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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gegenwartige Herausforderungen der Landwirtschaft mit

Pflanzenpathogenen

Schon seit den Anfangen der Landwirtschaft verursachen Pflanzenpathogene wie
Bakterien, Oomyceten, Pilze, Viren, Nematoden und Insekten enorme Ernteverluste.
Derzeit wird der weltweite Ertragsverlust auf 30 % und die Wirksamkeit von
Pflanzenschutzmittel auf etwa 50 % geschatzt (Oerke und Dehne 2004). Durch den
Schadlingsbefall verursachte Krankheitssymptome flihren zu einem Absterben der
Pflanzen, induzieren aber auch Nekrosen auf Blattern und Friichten oder ein verringertes
Wachstum. Wahrend gegen Bakterien, Oomyceten, Pilze, Nematoden und Insekten der
Einsatz von Pflanzenschutzmittel wirksam ist, kbnnen Virusinfektionen lediglich Uber die
Eliminierung der Insekten, die als Ubertrager (sog. Vektoren) fungieren, oder durch den
Einsatz von resistenten Pflanzen kontrolliert werden (Nicaise et al. 2003). Eine haufig
verwendete Strategie zur Generierung einer Virusresistenz ist die Erzeugung transgener
Pflanzen durch das Einbringen einer viralen Sequenz in das Pflanzengenom, in dessen
Folge eine Immunabwehr ausgel6st wird (siehe Absatz 1.6.1). Allerdings ist der Einsatz
transgener Pflanzen nicht weltweit erlaubt (Aaziz und Tepfer 1999; Dangl et al. 2013). Fur
alternative Strategien ist das Erforschen des antiviralen Immunsystems der Pflanze von
grolRer Relevanz, da auf Basis dieser Kenntnisse SchutzmaRnahmen entwickelt werden
kénnen. Zunachst ist es dazu sinnvoll, die pflanzenpathogene Wirkweise von Viren zu

verstehen.

1.2 Pflanzenpathogene Wirkweise am Beispiel des Tomatenzwergbusch-

Virus

Viren sind infektiose Partikel, die im Allgemeinen aus Nukleinsaduren und einer Proteinhdille
bestehen und sich nur in einer Wirtszelle vermehren kénnen. Pflanzenviren werden nach
Art des Virusgenoms in die Gruppen der DNA- und RNA-Viren eingeteilt (Lefkowitz et al.
2018). Das Genom von RNA-Viren kann als Einzelstrang in einer (+) -Strang-, (-) -Strang-
oder (+/-) -Strang-Polaritat auftreten. Das Genom der (+) -Strang-RNA-Viren dient direkt als
messenger RNA (mRNA). Das Tomatenzwergbusch-Virus, auch als Tomato bushy stunt
virus (TBSV) bezeichnet, dient in dieser Arbeit als Modellsystem der (+) -Strang-RNA-Viren
und wurde zur Untersuchung einer méglichen der Pflanzenprotektion genutzt (Scholthof et
al. 2011; Yamamura und Scholthof 2005).
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TBSV gehort zur Gattung Tombusvirus in der Familie Tombusviridae. Wirtspflanzen des
Virus sind unter anderem Tomate, Aubergine, Paprika und Tabak. Krankheitssymptome
sind wirtsabhangig und duf3ern sich durch buschiges Wachstum, Nekrosen auf Blattern und
Frichten, deformierte oder eingerollte Blatter und ein gehemmtes Wachstum. Bei der
australischen Tabakart Nicotiana benthamiana (Nb), die als Modellpflanze der Familie der
Solanaceae genutzt wird, fihrt die Infektion, wie in Abbildung 1.1 gezeigt, zum Absterben
der Pflanze (Yamamura und Scholthof 2005).

infiziert

21 Tage

7 Tage

Abbildung 1.1: Darstellung einer mit TBSV infizierten N. benthamiana-Pflanze.
TBSV-infizierte N. benthamiana-Pflanzen sind 21 Tage nach Inokulation in ihrem Wachstum gehemmt und
weisen nach sieben Tagen eingerollte Blatter auf.

Bei der Infektion der Pflanze ist kein Ubertrager-Vektor von TBSV bekannt.
Hochstwahrscheinlich tritt das Virus Uber Wunden in die Pflanzenzelle ein. Zunachst wird
das virale Genom aus der Proteinhdlle freigesetzt. Das (+) -Strang-RNA-Genom des TBSV
umfasst 4,8 kb, ist hoch strukturiert und codiert, wie in Abbildung 1.2 schematisch gezeigt,
fur funf Proteine (Hearne et al. 1990; Wu et al. 2013). Die fur die Proteine codierende
Gensequenzen, die sogenannten open reading frames (ORFs), sind von einer 5’- und 3'-
untranslated region (UTR) flankiert (Miller und White 2006; Wu und White 1999). Die RNA-
RNA-Interaktion zwischen der 3‘- und der 5’-UTR des Genoms ist essenziell, da sich nur so
das RNA-Genom zu einer komplexen Struktur faltet und auch nur so die Initiation der
Translation ermdglicht wird (Miller und White 2006; Wu und White 1999).
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Abbildung 1.2: Darstellung der Genomorganisation von TBSV.

Organisation des Virus-Genoms (Linie) mit open reading frames (ORFs, dargestellt als Rechtecke), die flr die
folgenden Proteine codieren: p33 (Cofaktor der Polymerase), p92 (RNA-abhangige RNA-Polymerase), p41
(Hallprotein), p22 (movement-Protein) und p19 (viraler Suppressor des RNA-silencings). Markiert sind
auflerdem die Startpunkte fiir die Transkription der subgenomischen RNA 1 (sgRNA1) und 2 (sgRNA2) und die
5'- und 3'-untranslated region (UTR). Modifizierte Darstellung nach Wu et al. 2013.

Die nach einer Infektion synthetisierten Proteine des TBSV-Genoms sind p92, p33, p41,
p22 und p19. Der Co-Faktor p33 und die RNA-abhangige RNA-Polymerase p92 werden
direkt vom Genom, das in diesem Fall als mRNA dient, translatiert (Hearne et al. 1990;
Oster et al. 1998; Pogany et al. 2005). p92 entsteht durch Uberlesen des Stopcodons von
p33 (Hearne et al. 1990; Scholthof, Scholthof und Jackson 1995). Beide Proteine sind
essenziell fur die Replikation der viralen RNA. In der Replikation dient das (+) -Strang-
Genom als Matrize fur die Synthese des (-) -Strang-Intermediates. Dieser (-) -Strang wird
im nachsten Schritt fir die Synthese des neuen (+) -Strangs verwendet. Wahrend der
Replikation entstehen in Abhangigkeit von strukturierten Komponenten des viralen Genoms
kirzere (-) -Strange, die als Vorlage fir die Transkription von zwei subgenomische RNAs
dienen (Lin et al. 2007; Miller und Koev 2000). Das von der subgenomischen RNA 1
translatierte p41 ist Baustein der Hille, welche das TBSV-Genom umgibt und die
Verbreitung des Virus Uber eine gréRere Distanz in der Pflanze erlaubt (Olson et al. 1983).
Die Viruspartikel werden nach dem Verpacken des Virusgenoms aus der Zelle freigesetzt.
Die subgenomische RNA 2 dient als Template flr die Translation der Proteine p22 und p19.
Der ORF von p22 Uberspannt die codierende Sequenz von p19 (Abbildung 1.2). In
Abhangigkeit des jeweiligen Startcodons erfolgt die Translation der Proteine p19 und p22.
Das p19-Startcodon wird von den Ribosomen préaferiert (Scholthof et al. 1999). p22 ist das
movement-Protein, das fur die interzellulare Verbreitung des viralen Genoms sorgt. p19
bindet als viraler Suppressor des RNA-silencing (VSR) mit hoher Affinitat die
21 Nukleotide (nt) langen viral small interfering RNAs (vsiRNAs), um deren Assoziation an
den RNA-induced silencing complex (RISC) und dadurch die systemische Immunantwort
zu verhindern, siehe Abschnitt 1.3 (Omarov et al. 2006; Scholthof, Scholthof, Kikkert, et al.
1995; Silhavy et al. 2002). Bei der gegen eine Virusinfektion gerichteten Immunantwort

handelt es sich um den Mechanismus des RNA-silencings.
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1.3 RNA-Silencing

Der Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAi) bzw. das RNA-silencing ermoglicht es der
Pflanze, die Expression verschiedener Gene auf Ebene der RNA, wie in Abbildung 1.3 A-B
schematisch dargestellt, zu regulieren. Dieser Mechanismus stellt auch eine zentrale
Komponente der viralen Immunabwehr der Pflanzen dar (Abbildung 1.3C). Auf diese Weise
kann die Vervielfaltigung des Virus empfindlich gestoért werden. Kleine RNA (small RNA,
sRNA)-Duplexe werden in der Pflanze erzeugt, indem doppelstrangige RNA-Molekiile
(dsRNA) durch DICER-LIKE-Proteine (DCL) endonukleolytisch prozessiert werden
(Bologna und Voinnet 2014). Diese sRNA-Duplexe werden anschlieBend in die
Hauptkomponente des RNA-silencing, dem ARGONAUTE-Protein (AGO), eingebaut,
woraufhin sich der Effektorkomplex, auch als RNA-induced silencing complex (RISC)
bezeichnet, bildet (Abbildung 1.3A-B). Wéahrend der Assemblierung des RISC wird der
sogenannte passenger strand des gebundenen sRNA-Duplexes aus dem RISC entfernt.
Der RISC erlangt durch den verbliebenen guide strand Affinitat zu einer komplementaren
Nukleinsdure und reguliert deren Aktivitat (Tomari und Zamore 2005). Diese Regulation
kann in Form des post-transkriptionellen Gen-silencing (PTGS) oder des transkriptionellen
Gen-silencing (TGS) stattfinden. Beim PTGS erfolgt die Inhibition auf Ebene der Translation
entweder durch die Bindung des RISC an die mRNA oder das AGO-Protein katalysiert die
endonukleolytische Hydrolyse der RNA, welche im Folgenden als RNA-Spaltung
bezeichnet wird. Beim TGS erfolgt die Methylierung der DNA durch Methyltransferasen,
welche durch AGO-Proteine rekrutiert werden, was zu einer Hemmung der Transkription
fuhrt (Bologna und Voinnet 2014).
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Abbildung 1.3: Darstellung des RNA-silencing und der Identifikationsstrategie von esiRNAs.

(A) Micro (mi)RNA-Transkripte werden von DICER-LIKE 1 (DCL1) zu miRNAs prozessiert und anschlieRend
aus dem Zellkern transportiert. TRANSPORTIN 1 (TRN1) unterstiitzt die Assoziation der miRNA an AGO1. (B)
Im Cytoplasma wird AGO1 unter anderem mit Hilfe der Faktoren HEAT-SHOCK-PROTEIN (HSP) 70 und
HSP90 und dem CYCLOPHILIN 40 (CYP40) mit der miRNA beladen, um zur mRNA dirigiert zu werden und
deren Abbau durch eine Spaltung zu induzieren. (C) Das virale Genom oder ein doppelstrangiges RNA-
Intermediat des Genoms wird von DCL2/4 in viral small interfering RNAs (vsiRNA) prozessiert, welche von
AGO1 oder AGO2 gebunden werden. Die vsiRNA dirigiert das AGO-Protein zum viralen Genom, das durch
endonukleolytische Hydrolyse abgebaut wird. (D) Zur Identifizierung von effizienter vsiRNA (esiRNA) wurden
drei Annahmen gemacht. EsiRNAs werden aus Virusgenom generiert und sollten komplementar zur eher
zuganglicheren (+) -Strang RNA sein, eine hohe Affinitdt zu AGO haben und an eine zugangliche Position im
Virus-Genom binden. Darstellung modifiziert nach Bologna und Voinnet 2014; Gago-Zachert et al. 2019; Iki et
al. 2012.

1.3.1 DICER-LIKE-Endonukleasen prozessieren dsRNA

Im Zuge des RNA-silencing werden lange, doppelstrangige RNA-Moleklle, welche durch
Hybridisierung zweier komplementarer Sequenzen entstehen oder strukturelle Elemente
von RNA-Sekundarstrukturen in kleine 21-24 nt lange sRNAs mit einem 2-Nukleotid-3"*-
Uberhang und 5‘-Monophosphat prozessiert. Dieser Prozess wird durch die sogenannten
DICER-LIKE-Endonukleasen (DCLs) ausgefihrt (Bologna und Voinnet 2014; Reinhart et
al. 2002). DCLs wurden in verschiedenen hoéheren Pflanzen, Insekten, Nematoden und
Pilzen nachgewiesen (Bartel 2004). In der Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana (At) sind
zum Beispiel vier verschiedene DCLs codiert (Finnegan et al. 2003; Margis et al. 2006;
Schauer et al. 2002).
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DCLA1 ist dafur bekannt, die microRNA (miRNA)-Prozessierung im Zellkern zu katalysieren,
da es, wie in Abbildung 1.3A schematisch gezeigt, die primaren microRNA-Transkripte (pri-
miRNA) zu 21-22 nt lange miRNAs uberfuhrt. Auf diese Weise spielt DCL1 eine wichtige
Rolle darin, die Genexpression wahrend der Entwicklung der Pflanzen zu regulieren (Jones-
Rhoades et al. 2006). Auch die ubrigen DCLs in A. thaliana (DCL2, DCL3 und DCL4)
Ubernehmen zentrale Aufgaben bei der Regulation der Genexpression insofern, als dass
sie jeweils die 22, 24 und 21 nt langen small interfering RNAs (siRNA) aus vollstandig
komplementaren, doppelstrangigen RNAs prozessieren (Henderson et al. 2006). Im Fall
einer Infektion partizipieren DCL2 und DCL4 in der Abwehr viraler Infektionen, indem sie
die virale dsRNA als Substrat verwenden (Abbildung 1.3C). Die 21-22 nt langen, aus dem
viralen Genom prozessierten vsiRNA werden zur antiviralen Immunabwehr verwendet
(Bouche et al. 2006; Deleris et al. 2006; Xie et al. 2004). Verschiedene, im Zuge der
Immunabwehr prozessierte vsiRNAs, wirken nicht mit der gleichen Effizienz antiviral (Gago-
Zachert et al. 2019). Auf die Identifizierung von effizienten vsiRNA soll im Abschnitt 1.3.3

eingegangen werden.

1.3.2 Argonaute-Proteine bilden die Hauptkomponente des RNA-induced-silencing-

Komplexes

Die durch DCLs erzeugten kleinen RNA-Molekile werden im RISC, dessen
Hauptkomponente das AGO-Protein ist, aktiv. AGO-Proteine variieren in ihrer Anzahl in
unterschiedlichen Organismen. In A. thaliana sind 10 AGO-Proteine mit unterschiedlichen
Funktionen beschrieben (Wei et al. 2012).

Untersuchungen von AGO1-Mutanten von A. thaliana haben ergeben, dass AGO1 am
PTGS beteiligt ist (Fagard et al. 2000; Morel et al. 2002; Vaucheret et al. 2004). Vorrangig
assoziieren 21 nt lange miRNAs und siRNAs, wie in Abbildung 1.3A, B, C gezeigt, an AGO1
(Baumberger und Baulcombe 2005; Hou et al. 2016; Liu et al. 2009). Wahrend AGO4 und
AGOG6 ausschlieldlich auf transkriptioneller Ebene wirken, wurde fir AGO1, AGO2, AGO4
und AGO5 auch eine Rolle in der antiviralen Immunabwehr beschrieben. In der viralen
Abwehr binden sie virale siRNA und inaktivieren das virale Genom durch
endonukleolytische Spaltung (AGO1, AGO2, und AGO5) oder Methylierung der DNA
(AGO4) (Alvarado und Scholthof 2011; Haley und Zamore 2004; Qi et al. 2006; Qu et al.
2008; Takeda et al. 2008; Zheng et al. 2007).

AGO-Proteine dhneln sich in ihrer Struktur und bestehen aus einer variablen N-terminalen
Domane, der P-element induced wimpy testis (PIWI)-Argonaute-Zwille (PAZ)-Domane, der

mittleren Doméane (MID) und der PIWI-Doméane (Abbildung 1.4), deren Funktionen im
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Zusammenhang mit der sSRNA-Bindung und dem RISC-Zusammenbau im Folgenden naher
erklart werden sollen.

Das A. thaliana-TRANSPORTIN 1 (TRN1) unterstutzt die Assoziation der miRNA mit dem
AGO1-Protein (Abbildung 1.3B) (Cui et al. 2016). Zur Beladung der AGO-Proteine mit sSRNA
werden die beiden Chaperone HEAT-SHOCK-PROTEIN (HSP) 70 und HSP90 bendtigt,
welche an die N-terminale Domane des AGOs binden und eine ATP-abhangige
Konformationsanderung induzieren (lki et al. 2010; Iwasaki et al. 2010; Iwasaki et al. 2015;
Naruse et al. 2018; Tahbaz et al. 2001). Wahrend der Assemblierung des RISC erhéht
CYP40 — durch die unterstitzende Funktion wahrend der Bindung von siRNA-Duplexen an
AGO1 - die Menge an reifen RISCs (Iki et al. 2012).

Das 5-Monophosphat des guide strand der sRNA wird von der MID-Domane gebunden,
wahrend die PAZ-Domaéne firr die Bindung des 2 nt langen 3“-Uberhangs des sRNA-
Duplexes verantwortlich ist (Lingel et al. 2004; Schirle und MacRae 2012; Song et al. 2003).
Die Bindungsaffinitat einer siRNA an ein pflanzliches AGO-Protein wird durch die Art des
5'-Nukleotids der siRNA stark beeinflusst. Im Fall einer 21 nt langen siRNA praferieren
AGO1 und AGO10 ein 5-Uracil (U); AGO2, AGO3, AGO4 und AGO7 hingegen ein 5'-
Adenin (A) und AGOS5 ein 5-Cytosin (C) (Mi et al. 2008; Schuck et al. 2013; Takeda et al.
2008). Fur pflanzliche AGO-Proteine wurde gezeigt, dass der passenger strand einer siRNA
durch endonukleolytische Spaltung katalysiert durch die Ribonukleaseaktivitat des AGO-
Proteins aus dem RISC entfernt wird (lki et al. 2010). Im Fall des humanen AGO2 wurde
deutlich, dass bei der Entfernung des passenger strand die N-terminale Domane involviert
ist (Kwak und Tomari 2012).

Die C-terminale PIWI-Domane ahnelt einer Ribonuklease H-Domane von RNase H und
enthdlt ein aktives Zentrum mit einer Mg?'-lonen-abhingigen katalytischen Triade,
bestehend aus den zwei Aminosauren Asparaginsaure und einem Histidin oder Lysin,
welches die Spaltung der target-RNA katalysiert. Die endonukleolytische Hydrolyse durch
AGO erzeugt ebenso wie die RNase H-abhangige endonukleolytische Hydrolyse eine 5
Phosphatgruppe und eine 3‘-Hydroxygruppe (Martinez und Tuschl 2004; Song et al. 2004).
Dabei wird die target-RNA zwischen den Nukleotiden, welche komplementar zu den
Positionen 10 und 11 der sRNA sind, hydrolysiert (Elbashir et al. 2001; Zhang et al. 2006).
Das pflanzliche F-BOX WITH WD-40 2 (FBW2)-Protein destabilisiert das AGO1 durch
einen noch unbekannten Mechanismus nach der Assemblierung des RISC und reduziert
dadurch das AGO1-Proteinlevel (Earley et al. 2010). Die Lebensdauer des Komplexes aus
AGO1/sRNA betragt in der Pflanze vermutlich 2—-3 Tage (Csorba et al. 2010).
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N — ND PAZ MID PIWI — C

Abbildung 1.4: Proteindoménen von Argonaute (AGO)-Proteinen.

ND: N-terminale Doméne, PAZ: P-element induced wimpy testis-Argonaute-Zwille-Domane, MID: mittlere
Domane, PIWI: P-element induced wimpy testis-Domane (in Rechtecken). Das N- und C-terminale Ende des
Proteins ist entsprechend markiert. Darstellung modifiziert nach Bologna und Voinnet, 2014.

1.3.3 Identifikation von RISC-assoziierenden Proteinen und effizienten vsiRNA mittels
BY2-Lysat

Es konnten in vorangegangenen Arbeiten RISC-assoziierende Proteine und vsiRNA mit
einer effizienten Wirkung identifiziert werden. Eine Basis fur die experimentelle Identifikation
dieser RISC-Komponenten und vsiRNA stellt der zytoplasmatische Extrakt das BY2-Lysat
(BYL) dar. Der zytoplasmatische Extrakt wird aus entvakuolisierten Protoplasten der
Nicotiana tabacum Bright Yellow cultivar 2 (BY2)-Suspensionskulturen prapariert und hat
die Kapazitat exogen zugegebene mRNA-Molekile zu translatieren. Durch die Translation
von AGO-mRNA in Anwesenheit einer siRNA kann der RISC assembliert und die
endonukleolytische Hydrolyse einer target-RNA durch das AGO-Protein untersucht werden
(Gursinsky et al. 2009; Iki et al. 2010; Komoda et al. 2004). Er weist aulerdem endogene
DCL-Aktivitat auf, wodurch exogen zugegebene Doppelstrang-Molekdle in kleine, 21-24 nt
lange siRNA prozessiert werden (Schuck et al. 2013).

Durch diese Assemblierung des RISC im BYL konnten Iki et al. die an diesem Prozess
beteiligten Interaktionspartner HSP90/70 und CYP40 identifizieren. Uberdies wurden in der
Arbeit mit Proteinphosphatase 5 sowie den FK506-binding protein 62 und 65 weitere RISC-
Effektoren beschrieben. Wahrend fir Erstgenanntes ein inhibierender Effekt auf die RISC-
Assemblierung nachgewiesen werden konnte, gelang eine Aufklarung des Effektes der
beiden FK506-binding Proteine auf RISC Uber deren Interaktion mit dem Komplex hinaus
nicht (lki et al. 2012). Wie durch Csorba et al. festgestellt wurde, handelt es sich bei dem
RISC in Pflanzen um einn Multi-Protein-Komplex, wovon jedes Protein in der Lage ist, mit
AGO zu interagieren (Csorba et al. 2010). Die Identifizierung von weiteren AGO-
interagierenden Proteinen ist somit von hohem Interesse und sollte im Rahmen dieser
Arbeit untersucht werden, um den Mechanismus der RNAI in seiner Komplexitat besser zu

verstehen und entsprechende technische Anwendungsfelder zu erschliefl3en.

Gago-Zachert et al. haben gezeigt, dass im Zuge der Identifikation von effizienten vsiRNA
(esiRNAs) drei Annahmen berlcksichtigt werden sollten (Abbildung 1.3D). Erstens werden
nur jene siRNAs ausgewahlt, die komplementar zur (+) -Strang-RNA des TBSV sind, da der
(-) -Strang im zellularen System wahrend der Replikation in sogenannten

Membranstrukturen des Peroxisoms kompartimentiert vorliegt und aufgrund dessen eher

-8-
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geringer zuganglich ist (Schuck et al. 2013). Zweitens hangt die Effizienz einer vsiRNA von
der Affinitat der Bindung des guide strands an AGO/RISC ab. Drittens spielt aufgrund der
komplexen RNA-Struktur die Zuganglichkeit der target-Sequenz fur den mit entsprechender
siRNA beladenden RISC eine Rolle (Abbildung 1.3D). Auf Grundlage dieser drei Annahmen
zeigten Gago-Zachert et al., dass das TBSV-Genom im BYL durch interne DCLs prozessiert
und die entstandenen siRNAs identifiziert werden kénnen. Gago-Zachert et al. zeigten
weiterhin, dass nach der Prozessierung des TBSV-Genoms durch die DCLs mit Hilfe des
BYLs zusatzlich eine AGO-Immunprazipitation durchgeflhrt und immunprazipitierte siRNAs
analysiert werden kdnnen. Somit kdnnen siRNA-Vertreter identifiziert werden, die mit einer
hohen Affinitdt an AGO binden. Die identifizierten esiRNAs bewirken in vivo und in vitro eine
entsprechende Funktionsédnderung der target-RNA (Patent: Behrens et al. 2018;
WO 2019001602 A1; Gago-Zachert et al. 2019). Demzufolge bieten esiRNAs eine
vielversprechende Grundlage fir die Entwicklung weiterer spezifischer Werkzeuge fir eine

Nukleinsaure-vermittelte Pflanzenprotektion gegen pflanzenpathogene Viren.

1.4 Entwicklung und Funktion der RNase H-Domane

AGO-Proteine werden aufgrund der strukturellen und funktionellen Ahnlichkeit der PIWI-
Doméane zur RNase H-Domane der Kategorie RNase H-Domane-enthaltender Proteine
zugerechnet (Moelling et al. 2006; Song et al. 2004). Eine RNase H-Domane liegt auch in
Enzymen wie der Reversen Transkriptase (RT), der Holliday Junction Resolvase und in
Spliceosomproteinen vor (Majorek et al. 2014; Moelling et al. 2017). Sie katalysiert in
Abhangigkeit der Prasenz einer komplementaren Nukleinsaure zu einer DNA oder RNA-
Sequenz, deren endonukleolytische Hydrolyse, wodurch ein 3-OH und ein 5°-Phosphat
entstehen.

Die RNase H-Domane wird als alteste und haufigste Proteinstruktur angesehen. lhre
Entstehung wird vor dem Hintergrund der Evolutionstheorie Gber Retroviren auf Ribozyme
zurtckgeflihrt. Ribozyme sind katalytisch aktive RNA-Moleklle und mdglicherweise
Vorlaufer von Retroviren. Retroviren weisen ein RNA-Genom auf, das nicht als mRNA
dienen kann und deswegen zunachst mit Hilfe reverser Transkription in DNA
umgeschrieben werden muss. Dabei muss die RNA in Anwesenheit der antisense-DNA
abgebaut werden, was durch die RNase H-Domane der Reversen Transkriptase erfolgt.
Die in das Wirtsgenom integrierte DNA dient dann zur Transkription der mRNA. Ohne die
RNase H-Domane der Reversen Transkriptase ware die Vervielfaltigung der Retrovieren
nicht maglich. Aufgrund phylogenetischer Ahnlichkeiten vermuten Mélling et. al, dass sich
der RNAi-Mechanismus aus der Replikationsmaschinerie von Retroviren entwickelt haben
koénnte, weswegen alle bekannten Immunabwehrmechanismen gegen Viren und Phagen
RNase H-ahnliche Enzyme enthalten (Moelling et al. 2017; Moelling et al. 2006).

-9-
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Die Entwicklung der RNase H-Doméne bietet eine Erklarung dafir, dass in den
vergangenen Jahren fir einige prokaryotische und eukaryotische AGOs DNA-dirigierte
RNA- bzw. DNA-Spaltung nachgewiesen werden konnte. Prokaryotische AGOs sorgen
zum Beispiel fur die Abwehr von Phagen und transposablen Elementen (Makarova et al.
2009). Beispiele fur DNA-bindende AGOs sind das AGO aus dem Archaeon
Methanocaldococcus jannaschii sowie die bakteriellen AGOs aus Thermus thermophilus
und aus Aquifex aeolicus (Wang et al. 2008; Willkomm et al. 2016; Yuan et al. 2005). Das
Kluyveromyces polysporus-AGO bildet einen Komplex mit einem 23 nt langen antisense-
Oligonukleotid (ASO) und wird nach dessen Hybridisierung mit der passenden farget-RNA
auf ebendieser aktiv (Dayeh et al. 2018). Fir das humane AGO2 wurde ebenfalls gezeigt,
dass es mit einer Einzelstrang-DNA beladen werden kann und so die Hydrolyse eines RNA-
targets katalysiert. Eine zellulare Funktion von DNA-programmiertem humanem AGO2-
Protein ist bisher nicht bekannt (Willkomm et al. 2016). Inwiefern pflanzliche AGO-Proteine
mit einer DNA zu einem DNA-induced silencing complex (DISC) programmiert werden
kénnen, war zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit nicht bekannt.

Die RNase H-Doméane der Reversen Transkriptase ahnelt der Doméane in RNase H nicht
nur strukturell, sondern auch funktionell. RNase H wirkt, wie in Abschnitt 1.5 beschrieben,
ahnlich zur Reversen Transkriptase im Zusammenhang mit Einzelstrang-DNA (Moelling et
al. 2017). lhre Eigenschaft, RNA im Zusammenhang einer komplementaren DNA zu
spalten, kann zur Genregulation genutzt werden. Dies findet sowohl im humanen Bereich
fur therapeutische Zwecke als auch bei Pflanzen zur Regulation der Genexpression statt
(Bennett und Swayze, 2010; Patent: Sammons et al. 2013; US 2014001824 1A1). Inwiefern
AGO oder RNase H im Zusammenhang mit einem ASO in der Pflanze aktiv wird und zur

Protektion gegen eine Virusinfektion wirken kdnnen, ist nicht vollstandig geklart.

1.5 RNase H

RNase H-Enzyme sind Metall-abhangige Endonukleasen, die namensgebend zu der
Familie der RNase H-Domane-enthaltenden Proteine gehéren. Rnase H ist in der zellularen
DNA-Replikation und der DNA-Reparatur involviert, indem sie die endonukleolytische
Hydrolyse von RNA in einem DNA/RNA-Heteroduplex, welche wahrend dieser Prozesse
entstehen, katalysieren (Hyjek et al. 2019). Auch andere DNA/RNA-Heteroduplexe, die
durch den Einsatz eines chemisch synthetisierten einzelstrangigen DNA-Oligonukleotids
mit einer Lange von 12-20 nt entstehen, indem sich das DNA-Oligonukleotid
sequenzspezifisch an eine dazu komplementare mRNA hybridisiert, stellen ein target fir
RNase H dar (siehe Absatz 1.6.2). Es gibt drei verschiedene Klassen von RNase H: RNase
H1/HI (Eukaryoten/Prokaryoten), H2/HIl (Eukaryoten/Prokaryoten) (Abbildung 1.5) und Hill

(in Prokaryoten und Archeen), wobei RNase HIll bisher nur in Bakterien und Archaeen
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identifiziert wurde und strukturell der RNase HIl ahnelt. Trotz groRer Unterschiede in der
Proteinsequenz der RNasen haben alle RNase H-Klassen eine Phosphatbindestelle zur
Bindung des DNA-Strangs im aktiven Zentrum gemeinsam (Cerritelli und Crouch 2009;
Hyjek et al. 2019). Eine allgemeine Sequenzspezifitat liegt in der Gruppe der RNase H-
Endonukleasen nicht vor, allerdings praferieren Vertreter dieser Endonukleasen aus
unterschiedlichen Organismen je nach Herkunft verschiedene Nukleotidsequenzen
oder -muster (Eder et al. 1993; Wu et al. 1999). Die Hydrolysereaktion erfolgt wie im Fall
von AGO-Proteinen (iber einen nukleophilen Angriff. Zwei Mg?*-lonen werden durch drei
Asparaginsauren und eine Glutaminsaure im aktiven Zentrum koordiniert. Das eine
Metallion aktiviert das Wassermolekil, wodurch der nukleophile Angriff vollzogen wird. Die
endonukleolytische Hydrolyse resultiert in einem 5°-Phosphat- und einem 3‘-OH-Ende der
hydrolysierten target-RNA (Cerritelli und Crouch 2009; Hyjek et al. 2019).

RNase H1 N — MT |— HBD H-Domane |——C

RNase H2 N— RH2A |—C N— RH2C [—-C N— RH2B [—C

Abbildung 1.5: Doméanenstruktur von RNase H1 und RNase H2.

Dargestellt sind die Proteine (Linie) mit ihrem N- und C-terminalen Ende und die einzelnen Doméanen
(Rechtecke). RNase H1 besteht aus einer Mitochondrien-target-Sequenz (MT), der Hybrid-Binde-Doméane
(HBD) und der H-Doméne, welche die endonukleolytische Hydrolyse katalysiert. RNase H2 ist ein Trimer
bestehend aus den Untereinheiten A (RH2A), B (RH2B) und C (RH2C), welche in der Reihenfolge RH2A, RH2C
und RH2B linear angeordnet sind. Die Details sind dem Abschnitt 1.5.2 zu entnehmen. Darstellung modifiziert
nach Cerritelli und Crouch, 2009.

1.5.1 RNase H1

RNase H1 kommt in allen Eukaryoten vor und ist im Zellkern, in den Mitochondrien und den
Chloroplasten lokalisiert (Frank et al. 1998; Yang et al. 2017). RNase H1 ist ein Monomer.
Die schematische Struktur des humanen Proteins mit einem Molekulargewicht von 32 kDa
ist in Abbildung 1.5 gezeigt und besteht aus der N-terminalen Hybrid-Binde-Doméane (HBD),
der C-terminalen H-Doméane und einer variablen Sequenz, die HBD und H-Domane
miteinander verbindet (Cerritelli und Crouch 2009; Lima et al. 2001; Wu et al. 1998). Die
N-terminal zur HBD angeordneten Mitochondrien-target-Sequenz (MT), kommt jedoch nicht
in allen eukaryotischen RNase H1-Varianten vor. Die Proteinstruktur der E. coli-RNase HI
enthalt im Gegensatz zur humanen RNase H1 ebenfalls keine HBD. Bei der RNase H1 aus
Mensch und Hefe unterstitzt die HBD die Aktivitdt der RNase H1 durch Erhéhung der
Affinitat zur RNA-DNA-Heteroduplexstruktur. Sie bindet mit einer geringen Affinitat
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RNA/RNA- und mit einer 25-fachen héheren Affinitdt RNA/DNA-Hybride. Studien mit einem
12 bp langen Heteroduplex zeigen, dass zwei aufeinanderfolgende 2'-OH-Gruppen des
RNA- und drei Phosphodeoxyribose-Einheiten des DNA-Strangs, also insgesamt
5 Nukleotide, gebunden werden. Aufgrund der Domanen-Lange von ~ 30 A werden 9 bp
Uberspannt (Cerritelli et al. 1998; Evans und Bycroft 1999; Gaidamakov et al. 2005;
Nowotny et al. 2008). Nach der endonukleolytischen Hydrolyse des Substrats durch die
H-Domane ist es mdglich, dass die HBD am Substrat gebunden bleibt und die H-Domane
an anderen Stellen weitere Spaltungen katalysiert (Nowotny et al. 2008). Die zuvor
erwahnte H-Domane ist fir die endonukleolytische Hydrolyse der RNA verantwortlich.
Aufgrund der Struktur der H-Domane werden von RNase H1 nur Substrate, die aus einem
RNA/DNA-Heteroduplex bestehen, hydrolysiert. Die Struktur und Lange des
Heteroduplexes sind ausschlaggebend flir die Spezifitdt der H-Domane zu diesem. Der
Heteroduplex liegt in der Struktur der sogenannte A-Form vor, bei der eine Windung der
Helix mehr Nukleotide im Vergleich zur B-Form enthalt und die Helix dadurch eine
kompakte Form aufweist. Der DNA-Strang kann nur nach einer Konformationsanderung in
die B-Form durch die H-Domane gebunden werden. Es wird ein Phosphatrest und
insgesamt sieben Nukleotide des DNA-Strangs gebunden. Die Bindung des RNA-Strangs
erfolgt durch die 2-OH-Gruppen von vier aufeinanderfolgenden Ribonukleotiden. Die
RNase H-Doméane der humanen RNase H1 bindet insgesamt 11 Basenpaare eines
18 Basenpaar langen RNA/DNA-Heteroduplexes (Nowotny et al. 2005; Nowotny et al.
2007). Aufgrund dieser Studien ist somit von einer Mindestlange von 11 bp eines
Heteroduplexes auszugehen. Inwiefern Heteroduplexe unter 11 bp ein target fir RNase H1
darstellen ist nicht bekannt. Der hydrolysierte Strang kann durchgehend aus
Ribonukleotiden bestehen oder muss in einem DNA-Strang mindestens vier Ribonukleotide
(DNA:RNA4:DNA/DNA) enthalten (siehe Abbildung 1.6C). Fir die Hydrolyse der RNA in
RNA/DNA-Heteroduplexen werden in der Literatur verschiedene Spaltmuster beschrieben.
So wird zusammenfassend beschrieben, dass die target-RNA von RNase H1 zwischen den
Nukleotiden 5 bis 10 bei einem Heteroduplex mit einer Lange von 17 bis 20 bp hydrolysiert
wird. Dabei erfolgt die Zahlung vom 5‘-Ende der RNA (Chon et al. 2009; Gaidamakov et al.
2005; Wu et al. 2001). In DNA:RNA4:DNA/DNA-Strangen erfolgt, wie in Abbildung 1.6C
dargestellt, die Spaltung 3’-seitig des zweiten Ribonukleotids im Heteroduplex (Nowotny et
al. 2007; Ohtani et al. 1999). Pileur et al. konnten eine Nukleotidpraferenz fir eine
endonukleolytische Hydrolyse zwischen 5-G/U-A-3' identifizieren, obwohl eine

Sequenzspezifitdt der RNase H1 nicht bekannt ist (Pileur et al. 2000).
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RNase H1 RNase H2
A DNA:RNA;:DNA X ‘R
B DNA:RNA,,DNA  — B{ R'R
c DNARNA;,DNA _—_ RRRR —— —— RRRR —

Abbildung 1.6: RNase H1 und RNase H2 spezifische Spaltmuster

Dargestellt sind Substrate, welche von RNase H1 und RNase H2 hydrolysiert werden. Die target-Sequenz der
Substrate mit einer Mindestlange von 12 nt enthalt eins (A), zwei (B) oder vier (C) Ribonukleotide (R) und bildet
den Heteroduplex mit einem antisense-Oligonukleotid (Balken). Nicht als Substrat dienende Heteroduplexe
wurden mit einem roten Kreuz gekennzeichnet. Die RNase H1 bzw. RNase H2 spezifische Hydrolyse ist durch
ein ' “ (Apostroph) dargestellt. Darstellung modifiziert nach Cerritelli und Crouch, 2009.

Allgemein ist die Funktion der RNase H1 im Zellkern nicht eindeutig geklart. Es wird
vermutet, dass RNase H1 die Stabilitat des Genoms gewahrleistet, indem sie die bei der
Transkription entstehenden dreistrangigen Nukleinsaure-Strukturen, auch R-Loop-Struktur
genannt, bestehend aus einem DNA:RNA-Hybrid und der einzelstrangigen DNA, aufldst
(Broccoli et al. 2004; Yang et al. 2017). In Mitochondrien ist RNase H1 flr die Entfernung
der RNA-Primer bei der Replikation der mitochondrialen DNA verantwortlich (Cerritelli et al.
2003; Yang et al. 2002).

In A. thaliana werden vier RNase H1-Proteine synthetisiert. Sie sind jeweils sowohl im
Zellkern als auch in den Mitochondrien und Chloroplasten lokalisiert. Ein Defekt der
Mitochondrien- oder Chloroplasten-lokalisierten RNase H1 resultiert in einem letalen
Phanotyp (Kucinski et al. 2019).

1.5.2 RNase H2

Die E. coli-RNase Hll ist ein Monomer. Im Gegensatz dazu ist die RNase H2, isoliert aus
Saccharomyces, Mensch und Maus, ein Trimer, dessen drei Untereinheiten, wie in
Abbildung 1.5 schematisch gezeigt, linear angeordnet sind (Chon et al. 2009; Jeong et al.
2004; Shaban et al. 2010).

Die RNase H2-Untereinheit A (RH2A) weist ein Molekulargewicht von ca. 33 kDa auf, ist
strukturell und funktionell ahnlich zur prokaryotischen RNase HIl und katalysiert die
endonukleolytische Hydrolyse des RNA-Strangs im RNA/DNA-Heteroduplex (Chon et al.
2009; Frank et al. 1994; Frank et al. 1998). Die Untereinheit C (RH2C) ist zentral im
Proteinkomplex angeordnet und interagiert sowohl mit Untereinheit B (RH2B) als auch mit
Untereinheit A (RH2A).
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Die Untereinheiten A und B bilden dagegen keine Interaktionsflache miteinander (Reijns et
al. 2011). Allgemein ist die Erkennung einzelner Ribonukleotiden und RNA:DNA-
Ubergangen, die bei der Replikation entstehen, eine spezifische Funktion sowohl der
prokaryotischen als auch der eukaryotischen RNase HII/2. RNA/DNA-Heteroduplexe,
deren Lange fir die Bindung durch RNase H2 keine Rolle spielt, in den meisten Studien
eine Lange von 20 bp aufweisen, stellen fir die eukaryotische RNase H2 jedoch Uberdies
Substrate dar.

Insgesamt werden durch die RNase HIl sieben Basenpaare gebunden. Strukturelle
Analysen prokaryotischer RNase HIl-Kristallstrukturen mit einem RNA:DNA/DNA-
Heteroduplex, bei dem die Zielsequenz einen RNA:DNA-Ubergang enthélt, zeigen eine
Bindung des 3‘-Nukleotids des RNA-Anteils (letztes Ribonukleotid vor dem Ubergang).
RNase HIl-Kristallstrukturen mit einem DNA:RNA{:DNA/DNA-Heteroduplex zeigen eine
Bindung des einzelnen Ribonukleotids. Die Bindung der beiden Substrate werden durch die
Interaktion der 2’-OH-Gruppe der Ribose realisiert. AuRerdem spielt die Abwesenheit der
2’-OH-Gruppe des 3'-folgenden Desoxyribonukleotids eine Rolle, um spezifisch den
RNA:DNA-Ubergang zu erkennen (Rychlik et al. 2010; Shaban et al. 2010). Im Fall der
eukaryotischen RNase H2 ist die an dieser Interaktion beteiligte Aminosaure im Vergleich
zu der Aminosaure der prokaryotischen RNase HIl von den umgebenden 2’-OH-Gruppen
der Ribose weiter entfernt, wodurch bei RNase HIl auch RNA/DNA-Heteroduplexe als
Substrate akzeptiert werden (Figiel et al. 2011). Eine Spaltung der RNA des RNA/DNA-
Heteroduplexes mit einer Lange von 20 bp findet vor allem im vorderen (nach 6-9 nt) und
hinteren (nach 13-16 nt) Bereich statt (Chon et al. 2009; Jeong et al. 2004; Pileur et al.
2000; Wu et al. 1999). Die Spaltung von 20 nt langen DNA-Strangen, die 1-4
Ribonukleotiden enthalten, erfolgt, wie in Abbildung 1.6 schematisch dargestellt, 5'-seitig
des Ribonukleotids (Eder und Walder 1991; Jeong et al. 2004). Eine durch RNase H2
katalysierte sequenzspezifische Hydrolyse ist nicht bekannt, allerdings scheint eine
Nukleotidpraferenz von rA > rU > rC > rG vorhanden zu sein (Eder et al. 1993).

Die beiden Untereinheiten B und C besitzen keine prokaryotischen Aquivalente. lhre
genauere Funktion ist noch unklar, sie sind jedoch flir die katalytische Aktivitat der
RNase H2A essenziell. Trotzdem war es in einigen Fallen méglich, die Aktivitat der RH2A
als Monomer nachzuweisen (Frank et al. 1994; Jeong et al. 2004; Qiu et al. 1999).

RNase H2 ist im Zellkern lokalisiert, wo sie flr die Entfernung von RNA-Primern aus
Okazaki-Fragmenten und von einzelnen Ribonukleotiden in der DNA wahrend der DNA
Replikation verantwortlich ist (Arudchandran et al. 2000; Frank et al. 1998; Lujan et al. 2013;
Qiu et al. 1999; Sparks et al. 2012). In A. thaliana fihrt eine Mutation in der RNase H2-
Untereinheit A auf molekularer Ebene zu einer erhéhten Inkorporation von Ribonukleotiden

in die DNA wahrend der DNA-Replikation, was zu einer Genominstabilitat fihrt.
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RNase H2 assoziiert unter Replikationsstress mit der an der Synthese von
Desoxyribonukleotiden beteiligten Thymidin-Kinase und Ribonukleotid-Reduktase 1
(Kalhorzadeh et al. 2014).

1.6 Die Wirkung von RNAiI und antisense-Nukleinsauren in der

technologischen Anwendung

Chemisch synthetisierte RNA- oder DNA-Molekile kénnen genutzt werden, um in
Abhangigkeit von AGO oder RNase H in der Zelle die Expression von target-RNAs gezielt
zu beeinflussen. Es kdnnen im Zusammenhang mit dem RNA-silencing bzw. AGO 21 nt
lange siRNA oder 500 nt lange dsRNA, welche in der Zelle in siRNAs prozessiert werden,
eingesetzt werden (Dalakouras et al. 2020). Antisense-Oligonukleotiden (ASO) kénnen
eine Lange von 12-30 nt aufweisen, um eine Wirkung in der Zelle zu erzielen (Bennett
2019). Die Wirkmechanismen von siRNAs und ASOs sind ausreichend erforscht, sodass
nun daran gearbeitet werden kann, diese sowohl im Bereich der Humanmedizin als auch in
der Landwirtschaft zur spezifischen Modifikation der Genexpression oder der Abwehr von
Pathogenen weiterzuentwickeln. Der Entwicklungsstand soll im Folgenden

zusammengefasst werden.

