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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Klassifizierung des Virus der klassischen Schweinepest in das
Genus Pestivirus

Pestiviren sind kleine behiillte RNA Viren mit einer Grof3e zwischen 40-60 nm (Horzinek et
al., 1971; Enzmann & Weiland, 1978; Moennig & Plagemann, 1992). Das vermutlich
ikosaedrische Nukleokapsid (Horzinek et al., 1967) umgibt die virale Nukleinsdure und ist
seinerseits von einer Lipidhiille mit eingelagerten Glykoproteinen umgeben. Aufgrund ihrer
Lipidhiille sind die Pestiviren empfindlich gegen Substanzen wie Chloroform, Ather und
Detergenzien. Das Genus Pestivirus innerhalb der Familie Flaviviridae wird aus dem Virus
der klassischen Schweinepest (KSPV), den Erregern der bovinen Virusdiarrh6/Mucosal
Disease (BVDV) des Rindes und der ,,Border Disease* des Schafes sowie einem Isolat von
der Giraffe (giraffe-1) gebildet (Wengler et al., 1995, Heinz et al., 2000). In die Familie der
Flaviviridae sind neben Pestiviren noch Flaviviren und Hepaciviren eingeordnet. Gemeinsam
ist ihnen eine dhnliche Genomorganisation. Eine auffillige Ahnlichkeit besteht zwischen
Pestiviren und Hepaciviren, da beide eine ungewdhnliche Translationsinitiation verfolgen
(Rice et al., 1996).

Zum Wirtsspektrum der Pestiviren gehdren auBler den paarhufigen landwirtschaftlichen
Nutztieren auch Wildschweine und Wildwiederkduer. Die Bezeichnung der vier Virusspezies
geht auf die Tierart zuriick, aus der sie urspriinglich isoliert wurden und in der sie
Krankheitssymptome verursachen. Wihrend unter natiirlichen Bedingungen die KSPV-
Infektion nur in Schweinen nachgewiesen werden konnte, ist das Wirtsspektrum von BVDV
und BDV weniger eingeengt. So gelang der Nachweis von BVDV in Schafen und Ziegen (z.
B. Becher et al., 1997 und 1999).

Die klassische Schweinepest hat als Tierseuche in vielen Léndern mit intensiver
Schweinehaltung eine grofle wirtschaftliche Bedeutung (Edwards et al., 2000; Saatkamp et
al., 2000). KSPV-Infektionen zeigen in ihrer klinischen Ausprdgung eine grof3e
Variationsbreite von akuter Erkrankung, die mit hoher Letalitit einhergeht, iiber chronische
Verldufe bis hin zu subklinischen Krankheitsverldufen mit niedriger Letalitdt. Als Folge
staatlicher BekdmpfungsmafBnahmen hat sich das Krankheitsbild zu einem milderen, haufig
unspezifischen Verlauf gewandelt, wobei meist chronische Formen der Erkrankung

beobachtet werden (Dunne et al., 1973; Moennig & Plagemann, 1992; Thiel et al., 1996).
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BVDV-Stimme werden aufgrund von Sequenzvergleichen und serologischer Kreuzreaktion
in die beiden Genotypen BVDV I und BVDV II unterteilt (Pellerin et al., 1994; Ridpath et
al., 1994). Die ,klassischen® BVDV-Stimme, die eine milde Diarrhd und Fertilitdtsstorungen
bei Rindern verursachen, sind als BVDV I zusammengefasst. Einige der unter BVDV 11
eingeteilten (neuen) BVDV-Stimme sind dagegen fiir schwere, durch hohes Fieber und
Hémorrhagien gekennzeichnete Krankheitsausbriiche verantwortlich (Pellerin et al., 1994;
Ridpath et al., 1994). Kiirzlich wurde ein Pestivirus-Isolat von der Giraffe als weitere Spezies
in das Genus Pestivirus eingegliedert, da es keiner der anderen Spezies zugeteilt werden
konnte (Heinz et al., 2000). Weiterhin wird diskutiert, ob zwei Pestivirusisolate, ,,Reindeer-1*
und ,,Bison®, eine weit entfernte verwandte Subgruppe von BDV darstellen, oder jeweils eine
neue Spezies bilden (Becher et al., 1999). Neuere Sequenzvergleiche und serologische
Kreuzreaktionen bestirken die Einteilung als eigenstidndige Spezies (Avalos-Ramirez et al.,

2001).

