urspriinglich 6 % Acrylamid und 8 M Harnstoff verwendet
wurden, hat sich 8 % Acrylamid und 7 M Harnstoff als vorteilhaft fir die Auftrennung erwiesen.

49 64
pStr . . . TGTGGGACCCAGG. . .

A[C|G|U

Leiter [0[T1seq| T1 | A | st | w1

Reaktions-

0|Leiter [T1Seq] T | A | st | w1

Abb. 7 zeigt den gleichen Ausschnitt der RHOWRBS wie Abb. 5. Die gezeigSequenz ist zum einen Uber den
Gelbildern gezeigtMotiv 1 ist unterstrichen. Am linken Rand sind die jeweiligen Basen durch Striche markiert. (A) zeigt
ein Experiment, bei dem die RNA bei 4 °C eluiert wurde. Die Enzymbehandlung erfolgte bei Raumteuorféral0 min.

(B) Zeigt identisch aufgereinigte RNA, welche bei 37 °C fur 5 min mit den Enzymen behandelt wurde. Die Spaltmuster
sind bei beiden Temperaturen identisch, allerdings ist der Hintergrund bei dem unter (B) gezeigten Experiment geringer.
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2.2 Ergebnisse der Strukturaufklarung fur die Wildtyp  -TURBS

In der vorliegenden Arbeit wurde als erstes die Sekundarstruktur der WHBURBS des RHDV
untersucht. Nachfolgend werden die Ergebnisse der Aufklarung derSekKudndarstruktur mittels
Nukleasen darestellt. Die Experimente sind mit RNA, welche ausgehend vom Plag8tid
transkribiert wurde, durchgefihrt worden. Ein vollstandiges Gelbild ist in Abb. 8 dargestellt. Alle
spater in dieser Arbeit zum Vergleich mit den Mutanten gezeigten Bildausscfiritias Wildtyp
Konstrukt pStr, stammen aus diesem Bild. Um die Ergebnisse der Experimente interpretieren zu
kénnen, muss man beachten, dass nur die RN} 3YSy i S &A OK( o |-Babeddéary R
untersuchten RNA tragen, weil nur diese radioaktiv neatksind. Auf das Gel wurden die Produkte

der Enzynrreaktionen und zusatzlich eine unbehandelte KontRINA (0) sowie die Produkte der
Alkalischen Hydrolyse (Leiter) aufgetragen. Die unbehandelte RNA erfillt die wichtige Funktion
aufzuzeigen, ob schonow Beginn der Enzymbehandlung verschiedene {SpNézies vorhanden
waren. Falls in dieser Spur schon prominente Banden zu detektieren sind, kdbnnen auf gleicher Héhe
laufende Banden aus den Enzymreaktionen nicht ausgewertet werden, weil keine Unterscheidung
2wischen Reaktionsprodukt und von vorherein vorhandenem Fragment gemacht werden kann. Eine
hohe Qualitat der eingesetzten RNA ist also entscheidend fur die Informationen, welche ein solches
Experiment liefern kann. Die partielle Alkalische Hydrolyse mitdlenaturierter RNA durchgeftihrt,

so dass die Zuganglichkeit zu jeder Base identisch ist. Dies flhrt zur statistischen Spaltung der RNA. Es
entsteht also eine Leiter welche jede Base in der RNA reprasentiert und die Orientierung auf den
Gelbildern erleibtert. Auf jedes Gel wurden fur die verwendeten Enzymen jeweils drei Reaktions
ansatze aufgetragen, diese reprasentieren drei Verdunnungsstufen des Enzyms. Die mit 1
beschriftete Spur enthalt die 10 fache Enzymmenge wie die Spur 2 und diese wieder dighd0 f
Enzymmenge wie Spur 3. Zusétzlich gibt es bei den Strukturaufklarungsexperimenten noch eine zum
jeweiligen Ansatz gehérende-Spur, die mit Ausnahme des Enzyms den gleichen Reaktionsmix
enthalt wie die Reaktionsansatze. Diese wurden identisch widRdaktionsansatze behandelt und
dienten zur Kontrolle, um RNAbbau ohne Enzymzugabe detektieren zu kdnnen. FB¢ase V1
wurde auf die @Spur verzichtet, weil die Reagenzien identisch mit den Riase Aund T1
verwendeten waren. Die mit T1 Seq beschriftetSpuren reprasentieren die Behandlung von
denaturierter RNA miRNase Tlwelche flir ungepaarte Guanine spezifisch ist. Man erhalt also eine
Leiter, welche alle Guanine in der RNA zeigt. Weil die Sequenz der RNA bekannt ist, kann man diese
Leiter als Orietierungshilfe nutzenum die Produkte der anderen Reaktionen einem definitiven
Sequenzausschnitt zuzuordnen. Die folgenden mit T1 beschriftet Spuren, reprasentieren das
Strukturaufklarungsexperiment miRNase T1Die eingesetzte Enzymmenge und die Reakti
bedingungen sind identisch mit dem Sequenzierexperiment, nur der Puffer ist ein anderer.
AuRerdem fehlt der Denaturierungsschritt. In diesem Experiment sind nur noch die in der nativen
Form der RNA ungebundenen Guanine zu sehen, so dass schon duibrdkich von Sequenzier

und Strukturaufklarungexperiment erste Strukturinformationen erhalten werden kdnnen.
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0 Leiter T1 Seq i A S1 V1

StoppI _ -
Start § _ -

Motiv2|

A Reaktions-
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AlClG|lU 0 Leiter T1 Seq T4 A S1 V1

Motiv2*m | -

Motiv1

Motiv2"| =

Reaktions-
B ansatz 1 2 3 0 1 2 3 o0 1 2 3 0 1 2 3 1 2 3

Abb. 8 ist aufgeteilt in(A) und (B). Zusammen zeigen sie ein vollstandiges Sequenziergel, auf das die Reaktionsprodukte
der enzymatischen Strukturaufklarung der vagoStr transkribierten RNAaufgetragen wurden. Die chwarzen Pfeile am
Rand zeigen diédentischen Positionen an, an denen digld®r Uberlappen. Jeweils am oberen Rand sind die Produkte
bezeichnet, welche aufgetragen wurden. Von links nach rechts liegt folgende Reihenfolge vor: unbehandelte RNA (0),
folgend drei Spuren mit Alkalischer Hydrolyse (Leiter), Sequenzierexperiment nifatieter RNA undRNase T{T1 Seq),

dann die eigentlichen Strukturaufklarungsexperimente mit gefalteter RNA in der ReihenfBijase T1T1),RNase AA),
SENuklease(S1) und schlieliciRNase VIV1). Die jeweiligen Enzymverdiinnungen sind am untereméangegeben
(Verdunnungsschema in Material und Methoden). Die Bezeichnungen werden auch im Folgenden wie in dieser Abbildung
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verwendet. Teil (A) zeigt die RNA von Base B, (B) von 13%4. Die Spaltprodukte, die weniger als 13 Basen haben,
sind nicht aif dem Film abgelichtet. Am oberen Ende von (A) ist die ungespaltene RNA zu erkennen. Der schwarze Stern
zeigt zuséatzlich eine verkirzte RNA Spezies, welche bei der Aufreinigung der markierten RNA nicht entfernt werden
konnte, weil sie zu nah an der unveilkzten RNA lief. Unterhalb dieser Markierung ist das Gel vollstéandig auswertbar.
Die Basenfolge ist am linken Rand durch Striche markiert. Ebenso sind durch Balken die Lalytreri, Motiv 2 und

Motiv 2* sowie der Start/StoppRegion markiert.

Mit A Uibesschrieben sind die Strukturaufklarungexperimente, die Riitase Alurchgefihrt wurden.

Diese spaltet RNA bei den Basen Cytosin und Uracil, wenn sie ungepaart vorliegen. Weiter rechts sind
dann, mit S1 beschriftet, die Strukturaufklarungsexperimente &#tNukleaseaufgetragen. Diese
spaltet einzelstrangige RNA (und DNA). lhr Produktmuster ist somit komplemen@Nase V1die

als nachstes aufgetragen ist und doppelstréangige RNA spaltet.

Die Position der Spaltung des Rickgrates der RSsin zweiGruppen eingeordnet werdenweil

die Produkte unterschiedlichdsaufverhalten haben. Dies muss bei der Auswertung der Experimente
beachtete werden. Wahrend die Spaltung bglkalischer HydrolyseRNase Aund TLo ¥ RS a
Zielnukleotides erfolgt, spalteRNase Vind StNukleasgp ¥ & S A (i A SchohdatiiRergiah St & @
sich eine Veranderundes Laufverhaltens. Zusatzlich unterscheiden sich die Spaltprodukte durch
einen Phosphatrest, welcher das Larvalten der Hydrolyseproduktdeeinflusst (Ehresmann,

Baudin et al. 198y

In Abb. 8ist gut zu erkennen, dass nur ein Kleiner Teil der TLERRIg®N Basenpaare ausbildet. Was

an der grof3en Zahl von Signalen fur die einzelstrangspezifischen Enzyme ersichtlich ist. Die teilweise
Uberlagerung dieser Banden mit Signalen fiir RNase Vkanndamit erklart werden, dass diese

auch Bereiche erkennt, in denen die Ringsysteme der Basen miteinander interagieren, die also
4238yl Yasgea$id O mufweilan (Draper 1988 Eindeutig gepaarte Bereiche sind in der
untersuchten Region offensichtlich in der Minderheit.

3. Primer -Extension Experimente zur Strukturanalyse
Y%dzA NGT £ AOK T dzNJ Syl eyl GdAao0KSy r {RNANHzjuiddaNJayth t & & S

Strukturanalyseexperimente mit unmarkierter RNA durchgefuhrt. Die Markierung erfolgte im
' yAOKf dzad NOSNJI SAYyS wSOSNES ¢NIYya{NARLIIA2YZ 0SA

F

verwendeten Primer sind in Abb. 9 schematiscNdhS &4 G St f Gd 5AS t NAYSNI 0AYyR!

analysierten RNA 2 f ST Nf a> &2 RIFIda RAS oW aSAGA3ISYy {LIfd

DS3ASyal Gi 1T dz RSN #A&dzr ft AAaASNHzy3I RSN pW { LI f (i LINZ
R

+ 2 NI SAtmerRENISYyENRY G !'yIfeas Aradz
welche die RNA spalten, wie beispielsweise die bereits beschriebenen Nukleasen, sondern auch
Reagenzien, welche die Basen modifizieren, so dass keine Basenpaarung mehr isto@iclthe
Modifikationen inhibieren die Reverse Transkription und sorgen flur spezifische Abbriiche bei der
cDNA Synthese. Die cDNAs koénnen im Anschluss Uber ein Sequenziergel aufgetrennt werden. Man
erhalt damit ebenfalls ein flr das eingesetzte Reagspezifisches Produktmuster.

42

&8 yAOKG v dzNJ



117 155
pStr ATGTCTGAATTCATCGGATTGGGACTTGCAGGTGCCGAT

I P E 1
I P E2/rwPE3

Abb.dd 51 NEG St f dzy 3 R SRNA mitdermBhduhgdsyelleRR &Nfiir ¢i& Retierse Transkription verwendeten
Primer. Die PrimerwPE2und rwPE3sind von den Sequenzen identisatwPE3ist allerdings HPLC gereinigt.

3.1 Etablierung der Technik

Die Technik der PrimdExtension Analyse wurde in dieser Arbeit neu in der Arbeitsgruppe etabliert.
Zunachst wurde die in der Arbeitsgruppe vorhandekidV Reversd@ranscriptasedes Herstellers
LifeSciences verwendet. Das erste Expent ist in Abb. 10 dargestellt. Die Ergebnisse dieses
Experiments waren ernichternd, weil schon di§gur des Strukturaufklarungsexperiments nahezu

SAYyS @g2tftaldNyYyRAIS [ SAGSNI RI NBESpStmit inBehandelteARNA RS NJ {
ganzlinks in Abb.10 zeigt extremen Hintergrund, auRerdem ist sie stark tUberladen und deshalb sind
keine definierten Banden sichtbar.

Abb. 10 erster Versuch der Primer Extension Analyse mit nur
0 LeeA T1 Seq T1 wenigen Proben. Die Reverse Transkription wurde bei einer

Temperaur von 40 °C mit dem PrimewPEldurchgefuhrt. Zu
-
—_—
0 - 1 2 30 1

auswertbar.

Reaktions-
ansatz

sehen ist der starke Hintergrund, Die Spuren sind nicht
2

Es wurden in der Folgendere Reverse Transkriptasen ausprobietm einen dieAMV Reverse
Transcriptasaund zum anderen di&RevetAid Premium Reverse Transcriptasesiche auf deiM-
MuLV Reversen Transkriptdsasiert. Die Ergebniesdes Vergleichs sind in Abb. dargestellt.Zum
Vergleich wurde auch eine RNA untersucht,cliel mit RHDV nichts zu tun hat. Deutlich erkennbar
ist, dass diese einen geringeren Hintergrund aufweist.

Auch die Menge an RNA, welche fir die Strukturanalyse eingesetzt wurde, sowie die
Primerkonzentation (bestimmt an der radioaktiven Zerfallsragro Sekunde) wurden variiert.
AulRerdem wurde ein langerer Rrer bestellt um eine bessere Bindung an die RNA zu erreicloen,
dass die Temperatur fir die eRerse Transkription angehoben werden konnte. Alle diese
Optimierungsschritte fiihrten nicht zum gewlinschten Result@dén Hintergrund deutlich zu
reduzieren. Zugae vonDMSChzw. Betainin verschiedenen Konzentrationen wurde ebenso getestet
und brachte eie Verbesserung der Ergebnisse, wobei sich 1,Batinin den Reaktionen als die
beste Variante herausstellte. Dies wurde bei allen folgenden Experimenten zegé&satGelbild, das

die Ergebnisse einer enzymatischen Strukturanalysereaktion nach der optimierten Methode enthélt,
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ist in Abb. 12 dargestellt. Im unteren Bereich des Bildes ist weiterhin ein starker Hintergrund zu
erkennen. Dieser konnte nicht weiterdeziert werden.

Ohne
| RNA ‘ * Kk K

I RNA welche nicht aus der

RHDV-TURBS stammt
’ Ohne |
RNA * K K

RevertAid | Amv | Amv: RevertAid | Amv | Amv*

Abb. 11 zeigt in allen Spuren unbehandelte RNA, welche nach drei verschiedenen Protokollen fir die Reverse
Transkription vorbereitet wurde. Es wurden drei verschiedene Reverse Transkriptasen getestet, &M Reverse
Transkriptasenvon zwei verschiedenen Herstellern und eingl-MulV basiertes Enzym. Au3erdem wurde eine nicht
RHDVRNA ebenfalls getestet (Spuren mit Stern gekennzeichnet).
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Motiv2*ll
Motiv1 I
Motiv2* =

Motiv2 I

VP2 I =
Start

VP1
Stopp I

0 Leiter| T1 Seq |
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2 3 012 30 1

2280 1 2@

Abb. 12 Zeigt die Produkte
eines Experimentes  zur
Strukturanalyse mittels
reverser Transkription von
partiell enzymatisch
gespaltener pStrRNA. Die
Leiter an der linken Seite
zeigt die Positionen der
Basen. Zu erkennen st
auRerdem der starke
Hintergrund im unteren Teil
des Gels, welcher die
Auswertung in  diesem
Bereich schwierig machte.
Die Motive sowie VP2Start
und VPZEStopp sind durch
Balken gekennzeichnet.

45



(2]
c

Motiv2*ll

Motiv1 I

Motiv2* =

 Ge{ 1 (5

Motiv2 I

VP2 I =
Start

VP1
Stopp

IR

0| Leiter| T1Seq | T1

Reaktions-
ansatz

1

2 3 012 30 4

DMS

230

cmet | v

1

2

3

1

2

| Por |

3

1

2 3

46




Abb. 13 zeigt ein Ergebnis der chemischen Modifikation von einer p&itr abgeleiteten RNA. Di&kNasen Tiind V1sind
ebenfalls verwendet worden, weil keine Chemikalie verfligbar war, welche dsRNA modifiziertRiNdse Tnit Guanin

Leiter die Orientierung auf dem Gelbild erleichtert. Auch hier sind die Motix&?2Start und VPXStopp mit Balken
eingezeichnet. Wie schon bei Abb. 12 erwahnt, ist im unteren Bereich des Bildes also bei den kurzen Fragmenten, der
Hintergrund sehr stark und erschwert die Auswertung der Ergebnisse.

Auch in dem in Abb. 13 gezeigten Experiment mit chemisobdifizierter RNA ist der starke
Hintergrund zu beobachten. Bei dieser Technik wurde nicht markierte RNAM®oder CMCT
behandelt. Die Chemikalien maodifizieren ungepaarte BaBdh§ Adenin und CytositGMCT Guanin

und Uracil. Die modifizierten Basen kénnen in der reversen Transkription keine Basenpaarung mehr
eingehen, somit fuhrt die Modifikation zum Kettenabbruch. Zuséatzlich wurden zweiwertige Blei
lonen verwendet, welche basenunspezifisch EinzelstRRINg spalten. Die chemische Modifikation
brachte zusétzliche Informationen, zum einen aufgrund der von den Enzymen abweichenden
Spezifitadten und zum anderen wegen der geringeren GroRe der aktiven Reagenzien. Dies reduziert
sterische Beeintrachtigungen. So kd@ mit DMS das Adenin vorMotiv 1 modifiziert werden.
Dagegen war miBENukleaseeine Spaltung an dieser Stelle nicht zu beobachten.