1.6.1  RNAi in der technologischen Anwendung

Der Einsatz von siRNAs ist weit verbreitet. Als Therapeutikum im medizinischen Bereich
finden siRNAs zunehmend Anwendung, um Uber den RNAi-basierten Ansatz jene an der
Erkrankung beteiligten mRNA-Transkripte zu hydrolysieren. Dies soll beispielsweise die
sich in der klinischen Phase befindende QPI-1002-siRNA realisieren, die die p53-
Expression, welche bei verzoégerter Transplantatfunktion nach Nierentransplantationen
relevant ist, hemmt (Crooke et al. 2018).

Ein weiterer Anwendungsbereich von siRNAs und dsRNAs ist der Einsatz gegen Insekten-
bzw. Nematodenbefall oder gegen die Infektion von Nutzpflanzen durch Pilze oder Viren.
In Pflanzen gibt es den transgenen und transienten RNAi-Ansatz (Dalakouras et al. 2020).
Bei dem transgenen RNAi-Ansatz werden Pflanzen generiert, die Teile eines viralen
Genoms, wie z.B. das Gen des Hiullproteins, oder eine dsRNA exprimieren. Durch die
Produktion von siRNA aus dem Transgen wurde beispielsweise erfolgreich eine Resistenz
gegen eine Infektion des Tabakmosaik-Virus (engl.: Tobacco mosaic virus (TMV)) oder den
Mais-Wurzelwurm Diabrotica virgifera virgifera vermittelt (Aaziz und Tepfer 1999;
Fishilevich et al. 2016).
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Da der Anbau transgener Pflanzen zunehmend verboten wird, wird als Alternative der
transiente RNAi-Ansatz untersucht, bei dem siRNA oder dsRNA exogen appliziert werden
und somit keine vererbbare Veranderung am Genom des Organismus erfolgt.

Die Herausforderung des transienten RNAi-Ansatzes ist die Applikation und das
Einschleusen der RNA-Molekule Uber die Zellmembran in die Zielzelle, was auch durch den
hydrophilen Charakter der siRNA oder dsRNA erschwert ist. Die transiente
Applikationsmethode des high pressure spraying sorgt daflr, dass die RNA-Molekiile in die
Pflanzenzellen gelangen und gegen eine Virusinfektion wirken. Bei den transienten
Applikationsmethoden der Blattstiel-Absorption, der Stamminjektion und dem root soaking
verbleiben die RNA-Molekiile nur im vaskularen System und werden nicht in die Zelle, in
der sie ihre silencing-Wirkung bewirken sollen, transportiert (Dalakouras et al. 2020). In
diesem Fall sind Versuche, das Einschleusen in die Zelle zu erreichen, damit verbunden,
die siRNA z.B. an Lipide oder Nanopartikel zu binden oder mittels Nukleotid-
/Phosphatmodifikationen zu verandern (Dowdy 2017).

Die effiziente Wirkung einer siRNA hangt nach dem Einschleusen in die Zelle, wie zuvor
beschrieben (siehe Abschnitt 1.3.3), von der Bindung an das AGO-Protein und die
Zuganglichkeit der target-RNA ab. Durch die Identifikation der esiRNA und der
zuganglichen target-Sequenzen kann eine erfolgreiche Wirkung gegen eine Virus-Infektion
und somit der Pflanzenschutz erzielt werden (Patent: Behrens et al. 2018; WO 2019001602
A1; Gago-Zachert et al. 2019).

1.6.2 ASOs in der technologischen Anwendung

Die Anwendung von siRNAs als Therapeutikum ist meist teurer und aufgrund ihrer
Instabilitdt aufwandiger als die von ASOs. Im humanen System finden ASOs weitreichende
Anwendungen als Therapeutikum. Zum Beispiel kann bei der Krankheit Duchenne-
Muskeldystrophie ein ASO ein Splicingelement blockieren, um den offenen Leserahmen
der pre-mRNA und damit die Synthese von Dystrophin, das zum Muskelaufbau benétigt
wird, wiederherzustellen (Bennett 2019). Im Bereich der Pflanzen wurden ASOs zum Zweck
der gezielten Funktionsanderung der Genexpression oder zum Schutz vor Virus-Infektionen
entwickelt (Patent: Sammons et al. 2013; US 2014001824 1A1).

Eine mdgliche Anwendung von ASOs ist in Abbildung 1.7 dargestellt. Die Funktion einer
target-RNA kann Uber deren Hybridisierung mit ASOs auf unterschiedliche Weise
beeinflusst werden. Die Hybridisierung eines ASOs an eine precursor-mRNA (pre-mRNA)
kann exon skipping verursachen. Beim exon skipping wird das Exon, an dem das ASO
bindet, wahrend des SpleiRvorgangs Ubersprungen, wodurch die mRNA um ein Exon
kirzer ist. Dies fUhrt abhangig von der Beschaffenheit der pre-mRNA zur Wiederherstellung

eines funktionalen Proteins oder hat die Synthese eines dysfunktionalen Proteins zur Folge
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(Bennett 2019). Uber die Bindung eines ASOs an eine spezifische mRNA kann deren
Translation unterbunden werden (Zamecnik und Stephenson 1978). Der ASO-vermittelte
Abbau einer target-RNA erfolgt Gber die Rekrutierung der RNase H, die eine aus ASO sowie
pre-mRNA bzw. mRNA generierte DNA/RNA-Heteroduplexstruktur erkennt. In Folge wird
die pre-mRNA oder mRNA durch endonukleolytische Hydrolyse abgebaut (Bennett 2019).
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Abbildung 1.7: Darstellung von Beispielen einer mobglichen Anwendung von antisense-
Oligonukleotiden (ASOs) in einer Zelle.

ASOs konnen im Zellkern exon skipping verursachen oder im Cytoplasma die Translation von mRNAs
inhibieren. Katalysiert durch RNase H kann in Abhangigkeit eines ASOs die pre-mRNA im Zellkern oder die
mRNA im Cytoplasma durch endonukleolytische Hydrolyse abgebaut werden (Darstellung in Form einer
Schere). Darstellung modifiziert nach Bennett, 2019.

Die unterschiedlichen Wirkmechanismen fanden bereits in Pflanzen eine Anwendung. Das
Monsanto-Patent von Sammons et al. beschreibt eine Anwendung von einzelstrangiger
DNA zum silencing der 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase in Glyphosat-
tolerantem Amaranthus palmeri (Patent: Sammons et al. 2013; US 20140018241A1). Unter
Verwendung von ASOs wurden Gene, die beim Wachstum des Pollenschlauchs involviert
sind, identifiziert (Moutinho et al. 2001). Im Hinblick auf die Entwicklung eines
Pflanzenschutzmittels gegen Viren konnte in Rabbit Reticulocyte Lysate und Krebs-2
Aszites Tumorextrakt die Inhibition der viralen RNA von TMV und von Potato virus X (PVX)
durch RNase H-unabhangige Translationsinhibition und RNase H-abhangige Spaltung
gezeigt werden (Crum et al. 1988; Miroshnichenko et al. 1988). Nowak et al. setzten
erfolgreich lange und kurze doppelstrangige DNA zum Schutz von Nicotiana tabacum (Nt)

gegen TMV ein. Kurze antisense-Oligonukleotide hingegen bewirkten keine Immunitat
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gegen TMV (Nowak et al. 2009). Auf Grundlage des derzeitigen Kenntnisstands Uber die
Zuganglichkeit von target-Sequenzen im hochstrukturierten RNA-Genom war es in dieser
Arbeit von Interesse herauszufinden, ob auch kurze antisense-Oligonukleotide eine

Immunitat gegen eine Virus-Infektion bewirken kénnen.

Der Transfer von ASOs in die Zelle ist, ahnlich zu siRNA oder dsRNA, aufgrund des
hydrophilen Charakters problematisch. Ungeladene, hydrophobe Molekile Kleiner als
1 kDa gelangen spontan durch die Zellmembran. ASOs sind dagegen 4—10 kDa grof} und
werden durch Endocytose in die Zelle transportiert. Die Aufnahme des ASOs in die Zelle
kann durch einen an die Zelloberflache bindenden Liganden verbessert werden (Juliano et
al. 2014). Weiterhin eignet sich der Mechanismus des Transports von Zuckermolekiile flr
den Transfer von ASOs Uber die pflanzliche Zellmembran im Gerstenblatt (Sun et al. 2007).
Chemisch am Phosphatrest modifizierte ASOs, die durch die Modifikation eine hydrophobe
Eigenschaft erhalten, kénnen Uber den im Detail noch unbekannten Gymnosis-

Mechanismus in die Zelle aufgenommen werden (Dowdy 2017; Juliano et al. 2014).

ASOs kénnen aufterdem durch eine Modifikation der Nukleoside oder im Phosphatriickgrat
vor Nukleasen geschutzt werden, um eine effizientere therapeutische Wirkung zu erzielen.
Manche Modifikationen, die im Folgenden genauer beschrieben werden, verhindern eine
Unterscheidung der RNase H zwischen dem modifizierten Desoxribonukleotid und dem
Ribonukleotid, wodurch bestimmt werden kann, ob der Heteroduplex ein Substrat flr
RNase H darstellt oder die target-RNA RNase H-unabhangig inhibiert wird. Einige
gebrauchliche Modifikationen sind in Abbildung 1.8 dargestellt. Modifikationen am 2'-
Kohlenstoff der Desoxyribose fluhren zu einer Erhdhung der Resistenz gegenlber
Exonukleasen, der Schmelztemperatur des ASO/target-RNA-Hybrids sowie der Reduktion
der Unterscheidung zwischen dem modifizierten Desoxyribonukleotid und dem
Ribonukleotid. Dadurch stellen Heteroduplexe, die diese Nukleotide enthalten, kein
Substrat flir RNase H dar. Unter diese Modifikationen fallen die 2-O-Methoxyethyl (MOE)-
Modifikation und die 2’-O-Methyl (OMe)-Modifikation (Prakash und Bhat 2007). Andere
Modifikationen, wie die locked nucleic acid (LNA)-Modifikation, bei der es sich um ein
Ribonukleotid mit einer Methylen-Briicke zwischen dem 2‘-Sauerstoffatom der Ribose und
dem 4‘-Kohlenstoff, handelt, weisen eine erhéhte Bindungsaffinitdt des ASOs zur target-
RNA auf, wodurch eine bessere Spaltung induziert wird. In humanem Serum sind sie im
Vergleich zu unmodifizierten ASOs deutlich stabiler (Kurreck et al. 2002). Die
Phosphorothioat ~ (PS)-Modifikation enthalt ein Schwefelatom anstelle eines
Sauerstoffatoms im  Phosphatrickgrat, wodurch eine Resistenz  gegenlber

Phosphodiesterasen entsteht. Sie flihrt dazu, dass das Molekil in zwei Stereoisomeren
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vorliegt. Dadurch wird die Stabilitdt im Serum positiv und die RNase H-Aktivitat negativ
beeinflusst (lwamoto et al. 2017). Aufgrund ihrer Hydrophobizitdt werden ASOs mit PS-
Modifikationen durch Gymnosis, also ohne Endocytose, durch die Zellmembran
aufgenommen (Dowdy 2017).

Durch die chemischen Modifikationen kdénnen somit die Eigenschaften von ASOs

beeinflusst und die Wirkungsweise bestimmt und verbessert werden.

o
o |
T 7 b . 1 :
(¢} —p-
1 o Base 1 o Base o Base o Base o o Base ° Z_o o Base
o O OH 0 OL~o O O, 00 o
Ao Lo A IR Ao Ao
DNA RNA 2'-0-MOE 2'-0-Me LNA Phosphorothioate (PS)

Abbildung 1.8: Ausgewdhlte Nukleotidmodifikationen.

Dargestellt ist die (Desoxy-)Ribose (DNA/RNA). Modifikationen des 2‘-Kohlenstoffatoms wie die 2'-O-
Methoxyethyl- (MOE), die 2’-O-Methyl- (OMe) und die locked nucleic acid (LNA)-Modifikation mit einer
Methylenbriicke zwischen 2’-O und 4‘-C fiihren zu einer RNA-ahnlicheren Struktur. Die Phosphorothioat (PS)-
Modifikation enthalt am Phosphatriickgrat anstelle eines Sauerstoffatoms ein Schwefelatom, wodurch diese
Modifikation in zwei Stereoisomere resultiert. Die Abbildung wurde aus Shen und Corey, 2018, entnommen.
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1.7 Zielstellung

Die fehlende Verfugbarkeit eines  umweltfreundlichen und  zuverlassigen
Pflanzenschutzmittels gegen Viren hat einen enormen Einfluss auf die Landwirtschaft.
Einige Viren lassen sich lediglich durch Pflanzenschutzmittel, die gegen den Ubertragenden
Vektor gerichtet sind, bekampfen. Weiterhin ist der Anbau von transgenen, gegentiber Viren
resistenten Pflanzen aufgrund gesetzlicher Bestimmungen nicht weltweit erlaubt (Nicaise
2014). Die Verwendung von RNA-Molekilen gegen eine Virus-Infektion ist ein mdglicher
transienter Ansatz, einen Pflanzenschutz zu erzeugen (Dalakouras et al. 2020). Es ist
essenziell, Methoden zu entwickeln, welche die Bekampfung von Viren in Nutzpflanzen mit
transient verabreichten Nukleinsduren ermdglichen. Dazu ist ein besseres Verstandnis des
antiviralen silencing-Systems und die Wirkung von RNase H, welche in Abhangigkeit von
DNA RNA hydrolysiert, in Pflanzen grundlegend.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten zunachst weitere Interaktionspartner von
AGO1 und AGO2 identifiziert werden, um dieses Verstandnis zu vertiefen. Zu diesem
Zweck soll das In-vitro-System BYL genutzt werden (Komoda et al. 2004). Dabei soll fur die
identifizierten Kandidaten in vitro ermittelt werden, inwieweit sie an der durch AGO
katalysierten endonukleolytischen Hydrolyse einer target-RNA beteiligt sind. Diese Befunde
sollen zusatzlich in vivo bestatigt werden. Zu diesem Zweck wurde ein in planta-
Reportersystem erzeugt, das auf dem CRISPR/Cas9-System basiert und mithilfe dessen
der Einfluss des transienten knockdowns dieser Kandidaten auf das silencing eines
Reportergens untersucht werden soll.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein mdglicher Ansatz verfolgt werden, durch die
Verwendung von DNA-Molekilen einen Pflanzenschutz gegen eine Virus-Infektion zu
erzeugen. Dieser DNA-abhangige Pflanzenschutz kénnte Uber die Funktion von AGO-
Proteine oder RNase H realisiert werden. Im pflanzlichen Bereich ist die Programmierung
eines DIS-Komplexes fir AGO nicht eindeutig geklart (Dayeh et al. 2018; Nowak et al.
2009). Aus diesem Grund sollte im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls herausgefunden
werden, ob einzelstrangige oder doppelstrangige DNA-Molekille die RNA-Spaltung
vermitteln kénnen und inwiefern diese durch AGO katalysiert wird. Die Beteiligung einer
RNase H an dem Prozess der ASO-vermittelten RNA-Spaltung ist ebenfalls denkbar. Mit
Hilfe unterschiedlicher RNA:DNA-targets sollte die katalysierende Aktivitat im BYL naher
untersucht werden. Nach Aufklarung der Funktion im BYL sollte das Potenzial von DNA-

Molekdulen, einen Schutz gegen eine TBSV-Infektion auszubilden, ermittelt werden.
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2 Material

2.1 Puffer und Lésungen

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien, welche in dieser Arbeit verwendet wurden,
wurden von den Firmen AppliChem GmbH (Darmstadt, D), Agilent Technologies Inc. (Santa
Clara, USA), Carl Roth Co. KG (Karlsruhe, D), Becton Dickinson GmbH (Heidelberg, D),
Diagonal GmbH & Co. KG (Munster, D), Duchefa Biochemie B.V (Haarlem, Niederlande),
MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG (Diuren, D), Merck KGaA (Darmstadt, D), Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA), Promega Corporation (Madison, USA), Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim, D), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), SERVA
Electrophoresis GmbH (Heidelberg, D) und Th. Geyer GmbH & Co. KG (Renningen, D)
kommerziell in hochstmoglicher Reinheit bezogen.

Kommerziell erhaltliche Enzyme stammten von Thermo Fisher Scientific Inc. und New
England Biolabs GmbH (NEB) sowie solche in Tabelle 2.1 angegeben.

Es wurden die vom Hersteller mitgelieferten in Tabelle 6.1 angegebenen Fertigpuffer

verwendet.

Tabelle 2.1: Enzyme
Enzyme Hersteller

Protease-Inhibitor complete RNase-frei | Roche

Pectolyase Y23 Duchefa
Cellulase Onozuka RS Duchefa
Creatine-Kinase Roche

Die Zusammensetzung der selbst hergestellten Puffer und Lésungen sind in Tabelle 2.2

angegeben.

Tabelle 2.2: Selbst hergestellte Puffer und Lésungen

nyfer und Zusammensetzung P.L.lffer und Zusammensetzung
Lésungen Lésungen

100 mM RbCI2 10 mM MOPS

50 mM MnCl2
Transforma- Transforma- 10 mM RbCl2
) 30 mM KOAc )
tionspuffer | 10 mM CaCls tionspuffer Il | 75 mM CaCl:

o .

(TFBI) 15 % (wiv) Glycerin (TFBII) 13 é;éw/v) Glycerin

pH 5,8 pro,

. 40 mM Tris-HCI pH 8,3
TE ]OmTAMEE”TSAHC' pPH 7.5 1x TAE 5 mM NaOAc
1 mM EDTA

199 mM MOPS 89 mM Tris
MOPS 49 mM NaOAc 1x TBE 89 mM Borsaure

10 mM Na2EDTA 2 mM EDTA
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Puffer und Puffer und
. Zusammensetzung .. Zusammensetzung
Lésungen Ldésungen
10 mM Tris-HCL pH 7,5 .
0,1 % (wiv) SDS Plasmig- | 22 MM Tris-HCI pH 7.9
NN 50 mM Glukose
TNES 300 mM NaCl Miniprap-
. 10 mM EDTA
1mM EDTA Losung | 100 ua/ml RNase A
pH 7,5 M9
Plasmid- Plasmid-
Miniprép- 0,2 M NaOH Miniprdp- | 2,55 M KOAG pH 4,8
, 1% (w/v) SDS .
Lésung I Losung lli
50 mM Tris pH 8
DNA- 10 mM EDTA pH8
Extraktions- 100 mM NaCl Bio101- 3 M KOAc
Uffer 1 % (w/v) SDS Lésung llI 11,5 % (v/v) Essigsaure
P 0,007 % (V/v)
3-Mercaptoethanol
. 10 mM Tris-HCI pH 7,4
10 mM Tris-HCI pH 7,4 2x RNA- 90 % (v/v) deionisiertes
60 % (v/v) Glycerin Ladepuffer )
6x DNA- 60 mM EDTA (Polyacrylami | Formamid
Ladepuffer yacry 2mM EDTA

0,03 % Bromphenolblau

d-

0,1 % Bromphenolblau

o]
0,03 % Xylencyanol FF Harnstoffgel) 0.1 % Xylencyanol FF
4x Sammelgel- | 250 mM Tris-HCI pH 6,8 4x Trenngel- | 1,5 mM Tris-HCI pH 8,8
puffer 0,2 % (w/v) SDS puffer 0,4 % (w/v) SDS
48 mM Tris .
1x Transfer- 39 mM Glycin , 25 TM Tris-HCI
Laemli-Puffer | 0,1 % (w/v) SDS
puffer 1,3 mM SDS 192 mM Glvein
20 % (v/v) Methanol y
. 20 mM Tris-HCI pH 7,5
TBS f5mn'\]"MT,r\';'('j|C" PH 7.5 TBST 150 mM NaCl
0,05 % (v/v) Tween 20
0,
Silber- 50 % (v/v) Aceton Silber- 0,19 % (wiv) AgNO2
Lésung | 1,25 % (wiv) TCA Lésung I 0.6 ml Formaldehyd (37 %)
25 pl Formaldehyd (37 %) ’
20 mM Tris-HCI
. 1,2 g Na2COs 12 % (w/v) SDS
fggﬁ; i 25 l Formaldehyd (37 %) gr)ét?eDnSLffer 40 % (vIv) Glycerin
9 0,008 % (w/v) NaSCN P 0,02 % (w/v) Bromphenolblau
10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
RapiGest- 0,1 % (w/v) RapiGest .
Lésung 25 mM NHsHCOs AmBic 25 mM NH4HCOs
Reduzierungs- | 10 mM DTT Alkylierungs- | 30 mM lodacetamid
I6sung 25 mM NH4HCOs3 Idsung 25 mM NH4HCOs3

20mM HEPES-KOH pH 7,4

0,312 % (w/v) Cellulase

IPB150/300 150/300mM NaCl Enzymldsung | Onozuka RS
0,1 % (v/v) NP-40 0,1 % (w/v) Pectolyase Y23
5 mM PIPES-KOH pH 7,0 12,5 mM NaOAc
0 %-70 % 0-70 % (v/v) Percoll Protoplasten- | 5 mM CaClz
Percoll-Lésung | 0,7 M Mannitol Waschpuffer | 0,37 M Mannitol
20 mM MgCI2 pH 5,8
138 mM HEPES-KOH pH 7,4 7.5mM ATP
mM KOAc 1'mM GTP
4xTR 7,2 mM MgOAc 10xT™ 250 mM Creatinphosphat
2mMDTT

4 x Protease-Inhibitor
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Puffer und

Puffer und

LG Zusammensetzung .. Zusammensetzung
osungen Ldésungen
Infiltrations- 10 mM MES pH 7,6 2x . 50 mM KzHF_>O4
medium 10 mM MgClz Inokulations- | 50 mM Glycin
150 uM Acetosyringon puffer pH7,9
5x 250 mM Hepes/KOH pH 8,3
Ligationspuffer 50 mM MgCI2 5x siRNA- 30 mM HEPES-KOH pH 7,4
(MIRNA 16,5 mM DTT Annealingpuf | 100 mM KOAc
50 pyg/ml BSA fer 2 mM MgOAc

cloning linker)

41,5 % (v/v) Glycerin

5x Nativer
Loading Dye

50 mM Tris-HCI pH 7,4

50 % (v/v) Glycerin

10 mM EDTA

0,03 % Bromphenolblau
0,03 % Xylencyanol FF

Protein-
Extraktions-
puffer

300 mM KH2PO4
0,3 % Triton X 100
10 % Glycerin

1 mM EDTA
7mMDTT

2.2 Verwendet Plasmide, Vektoren und Oligonukleotide

Die verwendeten Plasmide und Vektoren sowie Oligonukleotide sind im Anhang in Tabelle

6.2 bzw. Tabelle 6.3 angegeben.

2.3 Medien und Antibiotika

Tabelle 2.3: Verwendete Medien

Medium Zusammensetzung Organismus
Lysogeny- 1 % (w/v) Bakto-Trypton
Broth- 0,5 % (w/v) Bakto-Hefe-Extrakt Escherichia coli
Medium 1 % (w/v) NaCl Agrobacterium tumefaciens
(LB) 1 mM NaOH

1 x Murashige & Skoog Basal Medium

_ 3 % (w/v) Saccharose

Murashige- | 1 ;g/ml Thiamin/HCI
(Sl\zg?_g 0,2 pg/ml 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure BY2-Zellen
Medium 100 pg/ml Myo-Inositol

200 pg/ml KH2PO4

pH 5,8

Die Kultivierung der Bakterien und Pflanzen erfolgte mittels der in Tabelle 2.3 aufgefiihrten
Medien. Das LB-Festmedium enthalt 1,5 % Agar. LB-Medium wurde zur Selektion von
transformierten Bakterien entsprechend des Selektionsmarkers in einer Endkonzentration
von 100 pg/ml mit Ampicillin, 50 ug/ml mit Kanamycin, 10 ug/ml Rifampicin, 75 pug/mi

Spectinomycin oder 25 ug/ml Gentamycin versetzt.
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2.4 Bakterienstamme und Pflanzenkultivare

Tabelle 2.4: Verwendete Bakterienstamme

Stamm Beschreibung Referenz
Escherichia coli (E. coli)
Top10 F~mcrAA(mrr — hsdRMS - Thermo Fisher
mcrBC)@80lacZAM15AlacX74recA1araD139A(ara | Scientific Inc.
- leu)7697ga/Ugal/KrpsL(StrR)endA1nupGA (Waltham, USA)
Agrobacterium tumefaciens
GV3101 Stamm zur transienten Expression von Genen in | Van Larebeke et
N. benthamiana al. 1974

Die Kultivierung von Escherichia coli und Agrobacterium tumefaciens erfolgte bei 200 rpm
(Universalschuttler SM 30 A) in LB-Flussigmedium oder auf LB-Agar-Platten unter aeroben
Bedingungen bei 37 °C bzw. 30 °C uber Nacht. Die Kultivierung von 2 ml Nicotiana tabacum
BY2-Suspensionkultur erfolgte in 48 ml MS-Medium fir 7 Tage bei 120 rpm (Infors
Multitron) und 23 °C im Dunkeln.

Die Anzucht der Nicotiana benthamiana-Pflanzen erfolgte durch das Leibnitz-Institut fir
Pflanzenbiochemie, Halle, im Gewachshaus zwischen 3 und 5 Wochen bei einer
Lichtperiode von 5.00 bis 21.00 Uhr (Tag: 25 °C, 60 % relative Luftfeuchtigkeit;
Nacht: 19 °C, 40 % relative Luftfeuchtigkeit). Nach Behandlung der Pflanzen wurden diese
in einer Percival-Pflanzenzuchtkammer (E41L2, Percival Scientific) flr 14 h bei 23 °C mit
Licht und fur 10 h bei 21 °C Dunkelheit kultiviert.

2.5 Verwendete Computerprogramme

Zum Design der Klonierungsstrategien und Auswahl der sogenannten single guide RNA
wurde das Programms ,ApE- A plasmid Editor v2.0.51“ verwendet. Die Auswahl der single
guide RNA basierte in diesem Programm auf dem Algorithmus von Doench (Doench et al.
2014).
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3 Methoden
3.1 Arbeiten mit Bakterien und Pflanzen

3.1.1 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen und Transformation von Plasmid-DNA

Zur Transformation der Plasmid-DNA in E. coli wurden chemisch kompetente Zellen des
Stammes Top10 (Thermo Fisher Scientific Inc.) hergestellt. Dazu wurden 100 ml
Hauptkultur mit 1 ml Ubernachtkultur (UNK) versetzt und bei 37 °C angezogen. Bei einer
optischen Dichte 600 (ODeoo) zwischen 0,4-0,55 wurden die Zellen auf Eis abgekuhlt und
fir 10 min bei 3.000 g und 4 °C zentrifugiert (Rotina 38R, Hettich). Das Pellet wurde in 30 ml
TFBI aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt bei gleichen Bedingungen und die Aufnahme des Pellets in 4 mi
TFBII. Je 50 ul Zellen wurden in 1,5 ml-Gefale aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

Die Plasmid-DNA wurde mittels Hitzeschock in die chemisch kompetenten Zellen
transformiert. Es wurden 3—10 pl Plasmid-DNA zu 50 pl Zellen hinzugefugt und die Zellen
fur 90 s einem Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Nach einer Inkubation von 2 min bei 4 °C
wurde der Transformationsansatz mit 1 ml LB-Medium versetzt und eine Stunde bei 37 °C

inkubiert. Danach wurden 100 ul des Ansatzes auf selektivem LB-Medium ausplattiert.

3.1.2 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation von Plasmid-DNA in

A. tumefaciens

Zur Transformation der Plasmid-DNA in A. tumefaciens wurden chemisch kompetente
Zellen des Stammes GV3101 hergestellt. Dazu wurden 100 ml Hauptkultur mit einer UNK
auf eine ODeyo von 0,06 angeimpft. Bei einer ODgoo von 0,6 wurden die Zellen fir 20 min
bei 3.000 g und 4 °C zentrifugiert (Rotina 38R, Hettich). Das Pellet wurde in 10 ml kaltem
TE-Puffer gewaschen und erneut bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Aufnahme
des Pellets erfolgte in 20 ml LB-Medium. Die Zellen wurden in einem Volumen von 500 ul
in 1,5 ml-GefalRen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.
Zur Transformation wurden 5 ug Plasmid-DNA zu 500 ul Zellen hinzugeftigt, fir 5 min auf
Eis und anschlieRend fur 5 min in flissigem Stickstoff inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte
flr 5 min bei 37 °C. Danach wurden 1 ml LB-Medium zum Ansatz hinzugefiigt und die Zellen
fir 24 h bei 28 °C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir 1 min bei 3400 g
zentrifugiert (Mikro 200, Hettich) und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl
LB-Medium aufgenommen, das gesamte Volumen auf selektivem LB-Nahragar ausplattiert
und fir 3 Tage bei 28 °C inkubiert.
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3.1.3 Pathogen-Behandlung von Pflanzen

3.1.3.1 Transformation von Pflanzen mit A. tumefaciens

Zur Untersuchung der Genexpression eines exogenen Gens wurde die Methode der
Agrobakterien-vermittelten Transformation verwendet. Der mit dem spezifischen Plasmid
transformierte Agrobakterien-Stamm wurde auf LB-Festmedium fiir zwei Tage angezogen.
Die gewachsenen Zellen wurden im Infiltrationsmedium resuspendiert, auf eine ODgyo von
1 eingestellt und fir 2 h bei Raumtemperatur (RT) im Dunkeln inkubiert. Mit einer 1-ml-
Spritze (BD Plastikpak Tuberkulinspritze) wurden die Agrobakterien in die Blattunterseite
des dritten oder vierten Blattes (gezahlt von oben) von 6 Wochen alten N. benthamiana-

Pflanzen gespritzt.

3.1.3.2 Infektion mit TBSV-RNA

Die Infektion von Pflanzen mit TBSV-RNA erfolgte nach der rub-in-Methode. Dazu wurde
die Blattoberseite des dritten und vierten Blattes von 4 Wochen alten Pflanzen mit
Siliziumcarbid betupft und 5 pul des Inokulationsansatzes, bestehend aus
1x Inokulationspuffer, 5 — 10 yg TBSV-RNA und 150 pmol/ 900 pmol/ 400 pmol
siRNA/ASO/siDNA, pro Blatthalfte auf getropft. AnschlielRend wurde der Tropfen in die
Blatthalfte mit einer Pipettenspitze eingerieben. Das Siliziumcarbid wurde anschliefiend mit

H.O abgespritzt.

3.2 Arbeiten mit dem BY2-System

3.2.1 Herstellung des BY2-Lysats

Das BY2-Lysat ist ein cytoplasmatischer Extrakt aus Nicotiana tabacum BY2-
Suspensionskulturen. Es wurde eine N. tabacum-BY2-Suspensionskultur aus 47 ml MS-
Medium und 3 ml dicht bewachsenen BY2-Zellen fiir 5 Tage bei 120 rpm schuttelnd (Infors
Multitron) kultiviert. Die Enzymlésung wurde 1 Tag vorher vorbereitet und tUber Nacht bei
4 °C zum Losen inkubiert. Zur Praparation des Extrakts werden die BY2-Zellen
protoplastiert, entvakuolisiert und die Zellkerne entfernt. Dazu wurden die Zellen fiir 1 min
bei 72 g (Beschleunigung 3, Bremse 0, Rotina 38R, Hettich) zentrifugiert und 50-55 ml
Pellet in 100 ml mittels 0,45 pym-Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Filter-filtrierte Enzymlésung
aufgenommen. Die Protoplastierung erfolgte fir 1,5-3 h bei 26 °C und 100 rpm (Infors
Multitron) im Dunkeln. Der Grad der Protoplastierung wurde unter dem Lichtmikroskop
(Primovert, Zeiss) Uberprift. Nach ausreichender Protoplastierung wurden die Protoplasten
in 30 ml Protoplastenwaschpuffer dreimal flir 5 min bei 72 g (Beschleunigung 3, Bremse 0,

Rotina 38R, Hettich) gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde das Pellet in 2 ml
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Protoplastenwaschpuffer aufgenommen. Das aufgenommene Pellet wurde auf sechs
Gradienten in Ultrazentrifugationsrohrchen (Beckman Coulter™ Ultra-Clear Centrifuge
Tubes) aufgeteilt. In den Réhrchen wurden zuvor Gradienten aus 1,9 ml 70%iger, 2,1 ml
40%iger und 6 ml 0-30%iger Percolllésung hergestellt. Die Zentrifugation erfolgte in einer
Ultrazentrifuge L8-M mit einem SW40Ti-Rotor fir 1 h bei 23 °C und 7500 rpm
(Beschleunigung 1, Bremse 0). Anschliefend wurden die Mini-Protoplasten zwischen der
40 %igen und 70 %igen Percoll-Schicht isoliert. Zu den Mini-Protoplasten wurde das
zweifache Volumen Protoplastenwaschpuffer hinzugefiigt und erneut fiir 5 min bei 72 g
(Beschleunigung 3, Bremse 0, Rotina 38R, Hettich) zentrifugiert. Anschlieliend wurde das
Pellet zweimal in 10 ml Protoplastenwaschpuffer gewaschen und im vierfachen Volumen
1x TR-Puffer aufgenommen. Die Protoplasten wurden mittels 7 ml Dounce-Homogenisator
auf Eis durch insgesamt 80 Stofle mit einer Frequenz von 10 Stdéflen und 30 s Pause
aufgeschlossen. Das entstandende Lysat wurde durch einen weiteren Zentrifugationsschritt
fir 10 min bei 850 g und 4 °C (Eppendorf Zentrifuge 5242R) von Zelltrimmern getrennt und
der Uberstand in 500 pl-Aliquots bei -80 °C eingefroren.

3.2.2 Micrococcus-Nuklease-Behandlung

Die im BYL enthaltene RNA wurde mittels Mikrokokkus-Nuklease-Behandlung abgebaut,
um die Effizienz der In-vitro-Translation zu erhéhen. Einem 500 ul-BYL-Ansatz wurden
0,5 mM CaClz und 37,5 U Mikrokokkus-Nuklease (Roche Diagnostics GmbH) hinzugeflgt.
Der Ansatz wurde fir 15 min bei 20 °C inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch
Zugabe von 3 mM Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N, N, N', N'-tetraessigsaure (EGTA).

3.2.3 In-vitro-Translation

Zur Synthese von Proteinen im BYL wurde ein Translationsansatz aus den in Tabelle 3.1

angegebenen Komponenten angesetzt und dieser fiir 2,5 h bei 25 °C inkubiert.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der In-vitro-Translation

Komponenten Mengen
BYL (MN-verdaut) 10 pl
Creatin-Kinase (10 mg/ml) 0,4 pl
4x TR* 2 ul

10x TM 2 ul
mRNA 0,5 pmol
H20 ad 20 pl
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3.2.4 Luciferase-Assay zur Qualitatsiberprifung von BYL

Es wurde eine In-vitro-Translation (siehe 3.2.3) mit 25 ng Firefly-Luciferase-mRNA
angesetzt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 25 °C wurden 5 ul Translationsansatz mit 20 pl
Luciferase-Assay-Substrat (Promega) versetzt. Das bei dieser Reaktion emittierte Licht
wurde in einem Zeitraum von 20 s als relative Lichteinheit pro Sekunde (RLU/s) mit dem

Roéhrchen-Luminometer Sirius (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad, D) gemessen.

3.2.5 Cleavage-Assay

Zur Uberpriifung der endonukleolytischen Hydrolyse eines spezifischen targets katalysiert
durch AGO wurden 0,5 pmol AGO-mRNA im BYL in Anwesenheit einer synthetischen
siRNA translatiert (siehe 3.2.3). Nach 2,5 h Translation wurden 2 pg Luciferase-mRNA als
Kompetitor-RNA hinzugefligt. AnschlieRend wurden 20.000 cpm *?P-markierte target-RNA
hinzugefligt und die Spaltreaktion fir 15 min bei 25 °C inkubiert. Es folgte die Zugabe von
0,5 % (w/v) SDS, 20 ug Proteinase K (Thermo Fisher Scientific Inc.) und eine 30-mindtige
Inkubationszeit bei 37 °C. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 100 ul Wasser aufgefillt und
mit 1 Volumen (Vol) Chloroform versetzt. Nach dem Mischen wurde die Probe fir 10 min
bei 16.000 g zentrifugiert. 90 pl der wassrigen Phase wurden in ein neues 1,5 ml-Gefaly
Uberfihrt und mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (pH 5,2), 20 pg Hefe-tRNA von GE Healthcare
und 2,9 Vol 100 % Ethanol (EtOH) versetzt. Die Prazipitation der RNA erfolgte uber Nacht
bei -20 °C. Es folgte ein Zentrifugationsschritt flir 30 min bei 16.000 g und 4 °C (Eppendorf
Zentrifuge 5242R) und ein Waschschritt mit 70 % EtOH. Das trockene Pellet wurde in 30 pl
1x RNA-Ladepuffer (Polyacrylamid-Harnstoffgel) gelést. Die Auftrennung der
Spaltfragmente erfolgte durch ein Polyacrylamid-Harnstoffgel (siehe 3.4.8) und die Analyse
der 32P-markierten RNA durch Autoradiographie (siehe 3.4.10).

Immer dann, wenn als target-RNA das TBSV-Genom verwendet wurde, wurden das RNA-
Pellet in 20 ul 1x RNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific Inc.) geldst, 5 pl isolierte RNA
auf ein denaturierendes Agarose-Gel (siehe 3.4.7) aufgetragen und die Fragmente nach

den Vorschriften der Gelelektrophorese (siehe 3.3.4) aufgetrennt.

3.2.6 RNase H-Assay

Der RNase H-Assay wurde mit dem gleichen Translationsansatz des cleavage-Assays
(3.2.5) allerdings ohne mRNA und siRNA bzw. small interfering DNAs (siDNA) angesetzt.
Es wurde 20.000 cpm *?P-markierte target-RNA mit 0,1 uM oder 1 uM einzelstrangiger,
21 nt langer, synthetischer DNA gemischt und fir 5 min bei RT inkubiert. Der
Translationsansatz wurde mit 2 ug Luciferase-mRNA als Kompetitor-RNA versetzt und es

erfolgte die Zugabe des target-DNA-Gemischs ohne eine vorherige 2,5-stiindige

-28-



Methoden

Translations-Inkubationszeit. Die Spaltreaktion erfolgte nun fir 15 min bei 25 °C. Die
Inaktivierung und Reinigung der RNA wurden, wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben,
durchgefiihrt. Die 3?P-markierten Spaltfragmente wurden mittels Polyacrylamid-
Harnstoffgel (siehe 3.4.8) oder eines denaturierenden Agarose-Gels (siehe 3.4.7)

aufgetrennt und durch Autoradiographie (siehe 3.4.10) analysiert.

3.2.7 RNase H-Assay mit gereinigter RNase H aus E. coli

Es wurde ein RNase H-Assay mit der gereinigten RNase H aus E. coli durchgefiihrt (New
England Biolabs GmbH). Dazu wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Abweichend
davon wurden in den Ansatz nur 2,5 units eingesetzt. Die target-RNA wurde als Gemisch,
bestehend aus 0,1-1 uM einzelstrangiger, 21 nt langer, synthetischer DNA und 20.000 cpm
32P-markierter target-RNA, hinzugefiigt. Es wurden 10 pl des Ansatzes ohne Fallung der
Gesamt-RNA auf ein Polyacrylamid-Harnstoffgel (siehe 3.4.8) aufgetragen, die

Spaltfragmente aufgetrennt und mittels Autoradiographie (siehe 3.4.10) analysiert.

3.3 Molekularbiologische Arbeiten mit DNA

3.3.1 Isolation von Plasmid-DNA

Die klassische Plasmid-DNA-Isolation erfolgte aus 2 ml UNK mit entsprechendem
Antibiotikum. Diese wurde fir 2 min bei 16.000 g zentrifugiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurde das Pellet in 100 pl Plasmid-Miniprap-Lésung | resuspendiert und mit
200 pl Plasmid-Miniprap-Lésung Il zur Lysis gemischt. AnschlieRend wurde die Probe auf
Eis gestellt und es erfolgte die Zugabe von 150 ul Plasmid-Miniprap-Lésung Ill. Nach 5 min
Inkubation erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 10 min bei 16.000 g (Mikro 200, Hettich).
Es wurden 420 pl Uberstand in ein neues Gefal iberfiihrt und die Plasmid-DNA mit 0,7 Vol
Isopropanol versetzt. Die DNA wurde fir 5 min bei RT mit einem anschlieRenden
Zentrifugationsschritt flir 15 min bei 16.000 g (Mikro 200, Hettich) prazipitiert. Nach einem
Waschschritt mit 70 % EtOH wurde das DNA-Pellet getrocknet, in 30 pl H2O geldst und bei
-20 °C gelagert.

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli mit héherer Reinheit erfolgte mit dem GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.) aus 3 ml UNK mit entsprechendem
Antibiotikum. Es wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Die Plasmid-DNA wurde in
35 pl H20 eluiert und bei -20 °C gelagert.

Zur Isolation von groRBeren Mengen Plasmid-DNA wurde das System PureYield™ Plasmid
Midiprep (Promega Corporation) genutzt. Die Isolation erfolgte aus einer UNK von 100 ml.

Dabei wurde das Protokoll nach den Volumenangaben von 50-100 ml UNK befolgt.
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Die DNA-Reinigung und Elution in 400 pl H.O wurde mittels Vakuum-Protokoll des

Herstellers durchgefihrt.

3.3.2 Isolation von genomischer DNA aus Blattmaterial

Die Isolation der genomischen DNA erfolgte aus 15 mg N. benthamiana-Blattmaterial.
Dieses Blattmaterial wurde in gefrorenem Zustand gemdrsert und mit 750 yl DNA-
Extraktionspuffer versetzt. Anschlief3end erfolgte ein Inkubationsschritt fir 10 min bei 65 °C.
Nach Zugabe von 150 ul Bio101-Ldsung Il wurde die Probe flr 20 min auf Eis inkubiert
und flr 5 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5242R). Der
Uberstand wurde in ein neues GefaR lberfiihrt und mit dem gleichen Volumen Isopropanol
versetzt, invertiert und erneut fir 10 min bei 16.000 g und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5242R). Das DNA-Pellet wurde mit 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in

50 pl sterilem H2O aufgenommen.

3.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Als Template-DNA fir die Polymerasekettenreaktion wurde cDNA oder Plasmid-DNA
verwendet. Die Lange und der GC-Gehalt der Oligonukleotide bestimmen die
Anlagerungstemperatur X. Die Elongationszeit Y hangt von der Lange des zu
amplifizierenden Fragments ab. Die Reaktion lief im Temperatursteuerungsgerat (Analytik
Jena GmbH) ab. Die Dream-Taqg-Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.) wurde flr
analytische Zwecke verwendet. Sie amplifiziert ca. 1 kb pro Minute. Die Phusion-
Polymerasen amplifizieren 1 kb pro 15-30 Sekunden und wurden zur Synthese genutzt,
wenn Fragmente zur Klonierung verwendet werden sollten.

Die verwendeten Mengen und Programme der PCR-Ansétze sind in Tabelle 3.2 und

Tabelle 3.3 angegeben.

Tabelle 3.2: Zusammensetzungen von PCR-Ansétzen.

Dream-Taq-PCR Phusion-Polymerase-PCR

10x Dream Taq Puffer | 1x 5x HF Puffer 1x

dNTPs 200 uM dNTPs 200 uM
Oligonukleotid 1 500 nM Oligonukleotid 1 500 nM
Oligonukleotid 2 500 nM Oligonukleotid 2 500 nM
Polymerase 0,03 U/ul Polymerase 0,02 U/ul
Template > 60 ng/ul Template 10-20 ng

ad 25 ul H20 ad 50 ul H20

*Die Polymerasen stammten von Thermo Fisher Scientific Inc.
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Tabelle 3.3: Programme der Temperatursteuerungsgerat zur PCR

PCR-Programm Dream-Taq PCR Phusion-Polymerase PCR

1 Initiale Denaturierung 95 °C 3 min 98 °C 2 min

2 Denaturierung 94 °C 20 sec 98 °C 10 sec

3 Anlagerung X°C 20 sec X°C 20 sec

4 Elongation 72 °C Y min 72 °C Y min

5 Finale Elongation 72 °C 5 min 72 °C 5 min
Zyklen von Schritt 2-4 30 30

Die Anlagerungstemperatur X wurde entsprechend der Lange und des GC-Gehalts der Oligonukleotide
ausgewahlt. Die Elongationszeit Y hangt von der Lange des zu amplifizierenden Fragments ab.

3.3.4 Gelelektrophorese

Fur die Durchfiihrung der Gelelektrophorese wurden die aufzutrennenden DNA-Fragmente
mit 1x DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 1-2 %iges (w/v) Agarosegel mit 0,3 pg/ml
Ethidiumbromid aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TAE fir 20—45 min bei einer
Spannung von 80-140 V. Es wurde der Marker GeneRuler™ 50 bp, 100 bp oder 1 kb DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.) als GréRenstandard eingesetzt. Das Ethidiumbromid
emittiert bei UV-Bestrahlung (260—-360 nm) Licht mit einer Wellenlange von 560 nm, wenn
dieser mit der DNA interkaliert. Die Visualisierung der DNA erfolgte mit der UV Solo touch

von Analytik Jena.

3.3.5 Reinigung von DNA-Fragmenten

3.3.5.1 Direkt vom PCR-Ansatz

PCR-Ansatze wurden mit dem GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.)
gereinigt. Dazu wurden die Angaben des Herstellers befolgt. Die gewonnene DNA wurde
in 40 pl H20 eluiert.