1.2 Genomorganisation der Pestiviren

Das pestivirale Genom besteht aus einer etwa 12,5 kb langen einzelstringigen RNA.
Aufgrund von Duplikationen viraler oder Insertionen zelluldrer Sequenzen erreicht das
Genom bei einigen BVDV-Isolaten eine Grofle von bis zu 16,5 kb (Meyers & Thiel, 1996).
Die RNA liegt, wie bei allen Vertretern der Flaviviridae, in positiver (,,messenger sense‘)
Orientierung vor und besitzt einen einzelnen groen Leserahmen, der etwa 4000 Aminosduren
umfasst (Collett et al., 1988a; Meyers et al., 1989; Moormann et al., 1990; Deng & Brock,
1992). Eingerahmt wird dieses offene Leseraster von nicht kodierenden Sequenzen
(sogenannte ,,nicht translatierende Regionen*: NTR), die am 5'-Ende fast 400 Nukleotide
bzw. am 3’-Ende iiber 200 Nukleotide umfassen (Collett et al., 1988a; Meyers et al., 1989;
Moormann et al., 1990). Die nicht translatierte Region am 5’-Ende weist eine komplexe
Sekundarstruktur auf und hat die Funktion einer internen Ribosomenbindungsstelle (,,internal
ribosomal entry site*, IRES), wodurch die Initiation der Translation vermittelt wird (Poole et
al., 1995; Rijnbrand et al., 1997). Somit unterscheiden sich Pestiviren und das Hepatitis C-
Virus beziiglich Initiation der Translation fundamental von Flaviviren, deren Translation
durch die ,,Cap*“-Struktur am 5’'-Terminus vermittelt wird (Poole et al., 1995; Tsukijama-
Kohara et al., 1992). Auch fiir die 3-NTR konnte die Ausbildung einer charakteristischen
Sekundérstruktur nachgewiesen werden, die eine cis-aktive Funktion fiir die Replikation
besitzt (Yu et al., 1999). Das 3’-Ende des viralen Genoms ist nicht polyadenyliert (Purchio et
al., 1983; Collett et al., 1988a; Meyers et al., 1989).

10
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Das durch die Translation der genomischen RNA entstehende Polyprotein (Abb. 1) wird ko-
und posttranslational durch viruskodierte Proteasen und Proteasen der Wirtszelle prozessiert,
wodurch die reifen Virusproteine, vier Struktur- und sieben bzw. acht Nichtstrukturproteine,

entstehen (Collett et al., 1988b, 1988c und 1991; Riimenapf et al., 1993; Stark et al., 1993).

Strukturproteine

virale Npro|C | Ems || E1| E2 ||p7| NS2-3 ||NS4A|| NS4B| NS5A-B

Pr0teine A y y A y y A
NS2| [NS3 | NS5A |[ NS5B]|
A A A Y

LI 115511 5 ¢
. . Signal-
hneidend, T 9 )
;fm':;sz" e | Npro Signalase peptidase | - NS2-3 (NS3)

Abb.1: Genomorganisation der Pestiviren
Bei der Prozessierung des Polyproteins sind zelluldre Proteasen (Signalase) und virale Proteasen beteiligt.
7= Protease nicht bekannt

Das erste Genprodukt ist die N-terminale Protease NP, die sich autoproteolytisch vom
entstehenden Polyprotein abspaltet (Thiel et al., 1991; Wiskerchen et al., 1991; Stark et al.,
1993; Riimenapf et al., 1998). Weitere Funktionen von N**° wihrend der Virusreplikation sind
bisher nicht bekannt. Ein NP entsprechendes Genprodukt ist fiir die anderen beiden Genera,
Hepatitis C-Virus und Flavivirus nicht bekannt.