Lya3dSalyid 12yyiSy RAS 9NHSoyAaasSz ¢St OKS YAl RS
PrimerExtension basierteestéatigt werden. FliMotiv 1 ist an den Signalen zu erkennen, dass es
ungepaart vorliegt. FURNase VEind Signale fur die Basen-6& zu sehen. Dies spricht flir dsRNA,

gAS AY ClFft RSNJ p¥ al NyMoth Rkyhanar im20ekgleithat RMaSeKTS y & 1 dz
Ansétze mit gefalteter bzw. denaturierter RNA erkennen, dass das Signal im gefalteten Zustand
zuriickgeht. Allerdings ist dies nicht so leicht zu sehen, weil schon ein starkes Hintergrundsignal
vorliegt. Fur die Start/StopRegion ist aufgrund es Hintergrunds keine eindeutige Aussage mehr

mdglich. Auch wenn in den Spuren mit den ReaktionsproduktenRiase V-Bignale vorhanden

AAYRZI RAS NoSNJ RSy 1 AYyGiISNANMzyR KAyl dza3aSKSyz 11
Markierung von einem Hinweis idsRNA in diesem Bereich sprechen. Aus Zeitgrinden wurde in

dieser Arbeit auf eine weitere Optimierung der Technik verzichtet, weil sich kein Anhaltspunkt fr
SAySy T dzaNidl t A0KSYy 9N] SyyilyAaa3aSserayy SNHIO dzy' R
markieii SNJ whb ! YAOKGO Ay “%gSATFSH 238y 1ttS HSAGSH
durchgefinhrt.

4. Einflu ss von Mutationen auf die TURBS-Struktur

In der Arbeitsgruppe sind in der Vergangenheit schon viele TWWREBfiten im transienten
Expressionssystem getestet worden. Dabei wurde festgestellt, dass Deletionen von drei Basen in
weiten Bereichen der RHBMURBS nur wenig Einfluss auf die FunktionTdéRB3haben (Meyers

2007, Kreher 2009 Nach den Ergebnissen derr@turaufklarungsexperimente liegen in den
Mutanten, welche nur geringen Einfluss auf die \BXpression zeigen, die deletierten Basen in der
Wildtyp-RNA ausnahmslos einzelstrangig vor. Dagegen haben Deletionen, welche die- dsRNA
Bereiche betreffen, immertarken Einfluss auf die Reinitiationseffizienz. In dieser Arbeit wurden zu
Beginn auch jene Deletionen untersucht, welche in den ungepaarten Bereichen liegen und einen
Einfluss auf die TURBBNktion zeigen, allerdings konnten keine Einfliisse auf die Sékstnuktur
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Aufgrund des starken Einflusses der Deletionen, die Basen
betreffen, welche nach den ersten Ergebnissen dieser Arbeit gepaart vorliegen, wurden die Analysen
im Folgenden auf jene Regionen konzentriert.
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4.1 Einfluss von Deletionen nahe Motiv 1 auf die Effizienz der Reinintiation

Es konnteschon in vorangegangendxrbeitengezeigt werden, dass die Deletionen von drei Basen in
der Nahe dedMotiv 1 zu einer sehr starken Reduktion der VPgression fuhrterfMeyers 2007.

Laut den Daten aus den hier beschriebenen Strukturaufklarungsexperimenten liegen diese Bereiche
zum Teil gepaartar. Die Mutationen sind im Vergleich zum Wildtyp in Abbdargestellt.

— o it Abb. 14 Vergleich der 8quenzen der
TURBS/arianten pStr4, pStr5 und pStr6
mit dem Wildtyp pStr. Das Motiv 1 Ist

. unterstrichen. Die gepaarten Basen sind
VP2-Expression in % . . . .
49 8 mit einem grauen Rahmen marért. Die

pStr TGTGEGACCCAGECCETCCAAMAGCACACTCE 100 Lage der gezeigten Sequenzen st
schematisch an der gesamt TURBS gezeigt.

pStr4 TGTGGGA---AGGCCGTCCAAAAGCACACTCG 8
pStr5 TGTGGGACCC---CCGTCCAARAAGCACACTCG 3
pStré TGTGGGACCCAGG---TCCAARAGCACACTCG 72

In diesen Untersuchungen wurde festgestellt, dass die ReiniatiationseffizienzExpressions
konstrukten, deren Deletionen denen vaeStr4 und pStr5 entsprachen, bei 8 % bzw. 3 % des
Wildtypniveaus lagenpStré hingegen war in der Lage 72 % der fur den Wildtyp ermittelten- VP2
Menge zu exprimieren. Wie iAbb. 14 zu sehen, liegen die Deletionen der Konstrugtgtr4 und
pStr5in einem Bereich, der inad Wildtyp TURBS doppelstréangig ist. Um einen Einfluss auf die
TURBSStruktur zu untersuchen, wurden diese beiden Mutanten im Strukturaufklarungssystem
getestet. Ebenso wurde die Varianp&tr6analysiert, welche direkt angrenzend, aber auf3erhalb des
dsRNABereiches liegt. Die Ergebnisse der Strukturaufklarung fur den Bereldiotab1 sind in Abb.

15 gegenibergestellt. Man kann erkennen, dass die Varig®&4 die eindeutigen dsRN&ignale

des Wildtyps im Bereich der Nukleotide-68 nicht mehr zeigt. Glohl nur eine Base der gepaarten
Region deletiert ist, reicht dies offensichtlich schon aus, um die Interaktion nachhaltig zu schwéachen.
Besonders gut kann man das beim Vergleich d@Nase T1Sequenzier und Struktur
aufklarungsreaktionen erkennen. Wahrei der Strukturaufklarungsreaktion fir den Wildtyp die
Guanine 60 und 61 nicht zu finden sind, zgig§trddiese eindeutig. Zusatzlich kann man erkennen,
dass die Zugéanglichkeit der ungepaarten RNAStENukleasein der Nachbarschaft besser ist, die
Sigrale sind starker und auch zahlenmafig medtNukleaseist das mit Abstand grof3te der hier
verwendeten Enzyme und reagiert deshalb am empfindlichsten auf sterische Hinderung. Es kommt
bei dieser Mutation aber noch nicht zu einer deutlichen Umfaltung dsduSdarstruktur dieses
Bereiches der RNA. Diese ist beim Konstp#dr5zu erkennen. Dort kommt es zu einer deutlichen
Steigerung des dsRMNi¥nteils, besonders wenn man beachtet, dass drei der vier im Wildtyp
gepaarten Basen deletiert wurden. Fir das letKonstruktpStré wiederum ist zu erkennen, dass

sich eine dem Wildtyp entsprechende Faltung der RNA einstellt. Diese Ergebnisse decken sich mit
dem Einfluss der Deletionen auf das MB&ressionsverhalten. Je starker die Struktur der TURBS
verandert wird,desto starker ist auch die Reduktion der M#@nge und damit die Beeintrachtigung

der TURB&unktionalitat.
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pStr . ..GGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACACTCG. . .
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Reaktions- B D
ansatz 123012301230123123 123012301230123123

Abb.15 Vergleich der Region zwischen Position 53 und 80 der TURBS fur den Wild8tp (A) und die
DeletionsmutantenpStr4 (B), pStr5 (C) undpStr6 (D). Die Spuren sind nach den jeweiligen Spaltprodukten bezeichnet,
welche aufgetragen wurden. Die Sequenz des Wildtyps ist Uber den Bildern dargestellt. Bei pStr sind 0 und Leiter in
anderer Reihenfolge aufgetragen, daher die zusétzliche Beschriftibgr dem Bild. BesonderpStr und pStr5 zeigen
deutliche Unterschiede im Spaltverhalten de8:Nukleaseund RNase V1Man kann beipStr5 eine Verschiebung des
Signals RichtundRNaseV1, also dsRNA erkennen, wahrend d&&NukleaseSignal fur ssRNA abnimmt. Bpbtr5 sind
drei Basen deletiertdie in pStreinen dsRNABereich bilden. BepStr4betrifft die Deletion nur eine der gepaarten Basen,
hier sind die Verschiebungen nicht zu sehen. Vielmehr scheint die Zuganglichke®#Niukleaseverbessert zu sein, was
zu stérkeren Signalen fuhrt. Zu erkennen ist allerdings, d&¥¢ase THdie Guanine 60 und 61 in der gefalteten RNA
schneiden kann, was auf den Verlust derpi$trgepaarten Bereiche hindeutet und die fir dieses Konstrukt bachtete
Funktionsbeeintrachtigung erklaren kdnntgStr6zeigt wiederein dem Wildtyp pStrdeutlich ahnliches Muster in iksem
dsRNABereich.

4.2 Untersuchung des dsRNA-Bereiches in der Start/Stopp -Region

Wie in Abb. &u erkennen befindet sich auch im Beth des VR-Startcodons und VRStoppcodons

ein Bereich von dsRNA. Die Sequenz der Varia8ter, welche in diesem Bereich eine Substitution
aufweist, ist inAbb. 16 dargestellt.Diese Variante stammt ebenfalls aus vorangegangeirbeiten
(Meyers 2003 Ein Expressionskonstrukt mit derselben Substitution wies ein reduziertes VP2
Expressionslevelon 53 % des Wildtyps auf. Es war also mdglich mit nur einem Basenaustausch die
Reinitiationseffizienz uratwa die Halfte zu verringern.
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Motiv2 ATG..TGA

111 140
pStr .. . TTTCTTATGTCTGAATTCATCGGATTGGGA. . .
pStr7 o c .TTTCTTATGTAE&ATTCATCGGATTGGGA. ..

Abb. 16 Vergleich der VariantgStr7 mit pStr. VP2Start und VPEStoppsind unterstrichen. Die zwei Positionen, welche
verandert werden konnen, sind schwarz hervorgehoben. Die Bereiche, die in der WHBIMA doppelstréangig sind,
werden durch einen Kasten gekennzeichnet. Schematisch ist die Lage der gezeigten SequenzenTidRESRegion
gezeigt.

Die Einflusse auf die Reinitiation wurden nun auch auf Ebene derSRNWur untersucht. Bei
diesen Untersuchungen zeigte sich in der RNAp&in7eine bessere Zuganglichkeit fir einzelstrang
spezifische Enzyme zu den Positionet9-123. Besonders im Falle d&Nasen Aund T1, sind
zusatzliche Produkte zu erkennen, bzw. bereits vorher schwach sichtbare Signal sind deutlich starker
ausgepragt Abb. 17). Zu sehen ist eine deutliche Abschwachung des SignalRNase VIir die
Positbnen 120123 in der Variante gegeniber dem Wildtyp. Komplementéar dazu sind Signale fir die
Guanine 119 und 123 in der gefalteten RNA &fiNukleasein pStr7zu sehen, dies konnte jnStr

nicht beobachtet werden kann. Das trotzdem vorhandene ProduktmustriRNase V1wenn auch
deutlich geschwécht, lasst darauf schliel3en, dass die urspriinglich vorhandene Interaktion partiell
noch vorhanden sein dirfte.

119 133
. . .GTCTGAATTCATCGG. . .

. . .GTATGAATTCATCGG. . .

Reaktions-
ansatz 172 30123012301 23123

Abb. 17 Vergleich der Strukturanalysen fur die RNA der VarianpgStrund pStr7im Bereich der Positinoen 119133. Die
Verschiebung der Produkte volRNase VlgegeniberRNase Tlkommt durch eine am Rand nach oben gebogene
Lauffront (vgl.Abb.8) des Gels, sowie das unterschiedliche Spaltverhalten RBaserzustande.

Die bisher Beschriebenen Untersuchungen der dsRat&iche lieferten nur die Informationen, dass

die betreffende Region mit einer anderen Region des Molekils gepaart vorliegt. Die hier verwendete
Methode kannnur indirekte Hinweise auf den Interaktionspawer liefern. Fur die Erstellung eines
Sekundarstrukturmodells muss dieser Partner allerdings bekannt sein. Potentielle Partner lassen sich
durch den Vergleich der Sequenzen finden. So kann Adenin beispielsweisd bliacilpaaren oder
Guanin nur mit Cyitsin oder Uracil. Als potentieller Bindungspartner fir den hier untersuchten
Bereich der Basen 12123 wurden schon in einer vorangegangenen Diplomarty&ither 2009 die
RNASequenz der Basen 1-392 vorgeschlagenUm dieg Theorie zu Uberpriferwurde die DNA
Vorlage fir diein-vitro Transkription mit dem RestriktionsenzyBEcoRIverkirzt @bb. 18A). Die
verkirzte Variante wurde im Strukturaufklarungssystem uberprift. Das ErgebnisAsbirl8B zu

50



sehen und wiederlegt dieorgeschlagene Interaktion, deriRNase VZeigt immer noch dasselbe
Spaltmuster, obwohl der postulierte Bindungspartner in der verkiirzten RNA nicht vorhanden ist.

A
113 155
pStr . . . TCTTATIGTCYGAATTCATCGGATTGGGAJTTGCAGGTGCCGAT
pStr EcoRI ...TCTTATGTCIGAATT
B
AlC|GIU Leiter 0| T1Seq T1 A S1 Al

Reaktions-
ansatz 12 3 012 301 2 301 2 312 3

Abb. 18in (A) ist der Vergleich des KonstruktgsStrmit und ohne zusétzliche Spaltung nmiicoRgezeigt VP1Stoppund
VP2Start sind unterstrichen. Die postulierten Interaktionspartner sind in graue Kasten gefaé3).zeigt das Ergebnis
eines Strukturaufklarungsexperiments mit der verkiirzten RNA. Gezisigter Bereich von Base 113 bis 127.

4.3 Substitutionen, die dsRNA -Strukturen verhindern

In den bisherigen Untersuchungen konnten die bereits zuvor vorgeschlagenen Strukturfotron

1, welches einzelstrangig vorliegt, sowie die Paarung Motiv 2 mit Motiv 2* bestatigt werden
(Luttermann and Meyers 200Meyers 2007 Luttermann and Meyers 2009Die weiteren Arbeiten
befassten sich mit den dsRMBereichen, welche in den Strukturanalysen neu gefunden wurden.
Dazu zahlen die Basen an Positionen-332 3436 und 5861 und ihre potentiellen
Interaktionspartner an den Positionen 1008, 8882 und 120123. Diese potentiellen Interaktionen
wurden durch Sequenzanalysen und die Daten aus den Strukturaufklarungsreaktionen ermittelt. Abb.
19 zeigt ein auf dieser Basis erstelltes Sekundarstruktuathod
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Abb. 19 Modell-Darstellung der TURBBegion mit der bereits zuvor nahegelegten und hier bestatigten Interaktion der
Motive 2 und 2* (gestrichelter Kasten) und demeu gefundenen dsRNABereichen die durch schwarzen Kéastchen
hervorgehoben sind. Digetztgenannten Interaktionen sind Hypothesen, die im Folgenden tberprift werden sollen.

PExp
PExpl6 (*)
PExp18 (")

PExp22 (X)

PExp
PExpl6 (*)
PExp18 (")

PExp22 (¥)

Motiv1 Motiv2 ATG..TGA

A X

32 77
. .CTCATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC

. .AACATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC
. .CTCATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC
. .CTCATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC

124
TCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGTCTGA. . .

TCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGTCTGA. . .
TCACTTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGTCTGA. . .

TCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGAGTGA. . .

Abb. 20 Substitutionsvarianten zur Zerstdérung von dsRiBAreichen. In schwarz sind die verdnderten Basen gezeigt.
Start und Stopp sind unterstrichen. Im oberen Beghiist ein Schema der TURB®gion mit Lage der Motive und der
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Start/Stopp-Region gezeigt. Die Varianten sind sowohl fur den Expressionsvekpixp als auch den
StrukturaufklarungsvektorpStr erstellt worden. Die Lage der Substitutionen in der TURB&jionist Uber Symbole
markiert, die auch in Klammern bei den Namen der Konstrukte aufgefuhrt sind.

Um die postulierten Interaktionen zu Uberprifen, wurde jeweils eine Seite der potentiellen
Interaktionspartner so verandert, dass sich die Interaktion in dsulteerenden Variante nicht mehr
ausbilden sollte. Die zunadchst konstruierten Varianten sinébb. 20 dargestellt. Zu beachten ist
dabei, dass die Basen 122 und 123 nicht veré&nderlich sintisigeTeil des essentiellen \\Biopp
Signals sind.

4.3.1 Ergebnisse der transienten Expressionsstudien

Die in diesem Abschnitt verwendeten TURBS®ianten sind komplette Neukonstruktionen. Deshalb
wurde zunachst der Einfluss der Veranderung auf die Expression von VP2 in Zellkulturexperimenten
untersucht. Dabei wute das KonstrukpExp welches die ORFs der RHDV sg mRNA enthalt, g BHK
Zellen transfiziert. Diese waren zuvor mit Vaccinia MVAnfiziert worden. Durch dieses Virus wird
eine T-RNAPolymerasein den Zellen exprimiert, welche den -Promotor despExpVektors
erkennt und somit eine RNA transkribiert, die durch die Vacciniavirus JPalynerase
polyadenyliert wird Das Vaccini/irus stellt zudem ein Cafnalogon bereit. Somit entsteht eine
funktionale mMRNA, welche von der Translationsmaschinede Zklle translatiertwerden kann
(Meyers 2003 Die Markierung der Proteine erfolgte radioakti¥azu wurde in einem sogenannten
Markierungsmedium gearbeitet, dem die Aminoséuren Methionin und Cystein fehlten. Fir die
Markierung wurden®S markiertes Methionin und Cystein zugegeben, welche in die ab diesem
Zeitpunkt translatierten Proteine eingebauturden. Nach einer Inkubationszeit wurden die Zellen
geerntet und aufgeschlossen. Die Zelllysate wurden anschlieBend entweder mitRAintikdrper

oder antiVP2Antikorper versetzt und nach weiteren Inkubationszeiten mittels zugefligten fixierten
Staphybcoccus aureus Bakterien gefallt. Die gefallten Proteinkomplexe wurden anschlieRend
aufgearbeitet und von den Antikdrpern abgespalten. Die aufgearbeiteten Proteine wurden danach
Uber SDS5elelektrophorese aufgetrennt. Nach dem Lauf sind die Gele fiaetfarbt und im
Anschluss getrocknet worden. Die Auswertung erfolgte mittels Phosphoirfagdyse bzw. durch
Auflegen von Roéntgenfilmen. Zur Quantifizierung wurden wegen des wesentlich breiteren linearen
Bereiches der PhosphoimagBildplatten und der dikten Zuganglichkeit der Ergebnisse in
elektronischer Form ausschlieB3lich die Phosphoimd@gmen verwendet. Um die Messwerte
auswerten zu konnen, mussten diese durch die Zahl der markierten Aminosauren im jeweiligen
Protein geteilt werden. Wahrend VP1 h3arkierbare Stellen besitzt sind es im Falle des VP2 nur
zwei. Aul3erdem muss der VAert mit 5 multipliziert werden, weil fur die Fallung von VP2 die
funffache Menge eingesetzt wurde um die niedrigere Expressionsrate zu kompensieren. Unter
Einbeziehen diger Korrekturfaktoren wurde das Verhéltnis VP2 zu VP1 bestimmt. Die in dieser
Arbeit verwendeten Prozentwerte erhalt man durch das Teilen des VPAN&rtes der
entsprechenden Variante durch den VP2/MR&rt des WildtypKonstrukts multipliziert mit 100.
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Abb. 21 Ergebnisse der transienten Expressionsexperimente mit Substitutionsvarianten. In (A) sind die Ergebnisse eines
Expressionsexperimentes in Form der Polyacrylamid Gele mit den prazipitierten Proteinen gezeigt. (B) zeigt die
Quantifizierung der Ergefisse von drei unabhangigen Experimenten. DieAghsenWerte geben die Menge VP2 im
Verhaltnis zum Wildtyp gExp an, der auf 100 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Streuung der Messwerte in
Form der Standartabweichung.