3.3.5.2 Gelextraktion

Entstanden bei der PCR oder bei einem Restriktionsverdau mehrere DNA-Fragmente,
wurde das entsprechende DNA-Fragment aus einem Agarosegel extrahiert. Dazu wurden
die Herstellerangaben des GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.)
befolgt. Die DNA wurde in 40 ul H2O eluiert.
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3.3.6 Restriktionsverdau von DNA

Zur Klonierung von Protein-codierende Sequenzen (coding sequence, CDS) fur den in In-
vitro-Transkription verwendeten Vektor pSPLF2 wurden mittels PCR
Restriktionsschnittstellen zu der CDS hinzugefiigt. Diese gereinigten PCR-Fragmente
wurden mit den spezifischen Restriktionsenzymen nach Herstellerangaben in einem 100 pl-
Ansatz endonukleolytisch hydrolysiert. Bevor die Fragmente in der Ligation eingesetzt
wurden, wurden diese wie in Kapitel 3.3.5.1 beschrieben, gereinigt.

Zur Uberpriifung der in der Klonierung entstandenen Plasmide wurden 100-200 ng
Plasmid-DNA in einem Gesamtvolumen von 20 pul mit Plasmid-spezifischen
Restriktionsenzymen nach Angaben des Herstellers endonukleolytisch hydrolysiert.

Zur Linearisierung von Plasmid-DNA flr die In-vitro-Translation wurden 30 pg Plasmid-DNA
in einem Gesamtvolumen von 200 pl mit dem flr das Plasmid vorgesehenen Enzym nach
Angaben des Herstellers endonukleolytisch hydrolysiert.

AnschlielRend wurden die entstandenen Fragmente in einem Agarosegel aufgetrennt, um

die Grolie zu Uberprifen.

3.3.7 Reinigung und Prazipitation von linearisierter Plasmid-DNA

Die linearisierte Plasmid-DNA wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert. Dazu wurde die
DNA mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1; in TE-Puffer
aquilibriertes Phenol) versetzt, gemischt und fir 3 min bei 16.000 g zentrifugiert. Die
wassrige Phase wurde in ein neues 1,5 ml-RNase-freies Gefaly uUberflhrt, mit 1 Vol
Chloroform vermischt und erneut flr 3 min bei 16.000 g zentrifugiert (Mikro 200, Hettich).
Nach Uberfiihren der wassrigen Phase in ein neues 1,5 ml RNase-freies Gefalt wurde die
DNA mit 1 pl Glycogen (20 mg/ml, Roche), 0,1 Vol 3 M Natriumacetat (NaOAc) (pH5,2) und
2,5 Vol 99 % EtOH versetzt, 10 min bei RT und 10 min auf Eis inkubiert sowie durch einen
Zentrifugationsschritt fir 15 min bei 16.000 g (Eppendorf Zentrifuge 5242R) prazipitiert. Das
Waschen des DNA-Pellets erfolgte mit 70 % EtOH. Anschliellend wurde das DNA-Pellet
getrocknet und in 50 yl RNase-freiem H.O geldst.

3.3.8 Phosphorylierung von Oligonukleotiden

Doppelstrangige Oligonukleotide wurden zur Klonierung in einen Vektor phosphoryliert. Die
Phosphorylierung von Oligonukleotiden erfolgte durch die T4-Polynukleotidkinase (PNK)
(Thermo Fisher Scientific Inc.) nach Angaben des Herstellers. Die Reaktion wurde
anschlieftend auf 0,25 pmol/ul DNA verdinnt und zur Klonierung verwendet.

Zur endstandigen Markierung eines einzelstrangigen Oligonukleotides, das in einem

RNase H-Assay (siehe 3.2.6) als target dienen sollte, wurden alle in Tabelle 3.4 angegeben
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Komponenten gemischt. Die Reaktion wurde fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Die
Inaktivierung der PNK erfolgte fur 10 min bei 75 °C. Anschlieend wurde der Ansatz nach
dem Protokoll des Monarch® RNA Cleanup Kits von NEB gereinigt.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung der endstédndigen Einzelstrang-Markierung

Komponenten Mengen
PNK-Puffer 1x
Oligonukleotid 50 pmol
[y*?P]-ATP (3.000 Ci/mmol) | 10 uCi
ATP 1 uM
T4-PNK 10U
H20 ad 20 pl
3.3.9 Ligation

Gereinigte DNA-Fragmente (siehe 3.3.5) oder hybridisierte Oligonukleotide wurden mittels
Ligation in einen Vektor kloniert. Ein Ligationsansatz mit einem Volumen von 20 pl,
bestehend aus 1x DNA-Ligase-Puffer und 0,25 U T4-DNA-Ligase (Thermo Fisher Scientific
Inc.), 100 ng linearisiertem Vektor und dem Fragment im 3-fachen molaren Uberschuss
gegenuber dem Vektor wurde flir 2 h bei 22 °C inkubiert. Nach der Ligation wurden 5 pl

Ligationsansatz in kompetente E. coli-Zellen transformiert (siehe 3.1.1).

3.3.10 Klonierung

3.3.10.1 Golden Gate

Die Golden Gate-Klonierung beruht auf dem Prinzip, bei dem Fragmente ,baukastenartig®
aneinandergereiht werden. Durch die Verwendung von Typ I1S-Restriktionsendonukleasen,
die aulierhalb ihrer Erkennungssequenz schneiden, entstehen Fragmente mit spezifisch
ausgewahlten vier Nukleotide langen 5-Uberhangen, die im weiteren Schritt unidirektional
in den Zielvektor eingebaut und nicht erneut geschnitten werden kénnen.

Zur Generierung eines Level [-Vektors musste zunachst das Insert aus zwei
einzelstrangigen Oligonukleotiden hergestellt werden. Die Hybridisierung von zwei
Oligonukleotiden (10 uM) erfolgte in einem Ansatz von 50 ul H2O fir 5 min bei 98 °C und
einem langsamen Abkuhlen auf 37 °C. Das hybridisierte Oligonukleotid-Duplex enthalt die
fir den Level I|-Vektor spezifischen Uberhénge. Durch die Klonierung und den
Restriktionsverdau des Level |-Vektors wurden passende Uberhange fiir die Klonierung des
Level IlI- bzw. des Zielvektors generiert. Die fur die Level Il-/ Zielvektorklonierung

verwendeten Restriktionsschnittstellen befanden sich in dem Vektor-Rickgrat des
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Level I-Vektors, um das Fragment auszuschneiden, und in dem Insert des Level II-Vektors,
an dessen Position die Fragmente kloniert werden sollten. Es wurden je ein Fragment aus

sechs Level I-Vektoren durch Restriktionsverdau ausgeschnitten und alle sechs Fragmente

in den Zielvektor kloniert. Ansatz und Programm wurden wie folgt ausgewahlt:

Tabelle 3.5: Golden Gate-Klonierung der Doppelstang-Oligonukleotide in den Level I-Vektor

Ansatz Programm
Vektor 20 fmol 37 °C 2 min
30 Zyklen
Doppelstrang-Oligonukleotid | 50 fmol 20 °C 5 min
Ligase-Puffer 1x 37 °C 5 min
T4-DNA-Ligase 0,25 U 50 °C 10 min
Bpil 0,5U 80 °C 10 min
H20 ad 10 pl

Tabelle 3.6: Golden Gate-Klonierung

der Fragmente aus den Level I-Vektoren in den Zielvektor

Ansatz Programm
Zielvektor 20 fmol 37 °C 2 min
Fragment 1 50 fmol 20 °C 5 min 20 ZyKlen
Fragment 2 50 fmol 37 °C 5 min
50 °C 10 min
Ligase-Puffer 1x 80 °C 10 min
Bsal 05U
T4-DNA-Ligase 0,25U
H.O ad 20 pl

AnschlieRend wurden 7 pjl des Ansatzes in chemisch kompetente E. coli-Zellen

transformiert und auf Selektivmedium ausplattiert (siehe 3.1.1).

3.3.10.2 pGEM-T Easy-Klonierung

Der pGEM-T Easy-Vektor (Promega Corporation) wurde fur die Klonierung von

Spaltfragmenten der RISC-vermittelten RNA-Spaltung genutzt. Die Dream-Tag-
Polymerase hangt Template-unabhangig ein Desoxyadenosin an das 3-Ende des in der
Dream-Taq-PCR generierten DNA-Fragments an. Dieses Fragment wurde in den
linearisierten pGEM-T Easy-Vektor, der passend zu dem DNA-Fragment ein 3'-Thymidin-
Uberhang hat, kloniert. In der PCR wurden ein genspezifisches forward-Oligonukleotid und

ein zum universal miRNA cloning-Linker (New England Biolabs GmbH) spezifisches
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reverse-Oligonukleotid verwendet. Die Ligation wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Dabei wurden die Angaben der in den Ligationsansatz einzusetzende Menge

der Fragmente und des Vektors befolgt.

3.3.11 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der isolierten Nukleinsauren wurde mittels NanoDrop One Microvolume

UV-Vis-Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc.) gemessen.

3.3.12 Sequenzierung

Die Ermittlung der Sequenz der DNA erfolgte mit der Kettenabbruchmethode nach Sanger.
Die zu sequenzierenden Proben wurden mit einem Volumen von 15 pl in einer
Konzentration von 40—100 ng/ul im Fall von Plasmid-DNA und 22 ng pro 100 bp im Fall von
PCR-Fragmenten an die Firma Microsynth Seqglab (Géttingen, D) geschickt.

3.4 Arbeiten mit RNA

3.4.1 Isolation von RNA aus Blattmaterial

Die RNA aus N. benthamiana wurde mit NucleoZOL (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co.
KG) nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Die Isolation erfolgte aus 60—100 mg
gemorsertem Blattmaterial. Das RNA-Pellet wurde in 30 pl RNase-freiem Wasser
aufgenommen und bei -80 °C gelagert. Die RNA-Konzentration wurde mittels NanoDrop

One (siehe 3.3.11) bestimmt. Die RNA-Integritat wurde mittels Agarosegel tberpriift (3.3.4).

3.4.2 DNase |-Verdau

Um genomische DNA abzubauen, wurde die RNA mit DNase |, recombinant RNase-free
(Roche Diagnostics GmbH) behandelt. In den DNase |-Verdau, mit einem Ansatz von 20 pl,
wurden 5-10 uyg RNA, 1x DNase |-Puffer und 25 U DNase | hinzugefiigt und dieser bei
37 °C fir 30 min inkubiert und das Enzym nach Zugabe von Ethylendiamintetraacetat
(EDTA) mit einer Endkonzentration von 1,25 mM fur 10 min bei 65 °C inaktiviert.

3.4.3 Hybridisierung von kleinen synthetischen Nukleinsauren

Zur Generierung von Nukleinsaure-Duplexen wurden zwei 21-24nt lange synthetische
Oligonukleotide durch Erhitzen und langsames Abklhlen aneinandergelagert. Es wurden

20-35 uM pro Duplex-Einzelstrang mit 1x siRNA-Annealingpuffer in einem Gesamtvolumen
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von 50 ul oder 100 pl gemischt und fir 1 min bei 90 °C erhitzt. Anschlie’end wurde der
Ansatz fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert.

3.4.4 In-vitro-Transkription

Die Herstellung von markierter und unmarkierter RNA erfolgte durch die run-off In-vitro-
Transkription. Als Template-DNA diente linearisierte Plasmid-DNA oder ein durch PCR
generiertes DNA-Fragment. Template-spezifisch wurde die T7-Polymerase (Agilent
Technologies Inc.) oder die SP6-Polymerase (Thermo Fisher Scientific Inc.) verwendet.
Wurde die RNA ohne cap-Analogon synthetisiert, wurde dieses Volumen mit H2O ersetzt
und ein rINTP-Mix mit gleicher molarer Masse aller Nukleotide verwendet. Bei der Synthese
mit cap-Analog wurde der G-Anteil im rNTP-Mix auf 0,5 mM reduziert.

Die verwendeten Mengen des Reaktionsansatzes fir ein Volumen von 100 pl sind in
Tabelle 3.7 aufgefihrt.

Tabelle 3.7: Reaktionsansatz der In-vitro-Transkription
In-vitro-Transkription

5x Transkriptionspuffer 1x

rNTPs 2mM
m’GpppG-cap-Analogon 1,6 mM
DNA-Fragment 2 ug
RiboLock RNase-Inhibitor 20U
SP6/T7 RNA-Polymerase 60/50 U
H20 ad. 100 pl

Die Markierung der RNA mit [a-*2P]-Cytidintriphosphat (CTP) erfolgte in einem 50 pl
Transkriptions-Ansatz mit 25 uCi [0-*?P]-CTP (3.000 Ci/mmol, Hartmann Analytic) und
Ribonukleosidtriphosphat (rNTP)-Konzentrationen von je 1 mM A, U und G sowie
0,1 mM C. Nach einer Inkubation von 2,5 h bei 37 °C wurde die DNA mittels 10 U DNase |,

recombinant Rnase-free (Roche Diagnostics GmbH) fur 30 min bei 37 °C hydrolysiert.

3.4.5 [y-*2P]-Adenosintriphosphat (ATP)-Markierung des Low Range RiboRuler (Thermo

Fisher Scientific Inc.)

Die endstandige Markierung des Low Range Ribo Ruler (Thermo Fisher Scientific Inc.)
erfolgte nach dem gleichen Protokoll wie die endstandige Markierung von

Einzelstrang-Oligonukleotiden, beschrieben in Kapitel 3.3.8.
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3.4.6 Reinigung und Prazipitation von RNA

Nach der In-vitro-Transkription musste die RNA von Puffern und Enzymen gereinigt und
prazipitiert werden. Die Reinigung von nicht markierter RNA erfolgte durch eine
Phenol-Chloroform-Extraktion. Der 100 pl Transkriptionsansatz wurde auf 400 yl mit H.O
aufgefillt und mit dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform/lsoamyl (25:24:1;
wassergesattigtes Phenol) versetzt. Nach dem Mischen wurde die Probe flr 3 min bei
16.000 g zentrifugiert (Mikro 200, Hettich), die wassrige Phase in ein neues RNase-freies
Gefal® dberflhrt und erneut mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt. Nach dem
Mischen wurde die Probe flir 3 min bei 16.000 g zentrifugiert (Mikro 200, Hettich) und die
wassrige Phase erneut in ein neues RNase-freies Gefald Uberfihrt. Das Volumen wurde auf
400 pl aufgeflllt und die RNA mit 72 pl 6 M Ammoniumacetat und 944 pl 99 % EtOH, einem
Inkubationsschritt von 10 min bei RT und einem Zentrifugationsschritt von 15 min bei
16.000 g (Eppendorf Zentrifuge 5242R) prazipitiert. AnschlieRend wurde das RNA-Pellet
zweimal mit 70 % EtOH gewaschen und nach dem Trocknen in 35 yl RNase-freiem H.O
aufgenommen.

Markierte RNA wurde nach den Angaben des Herstellers des GeneJET RNA Purification
Kits (Thermo Fisher Scientific Inc.) gereinigt. Die Elution der RNA erfolgte in 50 pl

RNase-freiem H-O.

3.4.7 Denaturierendes Agarose-Gel

Aus Pflanzenproben isolierte RNA, In-vitro-transkribierte RNA oder im cleavage-Assay
entstandene, 3?P-markierte Spaltfragmente gréRer als 800 nt wurde auf die RNA-Integritat
oder ihre GroéRe untersucht. Dazu wurden 1-5 yl RNA auf ein Volumen von 5 pl mit
RNase-freiem H,O aufgeflillt, mit 2x RNA-Loading-Dye (Thermo Fisher Scientific Inc.)
versetzt und fur 5 min bei 75 °C erhitzt. Die RNA-Probe wurde auf ein denaturierendes
1,5 %iges (w/v) Agarosegel aufgetragen. Zur Herstellung des Agarosegels wurden 1,5 g
Agarose in 88 ml H.O aufgekocht, mit 10 ml 10x MOPS-Puffer und 2,5 ml 37%igem
Formaldehyd versetzt und in die entsprechende Apparatur gegossen. Der RiboRuler
Low/High-Range RNA Ladder (Thermo Fisher Scientific Inc.) wurde als GréRenstandard

eingesetzt. Die Gelelektrophorese wurde, wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben, durchgefiihrt.

3.4.8 Harnstoff-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die im cleavage-Assay entstandenen *2P-markierten Spaltfragmente kleiner als 800 nt
wurden zur Uberpriifung auf einem denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Der Harnstoff wurde nach den Mengen in Tabelle 3.8 in H,O und TBE durch

Erhitzen geldst. Nach Abklihlen erfolgte die Zugabe der weiteren Komponente Acrylamid

-37-



Methoden

und die Polymerisierung durch Zugabe von Adenosinphosphosulfat (APS) und
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED).

Tabelle 3.8: Zusammensetzung eines denaturierenden Harnstoffgels

Komponenten Konzentration | Menge flr 15 ml Gel
Harnstoff 8M 7,29

5x TBE 1x 3 ml

Wasser 4 ml

40 % Acrylamid-Bisacylamid 19:1 | 5 % (v/v) 1,875

TEMED 30 ul

10 % APS 0,05 % 75 yl

Vor dem Beladen des RNA-Gels wurden die RNA-Proben fir 5 min bei 70 °C erhitzt. Die
Gelelektrophorese erfolgte in 0,5x TBE-Puffer bei 350 V.

3.4.9 Herstellung und Gelelektrophorese eines nativen Polyacrylamid-Gels

Zur Reinigung kleiner Nukleinsdure-Duplexe von nicht angelagerten
Einzelstrang-Nukleinsduren wurden die hybridisierten Duplexe (siehe 3.4.3) auf einem
nativen Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Bis auf den Harnstoff und die Erhéhung der
Acrylamidkonzentration auf 15 % wurden die Komponenten wie in Tabelle 3.8 angegeben
eingesetzt. Die Proben wurden mit 5x nativem Ladepuffer versehen und direkt auf das Gel

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 0,5x TBE bei 100 V fir 3 h.

3.4.10 Autoradiographie

Zur Detektion radioaktiv markierter RNA wurde die Autoradiographie verwendet. Nachdem
das Gel mit den radioaktiv markierten Proben unter Vakuum getrocknet worden war, wurde
es auf einem Storage Phosphor Screen von GE Healthcare Uber Nacht zur Exposition
inkubiert. Der Screen wurde mit dem Phosphorimager Typhoon TRIO* Variable Mode

Imager von GE Healthcare eingescannt.

3.4.11 Isolation von Nukleinsduren aus einem Polyacrylamid-Gel

Zur Isolation von Spaltfragmenten oder Nukleinsaure-Duplexen aus einem
Polyacrylamid-Gel wurden die Fragmente mittels UV-Licht (254 nm) {ber einer
Fluoreszenzindikator-beschichteten DC-Karte (Kieselgel 60 F254, Riedel-de Haén, Seelze,
D) sichtbar gemacht und ausgeschnitten. Uber Nacht wurden die Gel-Stiicke in 500 pl

TNES inkubiert. Der Nukleinsdure-enthaltende Uberstand wurde in ein 1,5 ml-Gefal

-38-



Methoden

Uberfuhrt. Abhangig von der Nukleinsdureart wurden die Protokolle fir die Reinigung und
Prazipitation fur DNA in Kapitel 3.3.7 bzw. RNA in Kapitel 3.4.6 befolgt.

Im Fall der RNA-Spaltfragmente erfolgte die Prazipitation fir 10 min bei RT und fur 4 h bei
-20 °C. Das Pellet wurde in 25 ul H20 geldst.

Im Fall der Nukleinsdure-Duplexe wurde das Pellet nach Prazipitation in 50 pyl H2O
aufgenommen, die Probe Uber eine Geffiltrationssaule lllustra™ MicroSpin™ G-25-Columns
(GE Healthcare GmbH, USA) gereinigt, erneut prazipitiert und das Pellet mit 70 % EtOH

gewaschen. Das Pellet wurde dann in 20 pl H.O gelést.

3.4.12 3'-Rapid amplification of cDNA ends (RACE)

Die Methode 3‘-RACE dient der Identifizierung des unbekannten 3’-Endes eines
5‘-Spaltfragments. Die gereinigte RNA wird mit einem Linker ligiert, der als Bindestelle fur
einen Primer zur komplementaren DNA (cDNA)-Synthese genutzt wird. Anschlie3end wird
die cDNA durch PCR vervielfaltigt und in einen Vektor kloniert, der anschlieRend zur
|dentifizierung des 3’-Endes sequenziert wird.

Die aus dem Polyacrylamid-Gel gereinigten RNA-Fragmente wurden mit dem universal
miRNA cloning-Linker (New England Biolabs GmbH) ligiert. Die Zusammensetzung der
Reaktion ist in Tabelle 3.9 aufgefuhrt.

Tabelle 3.9: Reaktionsansatz der Linker-Ligation an RNA

Komponenten Mengen
Ligationspuffer (miRNA-cloning-Linker) 1x
universal miRNA cloning-Linker 1 Mg
T4-RNA-Ligase 10U
Spaltfragment 5ul
H.O ad.10 pl

Die Ligation des Linkers erfolgte fir 2 h bei 22 °C. AnschlieRend wurde die RNA mit 20 ug
Glycogen, 0,1 Vol NaOAc und 2,5 Vol EtOH fiir 3 h bei -20 °C gefallt und das Pellet nach
einem Waschschritt mit 70 % EtOH in 10 yl H.O aufgenommen. Die cDNA-Synthese wurde
mit der AMV Reversen Transkriptase (Promega Corporation) durchgefiihrt (siehe 3.4.13).
Der genutzte reverse-Primer bindet an den universal miRNA cloning-Linker (New England
Biolabs GmbH). Es folgte die Vervielfaltigung der DNA durch eine Tag-PCR (siehe 3.3.3),
bei der ein forward-Oligonukleotid genutzt wurde, dass im bekannten 5‘-Bereich des
Fragments liegt. Das reverse-Oligonukleotid bindet im Bereich des miRNA-Linker. Die

PCR-Produkte wurden in den pGEM-T Easy-Vektor (Promega Corporation) kloniert
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(siehe 3.3.10.2). Nach der Klonierung wurden mittels Sequenzierung (siehe 3.3.12) die

entstandenen Produkte auf das 3’-Ende analysiert.

3.4.13 cDNA-Synthese

RNA wurde mittels Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde RNase-
freies H,O mit RNA und Oligonukleotiden wie in Tabelle 3.10 beschrieben gemischt und fiir
5 min bei 65 °C im Fall der RevertAid Reversen Transkriptase (Thermo Fisher Scientific
Inc.) oder bei 75 °C im Fall der Avian Myeloblastosis Virus (AMV) Reversen Transkriptase
(Promega Corporation) im Temperatursteuerungsgerat (Analytik Jena GmbH) inkubiert.
Nach Abkuhlen der Probe auf Eis wurde ein Mastermix aus den Ubrigen Komponenten in
einem Gesamtvolumen von 20 ul zugegeben. AnschlieRend wurde der Ansatz der reversen
Transkription mit der RevertAid Reversen Transkriptase (Thermo Fisher Scientific Inc.) fir
10 min bei 25 °C, 60 min bei 42 °C und 10 min bei 70 °C und mit der AMV Reversen
Transkriptase (Promega Corporation) fir 1 h bei 42 °C und 5 min bei 85 °C im
Temperatursteuerungsgerat (Analytik Jena GmbH) erhitzt. Die cDNA diente in der PCR-

Reaktion als Template.

Tabelle 3.10: Reaktionsansitze der cDNA-Synthese mit den unterschiedlichen reversen Transkriptasen

Reverse Transkription Reverse Transkription

(Thermo Fisher Scientific Inc.) (Promega Corporation)

Komponente Menge Komponente Menge
Ligationsprodukt aus 5°-

RNA 1 g Spaltfragment und universal | 6 pl
miRNA cloning-Linker

Random Primer Hexamer/ :

Poly-T-Oligonukleotiden S UM Primer rev 1M

H20 ad. 12,5 ul | H.0 ad. 13 yl

Reaktions-Puffer fir reversen Reaktions-Puffer fir AMV

L 1x . 1x

Transkription reversen Transkription

dNTP-Mix 1 mM dNTP-Mix 1 mM

RiboLock RNase-Inhibitor 20U RiboLock RNase-Inhibitor 20U

RevertA|d Reverse 200U AMV Reverse Transkriptase | 10U

Transkriptase

3.5 Proteinbiochemische Arbeiten

3.5.1 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial zur Bestimmung der Luciferase-Aktivitat

Die Bestimmung der Luciferase-Aktivitat im Blattmaterial von N. benthamiana sollte

Aufschluss Uber die Synthese des Luciferaseproteins geben. 30 mg gemodrsertes
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Blattmaterial wurden in 300 pl Proteinextraktionspuffer aufgenommen und eine Stunde auf
Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation fiir 5 min bei 16.000 g und 4 °C (Eppendorf Zentrifuge
5242R) wurden 5 pl Extrakt mit 20 ul Luciferase-Assay-Substrat von Promega gemischt
und das emittierte Licht in einem Zeitraum von 20 s als relative Lichteinheit pro Sekunde
(RLU/s) in dem Réhrchen-Luminometer Sirius (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad,
D) detektiert.

3.5.2 Natriumdodecylsulfat  (SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese = (PAGE) und
Western Blot

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe eines SDS-
Polyacrylamid-Gels. Die Proteinproben wurden mit SDS-Probenpuffer versetzt und fir
5 min bei 95 °C denaturiert. Es wurde ein SDS-Gel in die dafiir vorgesehenen Glasplatten
gegossen. Das SDS-Gel bestand aus einem Trenn- und Sammelgel wie in Tabelle 3.11
angegeben. Es wurde 1 ml Isopropanol auf das Trenngel gegeben, um eine planare
Trennlinie zwischen Trenn- und Sammelgel zu erzeugen. Das Isopropanol wurde vor dem

GieRen des Sammelgels wieder entfernt.

Tabelle 3.11: Verwendete Mengen fiir Trenn- und Sammelgel

Komponenten 12,5 % Trenngel | 4 % Sammelgel
30 % Acrylamid 4,16 ml 550 ul

H20 3,33 ml 2,41 ml

4x Trenngelpuffer 2,5ml

4x Sammelgelpuffer 1ml

TEMED 10 pl 10 pl

10 % APS 100 pl 100 pl

Auf das SDS-Gel wurden 5-10 pl der Proteinproben aufgetragen und die Proteine in
1x Lammli-Puffer fiir 10 min bei 20 mA und 90 min bei 25 mA aufgetrennt. Der PageRuler
(Thermo Fisher Scientific Inc.) diente als GroRenstandard.

AnschlieBend wurden die Proteine vom SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran nach
dem Western Blot-semi-dry-Verfahren Uibertragen, um diese immunologisch nachzuweisen.
Dazu wurden Whatman-Papier und die Membran in Transferpuffer aquilibriert. Der Blot
wurde in der Reihenfolge Whatman-Papier, Membran, SDS-Gel, Whatman-Papier
aufgebaut. Der Transfer erfolgte fir 90 min bei 12 V.

Die Membran wurde in 1x TBST mit 7,5 % Milchpulver (Sucofin) fur 1 h blockiert,
anschlief’end wurde die Milchpulver-TBST-L6sung mit dem primaren Antikdrper Anti-FLAG
(Agilent, monoklonal, M2/Antibody, 2 mg/ml, 1:5.000) oder Anti-c-Myc (Santa Cruze
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Biotechnology, monoklonal, 200 pg/ml; IgG, 1:500) versetzt und Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fir 10 min mit 1x TBST und einmaligem Waschen
mit 1x TBS fand die Inkubation der Membran fiir 1 h mit dem sekundaren Antikérper
(IRDye® 800CW Goat anti-Mouse 1gG Secondary Antibody LI-COR; 1:10.000) statt. Der
vorherige Waschschritt wurde wiederholt und die Proteine wurden mittels Odyssey-Infrarot-
Scanner von LI-COR (LI-COR Biosciences, Lincoln, USA) detektiert.

3.5.3 Silberfarbung

Um Proteine zu detektieren, fir die keine Antikdrper zur Verfligung standen oder die in
geringen Mengen vorlagen, wurde eine Silberfarbung des SDS-Gels durchgefihrt. Dazu
wurde das Gel nach der Elektrophorese fir 5 min in Lésung | inkubiert und anschlief3end
3x fir 5's, 1x 5 min und erneut 3x 5 s mit H.O gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde
das Gel fur 5 min in 50 % (v/v) Aceton und fir 1 min in 0,03 % (w/v) Natriumcyanat inkubiert.
Nachdem die Proteine im Gel fixiert worden waren, wurde das Gel erneut 3x fur 5 sec in
H>O gewaschen. Das Gel wurde in der Silbernitrat-haltigen Lésung Il fir 8 min inkubiert und
3x fur 5 sec in H,O gewaschen. In der Losung 1l wurden die Silberionen reduziert, bis die
erwarteten Proteinbanden sichtbar wurden. Anschliefend wurde die Reaktion in 1%iger

Essigsaure abgestoppt.

3.5.4 Immunprazipitation (IP)

Die Immunpréazipitation wurde zur Identifizierung und Uberpriifung von Protein-Protein-
Interaktionen oder zur Uberpriifung der Spaltaktivitdt des translatierten AGO-Proteins
genutzt.

Ein Volumen von 20 pl ANTI-FLAG® M2 Affinity Gel (Sigma-Aldrich) wurde zuné&chst
kalibriert. Dazu erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 1 min bei 5.000 g und 4 °C (Eppendorf
Zentrifuge 5242R). Der Uberstand, in dem die Agarose gelagert sind, wurde abgenommen
und die Agarose in 10-fachem Vol IPB150 mit gekirzter Pipettenspitze resuspendiert.
Dieser Schritt wurde wiederholt und die Beads in 10-fachem Vol IPB150 aufgenommen.
Es wurden mit einem FLAG-tag versehene AGO-Proteine in einem 50 pl Translationsansatz
(siehe 3.2.3) synthetisiert und anschlie3end vier Translationsansatze mit 200 pl kalibrierten
Beads gemischt. Nach einer Inkubation Gber Nacht, drehend bei 4 °C, wurden die Proben
fir 1 min bei 5.000 g und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge 5242R), der Uberstand
verworfen und mit IPB150 3x gewaschen. Es folgte ein stringenterer Waschschritt mit dem
Puffer IPB300, bei dem die NaCl-Konzentration auf 300 mM erhoht wurde, um schwach
oder unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Nach einem weiteren Waschschritt mit

dem IPB150 wurden die Beads mit einem Volumen von 60 pl 1x TBS mit 3 ug
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3x FLAG-Peptid von Sigma-Aldrich fir eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und die eluierten Proteine mittels SDS-PAGE und anschlieRender
Silberfarbung (siehe 3.5.3), Western Blot (siehe 3.5.2) oder mittels cleavage-Assay (siehe
3.2.5) Uberprtift.

3.5.5 Praparation immunprazipitierter Proteine und Durchflihrung der

Massenspektrometrie (MS)

Nach der Immunprazipitation wurden die Proteine durch Massenspektrometrie identifiziert.
Die Proteine wurden mit 1 Volumen Methanol und 8 Volumen Aceton versetzt und Uber
Nacht bei -20 °C gefallt. AnschlieRend erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 10 min bei
16.000 g und 4 °C (Eppendorf Zentrifuge 5242R). Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 1 ml 10 % Methanol und 80 % Aceton aufgenommen und durch einen Vortex
gemischt. Nach dreimaligem Wiederholen dieses Waschschritts wurde das Pellet
getrocknet. Anschlief3end erfolgte der Trypsinverdau. Durch eine Inkubation von 10 min bei
80 °C in 12,5 yl RapiGest-Losung wurden die Proteine flr den Verdau vorbereitet.
Anschlieend erfolgte die Zugabe von 98 ul AmBic und eine weitere Inkubation fir 10 min
bei 80 °C. Der Ansatz wurde mit 6,25 pl Reduzierungslésung versetzt und fir 10 min bei 70
°C erhitzt. Nach der Zugabe von 6,25 pl Alkylierungslésung wurden die Proben fir 30 min
bei RT im Dunkeln geschittelt. Es folgte die Zugabe von 2 ug Trypsin mit einem
Inkubationsschritt GUber Nacht bei 37 °C. Der Verdau wurde durch Zugabe von 37 %iger HCI
bis zu einem pH-Wert < 2 abgestoppt.

Die Proteinproben wurden freundlicherweise von Dr. Dirk Dobritsch (Abteilung
Pflanzenbiochemie, Institut fiir Biochemie & Biotechnologie) mittels high definition-MSE mit
dem SYNAPT G2-S Massenspektrometer von Waters gemessen und ausgewertet. Die
Datenanalyse wurde durch den ProteinLynx Global Server (PLGS 3.0.1, Apex3D algorithm
v. 2.128.5.0, 64 bit von Waters) mit automatisierter Bestimmung der chromatographischen
Peakbreite sowie der TOF-MS-Auflésung durchgefiihrt. Bei der Datenbank-Suchanfrage
(PLFS workflow) war die Peptid- und Fragment-Toleranz automatisch und sie wurde nach
der 2-5-Regel, bei der zwei Fragment-lonen pro Peptid und funf Fragment-lonen pro Protein
identifiziert werden mussen, ausgewertet. Die false discovery rate wurde auf 4 % des
Proteinlevels gesetzt. Die MSE-Daten wurden mit den Datenbanken von Nicotiana tabacum
(Edwards et al. 2017) und Nicotiana benthamiana (Bombarely et al. 2012) verglichen. Ein
interner Standard diente zur Quantifizierung der Proteinmengen. Die Quantifizierung
erfolgte basierend auf der Intensitat der haufigsten proteotypischen Peptide. In einem
spateren Refinement der automatisierten Auswertung wurde zusatzlich manuell Gberprift,
dass in dem Datensatz ausschlie3lich Proteine gelistet waren, die durch drei proteotypische

Peptide identifiziert wurden.
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4 Ergebnisse

4.1 Identifizierung von RISC-assoziierten Proteinen mittels BYL

Es sollten im Rahmen dieser Arbeit bisher unbekannte Interaktionspartner des AGO-
Proteins identifiziert werden, die entweder an dem Aufbau des RISC beteiligt sind oder mit
dem RISC interagieren und somit seine Funktionalitdt modifizieren. Ziel war es, damit
wissenschaftliche Grundlagen fir verbesserte Werkzeuge zum Pflanzenschutz zu schaffen.
In der vorangegangenen Arbeit von Iki et al. 2012 wurde gezeigt, dass sich das BYL, der
zytoplasmatische Extrakt aus entvakuolisierten Nicotiana tabacum-Protoplasten, dazu
eignet, im RISC involvierte Proteine zu identifizieren (siehe Abschnitt 1.3.3). Einige der im

Folgenden beschriebenen Untersuchungen wurden im BYL durchgefihrt.

4.1.1 Co-Immunprazipitation von FLAG-AGO1 und FLAG-AGO2

Dr. Jana Schuck konnte nach der Immunprazipitation des translatierten FLAG-NtAGO1-
Proteins weitere an das AGO-Protein assoziierte Proteine mittels PAGE und
anschlieBender Silberfarbung detektieren (Promotionsarbeit, Dr. Jana Schuck). In
Anlehnung an diese Studien erfolgte in der aktuellen Studie ebenfalls die Prazipitation der
AGO-Proteine Uber einen N-terminalen FLAG-tag, um weitere mdgliche Interaktionspartner
zu identifizieren.

Entsprechend der Vorarbeiten wurden alle notwendigen Komponenten vereint, um einen
mit einem FLAG-tag versehenen RISC in vitro zu assemblieren. Der modifizierte Vektor
pSP64-Poly(A), in dem die codierende Sequenz von FLAG-AGO1 oder FLAG-AGO2 aus
N. tabacum enthalten ist, wurde von Dr. Torsten Gursinsky zur Verfligung gestellt. Die zur
Translation im zellfreien System notwendige mRNA von FLAG-AGO1 und FLAG-AGO2
wurde von diesen Vektoren transkribiert (siehe 3.4.4). Die Translation der AGO-Proteine
und die Formierung des RISC erfolgte im BYL durch die Zugabe der FLAG-AGO1- oder
FLAG-AGO2-mRNA in Anwesenheit einer siRNA (siehe 3.2.3). Die 21 nt lange gf698-
siRNA — eine effizient wirkende, gegen die mRNA des grin fluoreszierenden Proteins
(GFP) gerichtete siRNA (lki et al. 2010; Schuck et al. 2013) — wurde mit einem fir AGO1-
spezifischen 5°-Uracil und AGO2-spezifischen 5-Adenin verwendet. Als Kontrolle diente
das jeweilige AGO-Protein ohne N-terminalen FLAG-tag. Nach der Durchfuihrung der
Immunprazipitation (siehe 3.5.4) wurde ein Teil der Probe mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und die Proteine wurden mittels Silberfarbung (siehe 3.5.3) sichtbar gemacht, um die

erfolgreiche Immunprazipitation (IP) zu Gberprufen.
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Ansatz mit FLAG-tag (+) Ansatz ohne FLAG-tag (-)
FLAG-AGO-mRNA + 21 nt gfp-siRNA AGO-mRNA + 21 nt gfp-siRNA

N ¥
BYL \}o
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SDS-PAGE Translationsreaktion (B) Immunprézipitation
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Eluat

Massenspektrometrie SDS-PAGE Eluat (C)
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Abbildung 4.1: Silberfarbung der immunprazipitierten FLAG-AGO1- und FLAG-AGO2-Proteine.

(A) Schematische Darstellung der zwei experimentellen Ansétze der Immunprazipitation mit und ohne
FLAG-tag. Es wurden AGO1 und AGO2 jeweils mit (+) und ohne (-) FLAG-fag in Anwesenheit der 21 nt langen
gf698-siRNA im BYL translatiert und die Proteine wurden ohne weitere Aufbereitung mittels SDS-PAGE und
Silberfarbung analysiert (B). Aus den Ansatzen wurde ebenfalls jeweils eine Immunprazipitation mittels Anti-
FLAG-M2-affinity-gel durchgefiihrt. Schematisch dargestellt ist das Eluat, in dem das mit einem FLAG-tag
versehene und mit siRNA beladene AGO-Protein mit seinen Interaktionspartnern HSP70, HSP90 und CYP40
und einem potenziellen Kandidaten interagiert. Die erhaltenen Proteine (Eluat) wurden mittels
Massenspektrometrie oder mittels SDS-PAGE und Silberfarbung analysiert. FLAG-AGO1- und FLAG-AGO2-
Proteine wurden mit * markiert (C).
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Aus Abbildung 4.1B wird ersichtlich, dass die Gesamtheit der Proteine des
Translationsansatzes von AGO1 und AGO2 (mit oder ohne FLAG-tag) gleichermalien
detektiert werden konnten. Es konnte kein Unterschied in der Intensitat der detektierten
Proteine zwischen den vier Proben beobachtet werden.

Abbildung 4.1C zeigt, dass FLAG-AGO1/-AGO2 aus den In-vitro-Ansatzen angereichert
werden konnte. Die IP der AGO-Proteine erfolgte nur bei Anwesenheit des FLAG-tags. In
der Negativkontrolle wurde kein AGO-Protein bei 120 kDa detektiert (siehe Abbildung 4.1C,
AGO1 -; AGO2 -). In den Proben, in denen zuvor die mRNA von FLAG-AGO1 und
FLAG-AGO?2 translatiert wurde, konnten die AGO-Proteine bei ~120 kDa detektiert werden
(siehe Abbildung 4.1C, AGO1 +; AGO2 +). Neben den FLAG-AGO1- und FLAG-AGO2-
Proteinen konnten weitere Proteine detektiert werden, die nicht in der Negativkontrolle
(AGO-Proteine ohne N-terminales FLAG-tag; AGO1 -; AGO2 -) detektiert werden konnten.
Im Gegensatz zu den in der Translationsreaktion detektierten Proteinen (siehe Abbildung
4.1B) konnten durch die Immunprazipitation von FLAG-AGO einige Proteine mit

angereichert werden.

4.1.2 Durchfiihrung der Massenspektrometrie und Auswertung der Daten

Die mit dem FLAG-AGO co-immunprazipitierten Proteine wurden nach Trypsinverdau
mittels Massenspektrometrie (siehe 3.5.5; freundlicherweise durchgefiihrt von Dr. Dirk
Dobritsch, CF MS) identifiziert. Zur Identifizierung der Proteine wurden die Peptide mit dem
Proteom von N. tabacum und N. benthamiana verglichen (Bombarely et al. 2012; Edwards
et al. 2017). Die Proben, in denen die AGO-Proteine ohne FLAG-tag translatiert wurden,
dienten als Negativkontrolle. Die in diesen Proben identifizierten Proteine wurden in die
Auswertung der Daten nicht mit einbezogen.

Es wurden 1084 N. tabacum-Proteine und 988 N. benthamiana-Proteine der Probe
FLAG-AGO1 identifiziert, einige dieser Proteine konnten aufgrund hinreichender Menge
auch quantifiziert werden. Von den N. fabacum-Proteinen konnten 469 Proteine, von den
N. benthamiana-Proteinen konnten 567 Proteine quantifiziert werden. In den Proben FLAG-
AGO2 wurden 732 N. tabacum-Proteine und 635 N. benthamiana-Proteine identifiziert und

von diesen 319 bzw. 255 Proteine quantifiziert.

4.1.3 Erste Auswahl der Kandidaten

Die mittels MS identifizierten Proteine wiesen eine Interaktion mit AGO1 bzw. AGO2 auf.
Um die Spezifitat der Interaktion zu Uberprifen, wurden zunachst Proteine ausgewahlt, die
mit einer hohen Stoffmenge im Eluat der AGO1-IP vorlagen und bei denen RNA-bindende

Eigenschaften bereits in der Literatur beschrieben worden sind. Die aussichtsreichsten

47-



Ergebnisse

Kandidaten der identifizierten N. tabacum-und N. benthamiana-Proteine sind in Tabelle 4.1

zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Aus den MS-Daten ausgewaihlte potenzielle AGO1-Interaktionspartner.
Angegeben sind die Solgenomics-Datenbank-Nummern, der Name des Kandidaten mit der in dieser Arbeit
verwendeten Abklirzung und die pro 2 yl gemessener Probe bestimmte Stoffmenge in fmol.

Datenbank-Nummer Kandidat Abkurzung | fmol/2ul
Niben101Ctg15635g00003.1 | Zink-Finger-Protein 3 NbZFP 34,0
Niben101Scf01848g05002.1 | eukaryotischer Initiationsfaktor 4A NbBEIF4A 5,8
Nitab4.5 0001802g0030.1 Translation Elongation Factor 1A NtEF1A 16,8
Nitab4.5 0000041g0130.1 Chaperonin Cpn60/TCP-1 NtCpn60 4.4
Nitab4.5_0004376g0010.1 Polyadenylate-binding protein NtPAB 4.5
Nitab4.5_0002915g0070.1 RNA-binding protein AKIP1-like NtAKIP-like | -

Aufgrund der hohen Abundanz wurde das N. benthamiana-Zink-Finger-Protein 3 (NbZFP)
ausgewahlt, um dessen Interaktion mit AGO1 zu Uberprifen. Zink-Finger-Proteine sind
meistens Transkriptionsfaktoren, kénnen allerdings auch RNA binden (Ciftci-Yilmaz und
Mittler 2008). Der N. benthamiana eukaryotische Initiationsfaktor 4A (NbEIF4A) bzw. die
ATP-abhangige RNA-Helikase elF4A war ein interessanter Kandidat, weil dieser an der
Initiation der Translation beteiligt ist. Die Aufgabe von elF4A ist die Auflésung von mRNA-
Sekundarstrukturen in der 5UTR der zu translatierenden mRNA (Sonenberg und
Hinnebusch 2009). Ein weiterer Faktor, der an der Translation beteiligt ist, ist der
N. tabacum-Translation Elongation Factor 1A (NtEF1A). Chaperonin, wie vermutlich auch
das Chaperonin 60/TCP-1 (NtCpn60), unterstutzt im Allgemeinen die Faltung von Proteinen
(Saibil und Ranson 2002). Das Polyadenylate binding-Protein (NtPAB) ist aufgrund der
Poly-A-Schwanz-Bindung mdglicherweise relevant (Tarun et al. 1997). Das RNA-bindende
Protein Abscisic acid-activated protein kinase-interacting protein 1-like (NtAKIP-like) ist an
der post-transkriptionellen Regulation in Abhangigkeit von Abscisinsaure (ABA) in Nuclear
Speckles beteiligt und ebenfalls aufgrund der RNA-Bindung von grof3em Interesse (Li et al.
2002).