NP wird von den viralen Strukturproteinen gefolgt, die im 5’-terminalen Drittel des Genoms
kodiert werden. Sie umfassen in dieser Reihenfolge das Nukleokapsidprotein (C) und die
Glykoproteine E™, E1 und E2. Die Glykoproteine werden aufgrund einer sich an das
Kapsidprotein anschlieBenden Signalsequenz in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums (ER) transloziert. Im ER erfolgt sofort nach der Translokation eine Spaltung
durch eine zelluldre Signalpeptidase zwischen C und dem Vorlduferprotein, das aus E™, E1
und E2 besteht. Es schlieBen sich weitere Spaltungen der Signalpeptidase zwischen E1 und
E2 und am C-Terminus von E2 an (Riimenapf et al., 1993). Bisher ist nicht geklért, durch
welche Protease die Spaltung zwischen E™ und E1 vermittelt wird. Alle drei Glykoproteine
bilden Dimere, die iiber intermolekulare Disulfidbriicken verbunden sind; dabei kommen E™-
Homodimere, E1-E2-Heterodimere und E2-Homodimere vor (Thiel et al., 1991; Weiland et
al., 1990). Ein dem E™ entsprechendes Genprodukt existiert bei den anderen beiden Genera

der Flaviviren nicht (Ubersichtsartikel Rice et al., 1996).
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Die sich anschlieBenden C-terminalen zwei Drittel des offenen Leserahmens kodieren
ausschlieBlich flir Nichtstrukturproteine, welche die enzymatischen und strukturellen
Komponenten des viralen Replikationskomplexes enthalten. Dem viralen Strukturprotein E2
folgt ein kleines, als p7 bezeichnetes Protein, das in virusinfizierten Zellen, aber nicht in
Virionen nachgewiesen werden konnte (Elbers et al., 1996; Harada et al., 2000). Auf p7 folgt
NS2-3, das bei den meisten Pestiviren teilweise in NS2 und NS3 gespalten wird, so dass
sowohl das Vorlduferprotein NS2-3 als auch die Spaltprodukte vorliegen. Eine Ausnahme
bilden nicht-zytopathogene BVDV-Stimme (ncp BVDV), bei denen das Vorlduferprotein
NS2-3 nicht prozessiert wird. Bei zytopathogenen Stimmen korreliert die Induktion des
zytopathischen Effektes mit der Synthese von NS3, welche auf Rekombination viraler
Sequenzen, Deletionen, Punktmutationen im NS2 oder Insertionen zelluldrer Sequenzen
zuriickzufiihren ist (Tautz et al., 1996 and 1999; Meyers et al., 1996a; Mendez et al., 1998;
Kiimmerer et al., 1998 und 2000; Ridpath et al., 2000; Rinck et al., 2001). In Zellen, die mit
KSPV infiziert sind, konnen beide Formen, NS2-3 und NS3 nachgewiesen werden (z. B.
Meyers & Thiel, 1996). Im Gegensatz zu BVDV repliziert KSPV in der Zellkultur im
allgemeinen ohne die Ausbildung eines zytopathischen Effektes.

Fiir NS3 wurden die enzymatischen Aktivititen einer Serin-Protease, einer NTPase und einer
Helikase nachgewiesen (Tumura et al., 1993; Warrener & Collett, 1995; Wiskerchen &
Collett, 1991). Die Serin-Protease katalysiert die Prozessierung am C-Terminus von NS3 und
an den nachfolgenden Spaltstellen des Polyproteins, die zur Freisetzung von NS4A, NS4B,
NS5A und NS5B fiihren (Tautz et al., 1997 und 2000; Wiskerchen & Collett, 1991; Xu et al.,
1997). NS4A ist ein Kofaktor der NS3-Protease fiir die Prozessierung an den Spaltstellen
NS4B/ NS5A und NS5A/ NS5B (Xu et al., 1997). Wihrend die Funktion von NS5A bisher
unbekannt ist, konnte fir NS5B die Funktion der pestiviralen RNA-abhingigen RNA-
Polymerase nachgewiesen werden (Steffens et al., 1999; Zhong et al., 1998).