In Abb. 21list zu erkennendass die Substitution ipExpl6den starksten Einfluss auf die VP2
Expression hat. Der Austausch von zwei Basen sorgt fir eine Reduktion der Reinitiationseffizienz auf
47 %. Die Einflisse der beiden anderen Varianten sind nicht so stark. Im Fallexpdsogar kaum
vorhanden, obwohl in diesem Fall drei Basen ausgetauscht wurden. Der Austausch von zwei Basen
zwischenVP2Start und VPEStoppfihrte beim KonstrukipExp22nur zu einer Reduktion der VP2
Expression um 34 %, also weniger als der Einzelaustausch entsprechend KaguStrigkder in
Expressionsexperimenten, eine Reduktion von 47 % lieferte (vgl. Abschnitt 4.2).

4.3.2 Ergebnisse der Strukturaufklarungsexperiment e

Die Konstrukte wurden alle zusatzlich im Strukturaufklarungsystem untersucht, um ihre
Interaktionspartner identifizieren zu kénnen. Im Falle der Varigifsérl6ergaben sich eindeutige
Hinweise auf eine Interaktion fur die veranderten Baser332Abb. 22). Hier taucht deutlich fur
Position 108 ein Signal beim Strukturaufklarungsexperiment RiNeise Tlauf. Position 107 ist
schwéacher zu erkennen. Die Unterschiede konnten durch eine bessere Zuganglichkeit von Position
108 zu erklaren sein. Diese beiders@a sind also Kandidaten fir eine Interaktion mit Cytosin und
Uracil, die an Position 32 bzw. 33 in der Wildtyp Sequenz liegen und damit interessante Ziele fur eine
komplementare Substitution zur Mutation ipStrl6 darstellen, mit der die Funktion der TBR
wieder herzustellen sein sollte (sielpStr24 Abschnitt 4.4). Die nachste getestete TURRBRBante
pStr18zeigte nur sehr geringen Einfluss auf die Reinintiationseffizienz arS¥A2odon. Um die
Gesamtstruktur der RHBWRBS zu Uberprifen, wurde si@zdem weiter untersucht. Dabei zeigte

sich (sieheAbb.23A), dass ein in der WildtyBequenz gepaart vorliegender Bereich in der Mutante
pStri8ungepaart vorlag. DaStNukleaseSignal nimmt im Bereich der Mutation gegeniber dem
Wildtyp deutlich zu. Daveranderte Bandenmuster in den Spuren \RNase Tkommt zustande,

weil die von diesem Enzym erkannten Guanine mutiert wurden. Es sagt also nichts Uber eine
Strukturanderung ausAbb. 23B zeigt im Bereich von den Basen-34 ebenfalls eine Zunahme der
Sgnale in der Spur voRNaseA. Dies deutet darauf hin, dass die RNA dort einzelstréngig vorliegt.
Der Bereich liegt direkt angrenzend an den in Varign®trl6 veranderten und im Wildtyp und
pStrl8 gepaarten Basen. Moglicherweise wird durch diese Intéoaktein deutlicheres Signal
verhindert, weil die Zuganglichkeit flr die Enzyme sterisch behindert wird. Von Sequenzvergleichen
her ware an dieser Position jedenfalls eine Interaktion mdglich.
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Abb. 22 Vergleich der Ergebnisse der Strukturanalysen yasir mit pStrl6 In (A) werden die Regionen, in denen die
Basen 3137 liegen, verglichen. (B) zeigt die Region der Basen11Xl (C) zeigt schematisch die Lage der Region um die
Basen 3233, welche mutiert wurden und die Lage der Basen 11008 in der TURB®as im Wildtyp zu sehende starke
RNaseA-Signal fur das Cytosin 102 ist pStrl6nur schwach zu erkennen. Allerdings sind Intensitdtsschwankungen von
RNaseA-Signalen auch in identischen Konstrukten zu finden und damit kein eindeutiger Hinweis auf streleu
Veranderungen der TURBS.

Einen Hinweis auf eine mogliche Interaktion lieferte auch eine Variante, bei der die Ba8én 34
mutiert wurden und eine veranderte Faltung im Bereich der Baser82@estzustellen war.
AuRRerdem war auch bei dieser Mutation die Reduktion der-ER&essiorvergleichbar mit der von
pExpl8Daten nicht gezeigt).

Die als letztes in diesem Abschnitt behandelte Variantgp&t22 Diese enthalt Mutationen der
beiden Basen zwischeviP2Start und VP1Stopp Hier kann auch, wie schon im Falle der Variante
pStr7, der Verlust der dsRNA im veranderten Bereich beobachtet werden. Zudem ist eine
Verschiebung des Spaltverhaltens d¥ase VZu erkennen. Die Signale fir dsRNA im Bereich von
Position 5861 ist im Wildtyp zu erkennen, dieser verlangert sich um eine iBosatuf 5761 (siehe

Abb. 24), diese Verlangerung ist nur im Vergleich der Spuren Rblase T1(Sequenzierung
gegenuber Strukturaufklarung) urkNase Versichtlich. Diese veranderte Zuganglichkeit macht aus
der Region von den Basen -6& welche in pStr doppelstréangig vorliegt, einen potentiellen
Interaktionspartner fur die Basen 12@23. Denn obwohl im stromaufwarts gelegenen Bereiche keine
Base verandert wurde, ergab sich eine Anderung der Spaltmusté&Maise V1
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A A[C|G|U
|- 72 85
= pStr .. .GCACACTCGTGTTC. ..
0|Leiter |T1 Se T A S1
1. Leiter [T1Seq| T1 | A | s1 | Lstris | concacreacrrmc.
Reaktions-
ansatz 1723012 301230123123
N 29 38
- pStr .. .GAACTCATTG. ..
0|Leiter | T1 Seq
- pStrils . . .GAACTCATTG. . .
C Motiv2 ATG..TGA

Abb. 23 Vergleich der WildtypTURBS mitpStrl8 In (A)ist der Bereich um die mutierten Basen &2 gezeigt.In (B)
werden die Basen 238 gezeigt C zeigt schematisch die Lage der in A und B gezeigten Sequenzen in der-REGR&S

Durch die Konstrukt@Expl6 pExpl8und pExp22sollte de Bedeutung der gepaart vorliegenden
RNABereiche der TURBS fir die Reinitiation untersucht werden. Mit AusnahmeBxgi8wvar ein
deutlicher Funktionsverlust durch die jeweiligen Substitutionen zu beobachten. Anderungen der
Sekundarstruktur konnten mit den Entsprechend@$trKonstrukten ebenfalls nachgewiesen
werden. Es ist also von einer Bedeutung der entsprechenden kitenen fir die TURBBunktion
auszugehen. Die Untersuchungen lieferten auch Hinweise auf die méglichen Interaktionspartner der
mutierten Bereiche, welche im Folgenden weiter untersucht wurden.
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Abb. 24 in (A) ist der Bereich der Basen 1187 mit demVP2-Start und VP1Stopp(unterstrichen) gezeigt. Die mutierten
Basen sind schwarz hervorgehoben. (B) zeigt den Bereich der Baséb.5€) zeigt die Lage der abgebildeten Sequenzen
in der TURBS. Die in (B) zu sehenden SpaltprodukieStr22sind im Vergleth zupStrum eine Base verschoben, so ist
z.B. eine Spaltung der Basen-5% impStr22zu sehen anstelle von der Spaltung von-68 in pStr. Die Verschiebung ist
schwer zu erkennen und fiel erst beim Vergleich mehrerer Gelbilder auf.

4.4 Komplementare Sub stitutionen

Nachdem durch Analyse der VarianteBtrlg pStri8und pStr22maogliche Interaktionspartner der
dsRNABereiche bestatigt werden konnten, war das nachste Ziel, die urspringlichen Interaktionen
durch eine zweite, zur ersten Mutation komplementarderanderung wiederherzustellen. Dazu
wurden die VarianterpExp24 pExp31lund pExp3e6erstellt, sowie die dazugehdrigen Konstrukte fir
die Strukturanalyse auf Basis daStr(Abb.25). Zunachst erfolgte wieder die Funktionsuntersuchung

in der transientenExpression, um den Einfluss der komplementaren Mutationen auf die FURBS
Funktionalitat zu testen. Zur weiteren Uberprifung erfolgte anschlieRend dieSNRturanalyse.
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Motiv1 Motiv2 ATG..TGA

*A Motiv2* X A * X
32 77
PExp .. .CTCATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC
PExp24 (*) . . .AACATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC
pExpBS(A) .. .CTAGTTGACGTACGCCCTGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACAC
PExp36 (%) .. .CTCATTGACGTACGCCCTGTGGGACCCACTCCGTCCAAAAGCACAC
124
PExp TCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGTCTGA. . .

PExp24 (*) TCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATTTCTTTTCTTATGTCTGA. . .
PExp35 (") TCACTTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGTCTGA. . .

PExp36 (*) TCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGAGTGA. . .

Abb. 25 Substitutionsvarianten zur Komplementierung der in Abschnitt 4.3 behanelelMutanten, die zur Zerstérung
von dsRNABereichen fiihrten. In schwarz sind die in Bezug plxpveranderten Basen gezeigt. Start und Stopp sind
unterstrichen. Die Varianten wurden sowohl fir das ExpressionskonstrpEixpals auch fur das Strukturaufkléngs
konstrukt pStrerstellt.

4.4.1 Ergebnisse der transienten Expressionen

Die Ergebnisse der transienten Expressionen sikbin 26 gezeigt. Mit keiner der komplementaren
Substitutionen war eine vollstandige Wiederherstellung der TURB®tion moglich Fir das von
pExpl@abgeleitete komplementierende KonstrupExp24st allerdings eine deutliche Steigerung der
VP2Expression von 47 %Expl$ auf 79 % des Wildtyps zu verzeichnen. Hier kann man von einer
gelungenen Komplementierung sprechen. Fir dieiavide pExp35 welche die Komplementierung

von pExpl8darstellt, ist keine Veranderung der Expressionsrate im Vergleich piipl8zu
erkennen. Es ist allerdings festzuhalten, dass schon die Ausgangsmutante pExpl8 nur geringfligig
schlechtere VRExpressioswerte als der Wildtyp (86 % vom Wildtyp) zeigte, so dass kaum
Spielraum flur eine Verbesserung durch die Komplementationsmutante blieb. Allerdings ist auch
keine weitere Verschlechterung der Funktion zu erkennen, was bei der Schwéachung eines zweiten
dsRNAPaares zu erwarten gewesen ware. Eine solche deutliche Verschlechterung der
Reinitiationsrate war bei der drittetiKomplementationsmutantgpExp36zu detektieren, die eine
deutliche Verschlechterung gegeniiber dem einfach mutiegErp22zeigte.

Dies konnteentweder darauf hindeuten, dass die postulierte Interaktion so nicht besteht oder
konnte auf sekundéare Effekte hinweisen. Die Reduktion von 66 % auf nur 11 % der beim Wildtyp
erreichten Menge deutet jedenfalls auf einen schwerwiegenden Einfluss derenwgitbstitution in
pExp36hin. Dieser ist vergleichbar mit dem Effekt, der bei in derselben Region liegenden Deletionen
zu verzeichnen war. Diese sind mit den Konstrukp&ir4 und pStr5in Abschnitt 4.1 behandelt
worden. Fur diese Varianten waren deutkckieranderungen der Produktmuster in den Gelbildern zu
sehen, so dass dir reduzierte VBZpression mit deutlichen Verdnderungen der Sekundéarstruktur
korrelierte. Die Konstrukte wurden mit den Mutationen 24, 35 und 36 im Strukturaufklarungssystem
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untersudt, um direkte Hinweise auf die Einfliisse der Mutationen auf die T\HeBS1darstruktur
Zu erlangen.

120
A B 10p | 100 s5 86
79 = 66
PExp PpExp24 pExp35 pExp36 80 i ]
€0 \ VR R
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T T

PExp pExp24 pExpl6 pExp35 pExpl8 pExp36 pExp22

Abb. 26 Ergebnisse der Expressionsexperimente mit den Substitutionsvarianten. In (A) sind die Ergebnisse eines
Expressionsexperimentes in Form eines Yarylamidgeles mit den geféllten Proteinen gezeigt. (B) zeigt die
Quantifizierung der Ergebnisse von drei unabhangigen Expressionsexperimenten mit den in (A) gezeigten Konstrukten.
Zusétzlich sind die jeweils zugehdrigen nur in einer Region verandertdsstiuierten Konstrukte pExpl6, 18 und 22 als

Vergleich gezeigt. Die-fichsenWerte geben die Menge VP2 im Verhdltnis zum WildtygEkp an, der auf 100 % gesetzt
wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Streuung der Messwerte.

4.4.2 Ergebnisse der Strukturaufklarungsexperimente

In Abb. 27 sind die Veranderungen der MutantgBtrl6 und pStr24anhand der Wildtypstruktur

verdeutlicht. Die vier an der vermuteten Interaktion beteiligten Basen sind in Kastchen
hervorgehoben.

A Motiv1 I Motiv2 ATG..TGA
A A
A B,
3 A~ 2 -G-Gy N
A A C._ A
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pStr pStr24

Abb. 27 zeigt die Grundstruktur der TURBS mit Hervorhebung der Interaktion, auf die mit den Substitutionsmutanten

pStrl6 und pStr24 gezielt wurde. (A) veranschaulicht die Lage der Substitutionen in der linearen TURBS, (B) am
Sekundéarstrukturmodell.
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Abb. 28 zeigtdie Ergebnisse der Sekundéarstrukturanalyse der drei Konstrukte. Zur Wahrung der
Ubersichtlichkeit sind von den Gelbildern nur die Bereiche um die neu eingefiihrte Mutationen der
Basen 107108 gezeigt. Beim Vergleich der beiden Varianten ist zu beachtesddadehlende Signal

in den RNase T-Bpuren nicht Folge einer Strukturdnderungpidtr24 sondern durch die Mutation

der Guanine zu Uracil zu erklaren iBie bedeutsamen Spuren sind die, welche Eredukte der
Behandlung miStNukleasezeigen Beim Vegleich der Signale fir die Nukleotide an Position-107
108 zwischen den Konstruktgstrl6und pStr24war deutlich zu sehen, dass eine Verschiebung von
SSRNA ipStrl6 zu dsRNA ipStr24stattgefunden hat. So verschwandenpBtr24die StNuklease
Signale welche inpStr 16 zu sehen warenEs kann also sowohl auf Expressioals auchauf
Strukturebene von einer erfolgreichen Komplementation gesprochen werden. Bemerkenswert ist der
starke Einfluss von nur zweeranderten Basen auf die TURB8nNktion. Dies basiert nur auf
Struktureinfliissen und nicht auf die Anderung der Primarsequenz, weil die Mutationen, welche in
pStr 16eine deutliche Reduktion der VHEXpressionsrate bewirkten, auch p&tr24 vorhanden
waren

A AlclG|u
) | - : 101 110
= — =
- pStr .. .GCCAATGGCT.. . .
- | - .
-] || - — _— & ' 101 110
7 - — - . pStrlé .. .GCCAATGGCT. . .
0 | Leiterl T1 Seq| T1 | A l S1 ‘ V1
- . TpStr24 .. .GCCAATTTCT. . .
=l - -
- ——— e
Reaktions-
ansatz 123012 30192 3019281123
Motiv1 Motiv2 ATG..TGA
Motiv2* A

Abb. 28 zeigt in (A) den Vergleich der Strukturanalysen der Substitutionsvariamgtrl6und pStr24mit pStr. (B) zeigt
die Lage der gezeigten Sequenzen in der TURBS.

Das nachste Mutantenpaadas in der Strukturanalyse verglichen wurde, besteht pas18und

pStr35 Bei diesen war kein Unterschied in der Reinitiationseffizienz in der transienten Expression zu
erkennen. In Abb. 29 sind der Wildtyp und die veranderten Basen der Mutanten am Modell
dargestellt Der Vergleich der Ergebnisse aus dem Strukturawfitsystem ist in Abb30
dargestellt. Auch in diesem Fall wird nur eine Seite wBmmuteten Interaktion gezeigt. Es ist im
Konstrukt pStr35zu sehen, dass die durch die SubstitutionpBirl8entstandene ssRNRegion
weiter besteht. Folglich findet tta reziproker Substitution in diesem Konstrukt keine
Komplementierung statt. Auch dies ist mit den Ergebnissen der transienten Expression konsistent,
welche keinen Unterschied in der TURBMktionalitdt zwischen diesen beiden Varianten zeigten. Es
konnte allerdings auch nicht beobachtet werden, dass an anderer Stelle dedVRNALlls Signale

fur dsRNABereiche verschwanden.
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Abb. 29 zeigt in schwarzen Késtchen hervorgehoben die Interaktion, auf die mit den Substitutionsmutap&mni8und

pStr35 gezielt wurde. (A) veranschaulicht die Lage der Substitutionen an der linearen TURBS, (B) am
Sekundarstrukturmodell.