Fur die Kandidaten NbEIF4A, NtEF1A und NtCpn60 konnten jeweils N. tabacum- bzw. N.
benthamiana-Homologe unter den quantifizierten Proteinen gefunden werden. Es wurde
kein dem NbZFP entsprechendes N. tabacum-Protein in den MS-Daten identifiziert. Das
N. benthamiana-Homolog des NtPAB lag in einer geringeren Stoffmenge vor. NtAKIP-like
schliel3lich wurde zuvor aus einer MS-Analyse von Dr. Jana Schuck ausgewahlt und sollte

im Folgenden ebenfalls weiter untersucht werden.
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4.1.4 Klonierung und Herstellung der Transkripte der ausgewahlten Kandidatengene

Die Interaktion zwischen den ausgewahlten Proteinen und FLAG-AGO1 sollte mittels eines
pull down-Experiments Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurde die codierende Sequenz
der Kandidaten in den modifizierten pSP64-Poly(A)-Vektor zur Herstellung von In-vitro-
Transkripten kloniert. Es erfolgte die Amplifikation der codierenden Sequenz mittels PCR
aus cDNA von N. tabacum oder N. benthamiana (siehe 3.3.3), wobei eine Xmal-
Schnittstelle an das 3’-Ende des PCR-Fragments zur weiteren Klonierung angefligt wurde.
Zur Detektion der translatierten Proteine wurden diese mit einem N-terminalen MYC-tag
versehen. Die Klonierung der Sequenz des MYC-tags erfolgte Uber die Hybridisierung von
zwei komplementaren Oligonukleotiden. Die beiden Fragmente wurden in den mit den
Restriktionsenzymen Xmal und Xbal endonukleolytisch gespaltenen, modifizierten pSP64-
Poly(A)-Vektor kloniert (siehe 3.3.6 und 3.3.9). Nach erfolgreicher Klonierung der Gene

erfolgte die In-vitro-Transkription (siehe 3.4.4).

4.1.5 Uberprifung der Interaktion zwischen FLAG-AGO1 und potenziellen Kandidaten

mittels Co-Immunprazipitation

Um die Interaktion der ausgewahlten Kandidaten mit FLAG-AGO1 zu Uberprtfen, erfolgten
im nachsten Schritt Co-Immunprazipitationsstudien. Wahrend das A. thaliana-
Tetratricopeptid repeat protein 7 (AfTPR), das bekannterweise mit FLAG-AGO1 interagiert
(Iki et al. 2012), als Positivkontrolle verwendet wurde, diente das Protein Firefly-Luciferase
(Fluc) als Negativkontrolle, da es keinen Einfluss auf die Spaltaktivitdt von AGO1 hat.

Zunachst erfolgte flr 1,5 h die getrennte Translation der Kandidaten-mRNA (NbZFP,
NbEIF4A, NtEF1A, NtCpn60, NtPAB, NtAKIP-like) und FLAG-AGO1-mRNA bzw.
AGO1-mRNA, gefolgt von einer Inkubationszeit von 30 min, in der die Ansatze der
Kandidaten und des FLAG-AGO1 bzw. AGO1 vereint wurden, und der anschlieRenden
Immunprazipitation (siehe 3.5.4). Da das AfTPR auch in der Negativkontrolle (AGO1 ohne
FLAG-tag) detektiert werden konnte, war zunachst die Etablierung eines Waschschrittes
wahrend der Co-Immunprazipitation notwendig, um unspezifische Interaktionen mit AfTPR
zu minimieren (Iki et al. 2012). In Kontrollexperimenten erfolgte der Einsatz von
verschiedenen Puffern mit unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen (Daten nicht gezeigt).
Da ein stringenter Waschschritt mit 300 mM NaCl die Interaktion von FLAG-AGO1 mit
AfTPR storte, wurde auf diesen Waschschritt in dieser Immunprazipitation verzichtet und
nur der Puffer mit 150 mM NaCl verwendet (Daten nicht gezeigt). Am Ende der
Immunprazipitation wurden die Proteine mittels FLAG-Peptid eluiert, mit einer SDS-PAGE

aufgetrennt und immunologisch mit einem Anti-Myc-Antikdrper nachgewiesen (siehe 3.5.2).
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Abbildung 4.2: Western Blot der mit FLAG-NtAGO1 co-immunprazipitierten Kandidatenproteine.

(A) Es wurden FLAG-NtAGO1-mRNA oder NtAGO1-mRNA in Anwesenheit der 21 nt langen gf698-siRNA und
die verschiedenen Kandidaten NbZFP, NbEIF4A, NtAKIP-like, AfTPR und Fluc im BYL translatiert. Die
Auftrennung der Proteine von 5 % (10 pl) des Translationsansatzes (Input) erfolgte durch eine SDS-PAGE. Die
entsprechenden Zielproteine wurden mittels anti-FLAG-Antikérper bzw. anti-Myc-Antikdrper im Western Blot
detektiert. (B) AnschlieBend wurde eine Co-Immunprézipitation mittels Anti-FLAG-M2-affinity-gel von
FLAG-AGO1 bzw. AGO1 mit den Kandidaten durchgefuhrt. Die Auftrennung der Proteine von 50 % (15 pl) der
Co-Immunprazipitation (Co-IP) erfolgte durch SDS-PAGE, und die Detektion erfolgte mittels anti-FLAG-
Antikdrper bzw. anti-Myc-Antikdrper. Das erfolgreich immunprazipitierte FLAG-AGO1 und die mit einem Myc-
tag versehenen potenziellen Interaktionspartner sind mit (#) bzw. (*) markiert. In Spuren mit (+) wurde
FLAG-NtAGO1 und in Spuren mit (-) dagegen nur N{AGO1 translatiert.

Der immunologische Nachweis der Kandidaten NbZFP, NbEIF4A und NtAKIP-like nach der
In-vitro-Translation war erfolgreich. Bei den Kandidaten NtPAB war eine Translation im BYL
nur in einer geringen Menge, bei NtEF1A und NtCpn60 gar nicht moglich (Daten teilweise
gezeigt in Abbildung 4.2A). In Abbildung 4.2B ist zu sehen, dass nach der
Immunprazipitation mit FLAG-AGO1 Signale in den Proben der Kandidaten NbZFP,
NbEIF4A und NtAKIP-like sowie der Kontrolle mit dem AfTPR im Western Blot detektiert
werden konnten. Diese Kandidaten, mit Ausnahme einer schwacheren Detektion der
AfTPR-Kontrolle, wurden nicht in der Negativkontrolle (AGO1 ohne FLAG-tag) detektiert.
Somit konnten diese Kandidatenproteine mit AGO co-immunprazipitiert werden und es
konnte gezeigt werden, dass sie mit AGO eine Interaktion eingehen. Die Kandidaten
NtEF1A, NtCpn60 und NtPAB sowie die Fluc-Negativkontrolle konnten nach einer

Immunprazipitation mit FLAG-AGO1 nicht immunologisch nachgewiesen werden.

4.1.6 Einfluss der Kandidaten auf die cleavage-Effizienz von AGO1

Zu untersuchen war, ob die neu identifizierten und co-assoziierenden Kandidaten einen
Einfluss auf die Spaltaktivitdt von AGO1 haben. Die Formierung des RISC im BYL erfolgt
durch Zugabe der siRNA zur In-vitro-Translationsreaktion der AGO1-mRNA. Nach
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Assemblierung des RISC kann die endonukleolytische Hydrolyse der zum guide-Strang
spezifischen target-RNA mittels cleavage-Assay (siehe 3.2.5) untersucht werden.

Es sollten zwei Moglichkeiten des Einflusses auf die Spaltaktivitat Uberprift werden.
Einerseits sollte Uberprift werden, ob der Kandidat die Aktivitat des programmierten RISC
beeinflusst (Abbildung 4.3Aa). Andererseits sollte Uberprift werden, ob der Kandidat einen
Einfluss auf die Beladung von NtAGO1 mit der siRNA hat (Abbildung 4.3Ab). Das Protein
NbCYP40 diente als Positivkontrolle, da eine zuséatzliche Translation von CYP40 in BYL zur
erhdhten Spaltaktivitat im cleavage-Assay flhrte (lki et al. 2012). Das Protein Fluc diente

wie in den zuvor beschriebenen Interaktionsstudien als Negativkontrolle (s 4.1.5).
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Abbildung 4.3: Einfluss der Kandidatenproteine auf die Spaltaktivitat von NtAGO1.

(A) Schematische Darstellung der zwei experimentellen Ansatze des cleavage-Assays, bei denen die In-vitro-
Translation der AGO1-mRNA mit (a) oder ohne (b) 21 nt langen gf698-siRNA (+ siRNA), die anschlieBender
Zugabe der in-vitro-translatierten Kandidaten (+ Kandidaten) ohne (a) bzw. mit 21 nt langen gf698-siRNA (b)
und die Untersuchung der cleavage-Reaktion nach Zugabe der target-RNA (+ target-RNA) erfolgte.
Gekennzeichnet sind auerdem die Inkubationszeiten der In-vitro-Translation von 1,5 h und 30 min. (B) Die
Synthese der Kandidatenproteine wurden mittels Western Blot tberprift. Die Auftrennung der Proteine erfolgte
durch eine 12,5 %ige SDS-PAGE und die Detektion mit einem anti-Myc-Antikorper. (C) Der cleavage-Assay der
GFP-target-RNA nach dem in Abbildung 4.3Aa beschriebenen Vorgang. Die Spaltung der target-RNA erfolgte
bei allen Kandidatenproteinen mit vergleichbarer Effizienz. (D) Der cleavage-Assay der GFP-target-RNA nach
dem in Abbildung 4.3Ab beschriebenen Vorgang. Die Spaltung der target-RNA erfolgte auch bei diesem Ansatz
bei allen Kandidatenproteinen mit ahnlicher Effizienz. Die RNA wurde mittels denaturierendem 5 %igem
Polyacrylamidgel und Autoradiographie analysiert. Die detektierten Signale der target-RNA und der
Spaltfragmente sind entsprechend gekennzeichnet.

Um beide Mdglichkeiten zu untersuchen, wurden Assays auf zwei unterschiedliche Arten
durchgeflhrt. In dem einen Ansatz erfolgte die Formierung des RISC durch Translation von
NtAGO1 mit der 21 nt langen gf698-siRNA fiir 1,5 h (Abbildung 4.3Aa). In dem anderen
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Ansatz erfolgte die Translation von NtAGO1 ohne siRNA fiir 1,5 h (Abbildung 4.3Ab). Die
Proteine Fluc, NbCYP40, NbZFP, NbEIF4A, NtAKIP-like wurden im BYL separat
synthetisiert (siehe 3.2.3). AnschlieBend wurde zu dem NtAGO1-Translationsansatz der
jeweilige Ansatz mit dem Kandidatenprotein (Abbildung 4.3Aa) bzw. der Ansatz mit dem
Kandidatenprotein sowie die 21 nt langen gf698-siRNA (Abbildung 4.3Ab) zugegeben und
fir 30 min inkubiert. Danach wurde ein cleavage-Assay mit der GFP-target-RNA
durchgeflhrt (siehe 3.2.5).

Alle Kandidaten-mRNAs konnten erfolgreich im BYL translatiert werden (Abbildung 4.3B).
Eine Verbesserung der Spaltaktivitdt durch die Zugabe der Kandidatenproteine nach
(Abbildung 4.3C) oder vor (Abbildung 4.3D) der Formierung des RISC konnte jedoch in
keinem Fall gezeigt werden. Auch die Supplementierung mit NbCYP40, die als
Positivkontrolle diente, fiihrte nicht zu einer erhdhten Spaltaktivitat und beeinflusste somit
nicht die Formierung des RISC (siehe Abbildung 4.3C und D). Eine Verringerung der
Konzentration der 21 nt langen gf698-siRNA auf 5 nM zeigte ebenfalls keinen positiven

Einfluss der Kandidaten auf die Spaltaktivitat (Daten nicht gezeigt).

4.1.7 Entwicklung eines In-vivo-Systems zur Uberpriifung des Einflusses der Kandidaten

auf das RNA-silencing

Mit dem im Folgenden beschriebenen In-vivo-Reportersystem sollte getestet werden, ob
die in vitro Uber Assoziation an NtAGO1 identifizierten Kandidaten an RNAI beteiligt sind.

Dieses System sollte auf zwei Mechanismen basieren, dem RNA-silencing und dem
CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic  repeats
(CRISPR)/CRISPR-associated 9 (Cas9)). Beim Mechanismus des RNA-silencings sollte
ein Reportergen durch eine miRNA negativ reguliert werden. Mittels CRISPR/Cas9 soll
kinstlich eine Mutation in die DNA eingefligt werden. Fihrt die durch CRISPR/Cas9
generierte Mutation zur Depletion des Kandidatenproteins, das am silencing des
Reportergens beteiligt ist, wirde dieses silencing aufgehoben und die Expression des
Reportergens detektierbar sein (Abbildung 4.4). Das Reportersystem sollte mittels
Agrobacterium  tumefaciens-vermittelter Transformation ins Pflanzengenom von
N. benthamiana integriert und die Expression des Reportergens untersucht werden. Durch
diese Vorgehensweise kann herausgefunden werden, ob die durch IP und MS

identifizierten Proteine zur RISC-Aktivitat beitragen.

Fir den Teil des Reportersystems, der das RNA-silencing betrifft, sollte zunachst eine
Methodik zur effizienten Messbarkeit der RNAI-Aktivitat entwickelt werden. Dazu wurde als
Reportergen in initialen Studien die kodierende Sequenz fir das GFP mit der

entsprechenden miRNA untersucht. Der GFP-Reporter enthielt die codierende Sequenz
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des GFPs und eine auf der gf698-siRNA beruhende artifizielle miRNA. Die GFP-mRNA wird
durch die artifizielle miRNA negativ reguliert (Abbildung 4.4 Konstrukt 1). Beide Gene
stehen unter der Kontrolle des cauliffower mosaic virus 35S-Promotors. Als
Transformationskontrolle enthielt das Konstrukt zusatzlich die codierende Sequenz des
mCherry-Proteins, kontrolliert durch einen cassava vein mosaic virus-Promotor. Weiterhin
enthielt das Reportersystem die codierende Sequenz des Cas9 unter der Kontrolle des
35S-Promotors (Abbildung 4.4 Konstrukt 1). In Zusammenarbeit mit Dr. Johannes
Stuttmann (Institut flr Biologie, Martin-Luther-Universitat) wurde eine transgene
N. benthamiana-Pflanze generiert, welche das GFP-basierte Reportersystem codiert. Bei
diesen Pflanzen wurde das Gen des GFPs konstitutiv exprimiert, allerdings durch die
artifizielle miRNA negativ reguliert, sodass ein Signal des GFPs mittels
Fluoreszenzmikroskopie nicht detektierbar war (Daten nicht gezeigt).

Fir den CRISPR/Cas9-basierten Teil des Reportersystems wurde ein weiteres Konstrukt
kloniert und transient mittels A. tumefaciens-vermittelter Transformation appliziert. Dieses
Konstrukt enthielt die Sequenz fir acht single guide RNA (sgRNA), die durch den
A. thaliana-U6-Promotor kontrolliert wurden (Abbildung 4.4 Konstrukt 2). Die sgRNA
dirigierte nach ihrer Bindung an Cas9 dieses zu einem Zielgen. Das Transkript, das die
sgRNAs codiert, wurde spezifisch zur Zielsequenz eines potenziellen RISC-Faktors, der
durch IP und MS identifiziert wurde, ausgewahlt. Nach Bindung des Cas9-Proteins an die
Zielsequenz induzierte es die Hydrolyse der target-DNA drei Nukleotide stromaufwarts
eines aus den drei Nukleotiden ,NGG* bestehenden Motivs (Bhaya et al. 2011; Hsu et al.
2014). Die Cas9-Endonuklease generierte somit einen Doppelstrangbruch, der durch das
zellinterne Reparatursystem repariert wurde. Aufgrund einer fehlerhaften Reparatur
entstanden an dieser Stelle Mutationen. Ein Ausschalten des potenziellen RISC-Faktors
auf diese Weise hatte eine Reduktion des silencings der GFP-mRNA zur Folge, woraus ein
erhdhtes GFP-Signal resultieren wirde. Das Aufheben des silencing des GFP-Reporters
mittels Cas9-vermittelter Kandidaten-Mutagenese konnte jedoch nicht nachgewiesen
werden, da in den initialen Studien mit dem A. tumefaciens-basierten GFP-Reportersystem
kein eindeutiges GFP-Signal mittels Fluoreszenzmikroskopie bestimmt werden konnte

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des GFP-basierten silencing-Systems.

Auf dem Konstrukt 1 (K1) sind die codierenen Sequenzen flir GFP und mCherry enthalten. Die GFP-mRNA wird
durch eine artifizielle miRNA (amiRNA), die auch auf dem Konstrukt codiert wird (amiGfp), inaktiviert (4). Das
mCherry dient als Transformationskontrolle. Auf dem Konstrukt 2 (K2) sind acht sgRNAs, welche potenzielle
RISC-Faktoren mutagenisieren und damit negativ regulieren (), codiert. Sind diese Faktoren am RNAI beteiligt,
fihrt das Ausschalten dieser Faktoren zur Verringerung des RNA-silencing der GFP-mRNA, was in ein erhohtes
GFP-Signal resultiert. Der Bereich innerhalb der left- und right-border (LB, RB) wird mittels Agrobakterien-
vermittelter Transformation in das Pflanzengenom integriert.

Aufgrund dessen, dass die transgene Expression der amiRNA vermutlich zu einem
irreversiblen silencing des Reporters fiihrte und die experimentelle Detektion des GFP-
Signals nicht effizient war, wurde ein vollstandig transienter Ansatz untersucht. Ziel war es
weiterhin herauszufinden, ob die in der IP und MS identifizierten Proteine an der RISC-
Aktivitat beteiligt sind. Fir den RNAi-basierten Teil des Luciferase-Reportersystems
(Abbildung 4.5A, Konstrukt 1) identifizierte Enrico Ehrhardt in seiner Masterarbeit eine
Firefly-Luciferase-siRNA (E. Ehrhardt, S.-E. Behrens; unpubliziert). Diese siRNA induzierte
in Verbindung mit pflanzlichem AGO1 eine effiziente Hydrolyse der Luciferase-target-
mRNA. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in Kooperation mit Enrico Ehrhardt und
Johannes Stuttmann auf Basis dieser Resultate ein transientes A. tumefaciens-basiertes
System etabliert, bei dem die Firefly-Luciferase-mRNA durch eine auf dieser siRNA
beruhenden artifiziellen miRNA negativ reguliert wurde. Beide genannten Gene standen
wie zuvor fir den GFP-Reporter beschrieben unter der Kontrolle eines cauliflower mosaic
virus 35S-Promotors. Das Konstrukt enthielt zusatzlich die codierende Sequenz der Renilla-
Luciferase, kontrolliert durch einen cassava vein mosaic virus-Promotor. Die Renilla-
Luciferase diente somit als Transformationskontrolle der Agrobakterien und als interner
Standard nach Extrakt-Herstellung (Abbildung 4.5A, Konstrukt 1). Fir den CRISPR/Cas9-
basierten Teil des Reportersystems wurde ebenfalls ein weiteres Konstrukt kloniert. Dieses
Konstrukt enthielt die codierende Sequenz von Cas9, kontrolliert durch einen 35S-Promotor
und die Sequenz flr acht sgRNA, die durch den A. thaliana-U6-Promotor kontrolliert

werden. Der durch die Cas9-Endonuklease generierte Doppelstrangbruch konnte durch
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das zellinterne Reparatursystem nur fehlerhaft repariert werden, wodurch an dieser Stelle
Mutationen entstanden. Diese Mutation sollte zum Ausschalten des potenziellen RISC-
Faktors fihren und somit das silencings der Firefly-Luciferase reduzieren, woraus eine
erhdhte Firefly-Luciferase-Aktivitat resultieren wirde (Abbildung 4.5A). Die hier
beschriebene experimentelle Vorgehensweise wirde Aussagen daruber erlauben, ob die
durch IP und MS identifizierten Proteine zur RISC-Aktivitat beitragen oder nur unspezifisch

binden.
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Abbildung 4.5: Schematische Darstellung des Luciferase-basierten silencing-Systems.

(A) Auf dem Konstrukt 1 (K1) sind die codierenen Sequenzen fiir die Firefly- (Fluc) und Renilla-Luciferase
(RLUC) enthalten. Die Firefly-Luciferase mRNA wird durch eine artifizielle miRNA (amiRNA), die auch auf dem
Konstrukt codiert wird (amiFluc), inaktiviert (d4). Die Renilla-Luciferase dient als interner Standard nach der
Extrakt-Herstellung. Auf dem Konstrukt 2 (K2) ist p19, der virale Suppressor von TBSV, codiert. P19 verhindert
durch die Bindung von miRNA das silencing der Firefly-Luciferase-mRNA. Auf dem Konstrukt 3 (K3) sind Cas9
und acht sgRNAs, welche potenzielle RISC-Faktoren mutagenisieren und damit negativ regulieren (), codiert.
Sind diese Faktoren am RNAI beteiligt, fihrt das Ausschalten dieser Faktoren zur Verringerung des RNA-
silencing der Firefly-Luciferase-mRNA, was in eine erhdhte Luciferase-Aktivitat resultiert. Der Bereich innerhalb
der LB und RB wird mittels Agobakterien-vermittelter Transformation in das Pflanzengenom integriert. (B) Es
wurde die relative Luciferase-Aktivitdt nach 5 und 6 days post inoculation (dpi) gemessen. Das unter (A)
beschriebene Luciferase-Konstrukt wurde mittels Agrobakterium-vermittelter Transformation in die Pflanzen
zusammen mit einem Agrobakterien-Stamm, der als Mock-L&sung dient oder der das p19-codierende Konstrukt
(K2) enthalt, co-inokuliert. Die Firefly-Luciferase-Aktivitdten wurden auf die der Renilla-Luciferase-Aktivitaten
bezogen. Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung von drei Replikaten. Die Messung wurde
von E. Ehrhardt durchgefihrt.

Zunachst wurde durch E. Ehrhardt unter Betreuung der Autorin Uberprift, ob nach der
Applikation der Agrobakterien, die das Luciferase-Konstrukt enthalten, die Luciferase-
mRNA durch die artifizielle miRNA (amiRNA) in der Pflanzenzelle negativ reguliert wird
(siehe 3.1.3.1). Es wurde nach finf und sechs days post inoculation (dpi) aus dem
Blattmaterial von 4 Pflanzen ein Pflanzen-Extrakt hergestellt und die Firefly- sowie die
Renilla-Luciferase-Aktivitdt gemessen (siehe 3.5.1). Es wurde eine sehr geringe Firefly-
Luciferase-Aktivitat detektiert. Die Renilla-Aktivitat konnte hingegen als interne Kontrolle mit

hoher Intensitat detektiert werden. Parallel wurden Agrobakterien, die das Luciferase-
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Konstrukt enthielten, zusammen mit Agrobakterien, die ein p19-codierendes Konstrukt
enthielten, co-inokuliert. P19 ist der von TBSV exprimierte Suppressor des RNA-silencing.
Durch die Co-Inokulation des Agrobakterium-Stamms, der das p19-codierende Konstrukt
enthielt, konnte nach funf und sechs dpi in allen vier Pflanzen das silencing der Firefly-
Luciferase-mRNA reduziert und eine deutlich erhéhte Firefly-Luciferase-Aktivitat relativ zur
Renilla-Luciferase-Aktivitdt gemessen werden (Abbildung 4.5B). Mit diesen Experimenten
wurde somit eine grundsatzliche Messbarkeit der RNAIi-Aktivitat in der Pflanze Uber das

eingefiigte Reportersystem demonstriert.

In einem nachsten Schritt sollte im Rahmen dieser Arbeit Gberprft werden, ob ein silencing
der Firefly-Luciferase-mRNA aufgehoben wirde, wenn das AGO1, ein zentraler Faktor im
RNA-silencing-Prozess, auf Genebene ausgeschaltet wirde. Dazu wurden sgRNAs
komplementar zu den Genen AGO7-H (Niben101Scf01571g04001.1) und AGO7-L
(Niben101Scf05146g06007.1), die sich in einer Insertion von 18 Nukleotiden in AGO71-H
unterscheiden, ausgewahlt (Gursinsky et al. 2015). Fur jedes Gen wurden je vier
komplementare sgRNAs mittels Golden-Gate-Klonierung (siehe 3.3.10.1) in den Vektor
pDGE1, der freundlicherweise von Johannes Stuttmann zur Verfigung gestellt wurde,
kloniert. Dieser Vektor enthalt die codierende Sequenz von Cas9 und dient als backbone-
Konstrukt der acht sgRNAs (Abbildung 4.5A: K3). Als Negativkontrolle wurden sgRNAs
ausgesucht, die im Gen mCherry (mCH) binden, das nicht in Pflanzen vorkommt. Es ist
bekannt, dass die Transformation und die Expression der Konstrukte mittels Agrobakterien
zwei bis drei Tage dauert (Wydro et al. 2006). Da die Stabilitdt der Proteine nicht bekannt
ist und der AGO1-siRNA-Komplex eine Lebensdauer von 2—-3 Tagen hat, ist denkbar, dass
eine Mutation erst nach einiger Zeit einen Effekt auf Proteinebene und auf die Aktivitat des
RISC zeigt (Csorba et al. 2010). Aus diesem Grund wurden die Agrobakterien, die das
Luciferase-codierende Konstrukt enthielten (K1), finf Tage nach der Applikation der
Agrobakterien, die das CRISPR-Cas9-codierende Konstrukt enthielten, inokuliert (siehe
3.1.3.1). Nach weiteren flinf Tagen erfolgte die Ernte der Blattproben, die Extrakt-
Herstellung und die Firefly- und Renilla-Luciferasemessung (siehe 3.5.1). Wenn die
Agrobakterien, die das Luciferase-codierende Konstrukt enthielten, in zuvor behandeltet
Blatter inokuliert wurden, wurde eine niedrigere Renilla-Luciferase-Aktivitat gemessen als
in den initialen Studien, bei denen das Konstrukt bei der ersten Inokulation verwendet wurde
(Daten nicht gezeigt). Somit wurde mit den hier beschriebenen Systemen angezeigt, dass
das Ausschalten von AGO17 keinen bzw. nur einen geringen Einfluss auf die relative
Luciferase-Aktivitat hatte (Abbildung 4.6A). Die durch Cas9 generierte Mutation in AGO1
wurde mittels PCR Uber den Bereich upstream und downstream der sgRNA-target-

Sequenzen mit einer aus den Blattproben extrahierten DNA (berprift. Durch das Einsetzen
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der gleichen Mengen an DNA kann aufgrund der geringeren Signalstarke im Vergleich zur
Kontrolle auf die erfolgreiche Cas9-knockout-Mutagenese geschlossen werden (Abbildung
4.6 B).

Die Paraloge AGO7-L und AGO17-H dienten zur initialen Untersuchung der Messbarkeit der
RNAi-Aktivitat Uber das eingefigte Reportersystem. Die acht sgRNAs des sgAGO1-
Konstrukts adressierten nur die Gene AGO17-L und AGO7-H (Niben101Scf05146906007.1,
Niben101Scf01571g04001.1), nicht jedoch die beiden weiteren AGO7-Paraloge
(Niben101Scf08137g02022.1.1, Niben101Scf00887g01007.1). Es wurde im nachsten
Schritt ein neues pDGE1-Konstrukt, im Folgenden als sgAGO7-2 bezeichnet, generiert,
welches alle bekannten AGO1-Homologe und -Paraloge einschliet. Nach analoger
Transformation der zwei Agrobakterienkulturen in finf Pflanzen konnte in Blattextrakten
eine zwolffach hdhere Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden
(Abbildung 4.6A). Die Mutation in den AGO7-2-Paralogen wurde ebenfalls Uber die
Abnahme der Signalstérke des PCR-Produkts im Vergleich zur Kontrolle gezeigt. Uber das
Ausschalten der AGO1-2-Paraloge wurde somit eine grundsatzliche Verwendbarkeit des
Systems indiziert.

Zur weiteren Verifizierung des Systems wurden zwei bekannte Kandidaten ausgewahlt, die
mit dem RISC assoziieren: das N. benthamiana-Homolog des A. thaliana-TRN1, dass fur
miRNA-vermitteltes silencing in A. thaliana notwendig ist, und das bereits beschriebene
CYP40 (Cui et al. 2016; Iki et al. 2012). Aulterdem wurde der Effekt der Cas9-knockout-
Mutagenese der Gene ZFP, EIF4A und AKIP-like auf die Luciferase-Aktivitat Uberprift. Flr
jedes Kandidatengen wurden acht sgRNAs so ausgewahlt, dass in allen paralogen Genen
mindestens eine sgRNA bindet. Nach Inokulation der Agrobakterien, Ernte der Blattproben
und Herstellung des Blattextrakts konnte, sowohl fiir die beiden zusatzlichen Kontrollen als
auch fir die weiteren Kandidaten keine im Vergleich zur Kontrolle (sgmCh) erhéhte relative
Luciferase-Aktivitat gemessen werden (Abbildung 4.6A).

Die Cas9-vermittelte Mutation in den Kandidatengenen wurde, wie zuvor beschrieben,
mittels PCR Uber den Bereich upstream und downstream der sgRNA-target-Sequenzen mit
einer aus den Blattproben extrahierten DNA Uberprift. Aufgrund der geringeren
Signalstarke oder der kleineren FragmentgréfRe im Vergleich zur Kontrolle — bei Einsatz der
gleichen Menge an DNA - konnte auf die erfolgreiche Cas9-vermittelte knockout-
Mutagenese geschlossen werden (Abbildung 4.6B). Bei allen Proben, bis auf TRN1, konnte
eine geringere Signalstarke im Vergleich zur Kontrolle detektiert werden. Bei TRN7 war das
PCR-Fragment in den mit CRISPR-Cas9 behandelten Proben kleiner, vermutlich lag eine
Deletion vor. AuRerdem wurde die Sequenz der PCR-Fragmente mittels Sequenzierung
Uberprift. Bei allen Proben konnten im Vergleich zu der Probe mCh im Bereich der

Spaltstelle mehrere unterschiedliche Nukleotide an der gleichen Position der Sequenz
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identifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Dadurch konnte gezeigt werden, dass in jeder
Zelle ein anderes Mutationsereignis stattfand, wenn das Blatt mit dem Kandidatengen-
spezifischen Cas9-Konstrukt behandelt wurde.

Trotz Nachweis der Cas9-vermittelten knockout-Mutagenese in den Kandidatengenen
konnte kein signifikanter Einfluss der bewiesenermalRlen am RNAi beteiligten Proteine

TRN1 und CYP40 sowie der Kandidatenproteine auf das silencing der Firefly-Luciferase-

mRNA gezeigt werden.
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Abbildung 4.6: Effekte der Mutagenese der Kandidatengene auf das Luciferase-silencing.

(A) Nach Inokulation der zwei Agrobakterien-Kulturen mit dem CRISPR-Cas9- und dem Luciferase-Konstrukt
in einem Abstand von funf Tagen wurde nach weiteren flinf Tagen der Blattextrakt hergestellt und die Aktivitat
der Firefly- und Renilla-Luciferase gemessen. Mittels Boxplotdarstellung ist die auf die Renilla-Luciferase
normierte Firefly-Luciferase-Aktivitat fir die jeweiligen potenziellen Interaktionspartner aufgetragen. Gezeigt
werden die Werte von fiinf individuell aufgearbeiteten Blattproben. (B) Die Uberpriifung der Mutagenese erfolgte
mittels PCR Uber den sgRNA-target-Bereich mit isolierter DNA aus dem mit sgRNA-mCH-Konstrukt (Wildtyp,
WT) bzw. mit den verschiedenen CRISPR-Cas9-Konstrukten (Mutante, M) behandelten Blattmaterial von zwei
Pflanzen. Dargestellt ist die Zusammenfassung aus zwei Experimenten.

4.1.8 Neubewertung der MS-Daten

Auf Grundlage der zuvor beschriebenen Resultate wurde eine Prazisierung der in 4.1.3
gewahlten Variantenproteine durchgeflhrt, um jene Interaktionspartner zu identifizieren, die
eine starkere Interaktionskapazitdt vermuten lassen. Die Prazisierung erfolgte, indem
Proteine ausgewahlt wurden, denen mindestens drei proteotypische Peptide zugeordnet
waren. Des Weiteren wurden Proteine im BYL identifiziert und diese als weiterer Datensatz
in die Auswertung integriert. Die Identifizierung der Proteine im BYL diente dazu, die
Anreicherung der Proteine durch die Co-IP zu untersuchen. Die Auswertung erfolgte wie
zuvor mit einem Abgleich gegen die N. tabacum- und die N. benthamiana-Datenbank und
ist graphisch in der Abbildung 4.7A fir N. tabacum und in Abbildung 4.7B fur N.
benthamiana dargestellt. In der Abbildung 4.7A ist zu sehen, dass 221 N. tabacum-Proteine

nach Immunprazipitation von FLAG-NtAGO1, 192 N. tabacum-Proteine nach
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Immunprazipitation von FLAG-NbAGO2 und 90 N. tabacum-Proteine im BYL identifiziert
wurden. Die 90 identifizierten N. tabacum-Proteine in der BYL-Probe sind ausschlie3lich
Proteine, die in den AGO-IPs identifiziert wurden. Alle Proteine, die in mindestens einer der
Kontroll-IPs (AGOs ohne FLAG-tag) detektiert wurden, wurden aus den FLAG-IP-
Datensatzen fir die weitere Auswertung ausgeschlossen. Auf diese Weise entstanden
sechs Datensatze, unter denen es potenzielle RISC-Faktoren geben kdnnte (Abbildung 4.7,
rote Zahlen). Bei dem Vergleich der Peptide mit dem Proteom von N. tabacum wurden 52
Proteine sowohl im BYL als auch in den FLAG-AGO-IPs (Abbildung 6.1A) und 43 Proteine
in beiden FLAG-AGO-IPs (Abbildung 6.1B) identifiziert. AusschlieBlich in der FLAG-
NtAGO1-IP wurden 82 Proteine und ausschlielich in der FLAG-NbAGO2-IP 68 Proteine
identifiziert. Im BYL und der FLAG-NtAGO1-IP wurden 26 Proteine, im BYL und der FLAG-
NbAGO2-IP hingegen vier Proteine identifiziert.

Ebenso wurden 192 und 140 N. benthamiana-Proteine nach Immunprazipitation von
FLAG-NtAGO1 bzw. FLAG-NbAGO2 und 80 N. benthamiana-Proteine im BYL identifiziert
(Abbildung 4.7B). Entsprechend der zuvor erwahnten sechs Datensatze konnten 37
Proteine sowohl im BYL als auch in den FLAG-AGO-IPs und 32 Proteine in beiden FLAG-
AGO-IPs identifiziert werden (Abbildung 4.7B). Auf3erdem ergaben sich eine Anzahl von 79
N. benthamiana-Proteine, die ausschlief3lich in der FLAG-N{AGO1-IP oder 49 N.
benthamiana-Proteine, die ausschlielich in der FLAG-NbAGO2-IP identifiziert wurden. Es
wurden 28 Proteine gemeinsam in den Proben des BYLs und der FLAG-NfAGO1-IP und
drei Proteine gemeinsam in den Proben des BYLs und der FLAG-NbAGO2-IP identifiziert
(Abbildung 4.7B).

Von den zuvor ausgewahlten Kandidaten kamen aufgrund der neuen Kriterien nur noch das
NbZFP und das Chaperonin in Betracht. Das NbZFP wurde unter den 79 Kandidaten des
N. benthamianas FLAG-NtAGO1-Datensatzes gefunden (Abbildung 4.7B) und das
NtCpn60 unter den 52 Kandidaten des Datensatzes FLAG-AGO1/2, BYL (Abbildung 4.7A).
Die anderen Kandidaten wurden zwar ebenfalls massenspektrometrisch detektiert, jedoch
lagen hier nur ein bis zwei proteotypische Peptide vor, wodurch diese nicht die neu

gesetzten Auswahlkriterien erfillten.
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A B
BYL 90 80

NtAgol-FLAG 221 192

A: Nicotiana tabacum hbigoZ:FLAG 233 34

B: Nicotiana benthamiana

Abbildung 4.7: Darstellung der mittels MS identifizierten potenziellen RISC-Faktoren.
Dargestellt in Ellipsen sind die verschiedenen Ansatze FLAG-NtAGO1, FLAG-NbAGO2, NtAGO1, NbAGO2 und
BYL mit der Anzahl der jeweils identifizierten Proteine aus den Datenbanken von N. tabacum (A) und N.
benthamiana (B). Die in mehreren Kategorien (Kategorie: BYL, FLAG-AGO1, FLAG-AGO2; BYL, FLAG-AGO1;
BYL, FLAG-AGO2; FLAG-AGO1, FLAG-AG02) vorkommenden Kandidaten wurden durch die Uberlappung der
Ellipsen dargestellt. Die Farben entsprechen der in der Legende angegebenen Kategorien.
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Es wurden viele Nukleinsdure-bindende Proteine identifiziert. Eine stichprobenartige

Uberpriifung der Funktion einiger Proteine ergab, dass viele Proteine in Verbindung mit

Abscesinsaure, Ubiquitin oder dem Proteasom, der Transkription oder der Translation

stehen. Eine Auswahl besonders interessanter Kandidaten ist mit der Zuordnung zu den

Datensatzen in Tabelle 4.2 angegeben.

Tabelle 4.2: Neu ausgewahlte Kandidaten aus den Datensétzen FLAG-AGO1, FLAG-AGO2 und BYL

Datenbank-Nummer

Kandidat

Datensatz

Nitab4.5_0001831g0090.1

WD40-repeat-containing domain, IKI3

F-AGO1, F-AGO2

Nitab4.5_0000307g0250.1

RNA-Polymerase V

F-AGO1, F-AGO2

Nitab4.5_0003481g0090.1

Ankyrin repeat-containing domain, Zinc
finger

F-AGO1, F-AGO2

Nitab4.5_0008709g0020.1

P-loop-containing nucleoside
triphosphate hydrolase

F-AGO1, F-AGO2

Nitab4.5_0005487g0030.1

RNA helicase UPF1, UPF2-interacting
domain

F-AGO1, F-AGO2

Nitab4.5_0000150g0090.1

WD40-repeat-containing domain

F-AGO1, F-AGO2, BYL

Nitab4.5_0000477g0030.1

small ubiquitin-related modifier

F-AGO1

Durch die Préazisierung der Variantenproteinauswahl konnten neue potenzielle

Interaktionspartner identifiziert werden, die aber im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht

weiterverfolgt werden konnten.
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4.2 Identifizierung und Charakterisierung einer RNase H-Aktivitat im BYL

Die beiden Endonukleasen AGO und RNase H gehen evolutionar vermutlich auf einen
RNase H-ahnlichen Vorlaufer zurtick (Moelling et al. 2017). Wahrend eukrayotische AGOs
vorrangig mit einer siRNA assoziieren, binden prokaryotische AGOs vorrangig
einzelstrangige DNA-Molekile. Im Fall der RNase H erfolgt die Bindung eines
Heteroduplexes aus einem antisense DNA-Oligonukleotids (ASO) und der target-RNA.
Beide Nukleasen katalysieren die endonukleolytische Hydrolyse der target-RNA. ASOs
kénnten eine interessante Variante flr eine Nukleinsaure-mediierte Pflanzenprotektion
gegen pflanzenpathogene Viren sein. Das zur Verfligung stehende In-vitro-System BYL
sollte genutzt werden, um diese Mdglichkeit in Abhangigkeit von AGO oder RNase H zu

Uberprifen.

4.2.1 DNA-Molekile induzieren AGO-unabhangig eine RNA-Hydrolyse im BYL

Eine aussagekraftige Methode, um zu testen, inwiefern ein silencing-Effekt mittels
Doppelstrang-DNA (dsDNA) oder Einzelstrang-DNA (ssDNA) beobachtet werden kann, ist
der cleavage-Assay unter Verwendung des BYLs. NbAGO1 kann mit der zuvor
beschriebenen, gegen das GFP-target gerichteten gf698-siRNA programmiert werden und
eine Spaltung des targets induzieren (lki et al. 2010).

In einem initialen Experiment sollte die Hydrolyse der GFP-target-RNA durch NbAGO1 mit
einer 21 nt langen dsDNA, welche dem gf698-siRNA-Duplex entspricht, und mit einer 21 nt
langen ssDNA, deren Sequenz dem guide strand der gf698-siRNA entspricht, im Vergleich
zu der entsprechenden gf698-dsRNA bzw. -ssRNA untersucht werden.

Um zu gewahrleisten, dass kein Rest einzelstrdngiger DNA vorhanden ist, wurde das
hybridisierte Oligonukleotid aus einem nativen Polyacrylamid-Gel isoliert und gereinigt.
Mittels Silberfarbung wurde der Doppelstrang erneut detektiert, allerdings konnte auch eine
geringe Menge Einzelstrang nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Nach der Inkubation der Ansatze mit siRNA-Duplex, siRNA guide strand, dsDNA oder
ssDNA jeweils mit und ohne NbAGO7-mRNA erfolgte die Durchfihrung der Spaltreaktion
und die Analyse der Spaltfragmente mittels denaturierender PAGE und Autoradiographie
(siehe 3.2.5).
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Abbildung 4.8: Cleavage einer target-RNA erfolgte in Abhidngigkeit einer ssDNA oder dsDNA
unabhéngig von co-exprimiertem AGO.

(A) Cleavage-Assay mit 32P-markierter GFP-target-RNA und gf698-dsRNA (dsR), ssRNA (ssR), dsDNA (dsD)
und ssDNA (ssD) in den jeweils angegebenen Konzentrationen (0,1 und 1 yM). Ansatze mit bzw. ohne
NbAGOT-mRNA (-) wurden mit den jeweiligen RNA- oder DNA-Oligonukleotiden fiir 2,5 h inkubiert (In-vitro-
Translation von NbAGO71-mRNA). (B) Cleavage-Assay, bei dem *2P-markierte GFP-target-RNA und RNA- bzw.
DNA-OQligonukleotide (jeweils 0,1 uM Endkonzentration) zuerst vereint und anschlielend zum Ansatz gegeben
wurden. (C) Cleavage-Assay mit 32P-markiertem GFP-target und gf698-ssDNA mit den unterschiedlichen 5-
Nukleotiden T, A, C, G bzw. verschiedenen Langen (19-25 nt) der ssDNA mit 5°-T. Es galten die gleichen
Bedingungen wie in (B) beschrieben. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und
Autoradiographie. Die Spaltfragmente sind jeweils mit Sternchen gekennzeichnet.

Die Hydrolyse der GFP-target-RNA im BYL in Gegenwart von ssRNA und dsRNA war
bekanntermalien von der Synthese zusatzlichen AGO-Proteins abhangig (Abbildung 4.8A).
Im Gegensatz dazu wiesen die in Abbildung 4.8A gezeigten Resultate darauf hin, dass bei
der Verwendung von ssDNA und dsDNA eine Spaltung der GFP-target-RNA auch in
Abwesenheit von co-exprimiertem AGO erfolgte. Wahrend bei der NbAGO1-abhangigen
siRNA-vermittelten Hydrolyse das 3‘-Spaltfragment deutlich sichtbar war, konnte es in der
NbAGO1-unabhangigen Hydrolyse nicht detektiert werden (Abbildung 4.8A). Die Hydrolyse

wird durch co-expremierstes AGO in Gegenwart der ssDNA bzw. dsDNA nicht verbessert.
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Anschlieend sollte Uberprift werden, ob die Inkubationszeit der Oligonukleotide im BYL
einen Einfluss auf die Spaltung der target-RNA hat. Der Assay wurde modifiziert, indem
RNA- bzw. DNA-Oligonukleotide und target-RNA zuerst gemischt und dann zu Anséatzen
ohne co-exprimiertes AGO gegeben wurden (siehe 3.2.6). Wie in Abbildung 4.8B zu sehen
ist, war die Spaltung im Fall von dsDNA und ssDNA effizienter als in der oben
beschriebenen Variante, bei der die target-RNA erst deutlich nach den Oligonukleotiden
zugegeben wurde. Zudem war nun ein 3'-Spaltfragment detektierbar. Auch unter
Verwendung der ssRNA erfolgte eine Hydrolyse der GFP-target-RNA. Allerdings
unterschied sich hier das Spaltmuster von der dsDNA- oder ssDNA-induzierten Spaltung,
bei der ein kleineres 3‘-Spaltfragment entstand (Abbildung 4.8B).

In diesen Experimenten konnte somit gezeigt werden, dass die ssDNA- und dsDNA-
vermittelte Hydrolyse der target-RNA im BYL unabhangig von co-exprimiertem AGO erfolgt

und ein anderes Spaltmuster generiert.

4.2.2 Das 5-Ende und die Lange der verwendeten Einzelstrang-DNA haben keinen

Einfluss auf die Spalteffizienz

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass die Hydrolyse der farget-RNA nicht von
synthetisietem NbAGO1 abhangig war. Es ist denkbar, dass im BYL ein anderes AGO-
Protein in ausreichender Konzentration vorliegt und in der Lage ist, die ssDNA oder dsDNA
zu binden und die Hydrolyse einer farget-RNA zu induzieren. Unterschiedliche AGOs
bevorzugen siRNAs mit unterschiedlichen 5-Nukleotiden und unterschiedlichen Langen (Mi
et al. 2008). Die Uberpriifung der Spaltaktivitat induziert durch DNA-Oligonukleotide mit den
unterschiedlichen 5°-Nukleotiden A, C, G, T und Langen von 19-25 nt sollte Aufschluss
darliber geben, ob es sich um ein BYL-internes AGO-Protein handelt, das die beobachtete
endonukleolytische Hydrolyse der target-RNA vermittelt. Es wurde ein cleavage-Assay
durchgefliihrt, bei dem GFP-target-RNA und DNA-Oligonukleotide zuerst gemischt und
anschlielend zum Ansatz zugegeben wurden. Der Vergleich der Signalintensitaten der
Spaltfragmente zeigte, dass die unterschiedlichen 5-Nukleotide A, C, G, T und Langen von
19-25 nt der ssDNA keinen Einfluss auf die beobachtete Spaltaktivitdt im BYL haben
(Abbildung 4.8C).

4.2.3 Die DNA-induzierte Hydrolyse ist Mg?*-lonen abhangig

Die durch AGO1 katalysierte endonukleolytische Hydrolyse ist Mg?*- oder Mn?*-abhangig.
Durch Komplexierung der Mg?*-lonen im Ansatz mittels EDTA sollte Uberprift werden, ob
die Spaltaktivitat von AGO bzw. der BYL-internen Aktivitat unterdrickt wird.
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Es wurde AGO7-mRNA in Anwesenheit der gf698-siRNA fir 2 h im BYL translatiert (siehe
3.2.3). AnschlieRend wurde dieser sowie ein weiterer Ansatz ohne AGO7-Translation mit
EDTA in einer Endkonzentration von 2 und 5 mM fur 30 min versetzt. Es erfolgte die Zugabe
der target-RNA bzw. des target-RNA/ASO-Gemischs (siehe 3.2.3 und 3.2.6).

Es konnte gezeigt werden, dass EDTA die durch NbAGO1-vermittelte Spaltung und die
BYL-interne Aktivitat inhibierte (Abbildung 4.9). Die Zugabe von 2 mM EDTA reichte aus,
um die AGO1-vermittelte Hydrolyse vollstandig zu inhibieren. Die ssDNA-induzierte
Hydrolyse war bei 2 mM nur partiell und bei 5 mM vollstandig inhibiert. AuRerdem konnte
beobachtet werden, dass EDTA das Verhaltnis von 5- zu 3‘-Spaltfragment verschiebt.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die Spaltung durch das BYL-interne Enzym von Mg?*-lonen

abhangt.

+ + + + - - - - NbAGO1
-+ o+ o+ - - - - siRNA
- - - - - + + 4+ ssDNA
nt - - 2 5 - - 2 5 mM EDTA
600—
400— (™" =™ T W ™ = W |<«—target-RNA
300— i G
200—
100— ®
* *

Abbildung 4.9: Inhibition der Spaltung durch AGO1 bzw. die BYL-interne Aktivitat mittels EDTA.
Ansatze mit AGO71-mRNA wurden fiir 2 h in Anwesenheit der gf698-siRNA translatiert. Alle Ansatze wurden mit
den angegebenen Mengen EDTA versetzt und fiir 30 min inkubiert. Es erfolgte die Zugabe der radioaktiv
markierten GFP-target-RNA zu den Ansatzen mit vorheriger AGO-Translation. In den tbrigen Ansatzen wurde
ein Gemisch aus radioaktiv markierter GFP-target-RNA und ssDNA hinzugefiigt. Die Analyse der RNA erfolgte
durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Die Spaltfragmente sind jeweils mit Sternchen
gekennzeichnet.

4.2.4 Immunprazipitation von ssDNA-programmierten FLAG-AGOs

Die bisherigen Ergebnisse lassen annehmen, dass AGO-Proteine im BYL vermutlich weder
ssDNA noch dsDNA binden und die endonukleolytische Hydrolyse der target-RNA
katalysieren. Es sollte Uberprift werden, ob synthetisietes AGO mit einer ssDNA

programmiert werden und eine target-RNA hydrolysieren kann. Daflr wurde die cleavage-
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Reaktion vom Translationsansatz getrennt, indem FLAG-AGO1/2/5/7/10 in Anwesenheit
von siRNA oder ssDNA im BYL synthetisiert wurde. AnschlieRend wurde
FLAG-AGO1/2/5/7/10 mittels Immunprazipitation isoliert. In einem cleavage-Ansatz in
Abwesenheit vom BYL wurden dann mit der GFP-target-RNA die AGO-Proteine auf slicer-
Aktivitat Gberprft. Als Positivkontrolle diente AGO1, programmiert mit einer siRNA. Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Zugabe von AGO-mRNA und einer kleinen
unspezifischen Nukleinsdure sowie ein Ansatz ohne Zugabe von AGO-mRNA, aber mit

einem einzelstrangigen DNA-Oligonukleotid.
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Abbildung 4.10: Cleavage-Assay mit immunprazipitiertem AGO-Protein, programmiert mit ssDNA.

Es wurde mRNA von AGO1, 2, 5, 7 und 10 in Gegenwart der angegebenen gf698-siRNA (dsR) bzw. gf698-
ssDNA (ssD) translatiert und anschlieend mittels anti-FLAG immunprazipitiert. Als Negativkontrolle diente ein
Ansatz ohne Zugabe von AGO-mRNA und einer kleinen unspezifischen Nukleinsaure (-/-) sowie ein Ansatz
ohne Zugabe von AGO-mRNA, aber mit einer kleinen Nukleinsdure ssD (ssD/-). (A) Zur Durchfiihrung der
Spaltreaktion wurden die immunprazipitierten AGOs 1, 2, 5, 7 und 10 mit der radioaktiv markierten GFP-target-
RNA inkubiert. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Die
Spaltfragmente sind mit Sternchen markiert und entsprechen im Fall der AGO1-Spaltung den Gréf3en von 335
nt und 98 nt. (B) Der Nachweis von FLAG-AGO1, 2, 5, 7 und 10 nach Immunprazipitation aus den Ansatzen mit
dsRNA (dsR) oder ssDNA (ssD) erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot mit anti-FLAG-Antikérpern. Als
Negativkontrolle diente ein Ansatz ohne Zugabe von AGO-mRNA und einer kleinen Nukleinsdure (-/-) sowie ein
Ansatz ohne Zugabe von AGO-mRNA, aber mit einer kleinen Nukleinsadure ssD (ssD/-).
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In Abbildung 4.10A ist zu sehen, dass nur siRNA programmiertes FLAG-AGO1 in der Lage
war, die Hydrolyse der GFP-target-RNA hervorzurufen. FLAG-AGOs, welche mit der
ssDNA programmiert werden sollten, zeigten keine Hydrolyse der GFP-target-RNA. Im
Western Blot konnten lediglich FLAG-AGO1, programmiert mit siRNA, und FLAG-
AGO2, -AGO5 und -AGO7, die mit einer ssDNA programmiert sein kdnnten, schwach
mittels anti-FLAG-Antikdrper nach Elution der Immunprazipitation detektiert werden. FLAG-
AGO1 und -AGO10 im Zusammenhang mit einer ssDNA konnten nicht im Western Blot

detektiert werden.

4.2.5 E. coli-RNase H generiert das gleiche Spaltmuster wie die BYL-interne Aktivitat

Nachdem die ssDNA- oder dsDNA-vermittelte Hydrolyse nicht in Abhangigkeit von AGO
gezeigt werden konnte, wurde weiterhin vermutet, dass diese Aktivitat durch eine andere
Nuklease im BYL vermittelt wurde. Ein Enzym, das RNA in DNA:RNA-Heteroduplexen
schneidet, ist RNase H (Hyjek et al. 2019). Auch in Krebs-2 Aszites Tumorextrakt und
Rabbit Reticulocyte Lysate wurde aufgrund der Hydrolyse einer target-RNA nach Zugabe
einer DNA eine RNase H-Aktivitat postuliert (Crum et al. 1988; Miroshnichenko et al. 1988).
Eine RNase H-Aktivitat im BYL war bisher nicht bekannt. Ein Vergleich zwischen den durch
NbAGO1, E. coli-RNase H und den durch das im BYL vorhandene Enzym generierten
Spaltmustern sollte ein Indiz dafir liefern, ob es sich im BYL um RNase H handelt.

Im Ansatz mit NbAGO1 erfolgte die Translation der entsprechenden mRNA in Gegenwart
der 21 nt langen gf698-dsRNA, anschlieRend wurde das GFP-target hinzugefiigt. Zum
Vergleich der Spaltmuster wurde der Assay modifiziert, indem die 21 nt lange gf698-ssDNA
mit der target-RNA zuerst vereint und dann zu dem Ansatz ohne co-exprimiertes NbAGO1
gegeben wurde (siehe 3.2.6). In einem weiteren Ansatz, in dem die gereinigte E. coli-
RNase H der Firma New England Biolabs GmbH (NEB) vorlag, wurde in gleicher Weise

verfahren, nur dass anstelle von BYL die E. coli-RNase H verwendet wurde (siehe 3.2.7).
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Abbildung 4.11: Cleavage-Assay zum Vergleich der ssDNA-vermittelten target-Spaltung im BYL mit der
Aktivitat von NbAGO1 und E. coli-RNase H.

Es wurde NbAGO1-mRNA in Anwesenheit der gf698-siRNA (dsR) (0,1 uM Endkonzentration) translatiert und
die Spaltaktivitét der entsprechenden radioaktiv markierten GFP-target-RNA untersucht. Zur Uberpriifung des
BYL-internen Enzyms wurde der Assay modifiziert, indem die ssDNA (ssD) (0,1 uM Endkonzentration) und die
target-RNA zuerst vereint und dann zu einem Ansatz ohne co-exprimiertes AGO gegeben wurden (-). Der
Ansatz mit der E. coli-RNase H von NEB wurde in gleicher Weise mit E. coli-RNase H anstelle von BYL
durchgefiihrt. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Die
Spaltfragmente sind jeweils mit Sternchen gekennzeichnet.

Das Spaltmuster, das durch AGO, programmiert mit einer siRNA, generiert wurde,
unterscheidet sich von den durch die potenzielle RNase H-Aktivitdt im BYL und die von
E. coli-RNase H generierten Spaltmustern. Das Spaltmuster, das durch die potenzielle
RNase H-Aktivitat im BYL generiert wurde, ahnelte demgegeniiber dem Spaltmuster der
E. coli-RNase H (Abbildung 4.11). Die 3'-Spaltfragmente der potenziellen BYL-RNase H
und der E. coli-RNase H waren im Vergleich zum NbAGO1-generierten 3‘-Spaltfragment
kleiner und die entsprechenden Banden diffuser.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die BYL-interne Aktivitdt und die E. coli-RNase H ein sehr

ahnliches Spaltmuster generieren.

4.2.6 ldentifizierung der Spaltstellen

Die Untersuchung der Spaltmuster lie3 vermuten, dass es sich um eine RNase H-Aktivitat
im BYL handelt. Da RNase H von antisense-Oligonukleotiden abhangt, wurde im
Folgenden ssDNA als ASO bezeichnet. Eine genauere Charakterisierung der RNase H-
Aktivitdt und des dafir verantwortlichen Enzyms im BYL wirde ein besseres Verstandnis
Uber die Aktivitat ermdglichen. Aus diesem Grund sollten die durch das Enzym erzeugten

Spaltstellen in der target-RNA charakterisiert werden.
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AGO-Proteine spalten zwischen den Nukleotiden der target-RNA, die den Positionen 10
und 11 des siRNA guide strand gegenuberliegen (Elbashir et al. 2001; Haley und Zamore
2004). Eine RNase H-katalysierte Spaltung ist unabhangig von der target-Sequenz. Fir
RNase H1 ist eine Spaltung zwischen den Nukleotiden 5-10 bei einem 17—20 nt langen
Heteroduplex in der RNA-Sequenz beschrieben (Chon et al. 2009; Gaidamakov et al. 2005;
Wu et al. 2001). Fur RNase H2 zeigten Chon et al., dass eine Spaltung eines 20 nt langen
RNA/DNA-Heteroduplex nach 6-9 und 13-16 Nukleotiden, also im vorderen und im
hinteren Bereich der RNA-Sequenz im Heteroduplex erfolgt (Chon et al. 2009).

Die nachfolgend beschriebenen RNase H-Assays wurden generell ohne Translation von
AGO-mRNA durchgefiihrt. Das ASO wurde mit der entsprechenden target-RNA gleichzeitig
zum Ansatz hinzugefigt (siehe 3.2.6). Nach Isolation des 5'-Spaltfragments aus dem
Polyacrylamid-Gel konnte dessen 3‘-Ende mittels Sequenzierung identifiziert werden (siehe

3.4.12). Die Sequenz von 10 verschiedenen isolierten 3'-Enden wurde Uberprift.

GFP-Target 5’ ..gcugcugggauuACACAUGGCAUGGAUGAACUAuacaaguccgga...3’

Abbildung 4.12: Darstellung der durch die potenzielle RNase H-Aktivitat im BYL generierten Spaltstelle
in der GFP-target-RNA.

Dargestellt ist eine Teilsequenz der GFP-farget-RNA. Ribonukleotide in GroRbuchstaben sind Teil der
Heteroduplexstruktur. Der schwarze Balken stellt das ASO dar. Der schwarze Strich markiert die zu erwartende
AGO1-Schnittstelle und die unterschiedlich grof3en roten Striche markieren die hier mit unterschiedlicher
Haufigkeit (2x, 1x, 5x und 2x) identifizierten Spaltstellen durch die potenzielle BYL-RNase H.

Wie in Abbildung 4.12 dargestellt, zeigten zwei der untersuchten Enden eine Spaltung nach
dem zweiten Nukleotid an, ein untersuchtes Ende nach dem dritten Nukleotid, finf
untersuchte Enden nach dem vierten Nukleotid und zwei untersuchte Enden nach dem
funften Nukleotid der RNA-Sequenz im Heteroduplex. Dieses Ergebnis zeigt, dass sich,
aufgrund der Position der Hydrolyse in der target-RNA, die Hydrolyse der Aktivitat im BYL

von der AGO-spezifischen Hydrolyse unterscheidet.

4.2.7 Ein Verkirzen des ASOs am 3’-Ende verandert die bevorzugte Spaltstelle

Aufgrund der Hydrolyse nach den ersten sechs Nukleotiden ausgehend vom 5‘-Ende der
target-RNA und dem Ausbleiben einer Hydrolyse zwischen den Nukleotiden nahe zum
3-Ende der target-RNA, ahnelt das Spaltungsmuster Uliberdies eher einer RNase H1- als
einer RNase H2-Aktivitat. Die Vermutung, dass RNase H1 fir die ASO-abhangige Spaltung
verantwortlich ist, sollte im Folgenden untersucht werden. RNase H1 und RNase H2
bendtigen zur Bindung unterschiedlich viele Nukleotide in einer Heteroduplexstruktur, um

die endonukleolytische Hydrolyse zu katalysieren (Nowotny et al. 2007; Rychlik et al. 2010).
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Im Fall von RNase H1 ist bekannt, dass eine Verkilrzung um ein Nukleotid des 3‘-Endes
des ASOs zur Verschiebung der Spaltstelle um eine Position in 3-Richtung des targets
fuhrt. Eine Verklrzung des 5’-Endes des ASOs hat dagegen keinen Einfluss auf die Position
der Spaltstelle (Lima et al. 2003). Eine Verkirzung des 3-Endes und eine Verschiebung
der Spaltstelle wurde im Fall von RNase H2 nicht beschrieben.

Es wurde ein RNase H-Assay (siehe 3.2.6) mit unterschiedlich langen ASOs durchgefihrt,
um zu Uberprifen, ob sich die bevorzugte Spaltstelle, welche durch die putative, im BYL
enthaltene RNase H generiert wird, verschiebt. Als target diente ein vollstandig aus
Ribonukleotiden bestehendes, 27 nt langes RNA-Molekll mit der Sequenz des GFP-
targets. Alle entstandenen Heteroduplexe sind in Abbildung 4.13A dargestellt. Das ASO mit
27 nt war vollstandig komplementar zu dem verwendeten target. Das ASO mit 25 nt war am
3~ und am 5‘-Ende je ein Nukleotid kirzer. Die 23, 21, 20 und 19 nt langen ASOs waren
am 5-Ende ein Nukleotid kirzer und am 3’-Ende jeweils 3, 5, 6 bzw. 7 nt kiirzer als das 27
nt lange ASO. Die beiden 18 und 17 nt langen ASOs waren am 5’-Ende genau so lang wie
das 27 nt lange ASO und am 3’-Ende 10 bzw. 9 nt kirzer. Als GroRenstandard diente ein
durch alkalische Hydrolyse fragmentiertes 15 nt langes, *?P-markiertes-, synthetisches
RNA-Oligonukleotid.

Die bevorzugten Spaltstellen im target und die Anzahl der benétigten Nukleotide im Duplex
sind in Abbildung 4.13 und Tabelle 4.3 veranschaulicht.

ASO-Léange
RNA *5' ~GGAUUACACAUGGCAUGGAUGAACUAU- 3’ 27 25 23 21 20 19 18 17

nt -
27 nt 37— l l I 57 -«
target-RNA
25nt 1 b

23 nt [1

21 nt ||||||| 15_‘ = ’..
20 nt plrrld B= -

19 nt Ll = 5'-Spalt-

18nt 1 9— fragmente
g —
L

17 nt

Abbildung 4.13: Einfluss der ASO-Léange auf die Schnittstelle der potenziellen BYL-RNase H.

(A) Darstellung des vollstandig aus Ribonukleotiden bestehenden targets. ASOs in den unterschiedlichen
Langen sind als schwarze Balken dargestellt. Die schwarzen Striche stellen die im RNase H-Assay ermittelte
Spaltstelle im target dar, die Strichhéhe entspricht der Haufigkeit der identifizierten Hydrolyse. Der Stern
kennzeichnet die 32P-Markierung. (B) RNase H-Assay mit dem in (A) dargestellten, radioaktiv markierten target
und den verschieden langen ASOs (27, 25, 23, 21, 20, 19, 18, 17 nt). Als GroRenstandard diente ein durch
alkalische Hydrolyse fragmentiertes 32P-markiertes 15 nt langes RNA-Oligonukleotid. Die Analyse der RNA
erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Der Bereich der ermittelten 5°-Spaltfragmente ist
markiert.
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Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Spaltstellen im target und minimale Anzahl von Heteroduplex-
Basenpaaren 5'-seitig der Spaltstelle in der target-RNA.

Schnittstelle im target nach [nt] Anzahl der im Duplex benotigten
ASO [nt] 3*-Nukleotide [nt]
(ausgehend vom 5°-Ende des fargets) (ausgehend vom 3"-Ende des ASOS)
27 8,9,10 8,9,10
25 8,9, 10 7,8,9
23 8,9,10 56,7
21 8,9,10, 11,12, 13, 15 3,4,5,6,7,8,10
20 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15 2,3,4,5,6,7,8,9
19 10, 12, 13, 14, 15 3,5,6,7,8
18 14,15 5,6
17 14,15 4,5

Ausgehend vom 5'-Ende der target-RNA wurde unter Verwendung des 27 nt langen ASOs
das RNA-farget nach 8, 9 und 10 Nukleotiden im Heteroduplex hydrolysiert. Diese
Spaltstellen blieben unter Verwendung der 25, 23 und 21 nt langen ASOs bestehen. Die
Verkirzung am 3’-Ende des ASOs wurde in diesem Bereich toleriert und die bevorzugte
Spaltstelle lag weiterhin im Bereich der Nukleotide 8-10 der target-RNA. Im Fall des 21 nt
langen ASOs entstanden in geringerer Menge 11-15 nt lange 5‘-Spaltfragmente. Unter
Verwendung des 20 nt langen ASOs wurden alle Spaltfragmente mit den Grofen von 8—
15 nt generiert. Die Menge der 8 und 9 nt langen Spaltfragmente nahm ab, wahrend die
Menge der 13 und 15 nt langen Spaltfragmente jeweils zunahm. Im Fall des 19 nt langen
ASOs entstanden hauptsachlich 10-15 nt lange Spaltfragmente. Die 18 bzw. 17 nt langen
ASOs induzierten eine Hydrolyse der target-RNA nach 14 und 15 Nukleotiden, gezahlt vom
5'-Ende des RNA-targets. Im Bereich der ASO-Lange von 19—-21 nt veranderte sich die von
der RNase H-bevorzugte Spaltstelle. Weiterhin konnte in diesem Experiment gezeigt
werden, dass eine Anzahl von minimal zwei Heteroduplex-Basenpaaren 5'-seitig der
Spaltstelle in der target-RNA ausreichte, um die Spaltung an der bevorzugten Stelle nach
8-10 nt in der target-RNA zu induzieren. Es konnte weiterhin beobachtet werden, dass
beide bevorzugten Spaltstellen nach 8-10 nt und nach 13-15 nt die Sequenz CAU
enthalten.

In diesem Versuch konnte jedoch nicht gezeigt werden, dass sich die Position der
Hydrolyse mit jedem Nukleotid, das am 3'-Ende des ASOs gekiirzt wird, um eine Position

in 3'-Richtung verschiebt.
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4.2.8 DNA:RNA:DNA-targets lassen zwischen einer RNase H1- und RNase H2-Aktivitat

unterscheiden

Da die Ergebnisse bisher nicht eindeutig zeigten, ob RNase H1 oder RNase H2 die ASO-
induzierte Hydrolyse katalysiert, sollte entsprechend untersucht werden, ob es sich bei der
Aktivitdt im BYL um eine RNase H1- oder H2-Aktivitdt handelt. RNase H1 und H2
unterscheiden sich in ihrer Substratspezifitdit. In einem target, das aus
Desoxyribonukleotiden und Ribonukleotiden besteht, bendtigt RNase H1 zur Bindung
mindestens vier aufeinanderfolgende Ribonukleotide, wahrend H2 schon ab einem
einzigen Ribonukleotid das target hydrolysiert. RNase H1 spaltet bei vier Ribonukleotiden
3’-seitig des ersten oder zweiten Ribonukleotids (RR'RR; R = Ribonukleotid; , ‘ “ =
Schnittstelle) (Nowotny et al. 2007; Ohtani et al. 1999). RNase H2 erzeugt in Abhangigkeit
von der Anzahl der Ribonukleotide im farget verschiedene Spaltmuster. Grundsatzlich
katalysiert RNase H2 die Hydrolyse so, dass ein Ribonukleotid am 3’-Fragment verbleibt.
Bei Vorhandensein eines Ribonukleotids schneidet RNase H2 5'-seitig davon (‘R), bei zwei
Ribonukleotiden dazwischen (R’R) und bei vier Ribonukleotiden 3’-seitig des ersten oder
dritten Ribonukleotids (R'RR’R) (Eder und Walder 1991; Jeong et al. 2004).

Es wurden 27 nt lange target-DNAs erstellt, die ein, zwei oder vier Ribonukleotide enthielten
(siehe Abbildung 4.14A), um aufgrund der Hydrolyse zwischen RNase H1 und H2 zu
unterscheiden. Die erste target-DNA, bezeichnet als DgR1D+7, enthielt ein Ribonukleotid an
Position 10. Die zweite und dritte target-DNA, bezeichnet als DgR2>D17 und DgR2D1¢, enthielt
Ribonukleotide an den Positionen 9 und 10 bzw. 10 und 11. Die targets mit vier
Ribonukleotiden enthielten diese an den Positionen 9—12 (DgR4D15) bzw. 10—13 (DgR4D14).
Alle targets wurden mit dem 27 nt langen ASO in einem RNase H-Assay auf ihre Spaltung
analysiert (siehe 3.2.6). Als GroRenstandard dienten endstandig mit *2P-markierte
Oligonukleotide, die identisch mit den potenziellen 5°-Spaltfragmenten Do, DgR+, DgR2 und

DgR2 waren.
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Abbildung 4.14: RNase H-Assay mit DNA:RNA:DNA/DNA-Heteroduplexen mit der im BYL vorhandenen
potenziellen RNase H.

(A) Darstellung der DNA:RNA:DNA-Hybrid-targets mit unterschiedlicher Anzahl an Ribonukleotiden.
Ribonukleotide sind in schwarzen GroRRbuchstaben und Desoxyribonukleotide in grauen Kleinbuchstaben
dargestellt. Die schwarzen Striche stellen die im RNase H-Assay ermittelten Spaltstellen dar. Der Stern
kennzeichnet die radioaktive Markierung am 5'-Ende. (B) RNase H-Assay mit den in (A) dargestellten DNA-
targets, welche mit dem 27 nt langem ASO vereint (+) oder ohne ASO (-) zum Assay hinzugefugt wurden. Die
GroRen der Spaltfragmente wurden mittels synthetischer Oligonukleotide, bestehend aus Desoxy- und
Ribonukleotiden, ermittelt. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie.

In Abbildung 4.14B ist zu sehen, dass die im BYL vorhandene RNase H alle
target-Sequenzen hydrolysierte. Die Spaltung des DNA-targets DgR1D17 erfolgte 5°-seitig
des Ribonukleotids und resultierte in einem 9 nt langen 5‘-Spaltfragment. Das DNA-target
DsR2D+7, dessen Hydrolyse ebenfalls in einem 9 nt langen 5'-Spaltfragment resultierte,
wurde zwischen den zwei Ribonukleotiden hydrolysiert. Bei dem anderen DNA-target mit
zwei Ribonukleotiden (DgR2D16) entstanden zwei 5°-Spaltfragmente mit gleiche Signalstarke
und einer Lange von 9 und 10 nt, was einer Hydrolyse 5‘-seitig beider Ribonukleotide

entspricht.

Eine Spaltung der DNA-fargets DsR4D1s5 und DgR4D14 ergab unterschiedliche Spaltmuster.
Bei dem DNA-target DsR4D1s entstanden zwei Spaltfragmente mit einer Gré3e von 9 und
10 nt. Das entsprach einer Hydrolyse 3’-seitig des ersten und zweiten Ribonukleotids, wobei
Letzteres, aufgrund der Intensitat des 10 nt langen Spaltfragments, offenbar die praferierte
Spaltstelle war. Bei dem DNA-target D9R4D14 entstanden vier Spaltfragmente der GréRRen
9, 10, 11 und 12 nt. Das entsprach einer Hydrolyse 5'-seitig von jedem Ribonukleotid. Die
Intensitat des 11 nt langen 5°-Spaltfragments deutete auf eine praferierte Spaltung 3’-seitig
des zweiten Ribonukleotids hin. Es konnte somit gezeigt werden, dass DNA-targets mit ein

bis vier Ribonukleotiden von der potenziellen RNase H im BYL hydrolysiert werden.
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4.2.9 Das Einfugen einer Basenfehlpaarung 5’-seitig des Ribonukleotids verhindert die

Hydrolyse der target-RNA

Die vorangegangenen Experimente deuteten darauf hin, dass unter anderem eine
RNase H2 im BYL vorliegt. Fur die RNase H2 der Erythroleukdmie-Zelllinie K562 (dort
urspringlich als RNase H1 bezeichnet) konnte gezeigt werden, dass eine
Basenfehlpaarung 5‘-seitig des Ribonukleotids die Spaltung des DNA-fargets nicht
verhindert, aber die Spaltung bei einer Basenfehlpaarung mit dem Ribonukleotid stark
reduziert ist (Eder und Walder 1991). Auch die E. coli-RNase H2 hydrolysiert trotz der
Basenfehlpaarung 3’-seitig des Ribonukleotids in einem RNA:DNA/DNA-Heteroduplex
(Ohtani et al. 2008b). Es sollte daher untersucht werden, ob die RNase H2 im BYL trotz
einer Basenfehlpaarung im Bereich des Ribonukleotids das target hydrolysiert.

Es wurde die Hydrolyse des DNA-targets DoR1D17 mit drei unterschiedlichen, nicht
vollstandig komplementaren ASOs untersucht. In dem 27 nt langen ASO wurde jeweils ein
Nukleotid ausgetauscht, sodass entweder das Ribonukleotid oder jeweils ein
Desoxyribonukleotid 5°- bzw. 3'-seitig davon ungepaart vorlag (siehe Abbildung 4.15A). Die
Hydrolyse des endsténdig mit *2P-markierten DgR1D+7-targets wurde unter Verwendung der
drei verschiedenen ASOs (siehe Abbildung 4.15A) im RNase H-Assay in BYL untersucht
(siehe 3.2.6).

A B DoR:D17
DgR;Dy; *5' - 2 3 nt - 27 B1B2 B3 ASO
27 . - -»eoe.e <+ target-RNA
B1 37— V 57
B2 37— v 5
83 3,_ V _5'
10 —
=

Abbildung 4.15: Effekte von Basenfehlpaarungen im DyR1D17/DNA-Heteroduplex auf die
RNase H-Aktivitat.

(A) Darstellung des DgR1D17-Hybrid-targets. Ribonukleotide sind in schwarzen Grof3buchstaben und
Desoxyribonukleotide in grauen Kleinbuchstaben abgebildet. Der Stern kennzeichnet die radioaktive
Markierung am 5‘-Ende. Die schwarzen Balken reprasentieren die 27 nt langen ASOs mit den drei
Basenfehlpaarungen (B1, B2 und B3). Der senkrechte Strich kennzeichnet die im RNase H-Assay detektierte
Schnittstelle. (B) RNase H-Assay mit dem in (A) dargestellten radioaktiv markierten target, welches ohne ASO
(-) oder vereint mit dem vollstéandig komplementarem, 27 nt langem ASO (+) bzw. den Varianten B1, B2 und B3
zum BYL gegeben wurde. Die Analyse der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie.

Lagen das Ribonukleotid oder das 3'-benachbarte Desoxyribonukleotid ungepaart vor,
wurde das DgRiD47-target 5’-seitig des Ribonukleotids hydrolysiert, wie im Fall des
vollstandig komplementaren ASOs (Abbildung 4.15B). Lag die Basenfehlpaarung direkt 5’-
seitig des Ribonukleotids (ASO 27 nt B2), wurde das target nicht geschnitten. Es konnte
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somit gezeigt werden, dass eine ausgebildete Duplexstruktur 5‘-seitig des Ribonukleotids

zur Spaltung des targets durch die im BYL enthaltenen RNase H-Aktivitaten essenziell ist.

4.2.10 Die im BYL enthaltenen RNase H-Aktivitdten erkennen nur bedingt den Ubergang
von RNA zu DNA

Zur weiteren Charakterisierung der RNase H im BYL sollte das Vorhandensein einer
JRNase-Aktivitat untersucht werden. Junction Ribonucleases (JRNase) erkennen den
Ubergang von RNA zu DNA in einem RNA:DNA/DNA-Duplex. RNA:DNA/DNA-
Heteroduplexe kommen in Okazaki-Fragmenten wahrend der Replikation vor. JRNasen
schneiden diese Hybride 5-seitig des 3‘-Nukleotids des RNA-Anteils (letztes Ribonukleotid
vor dem Ubergang). Diese JRNase-Aktivitat wird vorrangig RNase H2 zugeschrieben. Zur
Hydrolyse der RNA wird kein vollstdndig komplementarer Heteroduplex bendtigt, es reichen
partielle Duplexstrukturen oder angrenzende Duplexstrukturen aus. Auch ein Duplex aus
Okazaki-Fragment und einer komplementaren RNA ist ein Substrat fir prokaryotische
RNase HIl (Murante et al. 1998; Ohtani et al. 2008a, 2008b). Inwiefern eine Duplexstruktur
im Bereich des RNA:DNA-Ubergangs benétigt wird, sollte zuséatzlich untersucht werden.
Die Spaltung eines endstandig mit *2P-markierten R1oD+7-targets wurde unter Verwendung
der 27, 21, 20, 19, 18 und 17 nt langen ASOs (Abbildung 4.16A), einer 21 nt langen,
komplementaren RNA und der zuvor beschriebenen ASOs mit den an Position 9, 10 und
11 eingefigten Basenfehlpaarungen (Abbildung 4.16D) im RNase H-Assay untersucht
(siehe 3.2.6).
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Abbildung 4.16: RNase H-Assay mit RNA:DNA-Hybrid als target zur Uberpriifung einer JRNase-Aktivitét.
(A), (D) Darstellung des RNA:DNA-Hybrid-targets. Ribonukleotide sind in schwarzen GroRRbuchstaben und
Desoxyribonukleotide in grauen Kleinbuchstaben abgebildet. Die schwarzen Balken stellen die 27, 21, 20, 19,
18 und 17 nt langen ASOs oder ASOs mit Basenfehlpaarungen an Position 9 (B1), 10 (B2) und 11 (B3) dar.
Der Stern kennzeichnet die endsténdige Markierung mit 32P. Die senkrechten Striche Uber den Balken
kennzeichnen die mit dem jeweiligen ASO detektierte Schnittstelle in dem target. (B), (C), (E) RNase H-Assay
mit den in (A) und (D) dargestellten radioaktiv markierten targets und ASOs oder einer komplementéren, 21 nt
langen RNA. Als GréRenstandard diente entweder ein 10 nt langes oder ein alkalisch hydrolysiertes, endstandig
mit 32P-markiertes, 15 nt langes Oligoribonukleotid. Die Analyse der RNA erfolgte durch 15 %ige denaturierende
PAGE und Autoradiographie. Die 5‘-Spaltfragmente wurden jeweils mit einem Sternchen markiert.

Wie in Abbildung 4.16B und C zu erkennen ist, wurde eine Hydrolyse des RNA1o:DNA+7-
Hybrids nur unter Verwendung der 27, 21 und 20 nt langen ASOs und nicht unter
Verwendung der 19, 18 und 17 nt langen ASOs oder einer 21 nt langen komplementaren
RNA induziert. Bei der Hydrolyse entstanden zwei 5'-Spaltfragmente mit den Gréfien 8 und
9 nt. Demnach wurde das RioD+7-target 5'-seitig des letzten oder vorletzten Ribonukleotids
im Heteroduplex hydrolysiert und es verblieben ein bzw. zwei Ribonukleotide an dem 3'-
Spaltfragment. Die Basenfehlpaarungen an Position 10 und 11 der ASOs B1 und B3 hatten
keinen Einfluss auf die Generierung der 8 und 9 nt langen 5'-Spaltfragmente (Abbildung
4.16E). Befand sich die Basenfehlpaarung 5’-seitig des letzten Ribonukleotids (ASO B2),
wurde das 5°-Spaltfragment von 9 nt nicht mehr generiert.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Hydrolyse im BYL nicht nur 5’-seitig des letzten,
sondern auch des vorletzten Ribonukleotids im target und nicht unter Verwendung einer

komplementaren RNA induziert wird.
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4.2.11 Immunprazipitation der N. benthamiana-RNase H2

Nachdem gezeigt werden konnte, dass im BYL eine RNase H vorliegt, die unter anderem
typische Eigenschaften einer RNase H2 aufweist, sollte das Enzym nach In-vitro-
Translation rekonstituiert werden, um die Hydrolyse der zuvor verwendeten targets zu
untersuchen. Dazu sollten die Transkripte fiir alle drei Untereinheiten der RNase H2 im BYL

in vitro transkribiert werden, um die funktionsfahige RNase H2 synthetisch zu generieren.

Zunachst wurde versucht, die codierende Sequenz der RNase H2-Untereinheiten A, B und
C mittels PCR von N. benthamiana-cDNA zu amplifizieren und zur spateren Detektion der
Proteine im Western Blot und zur Co-Immunprazipitation mit der codierenden Sequenz des
FLAG- oder HA-fags in den pSP64-Poly(A)-Vektor zu klonieren (siehe 3.3). Im Fall der
Untereinheit A, im Folgenden bezeichnet als RH2A, konnte in der Solgenomics-Datenbank
nur ein Gen gefunden werden, wahrend flir die Untereinheiten B (RH2B) und C (RH2C)
jeweils zwei Genkopien gefunden werden konnten. Die Klonierung der codierenden
Sequenz von RH2A war sowohl mit einem FLAG- als auch mit einem HA-fag erfolgreich.
Im Fall der RH2B konnte nur die codierende Sequenz eines der beiden Gene und nur mit
einem HA-tag kloniert werden. Die Klonierung der codierenden Sequenz von RH2C war
ebenfalls nur fir das eine der beiden Gene erfolgreich. Diese codierende Sequenz konnte
dagegen sowohl mit der Sequenz des HA-tags als auch mit der Sequenz des FLAG-tags

versehen werden.

Nach erfolgreicher In-vitro-Transkription (siehe 3.4.4) von FLAG-RH2A, FLAG-RH2C,
HA-RH2A, HA-RH2B und HA-RH2C wurde Uberprift, ob die Untereinheiten im BYL
synthetisiert werden. Der Nachweis der Uberexpression von FLAG-RH2A und FLAG-RH2C
erfolgte mittels anti-FLAG-Antikdrper im Western Blot (siehe 3.5.2). Es konnten Signale in
den Proben FLAG-RH2A und FLAG-RH2C detektiert werden, die den Untereinheiten A
(34,5 kDa) und B (39 kDa) entsprechen (Abbildung 4.17A). Unter Verwendung des anti-HA-
Antikérpers war die Detektion eines Signals bei den Proben HA-RH2A, HA-RH2B und HA-
RH2C mdglich, dass dem Molekulargewicht der Untereinheiten A, B und C (19,5 kDa)
entsprechen wirde. Das Signal in der Probe HA-RH2B war sehr schwach (Abbildung
4.17B).

Anschlie3end sollten jeweils zwei Untereinheiten Gber die mit einem FLAG-tag versehene
dritte Untereinheit co-immunprazipitiert werden. Dazu wurden in der ersten Strategie die
BYL-Translationsansatze von FLAG-RNase H2A mit den entsprechenden Ansatzen von
HA-RH2B und HA-RH2C und in der zweiten Strategie FLAG-RH2C mit den Anséatzen
HA-RH2A und HA-RH2B vereinigt und nachfolgend die Co-Immunprazipitation mittels
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FLAG-Epitop durchgefiihrt (siehe 3.5.4). Zusatzlich erfolgte die Immunprazipitation der
FLAG-RH2A und der FLAG-RH2C ohne die Vereinigung mit Translationsansatzen der
anderen Untereinheiten. Ziel dieser Immunprazipitationen war es, eine Interaktion zu den
im BYL vorliegenden Untereinheiten zu Uberprifen. Als Kontrolle der Immunprazipitation
diente ein Translationsansatz ohne die mRNA einer RNase H2-Untereinheit. Nach
Immunprazipitation wurden die Proteine der vier Proben mittels SDS-PAGE (siehe 3.5.2)
aufgetrennt, mittels Silberfarbung (siehe 3.5.3) sichtbar gemacht und mit der Kontrolle, in
der keine RNase H2-Untereinheit translatiert wurde, verglichen.

Nach der Vereinigung der Translationsansatze von FLAG-RH2A, HA-RH2B und HA-RH2C
und anschlieBender Immunprazipitation von FLAG-RH2A konnte ein Protein mit einem
apparenten Molekulargewicht von 34,5 kDa, dass der Untereinheit FLAG-RH2A
entsprechen wirde, und sehr schwach ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht
von 39 kDa, dass dem Molekulargewicht von HA-RH2B entsprechen wirde, detektiert
werden. Bei Immunprazipitation von FLAG-RH2C nach Zugabe der Translationsansatze
von HA-RH2A und HA-RH2B konnte im Silbergel ein Protein mit dem entsprechenden
apparenten Molekulargewicht fir FLAG-RH2C von 19,5 kDa und fir HA-RH2B von 39 kDa
detektiert werden.

Wurde ausschlieBlich FLAG-RH2A oder FLAG-RH2C ohne Zugabe der anderen
translatierten Untereinheiten immunprazipitiert, konnten Proteine mit dem jeweiligen
apparenten Molekulargewicht und ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von
39 kDa, was der RH2B-Untereinheit entsprechen wurde, mittels Silberfarbung detektiert
werden. Eine Detektion von RH2A bzw. RH2C war ohne die vorherige Translation der
entsprechenden RNA nicht moglich.

Auffallig war dagegen ein Protein mit einem apparenten Molekulargewicht von ~ 25 kDa,
das immunprazipitiert wurde, wenn zuvor die RH2C-Untereinheit unabhangig von einem
der tags translatiert wurde.

Es kann zusammengefasst werden, dass im Fall einer Imnmunprazipitation von FLAG-RH2A
nur die Untereinheit RH2B, nicht aber die Untereinheit RH2C detektiert werden konnte,
obwonhl keine direkte Interaktion zwischen den Untereinheiten RH2A und RH2B stattfindet.
Bei Immunprazipitation von FLAG-RH2C konnte nur die Untereinheit RH2B, nicht aber die
Untereinheit RH2A detektiert werden.
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Abbildung 4.17: Nachweis der immunprazipitierten RNase H2 mit anschlieBendem RNase H-Assay.

Die mit einem FLAG- (F-) oder HA-tag (HA) versehenen RNase H2-Untereinheiten (UE) A, B, und C wurden im
BYL translatiert und mittels Western Blot unter Verwendung eines anti-FLAG- (A) bzw. anti-HA-Antikorpers (B)
nachgewiesen. Die Untereinheiten wurden ihrem apparenten Molekulargewicht entsprechend bei ca. 35 kDa
(RH2A), 39 kDa (RH2B) und 19 kDa (RH2C) mit einem Stern markiert. (C) Immunprazipitation der FLAG-RH2A
oder FLAG-RH2C mittels FLAG-Epitop und Co-Immunpréazipitation der mit einem HA-tag versehenen, in-vitro-
translatierten Untereinheiten oder der im BYL vorhandenen Untereinheiten mit nachfolgendem Nachweis mittels
PAGE und Silberfarbung. (D) ASO-abhangige tfarget-Spaltung (DsRiD17, D9RaD1s, R10D17) durch die
immunprazipitierte RNase H2. Als Kontrollen dienten ein RNase H-Assay mit BYL ohne vorherige Translation
der entsprechenden RNA einer RNase H2-Untereinheit und ein Ansatz ohne Zugabe des ASOs zur eluierten
RNase H2. Als ASO wurde das zuvor beschriebene 27 nt lange DNA-Oligonukleotid verwendet. Die Analyse
der RNA erfolgte durch denaturierende PAGE und Autoradiographie. Die Spaltfragmente sind jeweils mit
Sternen gekennzeichnet und endsprechen der GréRRe von 9 nt.

Zur Uberprifung der Aktivitat der N. benthamiana-RNase H2 wurden die Eluate der
Immunprazipitation auf ASO-abhangige target-Spaltung getestet. Anstelle des BYLs wurde
der RNase H-Assay in TR-Puffer durchgefiihrt, um die Hintergrundaktivitat der im BYL
vorhandenen RNase H zu vermeiden. Als farget-RNA dienten die zuvor verwendeten
Oligonukleotide mit einem (DgR1D17) und mit vier (DgRsD14) Ribonukleotiden sowie das
(R10D17).
Phosphorylierung endstandig mit 32P-markiert und mit dem 27 nt langen ASO als Gemisch

target, das einem Okazaki-Fragment &ahnelt Diese wurden mittels

zum RNase H-Assay hinzugefligt. Zum Vergleich der entstehenden Spaltfragmente erfolgte

die Durchflihrung eines RNase H-Assays im BYL (siehe 3.2.6). Als Kontrolle diente eine
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Immunprazipitation, bei der zuvor keine Translation einer RNase H2-Untereinheit erfolgte,
sowie ein Ansatz mit immunprazipitierter FLAG-RH2A, in dem das target ohne ASO
hinzugeflgt wurde.

Nach Zugabe des targets mit nur einem Ribonukleotid (DgR1D17) entstand ausschlieflich
mit den Eluaten, in deren Translationsansatzen eine oder alle drei Untereinheiten
translatiert wurden, das gleiche Spaltfragment wie nach einem RNase H-Assay im BYL.
Dieses Spaltfragment hatte eine Gréf3e von 9 nt und resultierte somit aus einer Hydrolyse
5-seitig des einzelnen Ribonukleotids. Im Fall des targets mit vier Ribonukleotiden
(DgRsD14) konnte keine Spaltung nach Immunprazipitation der RNase H2-Untereinheiten
detektiert werden. Dieses Ergebnis unterscheidet sich zu dem des RNase H-Assays im
BYL, bei dem die Hydrolyse des targets vier Spaltfragmente der Groflen 9, 10, 11 und 12 nt
generierte. Im Fall der Spaltung des Okazaki-ahnlichen Fragments (RioD+7) unter
Verwendung der immunprazipitierten RNase H2-Unterheinheiten konnte ein Spaltfragment
der Gréle 9 nt detektiert werden, dass aus einer Spaltung 5-seitig des letzten
Ribonukleotids resultiert. Bei der Spaltung des Okazaki-ahnlichen Fragments mit dem BYL
konnte, entgegen den vorherigen Ergebnissen (siehe 4.2.10), bei dem zwei Spaltfragmente
der GroRen 8 und 9 nt detektiert werden konnten, nur ein Fragment von 8 nt detektiert
werden. Somit unterscheiden sich die Ergebnisse der Spaltung der RNase H2 zu den

beiden Ergebnissen der Spaltung im BYL.