A alcle

= 72 84
- pStr .. .GCACACTCGTGTT. ..

-l - 72 84
= pStrl8 ...GCACACTCACTTT. ..
pStr35 ...GCACACTCACTTT. ..

Reaktions-
ansatz 12301923092 301234923

Motiv1
B a

Abb. 30 Vergleich der SubstitutionsvariantepStri8und pStr35mit dem Wildtyp. In (A) sind die Gelbilder zu sehen. (B)
zeigt schematisie die Lage der gezeigten Region in der TURBS.

Motiv2 ATG..TGA

61



Motiv1 Motiv2 ATG..TGA
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G o C A U
\U—G C G \C \
11 (N A \
ek A‘A N
C A-C., |
A ¢ ‘G\ABJC\ v
/fx C\A A Y ¢
]
U \ C&C-A-A_
\G ~ IJ*G’G 5l
o C-A-A

Abb. 31 zeigt die Interaktion auf die mit den SubstitutionsmutantepStri8und pStr35gezielt wurde. (A) veranschaulicht
die Lage der Substitutionen an der linearen TURBS, (B) am Sekundarstrukturmodell.

Als ktztes wurde das MutantenpagrStr22und pStr36analysiert. Fir die fragliche Mutante konnte
in der transienten Expression eine deutliche Verringerung der-BAp2ession der putativen
Komplementationsmutante gegeniiber dem einseitig substituierten Konstplktp22festgestellt
werden. Die postulierten Interaktionsstellen fur den Wildtyp sowie die Mutanten sind in Abb. 31 am
Modell dargestellt. Wie bereits idbschnitt 4.4.1lerwahnt ist die VPEXxpression nur geringflgig
hoher als im Falle der dieselbe Regimmtreffenden Deletionsmutanten. Der Vergleich der Ergebnisse
der Strukturanalyse der KonstrukgStr22 und pStr36mit dem Wildtyp ist inAbb. 32 dargestellt.
Wahrend die Ergebnisse der Strukturanalysen g@tr22 noch deutliche Parallelen zum Wildtyp
zeigen, findet man flrpStr36mehr Ahnlichkeit mit der TURESruktur vonpStra Bei diesem lag
eine Deletion der drei Basen an den Positioner638/0r. Diese Basen sinds Adenin (59) und die
beiden Guanine (60 und 61) der untersuchten Interaktion (siefi®dien Abb. 31) So nimmt das
Signal fliSENukleasaund somit fiir ssSRNA piStr36deutlich ab, wahrend sich die Signale fiir dsRNA,
also die Signale in ddRNase V-Bpur, verschieben und deutlich ausweiten (siehe Abb. 32D). Das
bedeutet, dass Bereiche die im Wildtyp einzelstrangig vorliegepSin36 gepaart vorliegen. Die
Sekundarstruktur der Mutante entfernt sich also weiter von der Wildtypstruktur. Zusatzlichud§
dass dasMotiv 1 in pStr36 nicht mehr einzelstrangig vorliegt, erkennbar am Vergleich der
Sequenzierund Strukturaufklarungsexperimente mRNase T1Es wird deutlich, dass hier keine
Komplementierung stattfindet, sondern sich die globale Faltdeg TURBS andert. Eine mogliche
Erklarung fur diesen Befund waren Effekte, die durch Veranderung der Positiorgh A&tande
kommen kdnnten. Denn sowohl DeletioneAbschnitt4.1) also auch Veradnderungen dieser vier
Basen machten die TURBS nahezu fonktinfahig (siehe Abschnitt 4.5). Eine andere Erklarung wére

die Beeintrachtigung eines zusatzlichen dsHB¢feiches. Dies soll im folgenden Abschnitt 4.5
untersucht werden.
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A|C|G|U
= - =
A -l || g - - - 116 127
i I Il anh =5 pStr22 .. .TATGAGTGAATT. . .
O|Leiter [T1Seq T1 | A | S1 | Vi
= 7 Str36 .. .TATGAGTGAATT. . .
| & e — = i
Reaktions-
ansatz 1 2301230123012 3123 D
0|Leiter | T1Seq  T1 A | st | vi ACIGUY
L — -— o —
B Z — — 2
z 3 —— -
: - - -
|- — _— - == -]
- — -
- | — _ i
=5 | -
: _— -|.
_ ”~ o — -
- . Reaktions-
0 Leiter[ T1Seq T1 | A | s1 | Vi ansatz 12301 23012301231 2 3
% - — — - -
C |- - -_ Motiv 1 Motv2  ATG.TGA
-7 -~ | — E
: — v2:| 4
- —
z - 49 72
- a= pStr . . . TGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAG. . .
| — F
|- - - pStr22 . . . TGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAG. . .
Reaktions- pStr36 . . .TGTGGGACCCACTCCGTCCAAAAG. . .
ansatz 1230 1230123012312 3

Abb. 32 Vergleich der Ergebnisse der RM#rukturanalysen vorpStr und der TURBVarianten pStr22 und pStr36 (A)
zeigt den Vertgich MutantenpStr22und pStr36im Bereich der Basen 11127, die Primarsequenz ist dort identiscdie
Intensitét der Signale sehr ahnlich. Dies soll verdeutlichen, dass die Unteschiede der Intensitatdanirfolgenden
Bildern nichts mit der aufgetragenen RNMienge zu tun haben(B) zeigt den Wildtyp, (C)pStr22und (D) pStr36im
Bereich der Basen 49 bis 7k (E)ist schematisch die Lage déehandeltenRegionen in der TURBS gezeid) zeigt die
Sequemrzen der Regionen, die in (B), (C) und (D) dargestellt ditativl, VPEStoppund VP2Start sind in den Sequenzen
unterstrichen.

4.5 Weitergehende Charakterisierung der dsRNA Basen 5861

Nachdem ein starker Einfluss des dsH#eichs, der von den Basen-68 im VektorpStrgebildet

wird, auf die TURBBunktion nachgewiesen worden war, wurden weitere Konstrukte erstellt, bei
denen die Basen an diesen vier Positionen komplett verandert evurd\lle zeigten eine VP2
Expression zwischen 2 % und 6 % des Wildtypniveaus und somit eine noch starkere Reduktion der
Reinitiationsrate als flipStr36beobachtetwurde (Datenaus Expressionsexperimenten in Abb. 33).

Die Wahl der Basen, welche an die Rosen gesetzt wurden, hatte keinen signifikanten Einfluss auf

die Starke der Reduktion der TURBSktion.

Weil die Veranderung von zwei oder mehr Basen die TWRB&ion fast komplett verhinderte,
wurde der Versuch unternommen mit méglichst wenig Vegmag die in dieser Arbeit postulierte
Interaktion zwischen den Basen -6& und der StarStoppRegion um die Basen 1A@3 zu
Uberprufen. Dazu boten sich Variationen von VekiStr7und vom dazugehérigen KonstrydExp7
an. Diese enthalten nur eine Sultstion und die MutantepExp7war bereits in vorangegangenen
Arbeiten untersucht worden.
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Motiv1 Motiv2 ATG..TGA

49 65 120

PExp .. .TGTGGGACCCAGGCCGT. .. |10 Lo

80 -+
PExpl5 .. .TGTGGGACCGTCCCCGT. . . o |
pExpl9 .. . TGTGGGACCTTACCCGT. . . 401

20 -~ 5 3 3
PExp20 .. . TGTGGGACCTTTTCCGT. . . 0 -

pExp pExpl5 pExp19 pExp20

Abb. 33zeigt schematisch die Lage der Mutation in der TURBS, sowie die Sequenzen von Wildtyp und den Vasiaxpen
15, 19 und 20. Dablotiv 1 ist unterstrichen. D& Quantifizierung von drei unabhangigen Expressionsexperimenten ist im
Diagramm rechts unten gezeigt. Die Fehlerbalken geben die Streuung der Messwertgxp ist zum Vergleich
aufgefihrt.

Strukturaufklarungsexperimente mpiStr7wurden bereits in Abschnitt 4.2 dieser Arbeit beschrieben.
Es wurden fir die weiteren Untersuchungen zwei Konstrukte etabliert. Die erste Vandxp46
enthielt im Wildtypumfeld eine Substitution des Guanins an Position 60, welches nach dem Modell
mit der Position 121 gepaart vorliegen sollte. Durch diese Substitution wird ein postuliertes €ytosin
GuaninPaar zu einem Cytosldracil, welches in der RNyaaren kénnersollte (Cruse, Saludjian et al.
1994). Die Bindung ware allerdings deutlich schwécher als eineni@«ytosinPaarung. Ebenso
wurde ein Konstrukt erstellt, welches die Mutationen vpBxp7und pExp46kombinierte und als
pExp4ezeichnet wurde. In diesem Fall wirde das in der WARRWRBS vorhandene@Paar durch

ein AU-Paar ersetzt. Dieses ist zwaeniger stabil als das urspringlicheG®aar, ist aber ebenfalls

ein WatsonCrickBasenpaar. I\bb.34 sind die Sequenzen gegenibergestelit.

Motiv1 Motiv2 ATG..TGA
|
61 117 130
PExp . . . TGTGGGACCCAGG. . .ATGTCTGAATTCAT. . .
pPExp7 .. . TGTGGGACCCAGG. . .ATGTATGAATTCAT. . .
PExp46 . . .IGTGGGACCCATG. . .ATGTCTGAATTCAT. . .
PExp47 .. . TGTGGGACCCATG. . .ATGTATGAATTCAT. . .

Abb. 34 Vergleich der Sequenzen der VektorgrExp? pExp46und pExp47mit dem Wildtyp-Konstrukt pExp Motiv 1,
VP2Start und VP1Stoppsind unterstrichen. In dem Substitutionsvarianten sind die nicht veranderten Basen grau und
die verénderten in schwarz dargestellt. Es wurden zusatzlich auch dStrVarianten erstellt, um
Strukturanalyseexperimente durchzufiihre An der im oberen BereicBchematisch dargestellten TURBRggion ist die
Lage der beiden Substitutionsorte gezeigt.
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4.5.1 Ergebnisse der transienten Expressionen

In Abb. 35 sind die Ergebnisse der transienten Expressionen zu sehen. Es fallt auf, dass die
Mutationen in pExp7und pExp46einen ahnlich starken Einfluss auf die TURBStion haben.
Allerdings ist mipExp47keine Komplementierung madglich, sondern die \EB®ression fallt auf ein
Niveau ab, welches vergleichbar mit dem beim Konstplktp3@eobachteten ist. Dies kénnte auch

hier ein Hinweis auf eine andere Faltung der TURB@on gebens{ehe Abschnitd.5). Ein Einfluss

des zuséatzlicherATG welches sich im falschen Raster befindet, kann die Reduktion der VP2
Expression nicht erklaren, welle gleiche Mutation auch ipStr7vorliegt. AuRerdem nutzt RHDV, im
Gegensatz zu anderen Caliciviren keine anderen Startcodons in der Nahe des originalen VP2
Startcodons (Meyers 2003 Alle bisher in dieser Arbeit getesteten TURRB8anten, die
Substitutionen der Basen 58l beinhalteten, senkten die VHEXpression im Vergleh zum Wildtyp

um ca. 90 %. Die VarianpEExp46ist nun das erste Konstrukt, welches eine dieser Basen verandert
hatte, bei dem nur ein geringer Einfluss der Substitution auf die TABRB&ion zu beobachten war.

Im Vergleich zum Wildtyp wurde in diesemlFlie VPZEXpression nur um 44 % verringert. Auch hier
wurden im Folgenden Strukturaufklarungsexperimente durchgefiihrt um die Ursache zu ermitteln.

pExp pExp7 pExp46 pExp47 120

, ; ‘ 100 -
VP1 k. 80 |

100

60 53 56
VP2 foniw 40 -
20 - 7
0 - T T T ﬁ—\
A B pExp pExp7 pExp46 pExp47

Abb. 35 der Teil (A) der Abbildung zeigt ein Expressionsexperiment zu Bestimmung de¢M&P@e, welche die
jeweiligen Konstrukte exprimieren. Teil (B) zeigt die Quantifizierung von drei unabhéngigen Experimenten. Die
Fehlerbalken geben die Streuung der Messwedn.pExp7ist zum Vergleich aufgefiihrt.

4.5.2 Ergebnisse der Strukturaufklarungsexperimente

Die Strukturaufklarungsexperimente npStr46haben ergeben, dass der Austausch von nur einer
Base einen deutlichen Einfluss auf die Faltung der TiRRB®n hatAbb. 36 zeigt den Vergleich der
Sequenzen vorpStr46 und pStr47 mit dem Wildtyp. Die mdoglichen Basenpaarungen in dem
untersuchten Bereich sind in den schwarzen K&stchen hervorgehoben

In Abb. 37A ist die Lage der Regionen, deren Interaktion mit den Kaktsin pStr46und pStr47
untersucht werden sollten, schematisch an der linearen TURBS gezeigt. Die Abb. 37B und 37C zeigen
Ausschnitte aus den Gelbilderbie Sequenzen der verglichenen Konstrukte sind angrenzend
dargestellt und zwar ausschlieRlich die Bgasgelche auf den Bildern zu sehen sind. C zeigt dabei die
Start/StoppRegion, B dadMotiv 1 und folgende Basen. Zu erkennen ist in B, dass sich in der
Start/StoppRegion eine Anderung der Struktur ergibt, ddRNase Vichneidet nur noch zwei Basen

in pSt46, statt vier inpStr. Auch die Guanine voviPXStartund VP2Stoppsind besser filRNase T1
zuganglich. Zu beachten ist dabei, dass diese Anderung durch eine Mutation 60 Basen stromaufwarts
hervorgerufen wird.
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Abb. 36 zeigt die Lage der potentiell minander interagierenden Basen in (A) schematisch in der linearen TURBS und in

(B) am Modell. In den Kastchen sind die vier Basen, deren Interaktion untersucht werden sollte, sowie die potentiellen
Bindungendargestellt.

Noch prominenter sind die Verandergen um die veranderte Base in B dargestellt. Dort kann man
klar erkennen, dasMotiv 1in pStrd6gepaart vorliegt oder zumindest nicht mehr fir die Enzyme
zuganglich ist. Zusatzlich faltet sich auch der Bereich Naatlv 1 von klar einzelstréngig zu ddR

um. Dabei deuten einige Signale darauf hin, dass vor allem die Basgh té8weise gepaart und
teilweise einzelstrangig vorliegen. Weil Basen an identischen Positionen sowohl Signale fir
einzelstrangspezifische Enzyme, als aRitase VIzeigen, sieht es so aus als ob zwei Strukturen
parallel vorliegen und zumindest noch ein Teil der RMNAekile eine Wildtypahnliche Faltung
annimmt. Dies war bei den anderen Konstrukten mit Substitutionen von mehr als eineirBaem

hier untersichten Bereich nicht zu beobachten. Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen eine
gegenseitige Beeinflussung der Regionen der Basef158nd 120123 dies koénnte fur eine
Interaktion sprechen. Im Falle des in Abb. 38 im Vergleiclp8tid6gezeigten KonstruktpStr47ist

zu erkennen, dass im Start/Stofgereich die Interaktion nicht mehr nachweisbar ist. Des Weiteren
sieht es so aus, als ob sich die Strukturenp®ir47 noch starker von der Wildtypstruktur
unterscheiden, als dies bei pStr46 zu beobachten warsiSo die dsRN/Signale vorRNase V1
deutlicher zu sehen. Zusatzlich verstarkt sich das Sign@¥Niukleaseim Bereich der im Wildtyp
gepaarten Basen 501 gegeniibepStr46deutlich, im Wildtyp gibt es dort keiB ENukleaseSignal

Es ist also zu sehedass der Versuch der Komplementierung zu einer veranderten Faltung der

TURBS fuhrt. Die fehlende Restaurierung der Struktur des Wildtyps, kann auch die fehlende
Wiederherstellung der VPExpression erklaren.
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Motiv1 Motiv2 ATG..TGA

Reaktions-
A|C
Motiv1 2
= 49 64
E pStr .. .TGTGGGACCCAGGCCG. . .
_ pStr4e6 .. .TGTGGGACCCATGCCG. . .
Motiv1 -1
Reaktions-
ansatz 17320123 01230123123
Reaktions-
C . x| k= 115 127
- e . .TTATGTCTGAATT. . .
- . .TTATGTCTGAATT. . .

Reaktions-
ansatz 17320123012 3012 3123

Abb. 37 zeigt den Vergleich der an Position06der zur Strukturaufklarung verwendeten RNA substituierten TURBS
Variante pStr46mit der Wildtyp-TURB$Str. In (A) ist schematisch die LageedSequenzerin der TURBRegiongezeigt.

In (B) und (Cyverden auf der rechten Seite die Seuquenzen geglibergitsteobeinur die Basen gezeigt werden, welche
auch in den Gelbildern zu sehen sind, also die Positionen-125 (B) und 493 (C). Die veranderte Position ist schwarz
hervorgehoben undMotiv 1 unterstrichen. Zu beachten ist, dass beim Auftragen der Sequierreaktion mitRNase T1

auf das Gel bepStr46 die Verdinnung zwei und drei vertauscht sind, zu erkennen an der BeschriftunBjrund
nattrlich ebenso in(C) zu beachten.Die Veréanderung, welche in (C) zu beobachten ist, wurde mit schwarzen Pfeilen
gekennzeichnet. Die Banden sind auf den Ausschnitten nicht so gut zu erkennen, aber in den Originalbildern sind deutlich
vier Spaltprodukte fiirRNase V1n pStrund zwei flirpStr46 zu erkennen.
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Abb. 38 zeigt die gleichen Regionen wie AbB7 nur diesmal den Vergleich zwischgrStr46und pStr47. (A) zeigt die
Signale fiir die Nukleotide 484. (B)zeigt bei pStr47 den vollstandigen Verlust dBasenpaarém Bereich 126123 die
schwarzen Pfeile zeigen die PositioneWie bereits bei den vorherigen Abb. vopStr46ist auch hier zu beachten, dass
die Produkte der Sequenzierung mfikRNase Tbeim Auftragen vertauscht wurden.