4.2.12 Die im BYL vorliegende RNase H-Aktivitat schneidet auch das TBSV-Genom

Durch die Immunprazipitation konnte eine Aktivitat der N. benthamiana-RNase H2 gezeigt
werden. Aus den vorherigen Experimenten ist auch das Vorhandensein einer RNase H1-
Aktivitat im BYL denkbar. Es sollte daher Uberprtift werden, ob ASOs im Zusammenhang
mit der RNase H im BYL die endonukleolytische Hydrolyse der TBSV-farget-RNA
induzieren kdnnen, um potenziell weitere Nukleinsaure-basierte Schutzmallnahmen gegen
Pflanzenviren zu entwickeln. Die |dentifizierung effizienter vsiRNAs (esiRNAs) von TBSV
durch Gago-Zachert et al. bietet dafur eine Grundlage. Es wurde gezeigt, dass mit den
vsiRNAs 179, 209, 3243 oder 3039 (die Nummer der siRNA beschreibt die Position
innerhalb der Nukleotidsequenz der (+) -Strang TBSV-RNA, zu der das 5-Nukleotid des
guide-Strangs komplementar ist) programmiertes AGO1/2 eine Spaltung der TBSV-target-
RNA induziert und diese inaktiviert. In planta konnte so ein Schutz gegen eine TBSV-
Infektion generiert werden. Im Gegensatz dazu induzierte mit den vsiRNAs 3701 und 3722
beladenes AGO1/2 keine Hydrolyse der TBSV-target-RNA und auch keinen Schutz gegen
eine TBSV-Infektion. Somit wurde gezeigt, dass die TBSV-target-RNA an bestimmten
target-Sequenzen zuganglich bzw. unzuganglich flir den RISC ist (Gago-Zachert et al.
2019).
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Es sollte in vitro getestet werden, ob ASOs, deren Sequenz dem guide strand der vsiRNAs
179, 209, 3243, 3701, 3722 und 3039 entsprechen, in der Lage sind, eine Hydrolyse des
TBSV-Genoms zu induzieren und sich somit die Zuganglichkeit der target-RNA fir den
RISC gleichermalen fir RNase H verhalt. Es sollten auflerdem zwei Varianten des ASOs
209 mit den 5-Nukleotiden A und T (bezeichnet als 209T) getestet werden, um die
nachfolgenden Ergebnisse mit den Ergebnissen der AGO1- bzw. AGO2-spezifischen
vsiRNAs 209U bzw. 209A zu vergleichen. Die ASOs wurden unter
Translationsbedingungen, aber ohne Zugabe von AGO-mRNA inkubiert. Es erfolgte die
Zugabe der mit *P-markierten TBSV-target-RNA und die Durchfiihrung des RNase H-
Assays (siehe 3.2.6).

179 209 3243 3701 3722 3939 209T ASO(nt)

<« TBSV-target-RNA

- he-

Abbildung 4.18: ASOs, deren Sequenzen dem guide strand effizienter vsiRNAs entsprechen, induzieren
eine Spaltung der TBSV-target-RNA in vitro.

Die ASOs 179, 209, 3243, 3701, 3722, 3039 und 209T wurden im BYL fir 2,5 h inkubiert. Anschlielend wurde
die radioaktiv-markierte TBSV-target-RNA hinzugefligt und inkubiert. Die aufgereinigte RNA wurde mittels
denaturierendem Agarose-Gel aufgetrennt und durch Autoradiographie detektiert. Als Negativkontrolle diente
ein Ansatz ohne ASO. Spaltfragmente sind jeweils mit einem Stern markiert.

In Abbildung 4.18 ist zu sehen, dass die ASOs, deren Sequenz dem guide strand der
effizienten vsiRNAs 179, 209, 209, 209U und 3939 entsprachen, eine Spaltung induzierten.
Demgegenuber wurde durch das ASO, dessen Sequenz dem guide strand der effizienten
vsiRNA 3243 entsprach, keine Spaltung induziert. Die ASOs 3701 und 3722 induzierten
analog der vsiRNA 3701 und 3722 keine Hydrolyse der TBSV-target-RNA. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass RISC und RNase H wie zuvor beschrieben nach dem

gleichen Prinzip agieren, welches stark von der Struktur der target-RNA bestimmt wird.
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4.2.13 ASOs konnen die Pflanze vor einer Virus-Infektion schiitzen

Es konnte in vitro gezeigt werden, dass ASOs auf dem TBSV-Genom aktiv werden. Nun
sollte Uberpruft werden, ob ASOs eine protektive Wirkung in der Pflanze erzeugen. Nowak
et al. verwendeten ASOs gegen eine TMV-Infektion. Allerdings fihrten hier nur 21 nt lange
dsDNA und ~470 bp dsDNA, nicht jedoch ssDNA zum Schutz der N. tabacum-Pflanze
gegen TMV (Nowak et al. 2009). Aus diesem Grund sollten auch dsDNAs auf eine
protektive Wirkung untersucht werden.

Es wurde das 21 nt lange ASO, dessen Sequenz dem guide strand der effizienten
vsiRNA 209 mit einem 5°-U oder -A entspricht und der ineffizienten vsiRNAs 3701 und 3722
entsprechen, verwendet. Aulerdem wurde die protektive Wirkung einer 21 nt langen
siDNA, die dem Duplex der vsiRNA209 entspricht, inklusive 3'-Uberhdngen von 2 nt,
untersucht. Durch dieses experimentelle Vorgehen sollten die Ergebnisse von Nowak et al.
und die hier beschriebenen in-vitro-Ergebnisse verifiziert werden, bei denen nur die
einzelstrangige DNA und nicht der DNA-Duplex, der der siRNA entspricht, eine Hydrolyse
der target-RNA induziert. Als Positivkontrolle diente die effiziente vsiRNA 209 mit einem
5-U oder 5'-A. Als Negativkontrollen diente jenes ASOs, deren Sequenz dem guide strand
der gf698-siRNA entspricht oder die dem gf698-siRNA-Duplex analoge siDNA. Die
N. benthamiana-Pflanzen wurden mit der TBSV-RNA und dem ASO oder der siDNA als
Gemisch mittels Siliciumcarbid mechanisch co-inokuliert (siehe 3.1.3.2). Die Pflanzen
wurden Uber einen Zeitraum von 21 Tagen auf Symptome der TBSV-Infektion beobachtet.
Die in Abbildung 4.19 aufgefihrten Ergebnisse stammen aus 2-4 unabhangigen
Experimenten und der angegebenen Anzahl (n) von Pflanzen. Pro Experiment wurden
prinzipiell 6 Pflanzen verwendet. Die Anwendung des unspezifischen gf698-ASOs und der
gf698-siDNA verhinderte die TBSV-Infektion nicht, wie am Ausbleiben des
Pflanzenwachstums erkannt wurde. Lediglich 4 bzw. 10 % der Pflanzen, die mit dem gf689-
ASO mit einem 5°-T bzw. einem 5°‘-A behandelt wurden, zeigten keine Symptome. 97 bzw.
100 % der Pflanzen blieben symptomfrei, wenn sie zuvor mit der siRNA 209 mit einem 5'-
U bzw. mit einem 5-A behandelt wurden. Pflanzen, die mit den ASOs 209T bzw. 209A
behandelt wurden, blieben zu 78 bzw. 63 % symptomfrei. Die in vitro ineffizienten ASOs
3701 und 3722 erzeugten keine protektive Wirkung. Lediglich 8 % der damit behandelten
Pflanzen zeigten, vergleichbar mit der gf698-Kontrolle, keine Symptome. Pflanzen, die mit
der siDNA 209 behandelt wurden, zeigten ebenfalls zu 8 % keine Symptome.

Somit konnte mit den ASO 209T und 209A eine protektive Wirkung generiert werden. Mit
der siDNA 209, die der siRNA 209 in ihrer Struktur entsprach und bei der durch die
Untersuchungen von Nowak et al. eine AGO-induzierte Wirkung erwartet wurde, konnte

keine protektive Wirkung generiert werden.
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Abbildung 4.19: Die in vitro effizienten ASOs 209A oder 209T schiitzen Pflanzen vor einer TBSV-
Infektion.

(A) Vergleich von N. benthamiana-Pflanzen, die mechanisch mit TBSV (5 oder 10 ng) und mit der Kontrolle
gf698-siDNA oder der siDNA 209 (400 pmol), die der vsiRNA 209 entspricht, behandelt wurden, 7 Tage nach
Inokulation (days post inoculation, dpi). (B) Vergleich von N. benthamiana-Pflanzen, die mechanisch mit TBSV
(5 oder 10 ng) und mit der Kontrolle gf698-ASO oder dem ASO 209A (900 pmol), das dem guide strand der
effizienten vsiRNA 209A entspricht, behandelt wurden, nach 21 dpi. (C) Zusammenfassung der protektiven
Wirkung verschiedener siRNAs, ASOs und siDNAs im Vergleich zu unspezischen Kontroll-Nukleinsduren. Die
Gesamtzahl der Pflanzen (n) ist in der Abbildung angegeben.
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4.2.14 In-vitro-Spaltaktivitat modifizierter ASOs im BYL

Es konnte gezeigt werden, dass mittels ASO eine protektive Wirkung gegen eine Infektion
durch TBSV generiert werden kann. Dieser Effekt sollte durch Einsatz modifizierter ASOs
verbessert werden, vor allem hinsichtlich der Zeitdauer der Wirkung. Es sind verschiedene
Modifikationen von DNA-Oligonukleotiden beschrieben. Die 2‘-O-Methoxyethyl (MOE)- und
2’-O-Methyl (OMe)-Modifikation erhoéht die Endo- und Exonukleaseresistenz, aulRerdem
liegt eine stabilere Duplex-Struktur vor. Allerdings reduziert diese Modifikationen die
Bindung von RNase H an den Heteroduplex (Prakash und Bhat 2007). Die locked nucleic
acid (LNA)-Modifikation bewirkt eine hdhere Bindungsaffinitat zum target und entsprechend
modifizierte ASOs induzieren eine bessere Hydrolyse als ASOs mit anderen Modifikationen,
wie z.B. ASOs mit einer OMe-Modifikation (Kurreck et al. 2002). Die Phosphorothioat (PS)-
Modifikation beeinflusst die Hydrophobizitdt und damit die Permeation Uber die Lipid-
Zellmembran, die Proteinassoziation und die Nukleaseresistenz (Dowdy 2017; Iwamoto et
al. 2017). Zunachst wurden verschiedene Modifikationen auf ihre Spaltaktivitat und ihre
Stabilitat in vitro getestet.

Modifikationen der Ribose am 2’-Kohlenstoff lassen das Desoxyribonukleotid einem
Ribonukleotid ahnlicher werden. Aus diesem Grund wurden im Fall der MOE- und OMe-
Modifikationen ausschlieRlich das erste und letzte (MOE2, OMe2) oder die zwei ersten und
zwei letzten Nukleotide (MOE4, OMe4) modifiziert, um die Bindung des Heteroduplex durch
RNase H nicht zu beeintrachtigen. Aus dem gleichen Grund wurden auch das 5°‘- und 3*-
Nukleotid im Fall der LNA-Modifikation modifiziert (LNA2). Es wurden zwei ASOs mit der
PS-Modifikation generiert. Einerseits wurde das Phosphatriickgrat zwischen dem ersten
und zweiten sowie dem vorletzten und letzten Nukleotid modifiziert (PS2), andererseits im
gesamten Ruckgrat (PS20). Die Sequenz der modifizierten ASOs entsprach der Sequenz
des guide strand der effizienten vsiRNA 209 oder der ineffizienten vsiRNA 3701 als
Kontrolle. Die modifizierten Oligonukleotide wurden unter Translationsbedingungen im BYL
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der mit 3>P-markierten TBSV-target-RNA und
die Durchfiihrung des RNase H-Assays (siehe 3.2.6).
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Abbildung 4.20: Auswirkung von Nukleotidmodifikationen auf die ASO-vermittelte Hydrolyse der TBSV-
target-RNA.

(A) Modifizierte ASOs, deren Sequenzen dem guide strand der effizienten vsiRNA 209 bzw. der ineffizienten
vsiRNA 3701 entsprachen, wurden nach Inkubation im BYL auf die Spaltung der radioaktiv markierten TBSV-
target-RNA getestet. Die aufgereinigte RNA wurde mittels denaturierendem Agarose-Gel aufgetrennt. (B) Die
Hydrolyse des TBSV-Fragments A (TBSV-A) wurde nach Zugabe des target-RNA/ASO-Gemischs untersucht.
Die aufgereinigte RNA wurde mittels denaturierender PAGE aufgetrennt. Die Detektion der Spaltfragmente
erfolgte mittels Autoradiographie. Sternchen oder Pfeile markieren jeweils die Hohe der durch das ASO 209
generierten Spaltfragmente.

In Abbildung 4.20A ist zu sehen, dass die TBSV-target-RNA unter Verwendung des
ASOs 209 mit allen Modifikationen hydrolysiert wurde. Im Fall der ASOs mit der MOE4-,
LNA2- und PS2-Modifikation war die Signalintensitat der nicht gespaltenen TBSV-target-
RNA schwacher als mit der MOE2-, OMe2-, OMe4- und PS20-Modifikation, wodurch von
einer starkeren Hydrolyseaktivitdt der RNase H ausgegangen werden kann. Die TBSV-
target-RNA wurde mit dem als Negativkontrolle eingesetzten ASO 3701 nicht hydrolysiert.
Es wurden weiterhin Versuche zum RNase H-Assay durchgeflihrt, in denen die target-RNA
mit den modifizierten ASOs vereint zum BYL zugegeben wurden, ohne dass vorher eine
Inkubation der modifizierten ASOs im BYL erfolgte. Hier erfolgte eine durch das ASO 3701
induzierte Spaltung (Daten nicht gezeigt). Dieses Ergebnis kann durch die Art der Zugabe
von ASO und target-RNA verursacht worden sein.

Zur weiteren Uberprifung der Spalteffizienz wurde das unterschiedlich modifizierte
ASO 209 mit dem *P-markierten TBSV-FragmentA als target getestet. Das
TBSV-Fragment A deckt die 5-terminale Region des TBSV-Genoms mit einer Gréf3e von
740 nt ab (Gago-Zachert et al. 2019; Wu et al. 2013). Eine Hydrolyse des
TBSV-Fragments A durch ASO 209 resultierte in ein 5’-Spaltfragment der GréRe ~190 nt

und in ein 3‘-Spaltfragment der Grofie ~ 550 nt. In diesem RNase H-Assay wurden die
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jeweiligen ASOs und die target-RNA als Gemisch hinzugefiigt. Unter diesen
experimentellen Bedingungen wurde eine ahnliche Signalintensitat der Spaltfragmente bei
den Proben, in denen die ASOs mit den Modifikationen MOE4, OMe2, OMe4, LNA2 und
PS2 eingesetzt wurden, detektiert. Daraus wurde geschlossen, dass die target-RNA mit
vergleichbarer Effizienz hydrolysiert wurde. Unter Verwendung des ASOs 209 mit der
PS20-Modifikation war die Signalintensitdt der target-RNA trotz detektierbarer
Spaltfragmente genauso stark wie die Signalintensitat des nicht gespaltenen targets, was
ein Hinweis auf eine Stabilisierung der target-RNA sein konnte.

In Abhangigkeit der unterschiedlich modifizierten ASOs konnte gezeigt werden, dass
RNase H die TBSV-target-RNA mit unterschiedlicher Effizienz hydrolysiert.

4.2.15 Stabilitat modifizierter ASOs im BYL

Zur Generierung eines effektiven Schutzes gegen eine Virus-Infektion in der Pflanze sollte
das ASO vor der Virus-Infektion in der Zelle vorliegen und bis zur Infektion méglichst stabil
gegenuber Nukleasen sein. Die Stabilitat des unmodifizierten ASOs, der vsiRNA209 sowie
der modifizierten ASOs MOE4, LNA2, PS2, PS20 mit der Sequenz des guide strands der
vsiRNA209 sollten daher im BYL Uberpriift werden. Dazu wurden diese endstandig mit 32P-
markiert und mit gleichen Pufferbedingungen wie in dem Assay zuvor (siehe 3.2.6), jedoch
ohne CPK, dass zur Unterstiitzung der Translationsreaktion im Assay hinzugefligt wurde,
inkubiert. Es wurde je eine Probe nach 0, 2, 4, 8 und 24 h genommen und die ASOs bzw.
siRNA mit einer denaturierende PAGE und Autoradiographie Uberprift. Aufgrund der
Intensitat der Signalstarke wurden Rickschlisse Uber die Stabilitdt bzw. den Abbau

geschlossen.
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Abbildung 4.21: Effekte der Nukleotidmodifikationen des ASOs auf die ASO-Stabilitat.

(A) siRNA, das unmodifizierte ASO und die verschiedenen modifizierten ASOs wurden im BYL fir 0, 2, 4, 8 und
24 h inkubiert und mittels 15 %iger denaturierende PAGE und Autoradiographie auf ihre Stabilitat Gberpruft. (B)
Quantifizierung der Signale aus (A) und zwei weiteren unabhangigen Experimenten mittels ImageQuant.
Angegeben ist der prozentuale Anteil des intakten ASOs Uber die Zeit von 0, 2, 4, 8 und 24 h als Mittelwert von
drei unabhangigen Experimenten inklusive Standardfehler des Mittelwerts (SEM).

Der Abbau der ASOs bzw. der siRNA ist in der Abbildung 4.21A gezeigt. Es erfolgte eine
Quantifizierung der Signale dreier unabhangiger Experimente mittels der Bildanalyse-
Software ImageQuant TL (GE Healthcare GmbH, USA) (Abbildung 4.21B). Es konnte nach
24 h Inkubation ein Signal flr die markierte siRNA im Gel detektiert werden, das nach
Quantifizierung des Signals einer relativen Menge von 10 % entsprach. Fur das markierte
ASO ohne Modifikation konnte nach zwei Stunden Inkubation im BYL kein Signal mehr
detektiert werden. Ein Signal flr das markierte MOE4-modifizierte ASO konnte bis zu vier
Stunden detektiert werden. Die Detektion des markierten LNA2-modifzierten ASOs war
nach zwei Stunden nicht mehr méglich. Die markierten PS2- und PS20-modifzierten ASOs
konnten bis acht bzw. 24 Stunden detektiert werden. FUr das PS20-modifzierte ASO wurde
nach 24 h eine relative Menge von 48 % quantifiziert. Fir die modifizierten ASOs bzw.
siRNA ergab sich folgende Stabilitdtsrangfolge: PS20 > siRNA > PS2 > MOE4 > ASO
= LNA2.

4.2.16 Modifizierte ASOs kdnnen den Schutz vor TBSV-Infektionen verbessern

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass die Modifikationen der ASOs einen stabilisierenden
Effekt auf das ASO gegenlber Nukleasen haben. Aus diesem Grund sollten die ASOs mit
den zuvor verwendeten Modifikationen in vivo auf ihr Potenzial, die Pflanze vor einer TBSV-
Infektion zu schiitzen, untersucht werden. Es wurde die TBSV-RNA mit den verschiedenen
modifizierten ASOs vereint und mechanisch mittels Siliciumcarbid jeweils in zwei Blatter der
N. benthamiana-Pflanzen co-inokuliert (siehe 3.1.3.2). Die Pflanzen wurden 21 Tage lang

hinsichtlich der Ausbildung von Symptomen einer TBSV-Infektion beobachtet. Es konnte
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durch zwei unabhangige Experimente mit jeweils 6 Pflanzen gezeigt werden, dass alle
modifizierten ASOs das Potential haben, die Pflanze vor einer TBSV-Infektion zu schiitzen
(Abbildung 4.22).

Mit einer Ausnahme zeigten alle Pflanzen, die mit dem unspezifischen gf698-ASO
behandelt wurden, Symptome einer TBSV-Infektion. Von den Pflanzen, die mit dem
ASO 209 ohne Modifikation behandelt wurden, zeigten 58 % keine Symptome. Pflanzen,
die mit dem MOE4-modifizierten ASO behandelt wurden, blieben zu 92 % symptomfrei,
solche mit dem LNA2- und PS2-modifizierten ASO blieben zu 83 % und mit dem PS20-
modifizierten ASO zu 75 % symptomfrei (Abbildung 4.22). So kann nach diesen
Ergebnissen eine Rangfolge der verschiedenen Modifikationen fir eine Protektion der
Pflanzen wie folgt aufgestellt werden: MOE4 > LNA2 = PS2 > PS20 > ASO 209.
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Abbildung 4.22: ASO-Modifikationen verbessern den Schutz vor TBSV-Infektionen.

(A) Beispiele fir die mit den unterschiedlich modifizierten ASOs behandelten N. benthamiana-Pflanzen 21 dpi
nach der Infektion. (B) Zusammenfassung der protektiven Wirkung gegen TBSV, generiert durch die siRNA
oder das ASO 209 ohne bzw. mit den verschiedenen Modifikationen, im Vergleich zum gf698-Kontroll-ASO Uber
einen Zeitraum von 21 dpi. Die Pflanzen wurden mit 5 ng TBSV-RNA und 150 pmol siRNA oder 900 pmol ASO
mittels rub-in co-inokuliert. In zwei unabhéngigen Experimenten wurden je 6 Pflanzen fir jede Behandlung
verwendet.
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Fir eine Anwendung von ASOs in der Pflanze sollte Uberprift werden, ob die ASOs nur
einen Pflanzenschutz generieren, wenn sie gleichzeitig mit der TBSV-RNA mechanisch
mittels Siliciumcarbid inokuliert werden, oder ob bei einer zeitlichen Trennung zwischen
ASO- und TBSV-RNA-Inokulation ebenfalls eine protektive Wirkung erzielt werden kann.
Dazu wurden zunéachst die ASOs mit den verschiedenen Modifikationen MOE4, LNA2, PS2
und PS20 bzw. das ASO ohne Modifikation in je 6 Pflanzen mittels rub-in inokuliert und das
Inokulum auf den Blattern fir 3 min trocknen lassen. Anschlief3end erfolgte die Inokulation
der TBSV-RNA. Die Pflanzen wurden 21 Tage lang hinsichtlich der Ausbildung von
Symptomen einer TBSV-Infektion beobachtet.

In zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils 6 Pflanzen konnte gezeigt werden, dass
alle modifizierten ASOs das Potential haben, die Pflanze vor einer TBSV-Infektion zu
schitzen (Abbildung 4.23). Es fiel auf, dass der Schutz durch die ASOs im Falle eines
zeitlichen Versatzes schlechter war als bei der Co-Inokulation. Die Pflanzen, die mit dem
unspezifischen gf698-ASO behandelt wurden, zeigten mit einer Ausnahme alle die
typischen Symptome einer TBSV-Infektion. 33 % der Pflanzen, die mit dem ASO 209 ohne
Modifikation behandelt worden waren, blieben symptomfrei. Pflanzen, die mit dem MOE4-
modifizierten ASO behandelt worden waren, blieben zu 50 % symptomfrei, diejenigen mit
dem LNA-modifizierten ASO blieben zu 33 %, mit dem PS2-modifizierten ASO zu 58 % und
mit dem PS20-modifizierten ASO zu 42 % symptomfrei (Abbildung 4.22). Bis auf die LNA-
Modifikation konnte durch die Modifikation des Oligonukleotids ein besserer Schutz
generiert werden als ohne Modifikation. So kann nach diesen Ergebnissen eine Rangfolge
der verschiedenen Modifikationen fir eine Protektion der Pflanzen wie folgt aufgestellt
werden: PS2 > MOE4 > PS20 > LNA = ASO 209.
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Abbildung 4.23: ASO-Behandlung der Pflanzen vor der Inokulation von TBSV-RNA schiitzt vor einer
Infektion.

(A) Beispiele fir die mit den unterschiedlich modifizierten ASOs behandelten N. benthamiana-Pflanzen 14 dpi
nach der Infektion. (B) Zusammenfassung der protektiven Wirkung gegen TBSV, generiert durch die siRNA
oder das ASO 209 ohne bzw. mit verschiedenen Modifikationen, im Vergleich zum gf698-Kontroll-ASO Uber
einen Zeitraum von 21 dpi. Zuerst wurden die Pflanzen mit 150 pmol siRNA oder 900 pmol ASO mittels rub-in
behandelt. 3 min spater erfolgte die Inokulation von 5 ng TBSV-RNA mittels rub-in. In zwei unabhangigen
Experimenten wurden je 6 Pflanzen flr jede Behandlung verwendet.
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5 Diskussion

Der Schutz von Pflanzen vor Viren hat eine starke wirtschaftliche Bedeutung. Allerdings
gestaltet sich dieser aufgrund der Vielzahl verschiedener Ubertragungswege und der hohen
Anpassungsfahigkeit der Viren an Umweltfaktoren auferst schwierig. Aus diesem Grund
war die Erforschung der pflanzlichen Immunantwort und die Etablierung eines

umweltfreundlichen und zuverlassigen Pflanzenschutzmittels Ziel dieser Arbeit.

5.1 ldentifizierung von RISC-Faktoren

5.1.1 Co-Immunprazipitation von potenziellen AGO-Interaktionspartnern

Die Identifizierung von bisher unbekannten AGO-Interaktionspartnern sollte ein besseres
Verstandnis der Funktion des RISC und damit der Immunantwort der Pflanze gegeniber
Viren ermdglichen. Das BYL-System eignet sich zur Identifizierung von an der
Assemblierung und der Aktivitdt des RISC beteiligten Faktoren (Iki et al. 2012). Zunachst
konnten in der FLAG-AGO1-, AGO1-, FLAG-AGO2- und AGO2-Probe co-
immunprazipitierte Proteine erfolgreich durch SDS-PAGE mit anschlieRender Silberfarbung
detektiert werden (siehe Abschnitt 4.1.1). Die Proben, in denen die AGO-Proteine ohne
FLAG-tag translatiert wurden, dienten als Negativkontrolle. Die in diesen Proben
detektierten Proteine sind wahrscheinlich an das Anti-FLAG M2 affinity gel unspezifisch
bindende Proteine. Aufgrund der stringenten Bedingungen des Waschschritts mit einer
NaCl-Konzentration von 300 mM ist davon auszugehen, dass unspezifisch-bindende
Proteine entfernt und spezifisch-bindende Proteine erfolgreich angereichert wurden. Die
Verwendung eines Waschpuffers mit einer geringeren NaCl-Konzentration hatte
maoglicherweise dafir gesorgt, dass auch schwache Interaktionspartner detektierbar
gewesen waren.

Die Proteine der IP-Proben konnten mittels MS erfolgreich identifiziert werden (Abschnitt
4.1.2). Durch die identifizierten Proteine in der Negativkontrolle konnten unspezifisch-
bindende Proteine in den IP-Proben erkannt werden. Diese wurden bei der Auswertung der
Daten der Proben FLAG-AGO1 und FLAG-AGO2 daher nicht beachtet. Die identifizierten
Kandidaten in den Proben FLAG-AGO1 und FLAG-AGO2 koénnten aufgrund der
ausgewahlten Methode der Immunprazipitation direkte oder indirekte Interaktionspartner
sein. Des Weiteren ist es moglich, dass eine indirekte Interaktion Uber die eingesetzte
siRNA stattfindet. Die IP in dieser Arbeit wurde ohne cross-links und ohne ATP-Analogon
durchgefiihrt. Beide Methoden helfen zur Identifizierung von schwachen bzw. transient
bindenden Interaktionspartnern. Ein cross-link wirde die Interaktionspartner, die nur

temporar an das AGO-Protein binden, den ganzen Immunprazipitationsprozess mit diesem
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verknupfen (Kluger und Alagic 2004). Dadurch wirden die schwachen Interaktionspartner
auch unter stringenten Bedingungen des Waschschritts nachgewiesen werden kénnen.
ATP wird bei der RISC-Assemblierung durch HSP90 hydrolysiert. Um diese Hydrolyse zu
verlangsamen, kann das ATP-Analogon ATPyS verwendet werden und die
Interaktionspartner, welche mit dem HSP90-AGO-Komplex assoziieren, waren langer an
das AGO-Protein gebunden. Somit wirde die Chance erhdoht werden, Kandidaten zu
identifizieren, die an dem Aufbau des RISC beteiligt sind (Iki et al. 2012).

Es wurden Kandidaten aufgrund der Anreicherung durch die IP und ihrer in der Literatur
beschriebenen Funktion aus den MS-Datensatzen ausgewahlt (Abschnitt 4.1.3). Die
Kriterien eines potenziellen AGO-Interaktionspartners waren eine RNA-bindende
Eigenschaft, eine zum AGO-Protein entsprechende Lokalisation oder eine Funktion, die im
Zusammenhang mit dem RISC stehen kann, wie z.B. die Faltung von Proteinen oder das
Auflésen von RNA-sekundar-Strukturen.

Untersucht wurden entsprechend die Kandidaten NbZFP, NbEIF4A, NtEF1A, NtCpn60,
NtPAB und NtAKIP-like (Abschnitt 4.1.5). Bei dem Kandidaten NtPAB war eine Translation
im BYL nur in einer geringen Menge modglich. Die Kandidaten NtEF1A und N{Cpn60
konnten nicht detektiert werden. Die fehlende Detektion im Western Blot nach In-vitro-
Translation konnte unterschiedliche Ursachen haben. Eine Ursache konnte sein, dass die
Proteine eine geringe Stabilitdt in dem cytoplasmatischen Extrakt BYL aufweisen. Eine
andere Ursache konnte die fehlende Zuganglichkeit des tags durch den Antikoérper sein, da
dieser durch das Protein selbst maskiert ist. Ein Linker zwischen Protein und tag konnte
das Maskieren des tags durch das Protein verhindern. Eine andere Mdglichkeit ware, einen
anderen fag zu verwenden oder das Protein massenspektrometrisch nachzuweisen. Die
Translation der Kandidatenproteine in einem In-vivo-System kénnte eine alternative
Methode zur In-vitro-Translation im BYL darstellen. AnschlieRend kdnnte die Interaktion mit
den aufgereinigten Proteinen im BYL untersucht werden. Alternativ kdnnten beide
Interaktionspartner, also sowohl das Kandidatenprotein als auch das AGO-Protein, in vivo
synthetisiert und In-vivo-Interaktionsstudien durchgefiihrt werden. Ein Beispiel ist die Split-
YFP-Methode, bei der aufgrund einer Interaktion der fluoreszierende Komplex
wiederhergestellt wird und als Nachweis flir eine Interaktion in der Pflanze dient. Damit
konnte Uberprift werden, ob das Kandidatenprotein in der Pflanze mit AGO1 interagiert.
Die Detektion von Proteinen im Western Blot mittels Antikorper ist im Vergleich zur MS
weniger sensitiv. Um das Protein nach IP im Western Blot detektieren zu konnen, muss es
in ausreichender Konzentration vorliegen. Fur die Positivkontrolle war es notwendig, die
Bedingungen des Waschschritts anzupassen, um das Protein nach Immunprazipitation im

Western Blot detektieren zu kdnnen. Unter diesen Bedingungen konnte interessanterweise
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beobachtet werden, dass eine Co-IP mit den im BYL translatierten und einem Myc-tag
versehenen Kandidaten NbZFP, NbEIF4A und N{AKIP-like mdglich war (siehe Abbildung
4.2). Da die IP in diesen Studien mit ausreichend stringenten und die IP, deren Proben fir
die MS verwendet wurde, mit stringenteren Bedingungen des Waschschritts durchgefuhrt
wurde, deutet dies darauf hin, dass die Interaktion der Kandidaten mit AGO1 eine

spezifische Interaktion darstellt.

Wie zuvor beschrieben Idsst die Funktion der Kandidaten eine Interaktion mit AGO1
vermuten. Eine potenzielle Funktion des A. thaliana-Tandem-Zink-Finger-Proteins im
Zusammenhang mit RISC kénnte aufgrund der Eigenschaft, dass es zwischen Zellkern und
Cytoplasma wechselt und an Nukleinsduren bindet, vermutet werden. Des Weiteren
lokalisiert dieses Protein in processing bodies, in denen mRNAs abgebaut werden
(Pomeranz et al. 2010). Auch AGO-Proteine lokalisieren in processing bodies, wodurch
eine Wechselwirkung mit einem Zink-Finger-Protein vermutet werden kdénnte (Sonenberg
und Hinnebusch 2009). Aufgrund der mittels Co-Immunprazipitation gezeigten Interaktion
mit FLAG-AGO1 und der Identifizierung mit drei proteotypischen Peptiden befindet sich
dieses Protein nach erneuter Auswertung der Rohdaten noch unter den potenziellen
Kandidaten als Bestandteil des RISC.

Eine Funktion der RNA-Helicase elF4A im RISC koénnte aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Auflésung von Sekundarstrukturen von mRNA vor der Translation, z.B. einer target-RNA
des RISC, vermutet werden. Des Weiteren ist im humanen System beschrieben, dass Ago2
miRNA-abhangig an die Cap-Struktur einer entsprechenden mRNA bindet (Kiriakidou et al.
2007). Dadurch kénnte eine Interaktion zwischen AGO und der Helikase (elF4A) zustande
kommen. Auch fur den Translationsinitiationsfaktor elF1A konnte eine Interaktion mit Ago2
und dadurch eine Funktion im RISC gezeigt werden (Yi et al. 2015). Eine Interaktion ist
auch im pflanzlichen System mdglich, da eine translationsreprimierende Wirkung von AGO
gut untersucht ist. Die Inhibition der Translation erfolgt Gber Blockierung der Ribosomen
durch die miRNA-abhangige Bindung des AGOs an die target-RNA (Carbonell 2017).
Aufgrund seiner funktionellen Eigenschaften ist elF4A ein interessanter Kandidat, auch
wenn dieser im Rahmen dieser Arbeit nur mit einem proteotypischen Peptid und daher mit
einer geringen Quantitat vertreten war.

Aufgrund der zuvor erwahnten translationsreprimierenden Wirkung von AGO ware auch der
mit FLAG-AGO1 co-immunprazipitierte Kandidat NtEF1 von Interesse, der eine Rolle bei
der Translation spielt. So ist als Modell denkbar, dass durch die Interaktion von NfEF1 mit
AGO/RISC die Elongation der Translation inhibiert wird. Da die In-vitro-Translation des
Kandidaten NtEF1a im BYL wie zuvor erwahnt nicht erfolgreich war, konnte die Interaktion
zwischen FLAG-AGO1 und NtEF1a mit dieser Methode jedoch nicht untersucht werden.
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Auch bei dem Kandidaten NtCpn60 war eine Translation im BYL nicht méglich. Chaperone
fordern die Faltung von Proteinen. So ist die Chaperon-vermittelte Beladung des RISC
durch die HSP70/HSP90-Maschinerie im tierischen und im pflanzlichen System gut
untersucht (Iki et al. 2010; Iwasaki et al. 2010). Die Beteiligung weiterer Chaperone an der
Beladung oder Rekrutierung des RISC ist nicht abwegig. Méglicherweise handelt es sich
bei dem Kandidaten NtCpn60 in den MS-Daten um einen indirekten Interaktionspartner von
AGO, da eine Interaktion mit HSP70 aus Kiirbis-Chloroplasten bekannt ist (Tsugeki und
Nishimura 1993).

Der Kandidat NtPAB mit einem RNA-recognition motif kdnnte aufgrund seiner RNA-
bindenden Eigenschaft als Interaktionspartner von AGO in Frage kommen. Das
Arabidopsis-Homolog Poly(A)-bindende Protein (AT4G34110.1) interagiert mit an der
Translation beteiligten Faktoren wie z.B. dem elF4G, wodurch eine Interaktion mit AGO
ebenfalls moglich ware (Gallie 2018). Dieser Kandidat konnte allerdings nur mit geringer
Ausbeute im BYL translatiert werden und wurde vermutlich aus diesem Grund nicht nach
Co-Immunprazipitation mittels Western Blot als Interaktionspartner von FLAG-AGO1
detektiert. Moglicherweise liegt in diesem Fall ebenfalls eine indirekte Interaktion vor und
die Detektion im Western Blot ist nicht ausreichend sensitiv.

Der Kandidat NtAKIP-like wurde von Dr. Jana Schuck nach Immunprazipitation von FLAG-
AGO1 mittels MS identifiziert. Nach Translation im BYL konnte er erfolgreich mit FLAG-
AGO1 co-immunprazipitiert werden. Dieser kam daher aufgrund seiner Funktion im RNA-
Metabolismus und ABA-Signalweg als Interaktionspartner in Betracht. Allerdings wurden
die Funktion und Lokalisation von AKIP-/ike bisher nur in guard-Zellen untersucht, wodurch

eine Funktion im RNAI infrage gestellt werden musste (Li et al. 2002).

Zwei Moglichkeiten des Einflusses der Kandidaten auf die Spaltaktivitat sind denkbar.
Einerseits konnte der Kandidat einen Einfluss auf die Beladung von NtAGO1 mit der siRNA
haben. Andererseits konnte die Aktivitat des programmierten RISC beeinflusst sein.

Die drei Kandidaten NbZFP, NbEIF4A und NtAKIP-like zeigten, anders als von Iki et al. fir
CYP40 nachgewiesen (lki et al. 2012), keinen Einfluss auf die Effizienz der Hydrolyse
katalysiert durch AGO1 (siehe Abbildung 4.3). Dabei spielte es keine Rolle, ob die siRNA
vor oder nach der AGO1-Translation hinzugefligt wurde. CYP40 wurde als Positivkontrolle
verwendet. Allerdings wurde mit CYP40 in dieser Arbeit kein Einfluss auf die RISC-Aktivitat
festgestellt. Aus diesem Grund ist es nicht eindeutig, inwiefern die Gbrigen Kandidaten
einen positiven Einfluss auf die Spaltaktivitat haben. Dieser fehlende Effekt von CYP40
konnte an einer zu hohen Menge der farget-RNA liegen. Eine Anpassung der
target-RNA-Menge konnte die Detektion eines Unterschieds in der Spalteffizienz

verbessern. Eine andere Moglichkeit ware die Anpassung der siRNA-Menge, obwohl auch
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bei einer siRNA-Konzentration von 5 nM kein Effekt einer CYP40-Zugabe auf die Effizienz
der Hydrolyse von AGO1 beobachtet wurde. Eine Anpassung des Assays, sodass CYP40
die Effizienz der Hydrolyse von AGO1 verbessert, wirde eine Aussage uber den Einfluss
der ausgewahlten Kandidaten auf die Effizienz der Hydrolyse von AGO1 bestarken.

Iki et al. haben den Einfluss von CYP40 auf die Beladung von AGO1 mit siRNA untersucht.
Sie konnten zeigen, dass CYP40 mit dem HSP90-AGO1-siRNA-Komplex interagiert und
die Beladung von AGO1 mit siRNA durch HSP90 unterstitzt. Dadurch hat CYP40 einen
indirekten Einfluss auf die Spaltaktivitat (Iki et al. 2012). Eine Funktion in der Beladung von
AGO1 ware dementsprechend eine weitere Moglichkeit, wie ein Faktor die RISC-Aktivitat

beeinflussen kénnte.

5.1.2 Ein Luciferase-Reporter-Assay zur Untersuchung der Beteiligung der potenziellen

RISC-Faktoren im RNA-silencing in N. benthamiana

Ein In-vivo-Reportersystem wurde erstellt, das in initialen Studien das Potenzial zeigte, den
Einfluss von Kandidatenproteinen auf das RNA-silencing zu untersuchen. Dieses System
ist eine Kombination aus dem silencing des Luciferase-Reporters und der Cas9-vermittelten
Mutagenese der potenziellen Kandidaten (siehe Abbildung 4.5). Der Einfluss des
Kandidaten auf das RNA-silencing kann Uber eine Veranderung der Firefly-Luciferase-
Aktivitdt gemessen werden. Voraussetzung ist das silencing des Reporters durch die von
Enrico Ehrhardt identifizierte, effiziente Luciferase-siRNA. In N. benthamiana konnte die
identifizierte siRNA als amiRNA und die codierende Sequenz der Luciferase vom selben
Plasmid nach Applikation der Agrobakterien transient co-exprimiert werden. Durch die
Messung einer geringen Luciferase-Aktivitat konnte der Effekt des silencing auf die
Luciferase nachgewiesen werden. Eine deutlich hdhere Luciferase-Aktivitat konnte
bestimmt werden, wenn der VSR p19 co-exprimiert wurde, um die siRNA zu binden und
somit ein silencing zu verhindern. P19 ist ein effektiver silencing-Suppressor. Es stellte sich
die Frage, inwiefern eine Cas9-dirigierte Kandidaten-Mutagenese eine ahnliche
supprimierende Wirkung auf das RNA-silencing haben kann. Aus diesem Grund wurden
unterschiedliche Varianten der Inokulation diskutiert, von denen auf zwei im Folgenden
naher eingegangen werden wird. AulRerdem soll diskutiert werden, wie die Auswahl der
sgRNA erfolgte, um eine effektive Cas9-dirigierte Mutagenese des RISC-Faktors zu

erzielen, und wie diese Mutagenese nachgewiesen werden kann.
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5.1.2.1 Unterschiedliche Ansatze zur Agrobakterien-vermittelten Inokulation der zwei
Konstrukte fur das Luciferase-Reportersystem und die CRISPR/Cas-vermittelte

Mutagenese

Der erste Versuch beinhaltete eine transgene Expression des GFP-Reportersystems. Das
silencing des GFP-Reportersystems war durch die Verwendung des 35S-Promotors fur die
Expression der GFP-spezifischen amiRNA sehr effektiv und konnte mittels Cas9-
vermittelter Kandidaten-Mutagenese nicht gestért werden. Der Aufbau des GFP-
Reportersystems und des Luciferase-Reportersystems unterscheidet sich ausschlielich in
den Reportern und der dazu passenden siRNA und nicht in den verwendeten Promotoren.
Aus diesem Grund wurde ein effektives silencing auch fir das Luciferase-Reportersystem
erwartet. Der transgene Ansatz eignete sich nicht, da das silencing des Reporters als
Transgen sehr effektiv war und die Cas9-vermittelte Kandidaten-Mutagenese dieses nicht

unterbrechen konnte. Aus diesem Grund wurde ein transienter Ansatz untersucht.

Der in dieser Arbeit beschriebene transiente Ansatz hat den Vorteil, dass die beiden
Systeme — das Luciferase-Reportersystem und das System der Cas9-vermittelten
Mutagenese — mittels Agrobakterium-vermittelter Transformation zeitversetzt angewendet
werden konnten. Es sollte gewahrleistet werden, dass zunachst mittels Cas9-vermittelter
Mutagenese ein Ausschalten des potenziellen RISC-Kandidaten stattfindet. Zur Expression
des Cas9-Konstrukts wurden zunachst 2-3 Tage nach Inokulation der Agrobakterien
veranschlagt (Wydro et al. 2006). Ein weiterer Zeitraum wurde bendétigt, in dem die Cas9-
vermittelte Mutagenese des Kandidatengens eine Auswirkung auf Proteinebene hat. Die
Auswirkung auf Proteinebene hangt von der Stabilitdt der entsprechenden mRNA, die noch
vor der Mutagenese generiert wurde, und von der Stabilitat des intakten Proteins ab. Die
Mutagenese wirkt sich erst aus, wenn das Protein von der entsprechenden mRNA, welche
die Mutation enthalt, synthetisiert wird. Solange gentigend intaktes Protein vorhanden ist,
kann auf Genebene eine Mutation vorliegen, ohne dass sich Auswirkungen zeigen. Der
AGO1-siRNA-Komplex hat eine Lebenspanne von 2—-3 Tagen (Csorba et al. 2010). Eine
Mutagenese in AGO1 wirde sich deshalb erst auswirken, wenn ein entsprechender Umsatz
von AGO bzw. RISC erfolgt ist. Dementsprechend wiirde es sich auch mit anderen
Kandidaten verhalten. Aufgrund der Cas9-Expression und der Auswirkung der Mutagenese
auf Proteinebene wurde fur den Abstand zwischen den Inokulationen ein Zeitraum von 5
Tagen gewahlt.

Nach der festgesetzten Zeitspanne von 5 Tagen wurde das Luciferase-Reportersystem
mittels Agrobakterium-vermittelter Transformation in die Pflanzenzelle integriert. Der
Zeitraum nach der zweiten Inokulation musste die Expression des Reportersystems und

das silencing der Luciferase beinhalten. In diesem Fall wurden ebenfalls 5 Tage gewahlt.
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Durch die Auswahl dieser beiden Zeitspannen konnte mit der Positivkontrolle eine
erfolgreiche Cas9-vermittelte Mutagenese von AGO1 und somit ein Ausschalten des
Luciferase-silencing, resultierend in einer erhéhten Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur
Kontrolle, detektiert werden. Mit diesem Ergebnis konnte die grundsatzliche

Verwendbarkeit des Systems gezeigt werden.

Ein Nachteil der =zeitversetzten Inokulation war die zweimalige Behandlung der
N. benthamiana-Blatter mit Agrobakterien und die aus der zweiten Inokulation resultierende
geringere Transformationseffizienz. Dieses Problem wurde durch die Expression der
Renilla-Luciferase, die als Transformationskontrolle diente, beobachtet. Wurden die
Agrobakterien, die das Reportersystem codierende Konstrukt enthielten, als erstes
inokuliert, war die Aktivitdt der Renilla-Luciferase deutlich hoher, als bei der zweiten
Agrobakterieninokulation. Aufgrund der unterschiedlich effizienten Transformation diente

die Renilla-Luciferase-Aktivitat zur Normalisierung der Firefly-Luciferase-Aktivitat.

5.1.2.2 Steigerung der Mutationsrate und das Dilemma der Allopolyploidie

Die durch Cas9 vermittelte Mutationsrate betragt in einem transienten Assay in
N. benthamiana lediglich 2 %, wahrend die Mutationsrate bei transgenen N. tabacum-
Pflanzen, welche die Gene Cas9 und sgRNA stabil exprimieren, > 80 % betragt (Gao et al.
2015; Nekrasov et al. 2013). Die unterschiedliche Mutationsrate vermittelt durch Cas9 ist
der Transformationsmethode geschuldet (Gao et al. 2015). Angesichts dieser ineffizienten
Mutationsrate sollten effiziente sgRNAs ausgewahlt werden. Zur Auswahl effizienter
sgRNAs diente die Software von Doench et al. (2014). Mittlerweile sind limitierende
Faktoren dieser Software bekannt, sodass die Auswahl der sgRNAs mdglicherweise nicht
optimal war. Limitierende Faktoren sind zum Beispiel, dass diese Algorithmen auf dem
spezifischen experimentellen Umfeld und den spezifischen Organismen beruhten und dass
unterschiedliche Methoden zur Abschatzung der Wirksamkeit verwendet wurden (Kaur et
al. 2016). Dadurch koénnten sich die Effizienz der ausgewahlten sgRNA in planta von der
vorherbestimmten Effizienz unterscheiden.