5 Varianten der TURBS mit synthetischer hergestellten Sequenz en

Parallel zu den imrAbschnitt 4.5 vorgestellten Arbeiten wurden Experimente mit verschiedenen
TURBS&/arianten durchgefiihrt, welche zeigen sollten, ob auRer den bereits beschriebenen, weitere
Interaktionen auf Sekundarstrukturebene fiir die Reinitiatioahtig sind.

5.1 Varianten der TURBS zur Blockierung unentdeckter Interaktionen

Um gravierende Verdnderungen in allen identifizierten ssBNwichen zu ermdglichen, wurden
synthetische DNAs bestellt, bei denen im Konstpkkp38wurden die Guanine und Thymine, die

nicht fir die postulierten Sekundarstrukturen notwendig sind, gegen Adenin oder Cytosin
ausgetauscht, um Basenpaarungen zu verhindern. Vom Austausch ausgenommen war die Region ab
dem VPZ2ZStartcodon, um das VFRaster riht zu verdndern. Zusatzlich wurde ngpExp50ein
Konstrukt bestellt, das alle Veranderungen vuaaxp38enthalt und bei dem dartber hinaus die 15
Nukleotide zwischen den Positionen -8@ deletiert wurden um nachzuweisen, dass diese
ungepaarten Basen nichdssentiell fir die TURBSnktion sind. Die Sequenzen sindAbb. 39
dargestellt. Positionen, an denen im Wildtyp die Basen Adenin oder Cytosin vorliegen, wurden nicht
verandert, weil sie untereinander keine Sekundarstrukturen ausbilden kénnen. Mit bdien
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aufgefuhrten  Konstrukten  wurden  Expressionsexperimente  durchgefuhrt.  Fur  die
Strukturanalyseexperimente wurde nur fir das Konstrpkixp38das dazugehorigpStrKonstrukt
analysiert.

PExp ...2TCAACCACACTCATTGACCTGACTGAACTCATTGACGTACGQQQTGTGGGACQCASO
PExp38/50 .. .CACAACCACACCCAAACACCAAACCCAACTCATAAACCCACACCCIGTGGGACCCAG
61 120
PExp GCCGTCCAAAAGCACACTCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGT. ..
PExp38 GCCGACCAAAAACACACAAGTGAACAACCTGGGGGGCACAACCAAAGGCCCAACAAATGT. ..
PExp50 GCC---——=—====—=—= GTGAACAACCTGGGGGGCACAACCAAAGGCCCAACAAATGT. . .

Abb. 39 zeigt die Sequenzender synthetischen VariantenpExp38und pExp50im Vergleich zur WildtypTURBS.
Veranderte Positionen sind schwarz hervorgehoben. Bis auf die Deletion der Basetd 66 pExp50ist es mit pExp38
identisch.Motiv 1, Motiv 2 und das Sta#ATGvon VP2 sind unterstricherMotiv 2* ist gestrichelt unterstrichen.

5.1.1 Ergebnisse der transienten Expressionen

In Abb. 40sind die Ergebnisse der Expressionsstudien mit den KonstrydEsmp38und pExp50
dargestellt. Zu sehen ist, dass beide Konstrukte in etwa gleichwertig funktionieren. Die Reduktion um
74 % bzw. 76 % ist deutlich. Aber fur den Austausch von dieser Anzahl an BasepE2838ozw.

22 in pExp50mit einer zusatzlichen Deletion von 15 Basen) haben die Veranderungen einen
vergleichsweise geringen Einfluss auf die TUJRB®Rtion. Dies gibt een Hinweis darauf, dass die
entscheidenden Stellen in diesen Konstrukten noch intakt sind. Die Substitutionen fihren im C
terminalen Bereich des VP1 zum Austausch von 15 Aminosauren und zu einem veranderten
Laufverhalten des VP1 v@gExp38und pExp50 Des Weiteren zeigt dieses Experiment, dass weite
Bereiche der nach den Strukturanalysen einzelstrangigen RNA zwischevatieen 2*/1 und 2

nicht notwendig fiir die Funktion der TURBS sind.

120

pExp pExp38 pExp50 6 100

80

VP1
60
g 40 20 34
0 T T
A B pExp pExp38 pExp50

Abb. 40 Ergebnisse der Expressionsexperimente mit den synibehien KonstrukterpExp38und pExp50 In (A) sind die
Ergebnisse eines Expressionsexperimentes gezeigt. (B) zeigt die Quantifizierung der Ergebnisse von drei unabhéngigen
Expressionsexperimenten. DieAchsenWerte geben die Menge VP2 im Verhéltnis zum &t (pExp an, der auf 100 %
gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Streuung der Messwerte.

5.1.2 Ergebnisse der Strukturaufklarungsexperimente
Nachdem gezeigt werden konnte, dass diese Substitution@iExp38mit einer funktionalen TURBS
vereinbar énd, sollte die Struktur im TURB®reich vorpExp38untersucht werden.
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Abb. 41zeigt das Ergbnis eines Strukturaufklarungxperiments mit dem Konstruk pStr38 Die Motive, sowieVPL:
Stoppund VP2 Start sind mit Balken markiert. Die nachfolgend gezeigten Bildausschnitte stammen aus diesem Gelbild.

Fur die Strukturanalyserurde ein Plasmid bestellt, in das die synthetisch hergestellte TADRBS
der Mutante pStr38 hinter einem SPBRNAPolymerasé’romotor eingefligt war. Flankierend
befanden sichEcoRMErkennungssequenzen, so dass das Insert analog zu dem Kons8trkt
aufgebaut war (vgl. Abb. 3). Somit konnte das Fragment, welches die TURBS mit dem RNA
PolymerasdPromotor enthielt, aus diesem Konstrukt geschnitten und mittels Gelelektrophorese
aufgereinigt werden, um als Vorlage fir drevitro Transkription der zu untersuchenden RNA zu
dienen. Die Ergebnisse der Experimente sind in AbbABb, 42und Abb. 43dargestellt.Ein Bild
eines vollstandigercrylamid Gels ist in Abb. 41 gezelgtAbb.42 ist die Region von Position 1116
127 dargestellt, welche die Vi&topp und VP2StartTripletts enthalt. Zu erkennen ist besonders in
den Spuren vorRNase VLind RNase T]ldass der dsRNBereich hier schrunfp Dies ist analog zu
den Ergebnissen mit der Variand&tr46bei der die vorgeschlagene Paarung zwischen den Basen 58
61 mit den Basen 12023 durch eine Punktmutation geschwacht ist(\ajbb. 37. Die Paarung der
Basen 3233 mit den Basen 10X08 kann ach in diesem Konstrukt analog zum Wildtyp gefunden
werden.

Motiv1 ATG.TGA
A[C|G|U
B - ; — e
-1z i = 116 127
- E e ae pStr .. .TATGTCTGAATT. . .
0 Leiter [T1Seq| T | A | s1 | v1
3 - p—TT - pStr38 .. .AATGTCTGAATT. . .
Y | b — t P <
=l = —— i

= - =2

Reaktions-

ansatz 1230123012 30123123

Abb. 42 Vergleich der Basen 11627 despStr38mit dem Wildtyp. Die veranderte Base ist schwarz hervorgehoben, Start
und StoppTriplett sind unterstrichen. Die Lage der gezeigten Sequenizran der schematischen TURB@&rstellung
gezeigt.Die Pfeile zeigen auf die am offensichtlichsten hervortretenden Unterschiede in den SignalgyStiiund pStr38
Betroffen ist der Bereich der Base 11123, obwohl sich die Sequenzen dort nicht untersiden.

Die Schwachung dieser Interaktion konnte zumindest zum Teil die Reduktion déiraRKtion
erklaren.Abb.43 zeigt den Bereich der Basen-89. Es ist deutlich zu sehen, dass ab dem Guanin 64
eine, im Vergleich zunpStr deutlich starkere Spaltup mit SENukleaseerfolgt. Dies gibt einen
Hinweis auf die erfolgreiche Inhibition von Basenpaarungen in diesem Bereich, deBhMiiklease
Spaltung ist in diesem Bereich viel effizienter als dies beim Wildtyp der Fall ist. Der Bereich von Base
5860 zegt mit RNase Vimmer noch eine dsRN&truktur, was nach den Ergebnissen, die fur die
Start/StoppRegion erhalten wurden, auch zu erwarten war. Diese Befunde sind ein weiterer
deutlicher Hinweis darauf, dass die Baser638und 126123 eine Paarung ausbdd. Allerdings ist

auch hier das Signal schwacher. Dies spricht fiir eine schwéchere Interaktion oder zwei parallel
existierende Strukturen. Auch die im fraglichen Bereich bei der Mutante schwach sichtbaren Signale
fur RNase AT1lund SEtNukleasesind im Widtyp nicht zu detektieren und deuten auf eine weniger
stabile Paarung hin. Wenn man diotiv 1 betrachtet, fallt auf, dass das Signal feRNase Tim
Strukturaufklarungsexperiment ipStr38deutlich schwacher ist als ipStr. Diese Verdnderungen
kénnten den teilweisen Funktionsverlust der TURB$$tr38erklaren. Die Signale sind allerdings
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nicht vollkommen verschwunden, so dass hier vermutet werden kann, dass zumindest in einem Teil
der RNAMolekile dagviotiv 1 ungepaart vorliegt und somit fir die Intaktion mit der 18S rRNA zu
Verfigung stehen sollte. Zu dieser Hypothese passt das so dass nur eine Reduktion -der VP2
Expression um 64 % stattfand. Es ist zudem zu beobachten, dass die Nukleotide an den Positionen
80-82 inpStr38nicht mehr gepaart vorliege

Motiv 1 Motiv2 ATG..TGA

49 82
pStr . . .TGTGGGACCCAGGCCGTCCAAAAGCACACTCGTG. . .
pStr38 . . . TGTGGGACCCAGGCCGACCAAAAACACACAAGTG. . .

Motiv1 =
- pStr
O|Leiter [T1Seq| T | A | st | w1 <
= Str38
Al .
Motiv1 i

Reaktions-
ansatz 12301 23012 30 1231 23

Abb. 43 zeigt den Vergleich vopStr38mit pStrvon Position 4982. Die veranderten Basen sind schwarz hervorgehoben
und Motiv 1 ist unterstrichen. Der gezeigte Bereich beginnt m¥otiv 1 (am linken Rand mit Balken markiert)Die
augenfalligsten Unterschiede zwischegpStr38und dem Wildtyp sind in den [@iren vonRNase TZzu finden. So ist in
pStr38Motiv 1 nur noch schwach filRNase Txuganglich. Des Weiteren zeigsith im Bereich zwischen Nukleotid &2
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deutliche Untersclede. Die Signale fur einzelstrangspezifische Enzyme nehmerp$u38 gegenuber dem Wildtyp
deutlich zu.

5.2 TURBSVarianten mit tiefgreifenden Veranderungen der Sequenz

Nachdem die TURB&rianten pExp38 und pExp50 in den Expressionsexperimenten ihre
grundsatzliche Funktionalitat bewiesen hatten, sollte Uberprift werden, ob auch weitergehende
Veranderungen der TURBS toleriert werden kodnnen, wenn die fir die Sekundarstruktur
entscheidenden Positionen unverandert bleiben. Zu diesem Zweck wurden zwei WEIHRBS
Varianten bestellt. Bei diesen wurden zusatzlich zu dem beim Abschnitt 5.1 vorgestellten Konstrukt
pExp50eingefiihrten Austauschen weitere Positionen verdndert. So sind zusétzlich die vorhandenen
Cytosine gegen Adenin und umgekehrt mutiert worden, dass in der TURB®gion kaum
Ubereinstimmungen zwpExp bestehen, mit Ausnahme der als wichtig fur die TUR@Ktion
bekannten Stellen. Die Sequenzen aullerhalb der TiBRB®BN wurden nicht verandert. Die
Sequenzen der TURB®gionen dieser Konstruktensi in Abb. 44 im Vergleich zum Wildtyp
dargestellt. pExp54tragt zusatzlich zypExp53vier Substitutionen. Diese befinden sich an den
Positionen 1617 und 8990.

PExp ...gTCAACCACACTCATTGACCTGACTGAACTCATTGACGTACGQQQTGTGGGACQCAG
PExp50 . . .CACAACCACACCCAAACACCAAACCCAACTCATAAACCCACACGGTGTGGGACGCAG
PExp53 . . .AAACCAACACACCACACCAAAACACCCCCTCATAACACCCAACCCTGTGGGACCCAG
PExp54 . . .AAACCAACACACACCACCAAAACACCCCCTCATAACACCCAACCCTGTGGGACCCAG
61 120
PExp GCCGTCCAAAAGCACACTCGTGTTCAACCTGGGGGGCACAGCCAATGGCTTTTCTTATGT. . .
PExp50 GCCG-——=====——mm e GTGAACAACCTGGGGGGCACAACCAAAGGCCCAACAAATGT . .
PExp53 (c7o] o c R —— GTGAAACCAATGGGGGGCCACAAAAAAGGACCCAACAATGT. . .
PExp54 GCCGm=mmmmmm—mm - GTGAAACCAATGGGGGGCCACAAACCAGGACCCAACAATGT. . .

Abb. 44 Vergleich der Sequenzen vgrExp pExp50und pExp53bzw. pExfb4. Die Positionen, welche verandert wurden,
sind schwarz hervorgehobenpExp53 und pEx®b4 unterscheiden sich nur an den Positionen -16 und 104105
voneinander.Motiv 1 und Motiv 2, sowie casVP2Start sind unterstrichen Motiv 2* ist gestrichelt unterstrchen.

5.2.1 Ergebnisse der transienten Expressionen

In Abb.45 sind die Ergebnisse der transienten ExpressionerpBEwp53und pExp54dargestellt. Zum
Vergleich ist auch nochmpExp50mit aufgefiihrt, weil dieses Konstrukt durch das Tragen derselben
15 Baen Deletion am ehesten mpExp53vergleichbar ist. Man kann erkennen, dass die -VP2
Expression nur etwa 10 % geringer ist, als belxp50 Die Expressionsrate liegt im Falle der
VariantepExp53vei 23 % bzw. bgiExp54bei 18 % der WildtyfT URBS. Dies ifir die grol3flachigen
Substitutionen bemerkenswert effizient und gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass fur die
Reinitiationseffizienz im VFRaster die hier identifizierten Strukturelemente zusammen mit der
Motiv 1-Sequenz wichtig sind. Schon mit dearherigen Experimenten konnte jedoch gezeigt
werden, dass Mutationen in der TURRS&gion sehr leicht zu Stérungen der Struktur fihren kdnnen,
welche die Funktion sehr wahrscheinlich beeinflussen. So kénnten verschiedene Strukturen parallel
existieren und emit die fur die TURBBunktion relevanten Elemente weniger haufig vorliegen und
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damit zu der geringeren Reinitiationsrate fihren. Um dieser Frage nachzugehen, wurden auch mit
pStr53und pStr54Strukturaufklarungsexperimente durchgefihrt.

120

100
100
pExp pExp53 pExp54
80 -
40 - 34
23 18
VP2 N I =
0 7 T T T L

pExp pExp50 pExp53 pExp54

A B

Abb. 45 Ergebnisse der Expressiangerimente mit den synhetischen KonstrukterpExp53und pExp54 In (A) sind die
Ergebnisse eines Expressi@xperimentes gezeigt(B) zeigt die Quantifizierung der Ergebnisse von drei unabhangigen
Expressionexperimenten, als Vegleich ist pExp50zusatzlich gezeigtDie ¥AchsenWerte geben die Menge VP2 im
Verhaltnis zum Wildtyp §Exp an, der auf 100 gesetzt wurde. Die Fehlerbalken zeigen die Streuung der Messwerte.

5.2.2 Ergebnisse der Strukturaufklarungsexperimente

Die Strukturaufklarungsexperimente mpStr53sind in den Abbildungen 46, 47 und 48 gezeigt. Die
Abb. 46 zeigt ein vollstandiges Acrylar@dl. Der Bereich um StaBtopp wird inAbb. 47gezeigt.
Die Paarung der Basen an den Positionen128, welche im Wildtyp vbandenist, kann man hier
kaum noch erkennen. Vielmehr sind in den Spuiardenen die Produkte der Behandlung mit den
einzelstrangspezifischeRNasen Tiind A aufgetragen wurdenim Vergleich zpStrstérkere Signale
zu erkennenHinweie auf voliegende dsRN&ereiche gibtein leichter Schatten in der Spur von
RNase Vlsowie das fehlende Signal f8&Nukleaseund den noch relativ schwachen Signalen bei
RNase Tiind A. Beides wird deutlich wenn man mit den Ergebnissen fiir die Varjz®itiel 7in Abb.

38 vergleicht bei der erheblich starkere Signale zu sehen sind. Es kaisdeauch hier mindestens
zwei parakle Strukturen zu geben.
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Stopp =
Start

Motiv2 I

Motiv2*H
Motiv1

Motiv2* I

0| Leiter T1 A S1 V1

T1 Seq I

Reaktions-

ansatz 123012301 230123123

Abb. 46 zeigt das Ergebnis eines
Strukturaufklarungs
experiments mit dem Konstrukt
pStr53 Die Motive, sowieVPE
Stopp und VP2Start sind mit

Balken markiert. Die
nachfolgend gezeigten
Ausschnitte  stammen  aus
diesem Gelbild.
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Motiv2 ATG..TGA

116 126
. .TATGTCTGAAT. ..

. .AATGTCTGAAT. . .

Reaktions-
ansatz 123 01 2301 2301231 23

Abb. 47 Vergleich der Basen 11627 despStr53mit dem Wildtyp. Die veranderte Base ist schwarz hervorgehoben, Start

und StoppTriplett sind unterstrichen. Im Vergleich der Spuren in denen die Produkte der BehandlungRiNise V1
aufgetragen sind, ist zu erkennen, dass die im Wildtyp deutlichen ligdiflir eine Interaktion Interaktion im Bereich der
Basen 126123 inpStr53nicht mehr zu sehen ist (siehe Pfeile). Allerdings gibt es auch fur die sSRNA spezifischen Enzyme
keine eindeutigen, starken Signale.