Zur Verbesserung der Mutationsrate wurden zwar acht verschiedene sgRNAs ausgewahlt
und deren codierende Sequenz wurde gleichzeitig in die Pflanze transformiert, allerdings
deckten nicht alle acht sgRNAs alle Homologe und Paraloge der Kandidatengene
gleichzeitig ab. Somit stellte das allopolyploide Genom von N. benthamiana einen weiteren
limitierenden Faktor dar. Wie in den Ergebnissen zu sehen ist, bewirkte die Mutagenese
von AGOT1 keine hohere Aktivitat der Firefly-Luciferase. Erst nach zusatzlicher Mutagenese
des Paralogs AGO1-2 konnte das silencing des Luciferase-Reporters aufgehoben werden

und eine hohere Detektion des Luciferase-Signals im Vergleich zur Kontrolle erfolgen (siehe
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Abbildung 4.6A). Vermutlich spielen beide AGO-Paraloge eine Rolle beim silencing, und
bei Mutagenese von AGO7 ubernahm das Paralog AGO7-2 die Rolle im silencing
vollstandig. Diese AGO1-2-Kontrolle zeigt, dass das Reportersystem wahrscheinlich
funktioniert, dass allerdings alle Paraloge und Homologe eine Mutation enthalten missen,
um das System effizient einsetzen zu kdnnen. Zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit des
Reportersystems wurde der Einfluss der Mutagenese in den Kontrollen CYP40 und TRN1
Uberprift. CYP40 ist an der Formierung des RISC beteiligt (Iki et al. 2012). TRN1 ist in der
miRNA-Assoziation an AGO1 involviert (Cui et al. 2016). Die Mutagenese der zwei Kontroll-
Kandidaten zeigte jedoch keinen Effekt auf das silencing der Luciferase. Resultierend lage
die Vermutung nahe, dass die beiden ausgewahlten Proteine im Vergleich zu AGO1 eine
weniger entscheidende Rolle in der Funktion des RISC spielen und dass deswegen deren
Mutagenese nicht zum Aufheben des silencing fihrt. Gegen diese Erklarung spricht jedoch,
dass die Arabidopsis-cyp40-Mutante sgn-1 den gleichen morphologischen Phanotyp
aufweist wie die Arabidopsis-ago1-Mutante (Earley und Poethig 2011). Eine alternative
Erklarung ware, dass durch die eingesetzten sgRNAs nicht alle Homologe und Paraloge
der beiden Gene ausreichend abgedeckt und infolgedessen nicht ausreichend mittels Cas9
mutagenisiert werden. Demzufolge kann keine Aussage uber die getesteten Kandidaten
aus der IP getroffen werden. Eine unzureichende Mutagenese der Kandidaten kann auch
in diesem Fall verantwortlich dafiir sein, dass kein Aufheben des silencing der Firefly-
Luciferase detektiert wurde. Aus diesen Uberlegungen lasst sich fir zukiinftige Arbeiten
ableiten, dass zunachst untersucht werden musste, welche Paraloge und Homologe der
Zielgene exprimiert sind, um folglich die fir diese Paraloge und Homologe spezifischen

sgRNAs auszuwahlen.

5.1.2.3 Detektion der Cas9-vermittelten Mutagenese

Im Folgenden soll diskutiert werden, wie die Cas9-vermittelte Mutagenese Uberprift werden
kann. Das Cas9-Protein schneidet zwar spezifisch drei Nukleotide stromaufwarts des PAM,
allerdings entstehen beim non-homologeous end joning (NHEJ) unterschiedliche
Insertionen bzw. Deletionen (Belhaj et al. 2013; Brooks et al. 2014). Somit entsteht bei der
transienten Agrobakterientransformation des Cas9-codierenden Konstrukts in jeder Zelle
ein unterschiedliches Mutationsereignis. Aus diesem Grund war es schwierig, die
Mutagenese der Kandidaten zu Uberprifen. Eine weitere Schwierigkeit bestand darin, die
Ebene, auf der die Mutagenese uberprift werden sollte, festzulegen. In dem
vorgenommenen Versuch konnte die Mutation nur auf der Ebene der genomischen DNA
Uberpruft werden, da keine negative Regulation auf Transkriptebene oder aber die
Abnahme der Proteinmenge nur mittels Western Blot nachzuweisen war. Auf

Transkriptebene kann es durch nonsense-mediated mRNA decay zu einer Verringerung
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der mMRNA-Menge kommen. Auf Proteinebene findet eine Veranderung der Proteinmenge
nur im Fall einer Deletion oder Insertion von ein bis zwei Nukleotiden statt, was in einen
frameshift und somit in der Regel in ein dysfunktionales Protein resultiert. Eine Uberpriifung
auf Proteinebene war in dieser Arbeit aufgrund der fehlenden Antikérper nicht durchfihrbar.
Zukunftige Studien sollten nach Verfugbarkeit der Antikdrper den Versuch wiederholen oder

es sollten Antikorper fur potenzielle Kandidaten abgeleitet werden.

In dieser Arbeit wurde die Mutagenese auf Transkriptebene Uberprift. Obwohl auf den
Einsatz der gleichen DNA-Menge in die PCR geachtet wurde, konnte tberraschenderweise
bei den meisten Uberpriften Kandidaten eine Abnahme der Signalstarke des PCR-
Fragments im Agarosegel detektiert werden (siehe Abbildung 4.6B). Dabei wurde die
Abnahme zwischen den Proben beobachtet, die mit jenen Konstrukten behandelt wurden,
welche die spezifisch an das Kandidatengen bindende Cas9 codieren, und denjenigen,
welche das unspezifisch an das mCh-Gen bindende Cas9 codieren. Dies kdnnte ein
weiterer Hinweis auf eine erfolgreiche Mutagenese der Kandidatengene sein. Die andere
Mdglichkeit fur die Abnahme der Signalstarke ist der Einsatz von DNA in geringerer Qualitat
(Abbildung 4.6). Zukinftige Arbeiten zu diesem Thema sollten deshalb standardmafig eine
Uberprifung der Qualitat der DNA, z. B. mittels Agarosegelelektrophorese, durchfiihren.
Insofern Unterschiede in der DNA-Qualitdt nachgewiesen werden wuirden, sollten die
entsprechenden Proben mittels etablierter Verfahren isoliert und gereinigt werden.

In manchen Fallen, wie z.B. dem TRN1, war es moglich, ein im Vergleich zum Wildtyp
kleineres PCR-Fragment zu detektieren, was auf eine Deletion in gréRerem Malstab
hindeutet. Um dieses Ziel zu erreichen, dirfen die sgRNA-target-Sequenzen nicht so weit
auseinanderliegen und missen mit gleicher Effizienz gespalten werden (Brooks et al. 2014;
Hsu et al. 2014). Dies wurde bei der Auswahl der sgRNAs sowohl bei dem Kandidaten
TRN1 als auch bei den anderen Kandidaten beachtet.

Aufgrund der unterschiedlichen Ereignisse in jeder Zelle konnten mehrere unterschiedliche
Nukleotide an der gleichen Position der Sequenzierung detektiert werden. Aus diesem
Grund erwies sich eine Uberprifung der Sequenz von PCR-Produkten, die von
genomischer DNA amplifiziert wurden, als aussagekraftigste Methode zur Uberpriifung der
Mutagenese. Insgesamt konnte auf DNA-Ebene die Mutation der Kandidatengene in Form
einer Uberlagerung von Signalen, einer verringerten Signalintensitat oder der Amplifikation
eines kleineren Fragments detektiert werden. Eine wie oben vorgeschlagene Verifizierung

auf Proteinebene erscheint im Rahmen dieser Resultate demnach unnétig.
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5.1.3 Mdgliche Funktion neu ausgewahlter Kandidaten im RNA-silencing

Im Folgenden sollen die Funktionen neuer Kandidaten nach der prazisierten Auswertung,
in der die Kandidaten durch drei proteotypische Peptide vertreten sind, als AGO-
assoziierendes Protein oder RISC-Kandidaten diskutiert werden (Tabelle 4.2). Diese
Kandidaten konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr analysiert werden und sollten
Zielstellung weiterfuhrender wissenschaftlicher Abhandlungen sein. Die Kandidaten sollen
jedoch trotzdem mit Hilfe der zuvor erwahnten Kriterien wie der Eigenschaft, RNA zu
binden, einer AGO-ahnlichen Lokalisation oder einer im Zusammenhang mit dem RNA-
silencing stehenden Funktion, evaluiert werden.

Der N. tabacum-Kandidat mit dem Namen WD40-repeat-containing domain
(Nitab4.5_0001831g0090.1) ist ein Homolog des A. thaliana-Proteins Elongator complex
protein 1 (AT5G13680.1), das im Zusammenhang mit der Regulation des Abscisinsaure-
abhangigen SchlieRens der Stomata und der Samenkeimung steht. Als Pol II-bindendes
Protein spielt das A. thaliana-Homolog eine Rolle bei der Acetylierung der Histone (Ding
und Mou 2015). Auch fur AtAGO1 wurde eine Interaktion mit den Pol II-Komplex-
Untereinheiten beschrieben (Bajczyk et al. 2019). Diese Interaktion zur Pol IT und die damit
einhergehende Rolle in der Modifikation von Chromatin wiirde eventuell erklaren, warum
DNA-abhangige RNA-Polymerasen, wie zum Beispiel Pol V (Nitab4.5 000030790250.1),
sowie Chromatin-modulierende Proteine in den Daten gefunden wurden. Die RNA-
Polymerase V (Pol V) spielt eine Rolle beim transkriptionellen gene silencing (Carbonell
2017).

Der Kandidat Ankyrin repeat-containing domain (Nitab4.5_0003481g0090.1) ist als E3-
Ubiquitin-Ligase im ABA-Signalweg involviert und spielt vermutlich auch eine Rolle bei der
pflanzlichen Immunitat (Gu und Innes 2012; Stone et al. 2006). Eine |dentifizierung einer
Ubiquitin-Ligase war aufgrund der RING-Typ E3-Ubiquitin-Ligase, welche Drosophila
melanogaster AGO1, dass nicht mit siRNA beladen ist, ubiquitiniert, von Interesse.
Aulerdem ist bekannt, dass das Arabidopsis-F-box-Protein FBW2 (iber einen Proteasom-
unabhangigen Mechanismus auf unbekannte Weise als Negativregulator von AGO1 wirkt
(Earley et al. 2010; Kobayashi et al. 2019). Hier ware allerdings der funktionelle Nachweis
der Bedeutung eines solchen Proteins mittels CRISPR-Cas9 schwierig, da eine Depletion
eines solchen Kandidaten die Aktivitat des AGO-Proteins nicht verringert, sondern erhoht,
und folglich auch das silencing des Reportergens nicht beeinflusst. Alternativ kdnnte eine
Uberexpression des Kandidaten die Menge des AGO-Proteins negativ beeinflussen,
wodurch auch das silencing des Reporters negativ beeinflusst ware.

Die Proteinsequenzen der beiden Kandidaten mit den Eintragen P-loop-containing
nucleoside triphosphate hydrolase (Nitab4.5 0008709g0020.1) und RNA helicase UPF1,
UPF2-interacting domain (Nitab4.5_0005487g0030.1) sind zu 91 % identisch und
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entsprechen zu 80 % dem Arabidopsis-Protein up-frameshift protein 1 (UPF1), das eine
entscheidende Rolle im nonsense-mediated mRNA decay (NMD) spielt (Culbertson und
Leeds 2003). NMD ist ein Kontrollmechanismus, bei dem mRNAs auf falsche Stopcodone,
auch als premature translational termination codons bezeichnet, Uberprift und
gegebenenfalls abgebaut werden (Culbertson und Leeds 2003). Diese Kandidaten kénnten
aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu UPFs aus Hefe von Interesse sein. Fiir das Arabidopsis-
Protein UPF1 wird eine Verbindung zu RNAIi vermutet, da in upf7-Mutanten das silencing
des an der Blutenentwicklung beteiligten AP3 Gens ausbleibt (Arciga-Reyes et al. 2006).
RACK1, das homolog zu dem Kandidaten WD40-repeat-containing domain
(Nitab4.5_000015090090.1) ist, ist als scaffold-Protein Bestandteil vieler Komplexe in der
Zelle, wie zum Beispiel der 40S-ribosomalen Untereinheit, hat selbst jedoch keine
enzymatische Aktivitat (Adams et al. 2011; Gibson 2012). Des Weiteren beeinflusst RACK1
in Arabidopsis die Anreicherung von pre-miRNAs und reifer miRNA, indem es mit
SERRATE interagiert und bestimmte pre-miRNA stabilisiert. Im Cytosol ist es Teil des
AGO1-Komplexes. Einen Einfluss auf die miRNA-vermittelte Hydrolyse durch AGO1 hat
RACK1 in Arabidopsis allerdings nicht (Speth et al. 2013).

Der Kandidat small ubiquitin-related modifier (Nitab4.5_0000477g0030.1) war als SUMO-
Peptidase von Interesse, da die humane SUMO-Peptidase Nucleoporin Nup358 als
Interaktionspartner von humanen AGO-Proteinen eine essenzielle Rolle beim miRNA-
vermittelten mRNA-Abbau in HeLa-Zellen spielt (Sahoo et al. 2017). Des Weiteren hat die
SUMOylierung des humanen AGO2 einen stabilisierenden Effekt auf das Protein (Sahin et
al. 2014).

Die hier beschriebenen Kandidaten sollten daher nach weiterer Optimierung des RISC-
Aktivitats-Assays oder des In-vivo-Fluc-silencing-Systems auf eine potenzielle Funktion im

RISC getestet werden.
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5.2 DNA-dirigierte RNA-Spaltung

5.2.1 Pflanzliche AGO-Proteine werden nicht zu einem DNA-induced-silencing-complex

(DISC) programmiert

Vor dem Hintergrund der Evolutionstheorie wird vermutet, dass aus Ribozymen Retroviren
entstanden sind. Retroviren bendtigen die reverse Transkription ihrer RNA in DNA und
damit einhergehend einen Abbau der Template-RNA, katalysiert durch die RNase H-
Domane der reversen Transkriptase. Diese RNase H-Domane kommt in Eukaryoten,
Prokaryoten und Viren vor. Eine mdgliche Entwicklung bestand darin, dass sich aus der
Replikationsmaschinerie der Retroviren, aufgrund des Abbaus der RNA in Anwesenheit der
antisense-DNA, silencing-Mechanismen gegenuber Viren entwickelt haben konnten. Auch
die PIWI-Doméne von AGO-Proteinen entspricht einer RNase H-Domane, weshalb AGOs
zu der RNase H-like-Superfamilie gehéren (Moelling et al. 2017). Bei Ago-Proteinen in
Prokaryoten wurde beobachtet, dass sie einzelstrangige DNA-Oligonukleotide binden und
RNA-targets endonukleolytisch hydrolysieren. Unter den prokaryotischen Vertretern sind
die zuvor erwahnten bakteriellen Ago-Proteine aus Aquifex aeolicus und aus Thermus
thermophilus sowie das Ago des Archaeons Methanocaldococcus jannaschii gut untersucht
(Sheng et al. 2014; Willkomm et al. 2016; Yuan et al. 2005). Es wird vermutet, dass sie eine
Rolle im prokaryotischen Immunsystem spielen und DNA-dirigiert fremde DNA oder RNA,
wie zum Beispiel die von Phagen, transposablen Elementen oder Plasmid-DNA, abwehren
(Makarova et al. 2009; Swarts et al. 2014). Kristallstrukturen der AGO-Proteine aus
T. thermophilus und aus dem Menschen zeigen die Ahnlichkeit in den einzelnen Domanen
und der Gesamtheit des Proteins und weisen somit auf eine mdgliche evolutionare
Entwicklung der eukaryotischen AGO-Proteine aus den prokaryotischen AGO-Proteinen
hin. Des Weiteren deutet die strukturelle Ahnlichkeit zwischen den AGO-Proteinen aus
T. thermophilus und aus dem Menschen auf die Mdglichkeit hin, dass das humane AGO2
eine DNA-dirigierte endonukleolytische Hydrolyse eines RNA-targets induzieren kann
(Elkayam et al. 2012; Schirle und MacRae 2012; Willkomm et al. 2016). Die PAZ-Domane
ist fir die Bindung des 3‘-Endes der siRNA verantwortlich und bindet im Fall des Drosophila-
AGO1 und des humanen AGO2 neben RNA auch DNA (Lingel et al. 2004; Yan et al. 2003).
Demgegenuber ist die Formierung eines DISC aus struktureller Sicht eher
unwahrscheinlich, da die hydrophilere guide-Binde-Tasche des humanen AGO2 im
Vergleich zu der des bakteriellen Agos guide-DNA mit geringer Affinitat bindet (Schirle und
MacRae 2012; Willkomm et al. 2016). Eine zellulare Funktion des mit einem DNA-Molekdl
assoziierten humanen AGOZ2-Proteins ist nicht beschrieben.

Eine Programmierung von pflanzlichen AGO-Proteinen zu einem DISC ist ebenfalls nicht
bekannt, liegt aber aufgrund einer moglichen evolutiondren Entwicklung aus

prokaryotischen Agos nahe. Fir das pflanzliche AGO-Protein wurde eine Assoziation zu
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einem DISC beschrieben. So beobachten Nowak et al. bei einer Co-Inokulation von dsDNA
bzw. einer siDNA und TMV einen Schutz in Nicotiana tabacum gegenuber der TMV-
Infektion und vermuteten, dass AGO dabei eine Rolle spielt. Im Fall des 470 bp langen
dsDNA-Fragments wurde vermutet, dass eine Prozessierung von DCL in siDNAs stattfindet
(Nowak et al. 2009). Voinnet et al. sowie Palauqui und Balzergue beobachteten nach
Einbringen eines DNA-Konstrukts ohne Promotor als Plasmid, PCR-Produkt oder als
Einzelstrang in sense- oder antisense-Orientierung in Nicotiana spec. ein DNA-induziertes
post-transkriptionelles silencing. Der zugrundeliegende Mechanismus ist unbekannt.
Moglicherweise existieren noch AGO-unabhangige Wege, durch die DNA-vermitteltes
silencing erfolgt (Palauqui und Balzergue 1999; Voinnet et al. 1998). Ein PCR-Fragment
hatte in dem Farn Adiantum capillus-veneris einen silencing-Effekt auf das Gen
PHOTOTROPIN2, was phanotypisch beobachtet und durch eine Reduktion der mRNA-
Menge detektiert werden konnte (Kawai-Toyooka et al. 2004). Auf welche Weise diese
dsDNA eine Wirkung erzielte, ist nicht bekannt. Visualisiert mittels GFP konnte die
Verbreitung des silencing-Signals, das in Zellen generiert wurde, die die fremde DNA
erhalten hatten, durch verschiedene Pfropf-Versuche bestatigt werden (Palauqui und
Balzergue 1999; Voinnet et al. 1998). Wie zuvor beschrieben, beobachteten Nowak et al.
eine Prozessierung von dsDNA. Inwiefern eine 21 nt lange ssDNA oder eine siDNA an der
endonukleolytische Hydrolyse einer target-RNA beteiligt sind, konnte in dem verwendeten
In-vitro-System BYL untersucht werden. Eine siRNA-abhangige endonukleolytischen
Hydrolyse der target-RNA im BYL erfolgte nur bei Generierung von AGO-Protein durch In-
vitro-Translation. Eine durch 21 nt lange ssDNA und dsDNA induziert Hydrolyse fand
Uberraschenderweise unabhangig von der AGO-Supplementierung statt und resultierte in
einem kleineren 3'-Fragment verglichen mit dem 3‘-Fragment der AGO-abhangigen
endonukleolytischen Hydrolyse (siehe Abbildung 4.8). Es ist moglich, dass ein im BYL
vorhandenes AGO-Protein an dieser Hydrolyse beteiligt ist und unterschiedliche
Spaltmuster in Abhangigkeit vom Vorhandensein von kleinen RNA- bzw. DNA-Molekiilen
generiert. Eine andere Mdglichkeit ist, dass die Hydrolyse durch weitere, bislang nicht
identifizierte Proteine im BYL katalysiert wurde. Aufgrund dessen, dass die durch dsDNA
und ssDNA induzierten Spaltmuster identisch waren, kann jedoch davon ausgegangen
werden, dass in beiden Fallen das gleiche Protein an der Hydrolyse der target-RNA
involviert ist. Der eingesetzte Doppelstrang wurde dabei nach der Hybridisierung Uber ein
natives Polyacrylamidgel gereinigt, wodurch ausgeschlossen werden kann, dass der
antisense-Strang als ssDNA wirkt.

Die unterschiedlichen pflanzlichen AGOs praferieren unterschiedliche 5‘-Nukleotide des
guide-Strangs und unterschiedliche siRNA-Langen (Mi et al. 2008). Im Fall der ssDNA-

abhangigen endonukleolytischen Hydrolyse konnte keine Praferenz hinsichtlich des
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5-Nukleotids und der Lange der ssDNA beobachtet werden (Abschnitt 4.2.2). Dieses
Ergebnis stellte in Frage, ob im BYL ein AGO-Protein mit einer 21 nt langen ssDNA wirkt.
Die Studie einer Mg**-Abhangigkeit bei der endonukleolytischen Hydrolyse lasst nicht
zwischen den Proteinen AGO und RNase H unterscheiden. Aufgrund der unterschiedlichen
Effekte nach Zugabe von 2 mM EDTA scheint es allerdings eine unterschiedlich
ausgepragte Abhangigkeit von Mg?*-lonen zu geben (siehe Abschnitt 4.2.3). Die im BYL
gezeigte Mg?*-abhangige endonukleolytische Hydrolyse ist ein Hinweis auf ein
Mg?*-abhangiges Enzym.

Die Vermutung, dass es sich um kein AGO-Protein handelt, wird dadurch untermauert, dass
nach IP von AGO2, AGO5 und AGO7, welche mit ssDNA beladen werden sollten, keine
Spaltaktivitat detektiert werden konnte (siehe 4.2.4). Im Fall von AGO1 und AGO10 war
dagegen kein Protein nach der IP nachweisbar. Inwiefern AGO eine dsDNA binden kann,
musste allerdings mittels IP, einem loading assay oder electrophoretic mobility shift assay
(EMSA) Uberprift werden. Es kann vermutet werden, dass ein anderes Protein in

Verbindung mit einer ssDNA wirkt.

5.2.2 RNase H katalysiert DNA-abhangige die endonukleolytische Hydrolyse einer RNA
im BYL

Entsprechend wurde der Vermutung nachgegangen, ob RNase H, die fir die Hydrolyse von
RNA in RNA/DNA-Heteroduplexen verantwortlich ist (Hyjek et al. 2019), auch im BYL aktiv
sein koénnte. Die DNA-abhangige Hydrolyse einer target-RNA im BYL resultierte in ein
vergleichbares Fragmentmuster wie die durch eine E. coli-RNase HI von NEB katalysierte
endonukleolytische Hydrolyse (siehe Abbildung 4.11). Dies war ein Hinweis auf eine
RNase H-induzierte, von einer ssDNA-abhangige Hydrolyse. Ahnliche Beobachtungen
wurden mit dem Zellextrakt Krebs-2 Aszites Tumorextrakt und dem Rabbit Reticulocyte
Lysate gemacht, in denen eine ssDNA-abhangige Hydrolyse der viralen RNA von PVX und
TMV erfolgte (Crum et al. 1988; Miroshnichenko et al. 1988). Auch HelLa-Extrakte und
Weizenkeimextrakt dienten zur Untersuchung der RNase H-abhangige Hydrolyse von
Heteroduplexen (Cazenave et al. 1987; Pileur et al. 2000). Die Aktivitat einer RNase H bei
der Generierung der dsDNA-abhangigen Immunitat in N. tabacum gegen TMV war auch
eine Vermutung von Nowak et al., allerdings konnten die Autoren diese Immunitat nicht bei
der Applikation von einzelstrangigen antisense-DNA-Oligonukleotiden, sondern nur mit
dsDNA und siDNA beobachten. Dieses Ergebnis spricht dagegen, dass eine RNase H bei
diesen Beobachtungen eine Rolle spielt (Nowak et al. 2009).

Weitere Indizien fir eine DNA-induzierte, AGO-unabhangige Hydrolyse stellen die
Resultate zur Charakterisierung der Spaltstelle dar (siehe 4.2.6 und siehe 4.2.7). AGO

hydrolysiert das RNA-farget zwischen den Nukleotiden, die mit den Positionen 10 und 11
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des guide-Strangs der siRNA Basenpaarungen bilden (Haley und Zamore 2004). Im
Gegensatz zur AGO-abhangigen endonukleolytischen Hydrolyse erfolgt die RNase H-
abhangige Hydrolyse im 5‘-Bereich der Heteroduplex-formierenden target-RNA, was den
im BYL generierten Spaltfragmenten entsprach. Aus diesem Grund wird angenommen,
dass es sich bei der DNA-induzierten Hydrolyse im BYL nicht um eine AGO-, sondern um

eine RNase H-abhangige Aktivitat handelt.

5.2.3 Unterscheidung zwischen RNase H1 und H2 aufgrund des Hydrolysebereichs in der
target-RNA

In Eukaryoten sind zwei RNase H-Proteine, RNase H1 und RNase H2, vertreten. Wie schon
erwahnt unterscheiden diese sich in ihrer Struktur, Funktion und ihren Eigenschaften (Hyjek
et al. 2019). Aufgrund der identifizierten Spaltstelle des GFP- und des 27 nt langen RNA-
targets kann diskutiert werden, ob es sich um eine RNase H1- oder eine RNase H2-
abhangige endonukleolytische Hydrolyse handelt.

Zunachst soll die Bindung des Heteroduplexes durch RNase H1 durch die Hybrid-Binde-

Doméne (HBD) und die RNase H-Domane diskutiert werden.

A
RNase H1

N — MT HBD RNase H — C
Bindung des RNA-Strang 2x 2'-OH 4x 2°-OH
Bindung des DNA-Strang 3 Desoxyribose-Ringe 1x Phosphat
Bindung insgesamt 9 nt 11 nt

Nowotny et al., 2008 Nowotny et al., 2007

B
RNase H2 N — RHA e
Bindung des RNA:DNA Ubergang
Bindung des DNA-Strang Van-der-Waals-Kréfte
Bindung insgesamt 7 nt

Rychlik et al., 2010

Abbildung 5.1: Uberblick iiber die méglichen RNase H-Nukleinsiure-Bindungen und ihre in der Literatur
beschriebenen Spaltmuster.

(A) Schematische Darstellung des RNase H1-Proteins mit der Mitochondrien-target-Sequenz (MT), der Hybrid-
Binde-Doméne (HBD) und der H-Doméne. Zusammengefasst ist die Substratbindung durch die HBD und
RNase H-Domane. (B) Schematische Darstellung der RNase H2-Untereinheit A und ihrer Substratbindung.
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Die HBD bindet, wie in Abbildung 5.1 dargestellt, zwei 2-OH-Gruppen des RNA-Strangs
und drei Desoxyribose-Heterozyklen des DNA-Strangs, sodass funf Nukleotide gebunden
werden. Insgesamt werden neun Nukleotide des Duplexes von der HBD Uberspannt
(Nowotny et al. 2008). In dieser Arbeit wurde die endonukleolytische Hydrolyse einer 433 nt
langen GFP-target-RNA in Abhangigkeit von einem ASO, dessen Sequenz dem guide-
Strang der gf698-siRNA entspricht, untersucht (Abschnitt 4.2.6). Aufgrund der Spaltung des
GFP-targets ab dem zweiten Nukleotid der RNA-Sequenz im Heteroduplex ist eine Bindung
des Heteroduplexes durch die HBD der RNase H1 eher unwahrscheinlich. In dem
verwendeten 27 nt langen target findet die Hydrolyse vorrangig in der Heteroduplexstruktur
nach 8-10 nt ausgehend vom 5‘-Ende der target-RNA statt, wodurch eine Bindung im
5'-Bereich des targets durch die HBD mdoglich ware. Diese Bindung durch die HBD kann
jedoch aufgrund der unveranderten Position der Spaltstelle trotz 3'-seitiger Verkirzung des
Oligonukleotids (siehe 4.2.7) und der daraus folgenden kirzeren Heteroduplexstruktur
ausgeschlossen werden.

Eine andere Moglichkeit, namlich die, dass die HBD die target-RNA dennoch bindet, ist
aufgrund der Flexibilitat zwischen der HBD und der H-Domane in Betracht zu ziehen. Es
wird vermutet, dass die H-Domane nach der Spaltung vom Heteroduplex dissoziiert und
eine weitere Spaltung an einer anderen Stelle im Heteroduplex katalysiert (Nowotny et al.
2008). Inwiefern eine Hydrolyse 5'-seitig der HBD-Bindestelle moglich ist, ist unbekannt.
Durch Bindung des Heteroduplexes fordert die HBD zwar die Aktivitdt der RNase H1, ist
jedoch nicht essenziell dafiir. Aus diesem Grund kann auch die eigenstandige Bindung der
H-Domane diskutiert werden. Die H-Doméane bindet ebenfalls den Heteroduplex, indem
beim RNA-Strang die 2-OH-Gruppen von vier aufeinanderfolgenden Ribonukleotiden und
beim DNA-Strang ein Phosphatrest und insgesamt sieben Desoxyribonukleotide gebunden
werden (siehe Abbildung 5.1). Die Bindung des Phosphats, welches im DNA-Strang zwei
Nukleotide 3‘-seitig der Spaltstelle liegt, ist am bedeutendsten fiir die Bindung des DNA-
Strangs (Nowotny et al. 2007). In diesem Fall kdnnte es sein, dass die ersten Nukleotide
5'-seitig des GFP-RNA-tfargets im GFP-target / ASO-Duplex ausschlieBlich durch die
H-Domane der RNase H1 gebunden und hydrolysiert werden.

In der Literatur sind verschiedene Spaltmuster flir RNase H1 beschrieben, die sich zum Teil

widersprechen. Diese sind in Tabelle 5.1 zusammengefasst.
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Tabelle 5.1: Uberblick iiber die mdglichen in der Literatur beschriebenen RNase H1-Spaltmuster.
Die der Literatur entsprechenden (+) oder nicht entsprechenden (-) Hydrolysen sind gekennzeichnet.

Beschriebener Lange des In dieser Arbeit

Spaltung Hvdrolvsebereich Heteroduplex/ | beobachtetes

yaroly target-RNA Ergebnis
Pileur et al., 2000 3‘-Bereich 20 bp -
Gaidamakov et al., 2005; 5-10 nt 18 bp +
Chon et al., 2009 5-8 nt 20 bp +
Wu et al.; 2001 7-10 nt 17 bp +
Lima et al., 2003 Verkur_zen - 25 nt -

Verschieben

Anhand dieser Spaltmuster soll diskutiert werden, ob es sich bei der Aktivitat im BYL um
eine RNase H1 handeln kénnte. Zusammenfassend wurde von unterschiedlichen Gruppen
fur die RNase H1-abhangige endonukleolytische Hydrolyse gezeigt, dass die target-RNA
von RNase H1 zwischen den Nukleotiden 5 bis 10 bei einem Heteroduplex mit einer Lange
von 17 bis 20 bp hydrolysiert wird (Chon et al. 2009; Gaidamakov et al. 2005; Wu et al.
2001). In dieser Arbeit wurde die Hydrolyse einer 433 ntlangen GFP- und einer 27 nt langen
target-RNA (siehe 4.2.6 und siehe 4.2.7) in Abhangigkeit von gf698-ASOs im BYL
untersucht. Die GFP-target-RNA wurde nach den Nukleotiden zwei bis funf hydrolysiert.
Dieses beschriebene Muster stimmt nur teilweise mit dem Muster der RNase H1-
induzierten endonukleolytischen Hydrolyse Uberein. Die 27 nt lange target-RNA wurde nach
den Nukleotiden acht bis zehn, gezahlt vom 5‘-Ende, hydrolysiert. Die Entstehung von
kirzeren Produkten durch Spaltungen an Positionen acht bis zehn, gezahlt vom 5‘-Ende,
kdnnte ein Hinweis auf eine RNase H1-abhangige Spaltung sein.

Gegen eine RNase H1-induzierte endonukleolytische Hydrolyse spricht die Beobachtung
von Pileur et al., wonach RNase H1 eine target-RNA im Heteroduplex mit einer Lange von
20 nt nahe des 3'-Endes und RNase H2 eine target-RNA im Heteroduplex nahe des 5'-
Endes hydrolysiert (Pileur et al. 2000). Sowohl das GFP- als auch das 27 nt lange target
wurden im Bereich des 5-Endes der target-RNA im Heteroduplex geschnitten. Im Fall einer
RNase H1-abhangigen Hydrolyse misste sich aulerdem die Position der Hydrolyse um ein
Nukleotid verschieben, sobald das ASO am 3‘-Ende um ein Nukleotid verkirzt wird, damit
eine Duplexstruktur bestehend aus 7 nt vor der Spaltstelle erhalten bleibt (Lima et al. 2003).
Diese Verschiebung konnte mit dem 27 nt langen farget und den verkirzten ASOs nicht
entsprechend den Ergebnissen von Lima et al. beobachtet werden. Allerdings war bei
diesem Versuch auffallig, dass sich die Sequenz CAU, die sich bei der Verwendung der
langeren ASOs (21-27 nt) als die bevorzugte Spaltstelle darstellte, im Bereich der
verschobenen Spaltstelle wiederholte. Unter RNase H-Endonukleasen besteht keine

Sequenzspezifitat, allerdings wird eine Sequenz-Praferenz durch RNase H vermutet (Hyjek
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et al. 2019). Fur die humane RNase H1 wurde zum Beispiel eine bevorzugte Spaltung
zwischen den Nukleotiden G und U im RNA-target beschrieben (Wu et al. 1999).

Im Folgenden soll die Bindung des Heteroduplexes durch RNase H2 und die Moglichkeit
einer RNase H2-induzierten Hydrolyse diskutiert werden. Wie in Abbildung 5.1 dargestellt,
werden insgesamt sieben Basenpaare durch die prokaryotische RNase HIl gebunden
(Rychlik et al. 2010). RNase HIl erkennt vorrangig RNA:DNA-Ubergénge. Hier spielt vor
allem die Bindung der 220OH-Gruppe des Ribonukleotids und die Art (Ribonukleotid oder
Desoxyribonukleotid) des 3'-seitigen Nukleotids eine Rolle. Die Erkennung des RNA:DNA-
Ubergangs ist bei der eukaryotischen RNase H2 im Vergleich zu der prokaryotischen
RNase HIl weniger spezifisch, infolgedessen wird das Fehlen von Desoxyribonukleotiden
toleriert (Figiel et al. 2011; Rychlik et al. 2010; Shaban et al. 2010). Die Spaltung von
durchgangig aus Ribonukleotiden bestehenden targets ist also nicht auszuschlieen. Der
komplementare Strang des Substrats bzw. das ASO wird vermutlich nur Uber van-der-
Waals-Krafte gebunden (Figiel et al. 2011).

Des Weiteren ist fur die RNase H2 aus unterschiedlichen Organismen, wie in Tabelle 5.2
dargestellt, beschrieben, dass eine endonukleolytische Hydrolyse der RNA in einem 20 bp
langen RNA/DNA-Heteroduplex nach den Nukleotiden 6—9 und 13-16 stattfindet (Chon et
al. 2009; Jeong et al. 2004). Die Studien von Pileur et al. ergaben eine Hydrolyse nach 6
und 8 nt gezahlt vom 5-Ende des RNA-targets (Pileur et al. 2000).

Tabelle 5.2: Uberblick iiber die mdglichen in der Literatur beschriebenen RNase H2-Spaltmuster.
Die der Literatur entsprechenden (+) oder nicht entsprechenden (-) Hydrolysen sind gekennzeichnet.

Beschriebener Lange des In dieser Arbeit
Publikation , beobachtetes
Hydrolysebereich Heteroduplex .
Ergebnis
Pileur et al., 2000 6 und 8 nt 20 bp + und -
Chon et al., 2009 6-9 nt und 13-16 nt 20 bp +und -

Somit wurde die beobachtete Spaltung des GFP-targets und des 27 nt langen targets im
5'-Bereich mit dem in der Literatur beschriebenen Muster ubereinstimmen. Dagegen konnte
bei den 10 analysierten 3‘-Enden der 5'-Spaltprodukte des GFP-targets keine Hydrolyse im
3'-Bereich der target-RNA im Heteroduplex beobachtet werden. Chon et al. beschreiben
diese als die praferierte Hydrolyse (Chon et al. 2009). Eine Mdglichkeit kdnnte sein, dass
die Spaltstelle aufgrund der geringen Anzahl der Klone nicht detektiert werden konnte. Auf
Grundlage der vorliegenden Literatur und den in dieser Arbeit beobachteten Spaltmustern
ist es schwierig, eine eindeutige Aussage Uber die Unterschiede in der endonukleolytischen
Hydrolyse zwischen RNase H1 und H2 zu machen. Aus diesem Grund wird in Betracht

gezogen, dass beide RNasen im BYL fir die Ergebnisse verantwortlich sind.
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5.2.4 Unterscheidung zwischen RNase H1 und H2 aufgrund der Spaltung verschiedener
DNA:RNA:DNA-targets

Unter Verwendung von artifiziellen Substraten wurde eine weitere Charakterisierung der
endonukleolytischen Hydrolyse im BYL vorgenommen. Die Substrate bestanden aus
Desoxyribonukleotiden (D) und Ribonukleotiden (R), die sich in der Anzahl und der Position
unterschieden und wie folgt bezeichnet werden: DoR1D17, DgR2D17, DgR2D1s, DsR4D15 und
DoRsD14 (Abbildung 5.2). Es ist bekannt, dass RNase H1 und H2 DNA-targets mit
unterschiedlicher Anzahl an Ribonukleotiden auf unterschiedliche Weise hydrolysieren.
RNase H1 bindet die 2-OH-Gruppen von vier aufeinanderfolgenden Ribonukleotiden.
Aufgrund dieser Eigenschaft muss ein DNA-target als Substrat fir RNase H1 vier
Ribonukleotide enthalten, da ansonsten keine Bindung durch die RNase H-Domane erfolgt
(Nowotny et al. 2007). Bekannte Modellstrukturen von RNase H2 erklaren die beobachtete
Spaltung 5’-seitig des Ribonukleotids, indem die einzelne 2'-OH-Gruppe sowie die
Abwesenheit einer weiteren 2°-OH-Gruppe des 3‘-seitigen Desoxyribonukleotids spezifisch
erkannt werden. Die Anordnung der Metallionen in dem Protein fihrt dazu, dass 5’-seitig
des gebundenen Ribonukleotids der nukleophile Angriff stattfindet (Rychlik et al. 2010;
Shaban et al. 2010). Es wurde flir RNase H2 beschrieben, dass fir die Hydrolyse eines
DNA:RNA:DNA-targets eine Nukleotidpraferenz in der Rangfolge rA>rU>rC>rG vorliegt
(Eder et al. 1993).

Die putativ im BYL vorhandene RNase H hydrolysiert ein Substrat aus DNA:RNA1:DNA
5‘-seitig des einzelnen Ribonukleotids. Die endonukleolytische Hydrolyse von diesem target
ist eine RNase H2-spezifische Hydrolyse. Zur Hydrolyse des targets DoR1D+7 ist eine
Duplexstruktur 5’-seitig des Ribonukleotids essenziell (siehe Abschnitt 4.2.9). Die Toleranz
hinsichtlich einer fehlenden Basenpaarung des Ribonukleotids entspricht den Ergebnissen
Eders und Walders flir RNase H2. Das Ergebnis hinsichtlich einer Basenfehlpaarung des
Desoxyribonukleotids 5-seitig des Ribonukleotids deckt sich jedoch nicht mit dem Resultat
von Eder und Walder, denn dort wurde im Vergleich zu dem vollstandig komplementaren
ASO und zu den anderen nicht vollstandig komplementaren ASOs eine ineffizientere
Hydrolyse detektiert, wohingegen die Hydrolyse in der vorliegenden Arbeit vollig inhibiert
war (Eder und Walder 1991). Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit verwendeten Eder und
Walder allerdings humanes rekombinantes Protein. Inwiefern eine Basenfehlpaarung die
Hydrolyse inhibiert, kann derzeit mit den Modellstrukturen von RNase H2 nicht erklart
werden, da das ASO hochstwahrscheinlich nur Uber van-der-Waals-Krafte mit dem
Rickgrat des Proteins interagiert und eine Bindung / Erkennung dadurch nicht beeinflusst
werden sollte (Rychlik et al. 2010). Allerdings ist die Heteroduplexstruktur 5’-seitig des

Ribonukleotids zur Substraterkennung, Bindung oder Hydrolyse essenziell.
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Targets mit zwei Ribonukleotiden werden zwischen den beiden Ribonukleotiden und 5’-
seitig des ersten Ribonukleotids gespalten. Die endonukleolytische Hydrolyse der targets
mit zwei Ribonukleotiden ist ein Hinweis darauf, dass eine RNase H2 im BYL vorliegt
(Abbildung 5.2). Bei der Hydrolyse des targets DgR:D17 lief das 5°-Spaltfragment im
Polyacrylamid-Gel etwas langsamer als das 5'-Spaltfragment des DNA-fargets DgR1D17.
Dieser Unterschied kommt wahrscheinlich durch das am 5‘-Spaltfragment verbliebene
Ribonukleotid zustande. Die Hydrolyse des targets DsR:D17 an einer Position und des
targets D9R2D1s an zwei Positionen kann mit der fir RNase H2 zuvor beschriebenen
Nukleotidpraferenz erklart werden. Moglicherweise wird das target DsR2D+7 mit einem rC
und rA aufgrund des weniger bevorzugten rCs nur zwischen den zwei Ribonukleotiden
hydrolysiert. Bei dem target DgR2D1s mit einem rA und rU wird die Phosphodiester-Bindung
5-seitig des rAs bevorzugt hydrolysiert, ein weiterer Schnitt erfolgt 5’-seitig des rUs
(Abbildung 5.2B).

Die bei DNA-targets mit vier Ribonukleotiden entstandenen Spaltmuster sind sowohl
RNase H1 als auch RNase H2 zuzuordnen. Das target DsR4D+s wird 5’-seitig des zweiten
und dritten Ribonukleotids gespalten. Die Spaltung 5‘-seitig des dritten Ribonukleotids weist
auf eine RNase H1-Aktivitat hin (Eder und Walder 1991). Cerritelli und Crouch beschreiben
im Fall fir RNase H1 auch eine Hydrolyse 5'-seitig des zweiten Ribonukleotids, allerdings
wird dieses Ergebnis von keinen weiteren experimentellen Studien unterstitzt (Cerritelli und
Crouch 2009).

Das target DoR4D14 wird 5-seitig aller vier Ribonukleotide hydrolysiert. Die Hydrolyse des
targets DoRsD14 des zweiten und vierten Ribonukleotids konnte durch die in der Literatur
beschriebenen Eigenschaften der RNase H2 verursacht worden sein (Cerritelli und Crouch
2009). Allerdings konnte anhand der Aktivitat der immunprazipitierten RNase H2 eindeutig
gezeigt werden, dass die fargets, welche vier Ribonukleotide enthalten, kein Substrat flr
diese RNase H2 sind. Aus diesem Grund wird eine Hydrolyse dieser targets durch
RNase H1 angenommen. Die Hydrolyse 5-seitig des ersten Ribonukleotids des targets
DgR4D14 kann nicht durch die in der Literatur beschriebenen Daten erklart werden. Eine
Spaltung durch RNase H1 ist unwahrscheinlich, da die Interaktion mit den Mg?*-lonen an
dem Phosphat des zweiten Ribonukleotids stattfindet. Eine Interaktion mit dem Phosphat
des ersten Ribonukleotids ware vermutlich nicht mdglich. Eine weitere Moglichkeit ware,
dass RNase H1 wirklich 5’-seitig des zweiten Ribonukleotids hydrolysiert und das letzte
Ribonukleotid des 5'-Spaltfragments durch eine andere RNase abgespalten wird
(Abbildung 5.2).

Die diskutierten Daten weisen insgesamt darauf hin, dass im BYL Aktivitdten sowohl von

RNase H1 als auch von RNase H2 vorliegen.
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A B
Substrat Beobachtetes Hydrolysemuster Mégliche RNase  Erwartetes Hydrolysemuster  Erklarung fiir das Hydrolysemuster
|
DgR;Dy; *5" A 3’ H2 ‘R Eder und Walder, 1991
I
DgR,Dy7  *57 cA 37 H2 R'R rA>rU>rC
[l
DgRyDyg  *57 AU 3 H2 R'R rA>rU>rC
1
DgR4Dy5 *57 CAUG 3’ H1 RR'RR Nowotny et al. 2007
DgR,Dy; *5 lAlUlg‘G 37 H1 RR'RR Spaltung vermutlich durch RNase H1,
I da keine Spaltung durch RNase H2 in
H2 RRRR IP-Studien beobachtet wurden.

Abbildung 5.2: Zusammenfassung der Spaltung verschiedener DNA:RNA:DNA-Substrate durch
RNase H-Aktivitat in BYL.