Einen weiteren Hinweis auf unterschiedliche Struktufiewlet sich in Abb48. Dort kann man zwei
Auffalligkeiten beobachtenZum einenist auch im Bereictvon Motiv 1, besonders fur dierei
Guanine an den Positionen &2 fur die gefaltete RNA mRNaseT1ein im Vergleich zum Wildtyp
sehr stark abgeschwéachtes Signal zu sedemanderenist in der Spur deRNase Vhuf Hohe der
Basen 581 einstark geschwachteSignal zu erkennen, welches zu dem schwachen Signal fur die
Positbnen 120123 passen wirdesowohl nach den Ergebnissen der Expressionsexperimente mit der
deutlichen Funktionsreduktion der TURBS, aleh schwachen Signalen fir im Wildtyp wichtige
Interaktionen, kann vermutet werden, dass ein Grof3teil der TUREffonen in einer nicht
funktionalen Faltung vorliegt.

Motiv1 Motiv2 ATG..TGA

Motiv1 &
w | 49 64
= pStr . . . TGTGGGACCCAGGCCG. . .
-Leiter -T1 Seq -T1 -A -S1
_ pStr53 .. . TGTGGGACCCAGGCCG. . .
Motiv1 -

Reaktions-
ansatz 1230123012 30123123

Abb. 48 zeigt die Basen 49 bis 64sHjibt an diesen Positionen keinen Unterschiedden Sequenzen der Konstrukte.
Direkt anschlieBend liegt jedoclbei pStr53eine 15 Basen Deletion. Die Strukturen in dem Bereiaftarscheiden sib
deutlich. So sind in deRNase T4Spur inpStr53die Guanine vorMotiv 1 in der gefalteten RNA kaum zu erkennen, dies
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spricht fur dsSRNA zumindest beim Uberwiegenden Teil der Molekile. Die Guanine 60 und 61 zeigen weiterhin dsRNA
Eigenschaften und wenn nmain diesem Bereich die Spur d&Nase Vbetrachtet, kann man auch schwache Signale fir

den Rest der im Wildtyp vorhandenen dsRNA von&B erkennen. Aber auch hier scheint eine nieitildtyp Faltung zu
dominieren. Betrachtet man das Guanin §4.Signal wn oben)zeigt sich dieses ipStr53als gepaart, was inpStrnicht

der Fall ist.

Zuletzt wurde in dieser Arbeit das Konstryk®tr54 untersucht. Dieses wurde urspriinglich nur
erstellt um nachzuweisen, dass die vier Basen, welche im VergleichAdlgtyp in pExp53nicht
verandert wurden, keinen Einfluss auf die Faltung haben. In den 4%lind 50ist zu sehen, dass
dem nicht so ist. Diese Bilder vergleichp8tr53und pStr54und man kann sehen, dass sich die
Faltung inpStr54 andert und zwar eideutig in Richtung der Wildtytruktur. Dies unterstreicht
einmal mehr die Probleme, welche in dieser Arbeit zu bewaltigen waren. Kleine Anderungen,
irgendwo in der RNA, fiuihren zu Effekten, welche zumindest durch die Sekundarstruktur nicht zu
erklaren sind.Der Bereich um die Start/Stogpegion, welche in Abb. 49 gezeigt wird, ist noch
Uberwiegend gleich. Wobei die Zugénglichkeit der Guanin®Nase Tbei pStr54erhéht erscheint.
Dagegen sind die Basen dazwischen nicht besser zugangli¢kNfise Aund SENuklease man
kénnte eher von eine schlechteren Zuganglichkeit sprechen.

Motiv1 Motiv2 ATG..TGA

m = n

A|C|G|U
- ~ = S— ——
||z — Gl 116 126

E pStr53 .. .AATGTCTGAAT. . .
0 ‘ Leiter ‘T1 Seq| T l A S1 ‘ V1

_ " pStr54 .. .AATGTCTGAAT. . .

I T —

- == v - =
Reaktions- o

ansatz 1230123012301 23123

Abb. 49 Vergleich der Basen 11627 despStr53mit pStr54 Die gegentber dem Wildtyp veranderte Base ist schwarz
hervorgehoben, Start und StoppTriplett sind unterstrichen. In balen Varianten kann das im Wildtyp beobachtete
Signal fur dsRNA voRNase Vinicht beobachtet werden (vgl. Abb. 41). Allerdings ist auch kein klares Signal fur die
sSRNA spezifischen Enzyme zu sehen.

Abb. 50zeigt den Bereich ablotiv 1, welches hier eindeutig besser fRiNase Txuganglich ist, also
ungepaart vorliegt. Im Vergleich zum Wildtyp sind die Signale aber auch hier schwécher. Genauso
verhdlt es sich mit den Basen an den Positione58auch diese sind etwas deutlicher alRdN\ zu
erkennen als inpStr53 aber dennoch schwéacher als im Wildtyp. Generell scheint es auch hier
mindestens zwei verschiedene Strukturen zu geben, wobei das Gleichgewicht eher in Richtung des
Wildtyps verschoben wird, wenn ma$str53zum Vergleich heraieht. Auf die VREXpression hatte

dies jedoch keinen Einfluss.
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Motiv1 Motiv2 ATG.TGA
[ Motiv2* ]
Alclc|u -
: -
-1 - 49 64
= pStr53 .. . TGTGGGACCCAGGCCG. ..
O|Leiter [T1Seq| T | A | s1 | v1
- -— pStr54 .. . TGTGGGACCCAGGCCG. . .
: =
- - -
=1 -—
" Reaktions-
ansatz 1 23012301230123123

Abb. 50 zeigt die Basen 49 bis 64, es gibt an diesen Positionen keinen Unterschied zwischen den Konstrukten. Die
Strukturen in dem Bereich unterscheiden sich jedoch. So sind inRiase T4Spur inpStr53die Guanine vorMotiv 1 in

der gefalteten RNA kaum zu erkennen, wahrend diese g&tr54deutlich zu sehen waren . Die Guanine 60 und 61 zeigen
bei beiden dsRNA Eigenschaften. Wenn man in diesem Bereich die SpuRNase Vlbetrachtet, kam man auch
schwache Signale fur den Rest der im Wildtyp vorhandenen dsRNA veBl5&kennen, wobei dies fupStr54leichter

fallt.

Diskussion

Die Umsetzungder in den Nukleinsduren gespeichertgenetischen Informatioiin Prdeine, als die
Haupteffektaen der Zelle erfolgt durch die Translatiomnd stellteine entscheidende Fahigkeit von
Lebewesendar. Durch diesen Mechanismus konnen die fir das Leben notwendigen Proteine
synthetisiert werden Viren nutzendie Maschnerie ihrer Wirtszellenaus um ihre genetische
Information in Proteine zu Ubertragen. Dabei gibt \e=rschiedenezellulére Hindernisse, welche
durch die Virerumgangen werden mussen.

Einesdieser Hindernisse ist daNettbewerb bei der Translatiorewischen viralen unaellularen
MRNAs Die zellularen pr&mRNAs werden im Zellkern auf verschiedene Artenzgssiertund
modifiziert, wodurch die mRNAs entstehdReview(Lee and Young 200&eene 200}, die vom
Translationssgtem als Substrat akzeptiert werdel®2 Y Na a Sy & 2-Gakls auSleyi Wp ¥
PolyA-Schwanangefligt werdendamit die RNAeffizient translatiertwerdenkann Dabeiermdéglicht

die CapStruktur (dber die Interaktion mit eukaryotischen Initiationsfaldo die
Translationsinitiationwohingegender PolyA-Schwanz vor allem fir die Stabilitat der RNA bendtigt
wird, jedochauch an der Translationsinitiation beteiligt. Im Normalfall geht bei Eukaryoten der am
p¥W 9y RS 3S506dzy RSy S, beskeiehdyadsiddr kiginer2Uyitardirheit difs RiBosoms und
Initiationsfaktoren Ay RSy a2 3Sy | y WMdddsyubera yn® leryeicht ydatiarch das
Startcodon an demdie Translatn startet und bis zum Stoppcodon fortgefiihrt wifRReview
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(Sonenberg and Hinnebusch 20DDiemRNAs sind in der Regel monocistronisch, codieren also nur
fur ein Protein.

Im Gegensatz zum zellularen mRNA Ressystem findet die Replikation und mRNA Synthese von
RNAViren meist im Cytoplasma stafomit stehen diezellularenRNAModifikationssystemedie fur
das Capping und die Polyadenylierung sorgeicht zur Verfligung. Viren haben verschieden
Mechanismenentwickelt, um dennoch translatierbare RNAs zu generierelie zudem bevorzugt
translatiert werden Am bekanntesten sind wohinterne Ribosomenbindungsstellefinternal
Ribosome Entry SitdtREJ (Jang, Krausgsh et al. 1988Pelletier and Sonenberg 1988velche die
Translationsinitiation unabhangig von Gapukturenund feml 6 @2 Y epa@@nyDiR Bunktion
der IREElemente ist von ihrer RN3truktur abhangig. Skonnendiese Strukturerdirekt mit der 40
S Unereinheit des Ribosom®der bestimmten Initiationsfaktoren interagieren und damit die
Translation initiieren. Auf manche Initiationsfaktoren, welche fir die Translation von mRNAs mit G
Cap bendtigt werden, kénnen einige IRH8mente verzichten. Beispialsise bendtigt d@ Hepatitis
CVirus(HCVJIRES nur den 43 S Komplex, bestehend aus der 40 S ribosomalen Unteteididen
FaktorenelF2 und elF3 [Review(Pestova, Kolupaeva et al. 2QDEine weitere Mdglichkeit, welche
von einigen Viren praktizie wird, ist dasUbertragen von zellularen Cetrukturen auf die virale
RNA(cCapsnatchingi(Bouloy, Plotch et al. 1978 Caliciviren verwendeals funktionellen Ersatz fir
eine CapStruktur zurTranslationsinitiatiorein alsVRy bezeichnetes Prote{baughenbaugh, Fraser
et al. 2003 Goodfellow, Chaudhry et al. 2006haudhry, Nayak edl. 200§, welchesca. 15 kDa
Massebesitztund kovalent amp ¥ 'y R A S envisb(MeyessSWirtiihRet al. 199Herbert,
Brierley et al. 199y Zusétzlich wirdson diesen Vireritr die Expressionles minoren Casidproteins
VP2 eine weitere Strategie verwendet, um Translation unabhangig vos@agurenund weit vom
p¥Y 9y RS RS NIuwtarten. Bigé @ghiNJibiér einen Reinitatiomechanismusder nur
nach erfolgreicher Terminatiomler Translationdes stromaufwarts gelegenebeseasters erfolgen
kann

Dieser bei Eukaryoten ungewdéhnliche Vorgang WwetdCalicivireriber diesogenanntedl ermination

Upstream Ribosome Binding Siie (TURBS vermittelt. Nach der Translation des VP1 kann eine
Reinitiation im VP2.eseraster erfolgerDie Reinitiationsrate im VP2eseraster ist deutlich niedriger

als die Initiationm VP21LeserasterSe betragtim Falle dein der vorliegenden Arbeit untersuchten

TURBS deRHDMn etwa 15%, so dass auch noch eine Regulation\@@2Expression abhangig von

der Expression des VP1 erfolgt. Eftgenovo Initiation am VP2Startcodonunabhéngig von der VP1
Translationist nicht moglich (Meyers 2003 Die sg mRNAbesitzteinenp W hwCZ @Bt PWS NJ
terminal gebundenen VPg gesteuémtdas VP1ranslatiert wird undeineno ¥ hwCX RSNJ I 6 KNY
der Translatiof RS& pWY hwC unddirydiefExpieAs®NIes PR Ndtbie TURBS
ermdglicht die Initiation an einem Btartcodon dasg SA (I @2 YderRMAerdfgfR Ifgt und

vom Ribosoniiber die Tanslation des 1. Rasters erreicht wiiels konnte gezeigt werden, dass das

Motiv 1 der TURBS mit der B8rRNA interagiert und dagliese Interaktion essentiell fur die
Reinitiation ist Luttermann and Meyers 2007 Die Modellvorstellung fur die TURBS8nktion geht

davon aus, dass das Ribosom Ubé&se Interaktionan der RNA gehalten wird und dadurch die
Maglichkeit bestehtdiesesfir einen Neustarverfligbar zu macheand somiteine Initiaion im VP2

ORFzu ermdglichen(Luttermann and Meyers 20070b die Interaktion schon vor oder erst nach
Termination der Translatiodes VPJusgebildet wirdist bisher nicht geklart.

Aufgrund der bereits bei vielen funktionellen RNAs, beispielsweise -BREfSentaén und tRNAS,
nachgewiesean Bedeutung deRNAStrukturfir deren Funktionalitatstellte sich dieder Frage nach
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der Bedeutung von Strukturen fur die TURB8nktion.Vor Beginn der hier beschriebenen Arbeiten
war lediglich die Rolle eineStrukturelemens der TURB$nittels Mutationsanalyse nachgewiesen
worden. Es handelt sich dabei utie Motiv2/2* Interaktion(Luttermann and Meyers 2009

Zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von weiteren
Sekindéarstrukturelementen der RHBMURBS und die Uberpriifung von deren funktioneller
Bedeutung. Theoretisch kann die RNA Sekundarstruktur berechnet werden. Die verfligbaren
Algorithmen basieren im Wesentlichen auf einer Minimierung der freien Engkbiweeichungerder
berechneten von der rdan Struktursind ublich weil die RNA Faltungnter anderemauch kinetisch
kontrolliert ist. Die Berechnung der Struktur tUber einen Webserver (http://mobyle @astr/cgi
bin/portal.py) mit dem Programm mfoldM. Zuker 1999 ergab die in Abb51 gezeigte Struktur.
Diese war jedoch nicht mitersten experimentell erhaltenen Datemur RHDY TURBSereinbar
(Kreher 200%

In der berechneten Struktur liegt dddotiv 1 zum grof3ten Teil gepaart vdbies kannauf Basis der
sowohl in vorhergehenden alauch in der vorliegenden Arbeérhaltenen Daten ausgeschlossen
werden. Eine Paarung vdnotiv 2/2*, wie ebenfalls bereits fir FCV beschrieben und durch Daten fur
RHDV untermauert, ist in der berechneten Struktur ebenfalls nicht zu finden.\\D@&eren
wiederspricht auch der groRe Ankean gepaarten Basen eindeutig den experimentellen Daten aus
dieser Arbeit. Diese Diskrepanz von experimentellen Daten und berechneten Strukturen war auch
schon Bestandteil von Veroffentlichung@deigan, Li et al. 2009Berechnete Strukturen sollten also
immer mit experimentellen Daten untermauert werden
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1 Analyse der TURBSSekundarstruktur mittelsv & | AOEEAOOAO 2.

1.1 Die Wildtyp -TURBS

5AS Tdz .S3Ayy RASASNI ! NbSAlG OSNBSYRSGS ¢SOKyAld
mittels limitierter Spaltungdurch Enzymdieferte ein Produktmuste der gesamten unterschten

RNA. Aus diesem Muster ate darauf geschlossen werden, welche Regionen der TURBS gepaart

und welche einzelstrangig vorliegeWie im Ergebnisteil(Abschnitt2.2) zu sehenist, besteht die

TURBS vor allem aus ungepaarter RNA. Die Signale fur dsRNA, reprasentiert durch Spaltung mit
RNase V1sind eindeutig in deMinderheit. Es gl des WeiterenBereiche, in denen sowohl
Enzektrang als auch DoppelstrarBNA Sigale erhalten wurden. Dies ist beispielsweise am
Abschnitt zwischen deGuaninen 64 und 72 zu sehewelchersowohl Signale fiiStNukleaseund

RNaseA (beide einzelstragspezifisch) als aucfir RNase Vi doppelstrangspezifisch)efert. Als

Erklarung kommen entweder pdlal existierendealternative Strukturen in Fage oder in diesem

. SNB A OK I dzF GaNBHiGuaeySHiteraktion: derSRingsysteme benachbarter Basen, das
RNase Vauch erkenntund schneidet Aufgrund der Spaltung durch zwei einzelstrangspezifische

En 8YS &A0KSAyliIRlAYy3d®| &B6a 99ighd Wakdeyichlieit RsNdarén & + m
aul’erdem an verschiedenen Stellen des Gels, mehr oder weniger ausgepragt, einzelne Spaltbanden
fur RNase V1zu sehen. Diese fielen zum Teil mit Signalen fur eimaalyspezifische Enzyme
zusammen. Aufgrund dieser Signas®wohl fir Einzelals auch Doppelstrang spaltende Enzyme
wurden diese Positionen nicht als eindeutig dsRNA betrachtet, sondern als nicht auswertbar
identifiziert. Unterstitt wurde diese Klasdifation durch die nicht strickte Doppelstrangspezifitat

von RNae V1und die verbreiteteAnnahme, dasisolierte Basenpaare nicht stabil siridie Bereiche
stromabwarts der Start/StoppRegionwurden nicht in das Strukturmodell einbezogen, weil die
Kernstruktur deTURB®uch bei Analysdero ¥ G SNXYA Yl £ GSNJ NNJ G§SNI wb! dzy
So fuhrte die Analyse einer nadfcoRISpaltung des KonstrukisStr erhaltenen RNA zu keiner

+ SNNYRSNYzyd RSNJ { A3yl £ S (kg EgebHsstéilShschritta.$Abb. 15 NB A OK
Dies hat zur Folgalass die stromabwaérts gelegeneBereiche nicht mit den Sequenzen aus dem

TURB Bereich interagieren koénng weil EcoRldirekt hinter der StartGtoppRegion schneidet

Diees Ergebnisweist darauf hin, dass ein kdrzlich publiziertes Ergebnis einer Maodell
Computersimulationvon RNAStrukturen in der RHDVYURBS das eine potentelle Haarnadel

struktur, welche die Paarung des Start/SteBpreiches mit stromabwaérts gelegenen Sequenzen

zeigt nicht zutreffend sein kanr(HaR3, Luttermann et al. 20)4DieseErgebnise zeigt de Tlckerder

Simulation von RN&trukturen tber Computerprogramme, denn obwohl die Interaktion theoretisch
moglich ist konntaAyY RAS&SNJ | NDSAG RdAZNOK RAS oW +SNJ NNJ dzy
Bildung diese Haarnadelguktur ausschliel3en.Diese Erkenntnis basiert darauf, dassdie
stromabwarts gelegenenqgtentiellen Interaktionspartner vor der Strukturanalyse entferntrden

konnten ohne das sich die Struktur destmmaufwérts gelegenen Bereiches der TURBS anderte

Diese Schlussfolgerumpgsst gut zDaten aus der zuvor genannten Publikatiatie zeigen, dass eine

Stérung der potentiellen Haarnadelstruktur keinen Einfluss auf die Translationsinitiation hat.