(A) Darstellung der DNA:RNA:DNA-Substrate mit unterschiedlicher Anzahl an Ribonukleotiden. Die schwarzen
Striche stellen die im RNase H-Assay ermittelten Positionen, an denen die Hydrolyse erfolgte, dar.
Ribonukleotide sind in schwarzen GroRRbuchstaben und Desoxyribonukleotide in grauen Kleinbuchstaben
dargestellt. Der Stern kennzeichnet die 3?P-Markierung am 5‘-Ende. (B) Auflistung der in dieser Hydrolyse
vermutlich involvierten RNase, des erwarteten Spaltmusters und der mdglichen Erklarung fir die entsprechende
RNase H-abhangige Hydrolyse.

5.2.5 Die im BYL vorhandene RNase H2 weist keine JRNase-Aktivitat auf

Das target, das aus 10 Ribonukleotiden und 17 Desoxyribonukleotiden besteht und somit
einem Okazaki-Fragment ahnelt, wurde im BYL Uberraschenderweise an zwei Positionen
hydrolysiert. RNase H2 ist verantwortlich fir die Entfernung der RNA-Primer in Okazaki-
Fragmenten, indem sie 5-seitig des 3‘-terminalen Ribonukleotids schneidet. Das
Verbleiben eines Ribonukleotids an dem DNA-Teil des Okazaki-Fragments ist eine
charakteristische Eigenschaft fir die Spaltung durch RNase H2 (Murante et al. 1998; Ohtani
et al. 2008a, 2008b). Die zusatzliche Hydrolyse des targets 5-seitig des vorletzten
Ribonukleotids kénnte mit der Tolerierung der 2’-OH-Gruppe 3’-seitig des folgenden
Ribonukleotids durch die eukaryotische RNase H2 erklart werden, oder es handelt sich in
diesem Fall um eine Hydrolyse durch RNase H1 (Figiel et al. 2011; Ohtani et al. 2008a).
Ohtani et al. zeigten, dass die E. coli-RNase HI die beiden erwahnten 3'-Spaltfragmente
generieren kann, wahrend die E. coli-RNase HII- und die Thermus thermophilus-JRNase
ausschlieBlich ein 3’-Spaltfragment generieren, bei dem nur ein Ribonukleotid am DNA-Teil
des Okazaki-Fragments verbleibt (Ohtani et al. 2008a). In der vorliegenden Arbeit
hydrolysierte die immunprazipitierte RNase H2 das Okazaki-Fragment ausschlief3lich
5-seitig des 3'-terminalen Ribonukleotids. Dieses Ergebnis ist ein deutlicher Hinweis
darauf, dass das groRere Spaltfragment durch RNase H2 generiert wurde. Das kleinere
Spaltfragment kdnnte durch RNase H1 generiert worden sein.

Im Falle einer kleineren Duplexstruktur, bei der das ASO nicht den Ubergang von RNA zu

DNA abdeckte, erfolgte keine Hydrolyse des Okazaki-ahnlichen Fragments (siehe Absatz
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4.2.10). Fur die E. coli-RNase HIl wurde gezeigt, dass der komplementare Strang nicht die
Erkennung des Ubergangs von RNA zu DNA beeinflusst, wenn er auf ein oder zwei
Nukleotide stromabwarts des RNA:DNA-Ubergangs verkiirzt wird (Ohtani et al. 2008a).
Wiirde es sich bei der im BYL identifizierten RNase H2 um eine JRNase-Aktivitat handeln,
sollte durch ein ASO von 19 nt, das drei Ribonukleotide abdeckt, eine Hydrolyse induziert
werden. Befand sich eine Basenfehlpaarung 5’-seitig des letzten Ribonukleotids (ASO B2),
wurde das 5°-Spaltfragment von 9 nt nicht mehr generiert, da wie zuvor beschrieben (siehe
4.2.9) eine Duplexstruktur 5‘-seitig der Spaltstelle vorliegen muss. Auch im Fall des
Okazaki-ahnlichen Fragments wurden in dieser Arbeit keine Basenfehlpaarungen toleriert,
wie es flir die JRNase aus Thermus thermophilus in der Literatur gezeigt werden konnte
(Ohtani et al. 2008b). Entsprechend ist davon auszugehen, dass es sich bei der ASO-
abhangigen Hydrolyse im BYL zwar um eine RNase H2-induzierte Hydrolyse handelt, das
Enzym aber keine JRNase-Aktivitat hat. Die JRNase-Aktivitat wirde sich von der RNase H-
Aktivitat unterscheiden, indem sie vorrangig den RNA:DNA-Ubergang statt der

Duplexstruktur erkennt.

5.2.6 Die erfolgreiche Immunprazipitation der RNase H2-Untereinheiten

Nach Uberexpression und Immunprézipitation der zwei RNase H2-Untereinheiten A und C
ergab der anschlielende Aktivitatstest die erwartete ASO-dirigierte RNase H2-typische
Spaltung des targets mit einem Ribonukleotid (DgRiD17) und dem Okazaki-ahnlichen
Fragment (R1oD+7) (siehe Abschnitt 4.2.11). Im humanen Zellextraktsystem ist vor allem
RNase H1 fir die RNase H-abhangige Wirkung von ASOs verantwortlich (Wu et al. 2004).
Deswegen war es durchaus Uberraschend, eine RNase H2-Aktivitat zu detektieren und ihre
Anwesenheit in Form der Co-Immunprazipitation einzelner Untereinheiten zu bestatigen.
RNase H2 wird im Allgemeinen in der Literatur nur in Form eines Trimers — bestehend aus
den Untereinheiten A, B und C — als aktiv beschrieben (Chon et al. 2009; Jeong et al. 2004).
Dies deckt sich mit Ergebnissen neuerer Studien, die diese Resultate durch 3D-
Strukturaufklarung untermauern konnten (Figiel et al. 2011; Shaban et al. 2010).
Demgegenuber zeigten altere Studien, in welchen die RNase H2-Untereinheit A als
Monomer gereinigt werden konnte, uberaschenderweise eine Aktivitat dieses Monomers
(Frank et al. 1994; Qiu et al. 1999).

In dieser Arbeit konnten mittels Western Blot die FLAG-RH2A bzw.
FLAG-RH2C-Untereinheiten immunprazipitiert werden (Abbildung 5.3).
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N RH2B c
P Co-IP| RH2A | RH2B | RH2C | Hydrolyseaktivitat
N FLAG RH2C c
FLAG-RH2A /. + - +
N FLAG RH2A c FLAG-RH2C - + n +

Abbildung 5.3: Darstellung der RNase H2 aus den Untereinheiten A, B, C mit entsprechender
Immunprazipitation und Spaltaktivitat.

(A) Die Untereinheiten A und C wurden mit einem FLAG-fag versehen und in zwei unabhangigen
Immunprazipitationen verwendet. (B) Die nach Co-Immunprazipitation mit FLAG-RH2A bzw. FLAG-RH2C
detektierte RH2-Untereinheiten. Mittels Silberfarbung detektierte, co-immunprazipitierte Untereinheiten wurden
mit einem + versehen. Untereinheiten, welche nicht mittels Silberfarbung detektiert wurden, aber vermutlich
dennoch co-immunprazipitiert wurden, sind mit einem - gekennzeichnet. Des Weiteren ist die ASO-dirigierte
target-RNA-Spaltung durch die (co-)immunprazipitierten Proteine markiert (+).

Eine Co-Immunprazipitation der Untereinheit B erfolgte aus dem BYL sowohl mit als auch
ohne ihre vorherige Translation der Untereinheit B. Diese Immunprazipitation der
Untereinheit wurde durch Silberfarbung im Polyacrylamidgel nachgewiesen. Die Co-
Immunprazipitation der Untereinheit C bzw. der Untereinheit A konnte nach
Immunprazipitation von FLAG-RH2A bzw. FLAG-RH2C nicht gezeigt werden (Abbildung
5.3). Dieses Ergebnis war aufgrund der beschriebenen direkten Interaktion zwischen RH2A
und RH2C unerwartet. Die Untereinheit A interagiert nur Gber RH2C mit der Untereinheit B
(Shaban et al. 2010). Da die Untereinheit B nach der IP von FLAG-RH2A mittels
Silberfarbung im Polyacrylamidgel nachgewiesen wurde, ist eine Prazipitation von RH2C
wahrscheinlich. Eine Hydrolyse der zwei targets durch RH2A als Monomer ist zwar
denkbar, aber vermutlich war die Menge an co-immunprazipitierter Untereinheit C zu gering
fuir ihre Detektion in der Silberfarbung, aber ausreichend fiir die Uberpriifung der Aktivitat.
Obwohl im Fall der immunprazipitierten FLAG-RH2C keine Detektion der co-
immunprazipitierten Untereinheit A stattfand, muss auch hier aufgrund der Aktivitats-
Assays von ihrer Co-Immunprazipitation ausgegangen werden. Somit konnte trotz der
fehlenden Detektion der Untereinheiten nach PAGE und Silberfarbung durch die
Aktivitatstests gezeigt werden, dass die Untereinheit A im BYL vorhanden ist und eine
Co-Immunprazipitation Gber FLAG-RH2C erfolgte. Zukiinftige Studien kénnten mittels
Western Blot und einem gegen die Untereinheit A spezifisch gerichteten Antikérper oder
mittels Massenspektrometrie untersuchen, ob die Untereinheit A nachzuweisen ist. Die
Spalteffizienz ist in diesem Fall aufgrund der geringeren Menge der co-immunprazipitierten
RH2A-Untereinheit schwacher als die Spaltaktivitat nach direkter Immunprazipitation von
FLAG-RH2A.

Nach Immunprazipitation der Untereinheiten FLAG-RH2A und FLAG-RH2C waren zwei
Signale von Proteinen mit einem apparenten Molekulargewicht von 90 und 25 kDa auffallig,

die mittels Silberfarbung im Polyacrylamidgel nachgewiesen werden konnten (Abbildung
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4.17). Beschrieben ist eine Interaktion aller Untereinheiten der A. thaliana-RNase H2 mit
der Ribonukleotid-Reduktase 1 (91 kDa), und der Untereinheiten A und C der A. thaliana-
RNase H2 mit der Thymidin-Kinase (26 kDa). Wahrend die Thymidin-Kinase einen
Vorlaufer der Nukleotidbiosynthese zur Verfligung stellt, wandelt die Ribonukleotid-
Reduktase 1 dNTPs in rINTPs um. Es wurde vermutet, dass diese Faktoren mit RNase H2
interagieren, um wahrend der Replikation den Austausch von falsch eingebauten rNTPs zu
dNTPs zu gewahrleisten (Kalhorzadeh et al. 2014). Auch diese zwei Proteine kdnnten
mittels Massenspektrometrie identifiziert werden.

Die Co-Immunprazipitation von RNase H2-Untereinheiten und der anschlieRende
Nachweis der ASO-abhangigen Spaltaktivitat der targets bestatigte die Anwesenheit der

RNase H2 im BYL und ihre generelle Funktion als Trimer.

5.2.7 ASOs konnen als antiviraler Wirkstoff in Pflanzen verwendet werden

Die postulierte Evolution von eukaryotischen AGO-Proteinen legt eine DNA-dirigierte
Aktivitdt nahe, wie sie auch in Prokaryoten auftritt. Die in der Literatur beschriebenen
Hinweise auf eine solche Aktivitat konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht bestatigt werden.
Stattdessen wurde gezeigt, dass es im BYL — und moglicherweise generell in pflanzlichen
Zellen — RNase H-Aktivitaten gibt, die der in der Literatur beschriebenen RNase H1 und H2
offenbar stark &hneln. Somit stellten sich die zentralen Fragen, ob auch
DNA-QOligonukleotide generell antiviral wirken kénnen und ob sie im Speziellen ein silencing
des TBSV-Genoms im BYL und in planta induzieren. So konnte mit den ASOs, deren
Sequenzen dem guide-Strang von esiRNAs entsprachen, im BYL gezeigt werden, dass
diese Uber endonukleolytische Hydrolyse, wahrscheinlich katalysiert durch RNase H,
ebenfalls eine Inaktivierung des Virusgenoms bewirken (Abbildung 4.18). Es konnte schon
im Fall von TMV und PVX in humanen Zellextrakten gezeigt werden, dass ASOs das
Virusgenom abbauen, allerdings wurde dies nicht zur Anwendung auf die Immunisierung
von Pflanzen gebracht (Crum et al. 1988; Miroshnichenko et al. 1988). Ein wesentlicher
Faktor ist, dass fur die beiden Viren TMV und PVX, im Gegensatz zu TBSV, keine esiRNAs
bekannt sind. EsiRNAs haben eine hohe Affinitat zum AGO-Protein und dirigieren den RISC
an eine zugangliche target-Sequenz (Gago-Zachert et al. 2019). Die Zuganglichkeit der
target-Sequenz wird durch die Struktur des viralen Genoms bestimmt (Ameres et al. 2007;
Obernosterer et al. 2008). Es ist auch mdglich, dass RNA-bindende Proteine die target-
Sequenz blockieren (Nagy und Pogany 2011). Im Fall einer siRNA spielt die effiziente
Prozessierung aus einem dsRNA durch ein DCL und die Bindung an AGOs eine Rolle. Im
Fall der ASOs ist vor allem die Zuganglichkeit der target-Sequenzen von Bedeutung.

So sind target-Sequenzen, die fur siRNA/RISC gut zuganglich sind, auch fir ASO /
RNase H gut zuganglich. Im Fall des ASO 209 und der ineffizienten ASOs 3701 und 3722
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korrelierten die Daten in vivo mit den In-vitro-Daten, da das ASO 209 sowohl eine effiziente
Spaltung des TBSV-Genoms im BYL induzierte als auch N. benthamiana-Pflanzen vor einer
TBSV-Infektion schiitzte. Die ineffizienten ASOs 3701 und 3722 zeigten keine Hydrolyse
der target-RNA und generierten keinen Schutz vor einer TBSV-Infektion in der Pflanze.
Dadurch wurde gezeigt, dass die TBSV-target-RNA an diesen target-Sequenzen
unzuganglich ist. Die als esiRNA identifizierte siRNA 3243 zeigte als DNA-Oligonukleotid
Uberraschenderweise keine Hydrolyse der target-RNA im BYL. Moglicherweise war dieser
Bereich fur die RNase H nicht zuganglich.

Nowak et al. konnten zuvor sowohl mit langen dsDNAs als auch mit sogenannter short
interfering DNA einen Schutz gegen TMV realisieren. Der Einsatz von einzelstrangiger
antisense-DNA war dagegen erfolglos. Die mangelnde Wirkung des ASOs ist
mdglicherweise einer nicht zuganglichen target-Sequenz geschuldet. Dafiir generierte eine
21 nt lange dsDNA einen Schutz gegen TMV von 70 % (Nowak et al. 2009). Dies ist
widersprichlich zu den in dieser Arbeit generierten Daten, da die 21 nt lange gfp-dsDNA
in vitro eine schlechtere Hydrolyse der GFP-target-RNA und die 21 nt lange dsDNA 209
in vivo keine Immunitat gegen TBSV generierte. Mit Hilfe des esiRNA-Screens von siRNA
ist es moglich, Sequenzen in einer target-RNA zu identifizieren, die vermutlich aufgrund der
Zuganglichkeit der target-Sequenz offenbar in analoger Weise fir RNaseH/ASO zugéanglich

sind.

5.2.8 Modifikationen verbessern die Stabilitat von ASOs im BYL und den Pflanzenschutz

Die zuvor beschriebenen Modifikationen der Nukleotide oder des Phosphatriickgrats
erhdhen die Resistenz gegenliber Endo- und Exonukleasen, die Schmelztemperatur des
ASO / target-RNA-Hybrids, die Bindungsaffinitit des ASOs zur target-RNA, oder
beeinflussen die Hydrophobizitdt und Proteinassoziation. Das TBSV-Genom und das
TBSV-Fragment A wurden unter Einsatz des effizienten ASOs 209 mit allen verwendeten
Modifikationen hydrolysiert (Abbildung 4.20). Bei dem Versuch mit der 2,5-stlindigen
Inkubation der modifizierten Kontroll-ASOs 3701 im BYL wurde wie erwartet keine Spaltung
des nachfolgend zugegebenen TBSV-Genoms beobachtet. Erfolgte die Zugabe des ASOs
ohne eine 2,5-stlindige Inkubation, konnte in einem Versuch eine Spaltung beobachtet
werden. Die experimentelle Durchfihrung kénnte in diesem Fall die Hydrolyse der target-
RNA beeinflusst haben. Die Aktivitat der ASOs wird kaum von ihrer moglicherweise
unterschiedlichen Stabilitat im BYL beeinflusst. Vermutlich kommt diese Spaltung durch den
geringeren Abbau und die daraus resultierende héhere ASO-Konzentration zustande.
Denkbar ware auch, dass die target-site, bevor die target-RNA zum BYL hinzugefiigt wurde,
zuganglich war, sich die Faltung allerdings nach Zugabe der target-RNA ins BYL verandert
(Gago-Zachert et al. 2019; Wu et al. 2013). Inwiefern die Zugabe der target-RNA die
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Spaltung beeinflusst und Bereiche zuganglich werden, kdnnte durch weitere cleavage-
Assays mit unterschiedlichen Bedingungen untersucht werden.

In diesem Versuch konnten Unterschiede in der Effizienz der Hydrolyse des TBSV-Genoms
mit den modifizierten ASOs beobachtet werden. Diese Unterschiede hangen vermutlich mit
der Stabilitat der modifizierten ASOs im BYL zusammen. Vermutlich sind die ASOs mit den
Modifikationen MOE2 und OMe2 (jeweils an den beiden terminalen Nukleotiden) und OMe4
(jeweils an den zwei ersten und letzten terminalen Nukleotiden) weniger stabil als die ASOs
mit den anderen Modifikationen. Die anderen ASOs mit der MOE4- (jeweils an den zwei
ersten und letzten terminalen Nukleotiden), LNA2- (jeweils an den beiden terminalen
Nukleotiden), PS2- (zwischen den beiden terminalen Nukleotiden) und PS20-Modifikation
(zwischen allen Nukleotiden) induzierten eine effizientere Hydrolyse. Eine OMe-
Modifikation erhdhte zwar die Stabilitdt des Heteroduplexes, aber nicht die metabolische
Stabilitat des ASOs. Die MOE-Modifikation war dahingehend eine Verbesserung der OMe-
Modifikation, da sie sowohl zu einer hohen Stabilitat der Heteroduplexstruktur fihrt als auch
gegen Nukleasen resistent ist (Prakash und Bhat 2007). Ein entsprechender Unterschied
zwischen der MOE2- und der OMe2- und OMe4-induzierten Spaltung wurde nach
Inkubation des ASOs im Lysat vor Zugabe des targets in der Spaltung des TBSV-Genoms
sichtbar. Auch die MOE-Modifikation von zwei weiteren Nukleotiden (MOE4) zeigte eine
Verbesserung im Vergleich zum ASO mit der MOE2-Modifikation. Die beiden ASOs mit den
Modifikationen LNA2 und PS2 induzierten eine Hydrolyse des TBSV-Genoms mit gleicher
Effizienz. Heteroduplexe mit einem LNA-modifizierten ASO sind gegenilber
Heteroduplexen mit einem PS-modifizierten ASO ein bevorzugteres Substrat, wobei diese
Eigenschaft in diesem Fall keine Rolle spielen sollte, da nur die beiden du3eren Nukleotide
modifiziert sind. In Ansatzen mit ASOs mit der PS20-Modifikation zeigte das Signal der
intakten farget-RNA eine hohere Intensitdt als Ansatze mit ASOs mit anderen
Modifikationen, woraus geschlossen wurde, dass dieses einen stabilisierenden Effekt auf
die RNA hat. Ein sequenzspezifischer Effekt ist unwahrscheinlich, da auch die Signal-
Intensitat einer RNA, die kein target darstellt, starker war (Abbildung 6.2). Eine
naheliegende Erklarung fir diesen stabilisierenden Effekt ist, dass ASOs mit dieser
Modifikation von Proteinen mit Nukleinsaure-Bindedomanen oder von Chaperonen
gebunden werden (Crooke 2017). Es ist mdglich, dass unter den bindenden Proteinen
RNasen sind und deren Aktivitat durch das ASO inhibiert wird, wodurch weniger target-RNA
unspezifisch abgebaut wird. Insgesamt konnte mit den MOE4-, LNA2-, PS2- und PS20-
modifizierten ASOs eine starkere Hydrolyse induziert werden als mit den Ubrigen
modifizierten ASOs.
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Die ASOs mit den unterschiedlichen Modifikationen waren nach Inkubation im BYL noch
nach 2, 4 oder 24 h detektierbar. Eine 21 nt lange siRNA-Duplex war im BYL noch nach
24 h detektierbar, wahrend das ASO ohne Modifikation nach 2 h im BYL abgebaut war.

Ein ASO mit vier MOE-modifizierten Nukleotiden am 3'-Ende war 9 h gegenuiber
Schlangengift-Phosphodiesterasen stabil (Prakash und Bhat 2007). Diese Stabilitat kann
kaum mit dem Nachweis des MOE4-modifizerten ASOs im BYL nach 4 h verglichen
werden, da die Modifizierungen innerhalb der Sequenz beider ASOs an unterschiedlichen
Stellen auftraten. Fur ein LNA2-modifiziertes ASO konnte in humanem Serum gezeigt
werden, dass es nach 6 h noch in Spuren nachweisbar ist (Kurreck et al. 2002). Im BYL
war das LNA2-modifizierte ASO allerdings schon nach zwei Stunden nicht mehr
nachweisbar. Dieser Effekt kdnnte durch eine hdhere Nukleaseaktivitat im BYL im Vergleich
zu humanem Serum zustande kommen. Die Stabilitdt eines ASOs mit zwei terminalen
PS-Modifikationen wird in der Literatur nicht beschrieben, wodurch keine Einschatzung
erfolgen kann, ob eine Stabilitat von bis zu acht Stunden ein zu erwartendes Ergebnis ist.
In beiden Fallen kdnnten Modifikationen von weiteren Nukleotiden die Stabilitat verbessern.
Fir das ASO, bei dem pro Phosphodiestergruppe ein Sauerstoffatom durch ein
Schwefelatom ersetzt wurde (PS-Modifikation), konnten nach Inkubation in
Rattenleberhomogenat eine Halbwertszeit von 6,25 Tagen approximiert werden (lwamoto
et al. 2017). Nach 24 h Inkubation im BYL lagen noch ca. 60 % intaktes ASO vor, was einer
Halbwertszeit von 30 h entsprache. Im Vergleich zum Rattenleberhomogenat war zu
beobachten, dass im BYL ein starkerer Abbau der ASOs vorliegt. Die Mdglichkeit besteht,
dass das PS20-ASO im BYL auch nach mehreren Tagen noch nicht vollstandig abgebaut
ist. Um dies zu untersuchen, sollte die Studiendauer zur Inkubation im BYL auf ein
Vielfaches der Halbwertszeit erhéht werden. Dadurch kénnte besser eingeschatzt werden,
wie lange das ASO ein Potential hatte, auf der Pflanze gegen eine Virus-Infektion zu wirken.
Der Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Daten zeigt, dass die ASOs mit den
unterschiedlichen Modifikationen eine geringere Stabilitat im BYL aufwiesen als in anderen
Extrakten. Inwiefern der Abbau der modifizierten ASOs auf eine Pflanzenzelle libertragen
werden kann, ist fraglich, da durch die Lysat-Praparation mdglicherweise Nukleasen aus
den Vakuolen freigesetzt wurden oder allgemein in BY2-Zellen ein anderes

Nukleasespektrum vorliegt.

Die Pflanzenexperimente bestatigten die Ergebnisse in Bezug auf die Stabilitat und die
Spalteffizienz der modifizierten ASOs. Bei einer Co-Inokulation der verschiedenen
modifizierten ASOs und der TBSV-RNA wurde die protektive Wirkung im Vergleich zum
ASO ohne Modifikation verbessert. Obwohl die PS-modifizierten ASOs im BYL stabiler

waren, induzierten sie einen geringeren Pflanzenschutz als die MOE4- und LNA-
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modifizierten ASOs, deren Spalteffizienz gleich oder besser war. Bei einer zeitlich
getrennten Inokulation von modifizierten ASOs und TBSV-RNA wurde die Immunitat im
Vergleich zum nicht modifizierten ASO nur mit den Modifikationen MOE4, PTO2 und PTO20
verbessert. Aufgrund der geringen Stabilitat des ASOs mit der LNA-Modifikation ist die
ausbleibende Verbesserung der Immunitat mit diesem ASO nicht Gberraschend. Durch die
Trennung von ASO und Virus-RNA wird eine Formierung des Heteroduplexes vor der
Inokulation verhindert. Werden ASO und Virus-RNA getrennt inokuliert, ist davon
auszugehen, dass nicht jede Zelle, die Virus-RNA aufnimmt, vorher auch mit einem ASO
inokuliert wurde, wodurch die Immunisierungs-Kapazitat des ASOs verringert wird. Liegen
modifizierte ASOs in Zellen vor, in die die Virus-RNA transportiert wird, kommt der Stabilitat
der ASOs eine grofRere Bedeutung fir die protektive Wirkung zu als bei einer Co-
Inokulation. Dies ist ein weiteres Indiz fir die zuvor formulierte Vermutung, dass im BYL

beobachtete Effekte nicht direkt auf Pflanzenzellen Gbertragbar sind.

Die Wirkung der ASOs in den Pflanzenexperimenten lasst sich gut mit den In-vitro-Daten
korrelieren. Dafir sind die Rangfolgen zusammengefasst in Tabelle 5.3 aufgefuhrt. ASOs,
die eine deutlichere Spaltung zeigten, generierten auch einen besseren Pflanzenschutz.
Das ASO PS2 war im Vergleich zu den anderen ASOs im BYL etwas stabiler und zeigte
auch einen besseren Effekt bei der getrennten Inokulation von ASO und TBSV-RNA. Unter
Verwendung des ASO PS20 wurde in vitro die geringste Hydrolyse im Vergleich zu den
anderen ASOs detektiert. In diesem Fall wurde der geringste Pflanzenschutz generiert,
obwohl dieses ASO im BYL die groRte Stabilitat zeigte.

Tabelle 5.3: Zusammenfassung der beobachteten Rangfolge der modifizierten ASOs.
Unterschiede werden durch >, keine Unterschiede durch ‘=* dargestellt. Insgesamt missen die Versuche mit
mehr Pflanzen wiederholt werden, um die Unterschiede zu bekraftigen.

Versuch Rangfolge*
Spaltaktivitat in vitro MOE4 = LNA = PS2 > PS20
Stabilitat in BYL PS20 > PS2 > MOE4 > ASO = LNA2

Schutz vor TBSV-Infektion (Co-Inokulation) | MOE4 > LNA2 = PS2 > PS20 > ASO 209

Schutz vor TBSV-Infektion
(getrennte/versetzte Inokulation)

PS2 > MOE4 > PS20 > LNA = ASO 209

Die beiden ASOs mit den Modifikationen PS2 und MOE4, die die beste Spaltaktivitat,
Stabilitat und den besten Pflanzenschutz im Vergleich zu den ASOs mit anderen

Modifikationen zeigten, sind in Abbildung 5.4 dargestellt.
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Abbildung 5.4: Sequenz der beiden effizientesten ASOs mit den Modifikationen PS2 und MOE4.

Die Modifikation PS2 ist mit einem Stern zwischen den Nukleotiden dargestellt. Die Modifikation MOE des
Adenosins ist mit der Ziffer 5 dargestellt. Die Abbildung der Modifikationen wurde aus Shen und Corey, 2018,
entnommen.

Die in dieser Arbeit dargestellten Beobachtungen zeigen aufgrund der im BYL untersuchten
RNase H-Aktivitdt und der in vitro und in planta eingesetzten ASOs gegen die TBSV-RNA
erstmals die Mdglichkeit auf, ASOs als Wirkstoff zur Immunisierung von Pflanzen zu
verwenden. Durch die Verwendung von target-Sequenzen, welche im esiRNA-Screen
identifiziert wurden, ist die Zuganglichkeit flir das ASO und die RNase H gesichert. Auch
wenn nur der Einzelstrang verglichen wird, sind DNA-Oligonukleotide deutlich
kostengtnstiger als RNA-Oligonukleotide (Shen und Corey 2018). Wahrend siRNAs bisher
nur Uber Nanopartikel in Blattzellen aufgenommen werden konnten (Zhang et al. 2019),
ware der Transport des ASOs mit der PS-Modifikation aufgrund der hydrophoben
Eigenschaft Uiber die Zellmembran gesichert (Dowdy 2017). Ein weiterer Vorteil ist, dass
beim Einsatz von Saccharose-Losung ASOs Uber Zuckertransporter in der Pflanze
ebenfalls von Zelle zu Zelle transportiert werden kénnten (Sun et al. 2007). Diese
verschiedenen positiven Eigenschaften bieten eine gute Grundlage zur Entwicklung von
ASOs als Schutzmallnahme gegen wirtschaftlich relevante Viren und sollten daher im

Fokus weiterfihrender Arbeiten stehen.
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6 Zusammenfassung

Der Schutz von Pflanzen vor Virusinfektionen ist wissenschaftlich und wirtschaftlich von
ungebrochener Relevanz, wird derzeit jedoch hauptsachlich Gber die Anwendung von
Pestiziden gegen den Ubertragervektor, meist Insekten, erreicht. Transgene Pflanzen
stellen zwar eine Alternative dar, sind jedoch aufgrund ihrer aufwendigen Herstellung, des
durch Regularien eingeschrankten Anbaus und des allgemeinen negativen Rufs in der
Bevolkerung nicht optimal. In den letzten Jahren wurde vermehrt die Applikation von
exogenen small interfering RNAs und doppelstrangigen RNA-Molekilen in den Fokus der
Forschung gerilickt. Deshalb ist die Charakterisierung des RNA-induced silencing complex
und dessen Nutzung fur die Protektion von Pflanzen von groRer Bedeutung. Die
Assemblierung des RNA-induced silencing complex im BY2-Lysat war Grundlage fiur die
Untersuchung des Komplexes einerseits und potenzieller Interaktionspartner andererseits,
aber auch fur die Untersuchung eines potenziellen DNA-induced silencing complex. Die
in vitro gewonnenen Erkenntnisse Uber die antisense-Oligonukleotide konnten in vivo

bestatigt werden.

Im Anschluss an eine Immunprazipitation von AGONAUTE1 Uber einen FLAG-tag konnten
mdogliche  BY2-Lysat-interne  AGONAUTE1-Interaktionspartner  mittels  Massen-
spektrometrie identifiziert werden. Ein in dieser Arbeit entwickeltes Reportersystem sollte
dazu dienen, diese Kandidaten in planta zu untersuchen. Dieses Reportersystem wurde
mittels Agrobakterium-vermittelter Transformation in Blatter von N. benthamiana
eingebracht. Im Grundzustand war die Genexpression der Firefly-Luciferase durch eine
Luciferase-spezifische small interfering RNA, die in Form einer artifiziellen microRNA
codiert war, negativ reguliert. Der transiente knockdown von AGONAUTE1 oder einem im
RNA-induced silencing complex involvierten Kandidaten mittels CRISPR-Cas9 stdrte das
silencing der Firefly-Luciferase. Die Detektion der Luciferase war ein Hinweis auf die
Beteiligung des AGONAUTE1 oder mutagenisierter Kandidaten am RNA-silencing. Nach
erfolgreichem transienten knockdown von AGONAUTE1-1 und AGONAUTE1-2 wurde eine
um den Faktor 12 erhdhte Firefly-Luciferase-Aktivitat detektiert, was als Nachweis fir die
Funktionsfahigkeit des Systems angesehen werden konnte. Der transiente knockdown der
Gene zeigte, entweder aufgrund eines unzureichenden knockdowns oder einer hohen
Stabilitdt des Proteins, keinen Effekt auf die Expression der Firefly-Luciferase. Nach
weiterer Optimierung konnte dieses Reportersystem jedoch zur Verifizierung weiterer

Kandidaten dienen.
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Zusammenfassung

Fir Prokaryoten wurde beschrieben, dass AGONAUTE mit DNA zu einem DNA-induced
silencing complex programmiert werden kénnen und dadurch fremde Nukleinsdure als
Schutzmallnahme abbauen. In der vorliegenden Arbeit wurden keine Hinweise gefunden,
dass pflanzliche AGONAUTE-Proteine mit DNA-Oligonukleotiden zu einem DNA-induced
silencing complex programmiert werden kdnnen, weshalb sie wahrscheinlich nicht zur DNA-
abhangigen Immunisierung beitragen. Ein Hinweis auf eine AGONAUTE1-unabhéangige
Spaltung mittels 21 Nukleotid-langem DNA-Oligonukleotid war die Identifizierung der
Position der Hydrolyse mittels Rapid amplification of cDNA ends, die sich von der Position
der small interfering RNA-abhangigen Hydrolyse unterschied. Dieses Ergebnis deutete auf
eine RNase H-abhangige Hydrolyse hin. Folglich wurden die RNase H1- und H2-Aktivitaten
im BY2-Lysat untersucht und gezeigt, dass diese fiir die DNA-abhangige Hydrolyse im BYL
verantwortlich sind. Es konnte erfolgreich untersucht werden, dass sowohl RNase H1 als
auch RNase H2 im BYL aktiv sind.

Antisense-Oligonukleotide, die von effizienten small interfering RNAs abgeleitet wurden,
waren sowohl in vitro als auch in vivo in der Lage, die Tomato bushy stunt virus-RNA zu
inaktivieren. So gab die Untersuchung der Spaltkapazitat des antisense-Oligonukleotid
in vitro einen Hinweis auf die Aktivitat in planta. Ein antisense-Oligonukleotid, das von einer
ineffizienten small interfering RNA abgeleitet wurde, war ebenfalls ineffizient, was ein
Hinweis auf die vergleichbare Zuganglichkeit der target-Sequenz fir den RNA-induced
silencing complex und das antisense-Oligonukleotid bzw. die RNase H ist. Antisense-
Oligonukleotide mit einer Phosphorthioat-Modifikation zwischen wund antisense-
Oligonukleotide mit jeweils zwei 2‘-O-Methoxyethyl-Modifikation an den beiden letzten
endstéandigen Nukleotiden zeigten eine bessere Stabilitdt in vitro sowie eine hdhere

Protektionskapazitat in vivo als das antisense-Oligonukleotid ohne Modifikation.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen des RNA-induced silencing complex
und der RNase H-abhangigen Hydrolyse flihrten zu Ergebnissen, die folglich zur
Immunisierung von Pflanzen gegen eine Virusinfektion angewendet werden kénnen. So
koénnte in Zukunft die Anwendung von kleinen einzelstrangigen DNA-Oligonukleotiden als

~Impfstoff‘ zur Protektion von Pflanzen optimiert werden.
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VIl.  Anhang

Tabelle 6.1: Fertigpuffer

Puffer und Lésungen Hersteller

10x DNasel-Puffer, RNase free Roche

10x T4-DNA-Ligase Puffer Thermo Fisher Scientific Inc.
10x T4-RNA-Ligase Puffer Promega

5x Phusion HF-Puffer Thermo Fisher Scientific Inc.
10x Dream Tag-Puffer Thermo Fisher Scientific Inc.
5x Reaktionspuffer flir Reverse

Transkriptase (RT) Thermo Fisher Scientific Inc.
5x Reaktionspuffer fur AMV RT Promega

5x Transkriptionspuffer Agilent Technologies
Rapi-Gest SF Waters

2x RNA Loading Dye Thermo Fisher Scientific Inc.

Tabelle 6.2: Verwendete Plasmide und Vektoren

Vektor Resistenz Beschreibung

pDGES5_sgRNA1-Ago1 Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen Ago1
pDGE7_sgRNA1-Ago1 Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen Ago1
pDGE9_sgRNA1-Ago1 Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen Ago1
pDGE9_sgRNA3-Ago1 Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen Ago1
pDGE10_sgRNA1-Ago1 Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen Ago1
pDGE10_sgRNA3-Ago1 Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen Ago1
pDGE12_sgRNA2-Ago1 Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen Ago1
pDGE12_sgRNA4-Ago1 Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen Ago1
pDGE13_sgRNA2-Ago1 Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen Ago1
pDGE13_sgRNA4-Ago1 Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen Ago1
pDGE14_sgRNA2-Ago1 Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen Ago1
pDGE15_sgRNA2-Ago1 Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen Ago1
pDGE7_sgRNA1-Ago1-2 Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen Ago1-2
pDGE10_sgRNA2-Ago1-2 Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen Ago1-2
pDGE13_sgRNA3-Ago1-2 Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen Ago1-2
pDGE15_sgRNA4-Ago1-2 Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen Ago1-2
pDGE5_sgRNA1-mCherry Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen mCh
pDGE7_sgRNA1-mCherry Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen mCh
pDGE9_sgRNA1-mCherry Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen mCh
pDGE10_sgRNA1-mCherry Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen mCh
pDGE12_sgRNA2-mCherry Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen mCh
pDGE13_sgRNA2-mCherry Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen mCh
pDGE14_sgRNA2-mCherry Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen mCh
pDGE15_sgRNA2-mCherry Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen mCh
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pDGE5_sgRNA1-AKIP-like Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE7_sgRNA1-AKIP-like Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE9_sgRNA2-AKIP-like Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE10_sgRNA2-AKIP-like | Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE12_sgRNA3-AKIP-like | Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE13_sgRNA3-AKIP-like | Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE14_sgRNA4-AKIP-like | Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE15_sgRNA4-AKIP-like | Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen AKIP-like
pDGE5_sgRNA1-CYP40 Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen CYP40
pDGE7_sgRNA1-CYP40 Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen CYP40
pDGE7_sgRNAS5-CYP40 Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen CYP40
pDGE9_sgRNA2-CYP40 Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen CYP40
pDGE10_sgRNA2-CYP40 Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen CYP40
pDGE10_sgRNAG-CYP40 Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen CYP40
pDGE12_sgRNA3-CYP40 Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen CYP40
pDGE13_sgRNA3-CYP40 Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen CYP40
pDGE13_sgRNA7-CYP40 Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen CYP40
pDGE14_sgRNA4-CYP40 Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen CYP40
pDGE15_sgRNA4-CYP40 Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen CYP40
pDGE15_sgRNA8-CYP40 Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen CYP40
pDGE5_sgRNA1-TRN Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen TRN
pDGE7_sgRNA2-TRN Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen TRN
pDGE9_sgRNA3-TRN Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen TRN
pDGE10_sgRNA4-TRN Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen TRN
pDGE12_sgRNA5-TRN Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen TRN
pDGE13_sgRNAG-TRN Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen TRN
pDGE14_sgRNA7-TRN Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen TRN
pDGE15_sgRNA8-TRN Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen TRN
pDGE5_sgRNA1-ZFP Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen ZFP
pDGE7_sgRNA1-ZFP Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen ZFP
pDGE9_sgRNA2-ZFP Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen ZFP
pDGE10_sgRNA2-ZFP Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen ZFP
pDGE12_sgRNA3-ZFP Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen ZFP
pDGE13_sgRNA3-ZFP Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen ZFP
pDGE14_sgRNA4-ZFP Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen ZFP
pDGE15_sgRNA4-ZFP Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen ZFP
pDGES5_sgRNA1-EIF4A Amp Level 1, Modul 1, sgRNA gegen EIF4A
pDGE7_sgRNA1-EIF4A Amp Level 1, Modul 2, sgRNA gegen EIF4A
pDGE9_sgRNAZ2-EIF4A Amp Level 1, Modul 3, sgRNA gegen EIF4A
pDGE10_sgRNA2-EIF4A Amp Level 1, Modul 4, sgRNA gegen EIF4A
pDGE12_sgRNA3-EIF4A Amp Level 1, Modul 5, sgRNA gegen EIF4A
pDGE13_sgRNAS3-EIF4A Amp Level 1, Modul 6, sgRNA gegen EIF4A
pDGE14_sgRNA4-EIF4A Amp Level 1, Modul 7, sgRNA gegen EIF4A
pDGE15_sgRNA4-EIF4A Amp Level 1, Modul 8, sgRNA gegen EIF4A
pDGE1_4x2sgmCherry Spec Level 2, 2 verschiedene sgRNA in 4 Kopien
pDGE355-TREX_mCh Spec Level 2, 2 verschiedene sgRNA in 4 Kopien
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pDGE1_sgAgo1.4x Spec Level 2, 4 verschiedene sgRNA in 2 Kopien
pDGE1_Ago1-2 Spec Level 2, 4 sgRNA gegen Ago1, 4 gegen Ago1-2
pDGE355-TREX_Ago1.4x Spec Level 2, 4 verschiedene sgRNA in 2 Kopien
pDGE355-TREX_Ago1-2 Spec Level 2, 4 sgRNA gegen Ago1, 4 gegen Ago1-2
pDGE1_sgAKIP-like.4x Spec Level 2, 4 verschiedene sgRNA in 2 Kopien
pDGE1_sgCYP40.8x Spec Level 2, 8 verschiedene sgRNA

pDGE1_sgTRN.8x Spec Level 2, 8 verschiedene sgRNA

pDGE1_sgEIF4A.4x Spec Level 2, 4 verschiedene sgRNA in 2 Kopien
pDGE1_sgZFP.4x Spec Level 2, 4 verschiedene sgRNA in 2 Kopien
pSPLF2-Ago1-2.2.2 Amp CDS von Ago1-2 (Niben101Scf00887g01007.1)
pSPLF_PD1_ZFP Amp CDS ZFP (Niben101Ctg15635g00003.1)
pSPLF_PD2_EIF4A Amp CDS Helicase EIF4A (Niben101Scf01848905002.1)
pSPLF_PD4-EF1a Amp CDS Elongation Factor 1a (Nitab4.5_0001802g0030.1)
pSPLF_PD5_Chaperonin Amp CDS Myc-Chaperonin (Nitab4.5_0000041g0130.1)
pSPLF_PD6_PAB Amp CDS Myc-RNA recognition motif (Nitab4.5_0004376g0010.1)
pSPLF_PD7_TPR Amp CDS Myc-Tetratricopeptid (AT5G21990.1)
pSPLF_PD8_AKIP-like Amp CDS Myc-AKIP-like (Nitab4.5_0002915g0070.1)
pSPLF_PD9_Luc Amp CDS Myc-NanoLuc-Promega

pSPLF_PD10_GFP Amp CDS Myc-EGFP

pSPLF_PD11_Cyp40 Amp CDS Myc-Cyclophilin40 (Niben101Scf03080g00001.1)

*Ampicillin- (Amp), Spectinomycin-(Spec) Resistenz, coding sequenz (CDS)
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Anhang

Anreicherung der Proteine in den FLAG-AGO1, FLAG-AGO2 und BYL MS-Proben
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(A) 52 Proteine, welche in den drei MS-Proben FLAG-AGO1, FLAG-AGO2 und BYL identifiziert wurden. (B) 43

Abbildung 6.1: Menge der quantifizierten N. tabacum-Proteine in parts per million (ppm).
Proteine, welche in der IP FLAG-AGO1 und FLAG-AGO?2 identifiziert wurden.
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GFP-target-RNA
AS0209

Q
+ Qc:”L Q"m

- - - <« target-RNA

Abbildung 6.2: Sequenz-unspezifische Stabilisierung der GFP-target-RNA durch PS20-modifiziertes
AS0209.

Es wurde die target-RNA mit dem Sequenz-unspezifischen ASO209 ohne Modifikation (+), mit PS2-Modifikation
(PS2) und mit der PS20-Modifikation (PS20) fir 15 min in BYL inkubiert. Als Negativkontrolle diente die target-
RNA ohne ASO (-).
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Abbildung 6.3: Plasmidkarten mit den klonierten CDS der potenziellen RISC-Faktoren.

Dargestellt ist der pSPLF2-Vektor mit den beschriebenen CDS der verschiedenen Kandidaten ZFP, elF4A,
EF1a, Cpn60, PAB und AKIP und der Kontrollen TRP, CYP40, GFP, FLUC. Gekennzeichnet ist auRerdem der
Promotor, der Myc-Tag, der ColE1-Origin, der PolyA-Schwanz, der lac-Operator und die Ampilicin-Resistenz.
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(200) Bsal
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NOS Terminator]

Abbildung 6.4: Plasmidkarten der CRISPR/Cas-Konstrukte.

Dargestellt sind die 8 Level 1-Konstrukte pDGES5, 7, 9, 10, 12, 13, 14, 15 mit der jeweiligen sgRNA beispielhaft
komplementar zu AGO17-1 und AGO17-2, und das Level 2-Konstukt, dass die CDS von Cas9 enthélt und in dem
alle 8 sgRNAs aus den Level 1-Konstrukten vereint wurden. Gekennzeichnet sind auRerdem Promotoren und
Terminatoren, die Agrobakterien-spezifische Erkennungssequenz LB und RB zur Transformation, die
Neomycinresistenz (nptll) fiir eine stabile Transformation und die Spectinomycin (Spec)-Resistenz.
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Abbildung 6.5: Plasmidkarten der CDS der RNase H2-Untereinheiten A, B und C.

Dargestellt ist der pSPLF2-Vektor mit den beschriebenen CDS der drei Untereinheiten. Gekennzeichnet ist
auflerdem der SP6-Promotor, der FLAG- oder HA-Tag, der ColE1-Origin, der PolyA-Schwanz, der lac-Operator
und die Ampilicin-Resistenz.

PSPLF2-FLAG-RNASEN2C
3568 o
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