Diejenigen Bereiche deRNA besitzen aufgrund ihrer endstéandigenLage in dem untersuchten
Fragmenteinen hoherenFreiheitsgragdden sie in dervollstandigersg mRNAicht besitzen Dadurch
konnte ihr Verhalten in Strukturanalysen von der natirlichen Situation abweicBbrnso wurden
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die kurzestenSpaltfagmenteder SekundéarstrukturanalyseRA S RSY pW GSNXYAYLl f Sy
RNA entsprechenwegen ihrer terminalen Lageicht betrachtet Das KonstrukpStr wurde von

vornherein so geplant, dassede Elemente auRerhalb desibliziertenminimalen TURBS Bereiches
liegen(Meyers 2003

Entsprechend der obigen Ausfiihrungen beschrankte sich der BereiclpSteRNA, der fir die
Strukturanalyse ausgewertet wurde, auf die Baserl3b. Die Strukturanalyseexperimémlieferten
fur diesen Bereictzwar Datenob die Basen gepaart oder ungepaart vorlagdiel3en aber keine
direkten Rickschlusse auf die jeweiligen Inkgi@nspartner eines dsRNA Bereiches &us diesem
Grund wurdenausgehend vonden Daten aus den Strukiaufklarungsexperimenten und ed
Sequenzdaten Modelle erstellt, welcee wahrscheinlichsten Interaktionen abbildésiehe Abb.5p

1.2 Mutageneseexperimente

Dasaufgrund der Daten aus der Sekundarstrukturgeal der WildtypTURBS erstellte Modell wurde
anschlieRend mittelgMutageneseexperimenterverifiziert Dabei war das Zietlie prognostizierte
Interaktion mit einer primaren Substitwth zu zerstérerund dann sowohl auf Strukturebeneals
auch auf der Funkionsebenezu testen ob Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der Mutante
festzustellen waren. Wenn in den Strukturdaten die Anderung einer Seite der postulierten
Interaktion keinen Mfluss auf denmdglichen Interaktionspartner zeigten, musste eine neue
Hypothese aufgestellt werdernvdl. ErgebnisteilAbschnitt4.2 mit EcoRWerkirzte Variantg Wenn
sichdurch die Substitution von Basgnelche als dsRNA vorlageruch bei dervermuteten Partnern
Anderungen im Strukturanalyseexperimenteinstellten, wurde die jeweilige Partnesequenz
komplementar zum ersten Austausch substituiert, so dass wieder eine ktimmandoglichsein sollte
Entsprechende Analysen waren schon fir das F@Vdie Motiv 2/2* Interaktion erfolgreich
durchgefihrt worden(Luttermann and Meyers 2009so dass im Rahmen der hier beschriebenen
Analysen des RHDV auf Anderungen in diesen Sequenzen verzichtet ®imdieutig funktioniert
hat dieser Ansatzbei der Untersuchung der restlichen Interaktionaar fir die imErgebnisteilinter
Abschnitt 4.3 beschriebene Variante pExpl6/pStrl6 und ihre lomplementare Variante
pExp24/pStr24(ErgebnissteilAbschnitt 4.4). Hier war sowohl auf Strukturebeneals auch auf
Funktionsebene eineindeutige Komplementierung moglicnm Falle der postulierten Interaktion
der Basen 386 mit den Basen 882 (EE18/pStrl8und komplementéarpExp35/pStr3p war
dagegenschon in den Strukturaufklarunggperimenten ersichtlich dass keine Komplementation
stattgefunden hatteln der transienten Expression zeigte sich schon bei der Vandxpl&ur eine
geringe Funktiosbeeintrachtigung der TURBS, mit einer MRPression von86 % s
Wildtypniveaus De an beiden vorgeschlagenenténaktionssequenzen verandertéariante pExp35
zeigte mit 88 % des Wildtypreaus &hnliche FunktionalitdDieskorreliert mit den Daten aus dem
Strukturaufklarungssystem, welchegbenfalls keine Komplementierung zegt Mit diesen
Ergebnissen ist aber anPaarung der beiden vorgeschlagenen Partner nicht grundsatzlich
auszuschlieBen. Entscheidend festzuhalten bleibt aber, d#ssBedeutung dieser potentiellen
Interaktion flr die Reinitiatiosehr geringst, so dass diesPaarung nur eine untergeordnetelRe in

der TURB&unktion spielenkann. Interessanter ist die in dieser Arbeit gefundene Interaktion der
Basen 581 mit den Basen 12023 De Basen 581 liegen nahe dedMotivs 1, wahrend ihre
maoglichen Interaktionspartnem BereichdesVP1Stopp und VP2Startmdonslokalisiertsind. Diese
Interaktion bringt in der ghalteten TURBS dallotiv 1 in die Nahedes Start/StoppBereiches
Allerdings kann die Interaktiogsich nicht ausbilden, wahrend das translatierende Ribosom im Bereich
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desStart/Stoppcodors gebundenist und damit die Reinitiation nicht direkt beeinflusseie kénnte
aber auf andere Art involviert seilVichtigist festzuhalten, dasdiese Interaktionin jedem Falkine
Erklarung dafir lieferkkdnnte, warum die Translatioram VP2Startcodonnicht unabhangig von de
VPLExpressionde-novo initiiert werden kann [Luttermann, Meyers nicht publizierte Daten und
(Meyers 200y, weil der Zugang zumP2Startcodondurch die Interaktion blockiert wirdéschon in
vorangegangenen Arbeiten konntenit Deletionsmutanten die Bedeutung der Basen-@&@8
nachgewiesemverden(Meyers 2007.

120

Abb. 52 Modell-Darstellung der TURBBegion mit der bereits zuvor nahegelegten und hier bestatigten Interaktion der
Motive 2 und 2* (gestrichelter Kasten) und deneu gefundenen dsRNA Bereichedje durch schwarze Kéastchen
hervorgehoben sind.Die Sequenzen dedotiv 1, sowie dasVP21Stoppcodonund VP2Startcodon sind fett und
unterstrichen dargestellit.

Die Untersuchung der postulierten Interaktialer Basen 5&1 mit den Basen 12023 gestaltete
sich schwierig, weiletztere das UG des VP1Stoppcdonsenthalten und somit hier adct die
Primérsequenzunktionell wichtig ist Zudem wurdenSubstitutionen der Basen 5&L nur sehr
schlecht toleriert. Sie fihrten immer zu einem fast vollstandigen Funktionsverlust der TW&B&uf

die Bedeutung dieser Basdiir die Reinitiation hindeutetSo wurde bei den VariantgpExpl5
pExp19und pExp20 bei denen die Basen 8Bl gegen verschiedene andere Basen ausgetauscht
wurden, eine VP2Expression von weniger als 7 % des Wildtyps beobadivigt Ergebnissteil
Abschnit 4.5). Die Strukturanalysedaten der KonstrukpsStri5und pSt19 (nicht gezeigtstimmten

mit denmit pStr36gewannenErgebnissemveitestgehend tbereirfvgl. ErgebnissteAbschnitt4.4).
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1.3 Weitergehende Untersuchungen der Interaktion der Basen 58 -61 mit
der Start/Stopp -Region

Die Experimente mit den zuvor beschriebenen Konstrukten hatten ergetsss eine Mutation der
Basen 5&1 zu einer Umfitung der TURBStruktur fuhrte. Aus dieser Erkenntrisitete sich ein
neuer Ansatz ab. Die Interaktion ddveiden potentiellen Interaktionspartner sollte mit
Einzelaustauschen gestort werdefrir den Bereich der Basen 1PP3 existierte bereits das
KonstruktpStr7, bei diesem war das Cytosin 121 durch ein Adenin ersetzt worden (vgl. Ergebnisteil
Abschnitt 4.2) Fur den Bereich der Basen-68 wurde die KonstruktpExp46/pStrd@rstellt. Diese
trugen an Positiorb0 ein Uracil anstatt eines Guanins. Damit waren zwei Konstrukte vorhanden,
welche die Interaktion des postulierten Basenpaares Guanin 60 mit Cyto&irddrzh enseitige
Substitution storten. Diese Konstrukte zeigten unabhéangig vomeoter im transienten
Expressionssystem eine VVB2pression von 53 %EXp7 bzw. 56 %pEXxp46 des Wildtypniveaus.

Die Tatsache, dass die Beeinflussung der-BEfgRession dwch Verdnderungen in den beiden
vorgeschlagenen Interaktionspartnern ein, im Rahmen der Messgenauigkeit, identisches Ausmal3
hatte, spricht fur dieprognostiziertelnteraktion Ebenso zeigtedie Strikturanalysender mutierten
Sequenzereine Beeinflussunges jeweils nicht veranderten Bereichder postulierten Interaktion.

Die Kombination der Substitutionen aysExp7pStr7 und pExp46/pStr46in den Konstrukten
PExp47/pStr47 in einem Molekil,generierte ein AdeninUracitPaar anstelle des Guan@ytosin
Paares der WildtyTURBS. Dakonstrukt pExp47zeigte in der transienten Expressiorieatlings
keine Komplementierung3attdessen sanldie VP2Expressiorauf 7% des Wildtypniveaus ab. Eine
Erklarung firdieses Ergebnis lieferte die Struktnedyse mit dem KonstrukpStr47 Diese zeigte
namlich einedeutliche Anderung der RNB&ekundarstrukturanstelle der zunachst erwartete
Restaurierung der WildtypstruktubDie weitere Reduzierunger VP2Expressionsratbei pExp47im
Vergleich zipExp46 konnte alsoam, in der Strukturanalyse beobachtet&ferlust der umtersuchten
Interaktion liegen.Dagegen kann et Umstand, das#Motiv 1 in dieser Mutantenicht mehr fur
einzelstrangspezifische Enzyme zuganglich nigtht die entscheidende Rollspielen weil dieg
Veranderungschon beipExp46zu sehen warund deses Konstruktnoch deutlich mehr VR2
Expressioreeigte Hinweise auf eine Interaktion der Bereicter Basen 5&1 mit den Basen 120

123 konnten also mit de Einzelaustauschen pti7 und pStr46gefunden werdenDort bewirkt die
Anderung bei einem der postulierten Interaktiospartner die Anderungen der [@ltmuster im
Bereichdesvermutetenandereninteraktionspartners

1.4 Konstrukte mit synthetischer DNA

Die beschriebenen Analysen hatten Hinweise darauf ergeben, dass die TURBS vier
Sekundarstrukturelemente enthalt. Diese sind, neben Metiv 2/2*-Paarung, die Interaktionen der
Basen 3233 mit den Basen 10¥08, der Basen 335 mit den Basen 882 und die mteraktion der

Basen 5861 mit den Basen 12023. In einem weiteren Schritt sollte Uberprift werden ob die
Anwesenheit dieser Elemente zusammen mit dem als Priméarstrukturmotiv wirksktotw 1 sowie

dem VP1iStopp und VP2Startcodon in einer weitgehendekanderten Sequenzumgebung ausreicht,

um eine Reinitiation der Translation zu ermdglichen. Dazu wurden diErgabnisteilunter dem
Abschnitt 2.8 behandelten TURBSrianten pExp38/pExp50 erstellt. In diesen wurden Basen,
welche nicht an Interaktionen beiligt sein sollten bzw. nicht zu deévlotiven 1und 2/2* gehoérten,

zu Adenin bzw. Cytosin mutiert. Dies wurde durchgefiihrt, um Basenpaarungen unter Beteiligung
anderer Bereiche der Sequenzen und somit die Ausbildung von Sekundéarstrukturen zu verhindern,
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welche nicht den postulierten Interaktionen entsprachen. Bekp50wurden zuséatzlich 15 Basen in

der Region zwischeMotiv 1 und Motiv 2 deletiert. Die TURBBunktionalitat wurde durch die
Austausche ipExp38auf 36 % des Wildtypniveaus gesenkt. Die zighte Deletion ipExp5thatte

keine zuséatzliche Reduktion des Expression zur Folge (34% des Wildtypniveaus, die 2 % Abweichung
gegenuberpExp38liegen innerhalb der Messungenauigkeit). Der deletierte Bereich kann also als
unwichtig fur die Funktion der TURBS angesehen werden. Daraus kann allerdings keine
Verzichtbarkeit dieser Sequenz fur das Virus abgeleitet werden, denn die Deletion betmifft fu
Aminoséauren des VP1. Der Verlust dieser fiunf Aminosauren kénnte dessen Funktionalitéat erheblich
stéren. In dieser Arbeit wurden keine Versuche zur Funktionsfahigkeit dieses Proteins im Virus
gemacht, so dass dazu keine Aussage getroffen werden kannbdtde pExpVarianten ist
festzustellen, dass diese vor dem Hintergrund des Ausmalles der Veranderungen eine sehr gute
Reinitiationsrate zeigten. Viele Varianten mit deutlich geringeren Eingriffen in die Primarstruktur
wiesen sehr viestarkere Effekteauf (Meyers 2003 Meyers 2007 Kreher 2009 In vorangegangen
Arbeiten haben Deletionen von jeweils drei Basen in denpHxp50deletierten Bereich starke
Funktionsbeeintrachtigungengezeigt Dagegen wurden Deletionen von groReren Bereichen
interessanterweise bessdpleriert (Kreher 2009 Bei Untersuchungen dieser aus der Arbeit von
F.Kreher stammenden TURB&rianten, sowohl der Deletion von drei Basads auch der Deletion

von neun Basen (die die erwahnte Deletion von drei Basen enthielt) konnte jedoch keine vom
Wildtyp abweichende Sekundarstruktur festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Zusammen mit den
Daten, die vor allem im Bereich zwischbtotiv 1 und Motiv 2 konnte in pStr38 eine bessere
Zuganglichkeit fUSXNukleasezeigten (Dieses Enzym ist mit 29 kDa in etwa doppelt so schwer wie
die anderen Enzyme und musste durch sterische Hinderung starker blockiert werden). Kdnnte dies
ein Hinweis auf riigliche Tertiarstrukturen sein, welche sich mit den verwendeten Methoden nicht
untersuchen lassen.

Nachdemdie Funktionalitdt der VariantepExp38und pExp50nachgewiesen worden war, wurden

die Konstrukte pExp53 und pExp54 erstellt. Diese sollten die Veranderungen in dem
zugrundeliegenden KonstrupExp5och weiterfihren. Die Deletion, die pExp50vorhanden war,
wurde Ubernommen und zusétzlich zu den bisherigen Substitutionen wurden die vorhandenen
Adenine zu Cytosin dnumgekehrt mutiert. Natirlich wurden auch hier die bekannten fir die
Funktionalitat wichtigen Bereiche ausgespart. Die-¥#R@ressionsrate der beiden Konstrukte war im
Bezug auf die Wildtyp URBS mit 23 % heiExp530zw. 18 % bgdlExp54dieses entsprichpExp53dis

auf den Austausch von vier Basen PositioneniZ@&ind 8990, vgl. ErgebnissteAbschnitt5.2) noch
einmal um etwa 10 % geringer als bei dem KonstrpExp50 Dass allerdings trotz der
einschneidenden Veranderungen immer noch eine-#R@ressin nachgewiesen werden konnte, ist
bemerkenswert. Es konnte im Strukturaufklarungssystem beobachtet werden, dass bei diesen
Varianten die Signale fur die wichtigen Interaktionen im Vergleich zu dem Kong8tri&8deutlich
schwécher waren. Dieses muss zwhergleich herangezogen werden, weil fpExp50 keine
Strukturaufklarung betrieben worden war. Die offensichtliche Schwachung der in der Arbeit
identifizierten Sekundarstrukturen kann die Reduzierung der Reinitiationsrate bedingen, ist aber aus
den Sequerénderungen nicht erklarbar. Ein denkbarer Grund fur die beobachtete Schwéchung der
Interaktionen kénnte sein, dass die bereits erwahnten Tertidrstrukturen durch die weitergehende
Sequenzveranderung noch starker gestort wurden. Auch die BeeintrAchtigung von
Faltungsintermediaten(Woodson 201p kann nicht ausgeschlossen werden. Diese wirden dazu
fuhren, dass eine geringere Anzahl an RW#ekilen eine funktionelle Faltung aufwies. Die
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Akkumulation von fehlgefalteter RNA kénnte sowohl die schwacheren Signale fuiRNAd3ereiche
als auch den verstarkten Funktionsverlust der TURBS erklaren.

2 Analyse der TURBS Sekundarstruktur mittels Primer Extension

5AS !lylfteasS @2y pW¥ YIFINJASNISNI wb! YAGGSta LI
Erkenntnisse gebrathDiese Methode kann abericht in Verbindung mit Chemikalien angewandt
werden, welche die RNA Sekunsifiukturspezifisch modifizieren aber nicht spalten. Deshalb wurden
oPrimer ExtensianVersuchedurchgefiihrt Mit dieser Methodekann zum enen eine Marierung
@2y RSNJ oW feitht wekdenRiBed.hnw BEridebiSdenden markierten Primer) ungum
anderendie chemische Modifikation der RNA flietrukturaufklarung verwendeverden

Um eine moglichsgute cDNASynthese mit geringdfrequenz spontaner Kettenabbriiche und hoher
Sensitivitdt zu erreichen wurden verschiedeneReverse Transkriptasegetestet sowie die
Bedingungen fudie in-vitro Transkriptionoptimiert. Dessen ungeachtdétonnten mit der TURBSNA
jedochkeinequalitativ erreicht werden. Anbesten funktionierte das unter Material und Methoden
beschriebene Protokoll, welches eine modifizierte Variante aus einem &laubptokoll ist
(Wilkinson, Merino et al. 2006 Die Hauptproblematik bei dieseMethode war das starke
Hintergrundsignabler TURB&RNA dasnicht hinreichendreduziert werden konnte. Dies istjedoch
offensichtlich ein immanentes Problem diesgpeziellenRNA, weil bi einer parallelgetesteten
KontrollRNA (Eine codierende Sequenz awsnem Pestivirus nur ein deutlich schwécheres
Hintergrundsignal zu beobachtenwar. Eine Erklarung fur dieses Phanomen konlgigler nicht
gefunden werden. \Wder die Temperatur bei der Transkriptiomoch veschiedene Primer
Annealing bzw. Enaturierungschritte brachten eineVerbesserung. Mit dem Zusatz von Betain
konnte immerhinein Fortschritt erzielt werden so dass die partielle Auswertung der Analysen
ermoglicit wirde. Die Methode blieb jedoch immer mit dem Makel des hohen Hintergeand
behaftet, wdcher die Auswerung beeintrachtigte weil s£hwache Signalnicht siclibar bzw. nur
schwierig vom Hintergrund zu unterscheidearen Bei deroPrimerExtensior Analyse der TURBS
RNA besteht somiboch weiterer Optimierungbedarf. Die SequenzZodnnte beisjelsweiseum eine
optimierte Primerbindungsstelle erweitewerden (Wilkinson, Merino et al. 2006Damit ware eine
Auswertung ndher & 0 Wde ®noglich mit dem zusatzlichen Vorteil einerstabileren
Oligonukleotidbindung Ob mit diesem Schrittdas Problem des Hintgrundes vollstandig gelost
werden kann ist allerdingdraglich Hinzukommt, dasssichdie angefiligteSequenzauf die Faltung
der TURBS auswirkekbnnte, wodurch Artefakte die Auswertung beeintrdchtigen wird®ie
Methode konnte in der limitierten Zeitin der vorliegenden Doktorarbeihicht weiter optimiert
werden. Ebenso fehlte die Zeidieses System auch fir die synthetischen Rp®t38 pStr53und
pStr54zu testen

5AS RAINODKISTFNKNISY hLIWGAYASNUHzyIEaOKNARGGS RSNJ
zumindest, dass diBasisstruktur der TURBS bestatigt umit Hilfe der RNASpaltung durch
Chemikalien zusatzliche Informationen Uber digRBSStrukturerhalten werdenkonnten. So wurde

RFa O9NHSOoyYyAa I|dzaz RSN { (NHzl ( dzNMoty¢ I 1fugépSart Yokligigt p W
bestatigt Mit der Modifikation der RNA mit DMS konnte auch erstmals gezeigt werden, dass das
Adenin (Base 55) deMotiv 1 nicht in Basenpaarungen involviert ist.lei&hes gilt fir das
darauffolgende Cytosin (Base 56). Generell extgmdieErgebnisse der chemischéfodifikationen

die Strukturanalysedaten der TURBS vor allem in Regiimélenen die Enzyme aufgrund sterischer
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Hinderung nicht schneiden konnteibeispielsweise nahe von dsRNA Bereichéor allem fur die

Adenine in delTURBS konnten mit DMSS K | Yy Rf dzy 3 dzy R Yy -9OGKITRyIAMERERIS NJ ot
grof3e Datenliicken geschlossen werden. Auch im Falle von unklaren DatemlagerBeispiel im

Falle der unter Abschnitt 1.1 diskutierten Basen zwischen dem Positionen 64 lmam2 kit Hilfe

der chemischen Modifikation zusatzliche Hinweise darauf gefunden werden, dass diese Basen
ungepaart vorlagenf 2 YA (i 1 2 Y Y -BE (RS yddetba@dg\udoty &Ntkchnischen Probleme

als Erganzung der y I f & daBkierier4RNAdienen Wie schon im Ergebnisteil (Abschnidtl)
beschricbeng  NJ RAS | dza g SNIidzy3 RSNJ oW 3 SesSHheengrBndes . S NB A (
nicht mdglich. 8mit konntenfur den Bereich der StaftoppRegion keine sicheren Datenit der

a t NROYESINS y-Bleth®dé generiert werden.

3 Strukturmodelle

Die Sekundarstruktur der RHEWRBS besteht nach den in dieser ArbaigestelltenErgebnissen
interessanterweiseu grof3en Teilen aus einzelstrangiger RRWAlemwerden viele Basenpaardije

von der Basensequermusgehad theoretisch mdglich erscheinen, nicht ausgebild®iesist eire
interessante Feststellung, deraus thermodynamischer Sickbllte ein vermehrtes Ausbilden von
Basenpaarenvorteilhaft sein Beim Vergleich der mit mfold berechneten Sekumstiuktur der
TURBS konnte keine nennenswerte Ubereinstimmung mit der experimentell ermittelten Struktur
festgestellt werden(vgl. Abb.51 mit Abb.52). S findet manz.B.in den Berechnungen oftmals das
Motiv 1 als dsRNAorliegend Auchdie Paarungvon Motiv 2/2* wird nicht vorhergesagtSomit kann

die thermodynamischeStabilitat alleine die in den Experimenten gefundenen Strukturenicht
erklaren. In Abb. 53 ist ene TURB®odellstruktur gezeigt. A dieser sind die Spaltbzw.
Modifizierungsstellen  aufgefiihrt, welche im  Verlauf dieser Arbeit mit beiden
Strukturaufklarungssystemegefundenwurden. Fir manche Basen waren keine Dalemv. keine
eindeutigen Ergebnisseu erhalten Dies kann in Teilbergien auch zu geringfligigen Abweichungen
von der vorgeschlagenen Struktur fuhrdBeispielsweisdieferte das Guanin 4%im Modell Teilvon
Motiv 2*)mit RNase Tim gefalteten Zustand noclein schwacheSignal Eine Deutung wadrier nicht
ohne weiteres mogth. In den Konstrukten misynthetischeiSequenz wurde die Paarung von Guanin
45verhindert Daraufhin ergalsich keine Anderung der Struktur fur dBereichMotiv 2/2*.

Auch die Interaktiondes Start Stogp-Bereichesmit Sequenzen nahe ddglotivs 1 (Basen 5&1)

konnte um eine Base langer bzw. um eine Position verschekeén Die genaue Einordnung war
nicht méglich weil fir die beidenan den Kernbereiclangrenzenden Basn Guanin bzw. Cytosin
keine eindeutigen Signale zu erhaltewaren obwohl sie prinzipiell in der Lag wéren, eine
Basenpaarung auszubilden. Das vorliegende Modell mit lediglich vier Basenpaaren basiert auf der
Tatsachedass die RNase V-Bpaltungnur Sgnale furvier Basenpaare liefertéAus den erhaltenen

Daten scheintsomit die geerigte Lage der Interaktion wahrscheinlichals die Variantemit der
Interaktion von 119122. Dies kann man deutlich a@ytosin an Position 58hen welches auch ein
starkesRNase ¥-Signal liefertealso gepaart vorliegen muss
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Spaltstellen/Modifikationen
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Abb. 53 TURBSVIodell mit Spalt/Modifikatio nsstellen aus den kombinierten Strukturanalyseexperimentévotiv 1 und
VP2Start- bzw. VP1-Stoppcodon sind fett geschrieben und durch hterstreichen hervorgehoben. Die eingefiihrten
Markierungen unterscheidemur ssRNA/dsRNA spezifische Signale. Die ssRigAale setzen sich aus den Spaltungen
mit RNase A, T1, SMukleaseund den Daten firDMS und CMCTModifikation der gefalteten RNA zusammen. Die
Zustand fehlende Spaltungn von

Signale fur dsRNAetzen sichaus Spaltung mitRNase Viund den im gefalteten
Guanin mitRNase Tkusammen

In Abb. 52 und 53 ist das experimentellbisher am besten belegte Modell gezeidlie bereits
diskutiert gibt esjedochAlternativen zu den beschriebendmteraktionen(Abb.54) die imFolgenden
diskutiert werden Die beiden fraglicherinteraktionen sind Guanil€ytosin Paare, welche direkt
angrenzend an dsRNA Bereicheliegen wirden Aus hermodynamischer Sicht waren die
Interaktionen wahrscheinlichDer naheliegensteGrund fir de Nichtaisbildung dieser Paarungen
konnte ein Konflikt mit der Tertiarstruktuisein deren Bildung di€ntstehungdieser Interaktionen
ausschlieBen und zusatzlich energetisch glnstiger sein miB&s.erscheint unwahrscheinlich, so
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dassdie Ausbildungdieser Interaktionenplausibel ist auch wenn sie nicht in den Ergebnisshn
Strukturanalysen gefunden wden.
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Abb. 54 TURBSVodell mit alternativen dsRNA Bereichen. Die Positionen 45 und 97 bilderdiesem Modellkeine
Paarung aus undid Interaktion im Bereichder Start/Stoppsignaleist um ein Basenpaar verlangerDie Anderungen
gegeniiber den vorher gezeigten Modellesind umrahmt. Motiv 1, dasVPXStoppcodonund dasVP2Startcodonsind fett
und unterstrichen dargestellt.

Ausgehend vio den vor dieser Arbeit erhaltenebaten (Meyers 2003 Meyers 2007 Kreher 2009
und den Ergebnissen der Strukturanalyseexpentaeaus dervorliegenden Arbeitwurde ein
Strukturmodell fir die RHDVYURBS erstellDiesesModell enthalt auch die Inteldion der Basen 34
36 mit 8082. Benn auch wenn diese Interaktiamach den Ergebnissen npExpl8nicht kritisch fir
die TURB&unktion zu seincheint, konnten dochim Strukturaufklarungssystemeutliche Hinweise
auf das Vorhandesein der Interaktionerhalten werden Als gesichert und wichtig fur die
Funktionalitat der TUBS kann die Interaktion der Basen-32 mit 107108 gelten,denn der
Austaush in pExpl6 hatte eine deutliche Redukth der VPzZExpression zur Folge undie
Komplemenierungim KonstruktpExp24war ebenfalls erfolgreichDie Interaktion der Basen 582
mit den Basen 11923 wurde mit denKonstrukten pExp7bzw. pExp46analysiert, diesowohl auf
Ebene der Expression als auch auf Strukturelmrieine Interaktion der beiden Bereiche knisen
Der einelne Basenaustausch ayéweils einer Seite der postulierten Interaktioritihrte zu
vergleitibaren Reduktion der VPAZ2engen. Die VPZEXpressiorentsprach etwab0 % deiWildtyp-
Expression undauch die Beeintrachtigung dgeweils anderen Seite der Interaktiodurch die
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Mutationen konnteim Strukturanalysesysm erfolgreichgezeigt werden. DerbschlieRende Beweis
durch die Kmplementierung gelanggedochnicht.

Abb. 55 zeigt die Ausschnitte ausier Gelbildan mit
den Guaninen 119 wund 123 undsoll das
unterschiedliche Sp#&berhalten von RNase Tlan
G123 dieser Position beim Vergleich von entfalteter RNA
G119| gegeniiber gefalteter RNA verdeutliche(®) zeigt den
betreffenden Ausschnitt aus dem im Ergebnisteil
gezeigten Gelbild vompStr. (B) und (O zeigen zwei
Strukturanalyseergebnisse mgStrund Dein Egebnis
mit pStr7. Beim KonstruktpStr7 ist das Cytosin vor
dem VPL-Stoppcodon zu einem Adenin mutiert. s
G123 interferiert mit der Ausbildung eines dsRNA Becés.
* G119| Deutlich zu sehen ist bei (B) und (@) schlechtere
Spaltbarkeit der Guanine 119 und 123n der
gefalteten, im Vergleich zur entfalteten RNA. BpBtr7
dreht sich der Effekt um und die Guanine werden in
G123 d , ;
er gefalteten RNA starker gespgah als im
G119 entfalteten Zustand, weil dort die Paarung dieser
Region durch eine Substitutiobehindert wird.

o Leiter | T1Seq |

G123
G119

D

Reaktions-
ansatz 12 3 01 2 3

Die Verlangerung des dsRi&&reichs um eine Base in Al8d, im Vergleich zum Arbeitsmodell (Abb.

52) geschah aufgrund der thermodynamischen Prinzipien, nach denen gepaarte Basen ein
niedrigeres Energieniveau haben als einzelstréngige, womit die-Bitthing des terminalen &

Paars unwahrscheinlich erscheint. Es gab zudem keine Ergebnisse, die die Bildung dieses Paares
ausschlieen wirden. Das von der WildigRBS gezeigte Gelbildjl{ Abb. &rgebnisteil 2.pzeigt

keine signifikante Abschwachung dd&BuaninSpaltung in der strukturierten gegeniber der
entfalteten RNA, was einer Basenpaarung der fraglichen Guanine widersprechen wirde. Dies war
aber im Vergleich mit anderen derartigen Experimenten eine Ausnahme. Um dies zu verdeutlichen
sind in Abb55 avei weiteren Strukturanalyseergebnisse der WildifdRBS gezeigt. Zu beachten ist
dabei, dass es sich um die gleiche RNA handelt wie diejidda$ im Ergebnisteil in Abb.ggzeigte

Gel verwendet wurde. Dieses Gel zeigt also leider in dieser PositierAeweichung vom allgemein
beobachteten Spaltmuster, wurde aber aufgrund seiner sonstigen Qualitat firedieale Abbildung
ausgewahlt.Zum besseren Vergleich ist auch hier nochmal die Datenlage fir die Mupité
angeflhrt, bei der ein Einzelaustaisan Position 121 die Interaktion verhindern sollte. Dies flhrte

in der Analyse der gefalteten RNA (Spur T1) zu deutlich starkeren Signalen fur die Guanine, als sie in
pStrzu beobachten waren. Die starkere Spaltung in der gefalteten RN#Sh&wird vor allem beim
Vergleich mit den Signalen der Sequenzierreaktion deutlich und kann dadurch erklart werden, dass in
diesem Zustand gepaart vorliegende Guanine nicht mehr spaltbar waren und somit die nicht
gepaarten Guanine vermehrt gespalten wurden. Analogn Zorher beschriebenen Fall sollt@eisa
thermodynamischen Griinden auch dasC®aar der Basen 45 und 97Nfotiv 2/2* gebildet werden.
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Abb. 56 finales Model der Sekundéarstruktur der RHDYURBS. Die Basgemlie Motiv 1 und VP1Stopp bzw. VP2
Startcodon bilden, sind unterstrichenund fett dargestellt Die interagierendenBasen sind in Kastchen gefasstiotiv
2/2* ist mit einem gestricheltesKastchenumrahmt. Die neu gefundenenteraktionen der Basen 333 und 107108 ist
mit einem durchgehenden Kastn kenntlich gemacht Der Kasten der aus Strichen und Punkten bestehreigt die
Interaktion der Basern58-62 mit den Basen 11923. De Interaktion der Basen 386 mit den Basen 82 ist in dam
gepunkteten Kasten eingefasst

Die Abbildungerb6 und57 zeigen das finale Strukturmodell der RHDYRBS in unterschiedlichen
Darstellungen. Abbb6 hebt die gepaarten Sequenzen ubersichtlich hervor, wahrend in ¥oldie
Kontinuitat der RNASequenz klarer zum Ausdruck kommt. Den Kern der Struktur bildet die
Interaktion des Motiv 2 (Basen 94€7) mit Motiv 2* (Basen 4518 und 57), in welche der
einzelstrdngige Bereich dedotiv 1 eingebettet ist. Zusétzlich sind drei Pseudoknoten enthalten,
welche durch die Interaktionen der Basen 33 mit den Basen 10X08, der Basen 3486 mit den
Basen 882 und schliellich der Paarung der Basen638mit den in der Start/Stopfegion
liegenden Basen 11823 gebildet werden. Abgesehen von den beschriebenen Paarungen liegt die
gesamte TURBS einzelstrangig vor.
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Abb. 57 alternative Darstellung der in Abb56 gezeigten finan TURBStruktur. Motiv 1, VP2Startcodonund VPE
Stoppcodonsind fett und unterstrichendargestellt

4 Struktur -Funktionsbeziehungen der RHDV -TURBS

Aus den in dieser Arbeit prasentierten Daten wirgrsichtlich, dass die RHBEWRBS
erstaunlicherweise zum gréf3ten Teil aus ssSRNA besteht. Nachdem dies festgestellt worden watr,
wurden die wenigen gefundenen dsRNA Bereiche besonders genau untersucht. Es stellte sich heraus,
dass die Substitutionen, welchéedBildung der dsRNA Bereiche zwischen den Bas@&3 3&d den

Basen 107108 sowie zwischen den Basen-@B mit den Basen 12023 stdrten, schwerwiegende
Beeintrachtigungen der TURBS8Nktion mit sich brachten. Dagegen hatte eine Beeintrachtigung der
Paarung der Basen 3436 und 8082 keinen nennenswert@ Effekt Die Auswirkungen der
Substitutionen erreichten Funktionseinschrankungdre bis an Deletionen von drei Nukleotidém
gleichenBereichherarkamen. Diesst deutlich beim Vergleich der VIEXpressioslevel der TURBS
VariantenpExp4und pExp5(vgl. ErgebnissteiRbschnitt4.1) mit pExpl5, pExpl@nd pExp20(vgl.
Ergebnissteil Abschnitt.5) zu erkennen.

In vorangegangenen Arbeiten wurdé&ereits die Auswirkungen vobDeletionen von drei Basen an
unterschiedlichen Positionerauf die Reinitiationsrateuntersucht (Meyers 2007. Bei diesen
Deletionen, die abeits der beschrieben Motive und der dsRRéreiche lagen, waren die Einflliisse
der Veranderungen weniger schwerwiegend als die hier untersucl®ebstitutionenin dsRNA
Bereichen. Allerdings wurden vor allem in der Schlaufe aus grof3tenteils einzelstraR¢igeim
Bereich zwischeMotiv 2* und Motiv 2 Deletionen von drei Nukleotiden gefunden, die zu schweren
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