Neutralisierende Antikorper werden im Verlauf einer Infektion mit Pestiviren vorwiegend
gegen E2 und in geringerem Umfang gegen E™, aber nicht gegen E1 gebildet (Weiland et al.,
1992). Ebenso konnte im Tierexperiment eine vollstindige Immunitit nach Gabe
aufgereinigter E™- bzw. E2-Antigene erzeugt werden, wéihrend die Gabe von El-Antigen
unter gleichen Bedingungen zu keiner Immunitatsausbildung fiihrte (Konig et al., 1995). Fir
El wird angenommen, dass es als Transmembranprotein nicht an der Virusoberfldche

exponiert ist (Thiel et al., 1991; Weiland et al., 1990).
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1.3 E™ (E= envelope; rns= ,,ribonuclease secreted*)

Das pestivirale E™ tritt in zwei Formen in Erscheinung. Zum einen ist es iiber nicht kovalente
Bindung in die Virushiille eingelagert; zum anderen wird es aktiv von infizierten Zellen
sezerniert (Riimenapf et al., 1991 und 1993). Sowohl als Strukturprotein, als auch als
sezerniertes Protein ist E™ ribonukleolytisch aktiv (Hulst et al., 1993; Schneider et al., 1993).
Das E™ tritt extrazelluldr als Homodimer mit ca. 100 kDa in Erscheinung (Thiel et al., 1991;
Riimenapf et al., 1991; Weiland et al., 1990). In Abhéngigkeit vom zelluldren Kompartiment
besitzt E™ ein apparentes Molekulargewicht von 44 kDa und 60 kDa (Thiel et al., 1991),
wihrend das kalkulierte Molekulargewicht des 227 Aminosduren langen E™ 25,7 kDa
betrdgt. Die Differenz ist auf Glykosylierung zuriickzufiihren. Je nach Pestivirus-Stamm weist
E™ 7-9 N-Glykosylierungsstellen (Asn x Thr/ Ser) auf; so hat z. B. das E™ von KSPV-
Stamm Alfort neun potentielle N-Glykosylierungsstellen (Meyers et al., 1989; Thiel et al.,
1991; Riimenapf et al., 1993). Wihrend die katalytisch aktiven Aminoséduren, die Cysteine
sowie die N- und C-terminalen Prozessierungsstellen hoch konserviert sind, ist insbesondere
der C-terminale Abschnitt von E™ zwischen den einzelnen Pestiviren variabel (Hulst &
Moormann, 2001).

E™ ist ein essentielles Strukturprotein. Die Deletion des E™ Gens erlaubt noch die
Replikation, aber nicht die Bildung von Virionen. Wird E™ von der Zelle in trans
bereitgestellt, erfolgt jedoch die Bildung von infektiosen Viruspartikeln (Widjojoatmodjo et
al., 2000). Vermutlich ist E™ an der Assemblierung von Virionen beteiligt (Harada et al., in
prip.). Bei den nahe verwandten Hepatitis C Viren konnte eine Interaktion des Hiillproteins
E1 mit dem Kapsidprotein nachgewiesen werden (Lo et al., 1996).

Weiterhin wurde gezeigt, dass E™ an Zelloberflichen von permissiven Zellen bindet und eine
pestivirale Infektion inhibieren kann (Hulst & Moormann, 1997). Im Gegensatz zu E2,
welches hochstwahrscheinlich an einen oder mehrere zelluldre(n) Rezeptor/en bindet (Xue &
Minocha, 1993; Schelp et al., 1995), bindet E™ an Glykosaminoglykane, wie sie an
Zelloberflachen von eukaryotischen Zellen vorhanden sind (Igbal et al., 2000; Hulst et al.,
2001). Es wird diskutiert, ob die Infektion von Zellen mit Pestiviren ein mehrstufiger Prozess
ist, bei dem durch die Bindung von E™ an Glykosaminoglykane die spezifische Interaktion
von E2 mit einem oder mehreren Rezeptor/en durch die rdumliche Ndhe beider
Reaktionspartner begiinstigt wird (Igbal et al., 2000; Hulst et al., 2001). Dieser Mechanismus

wird von einer Reihe an Viren verwendet. Beispielsweise bindet HIV zuerst an Heparansulfat
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(ein Glykosaminoglykan) und CD4, bevor die Bindung an Chemokinrezeptoren erfolgt
(Fantini et al., 2000; Liu et al., 2002).

Die Funktionen sowohl des sezernierten E™ als auch der Ribonuklease-Aktivitit des
pestiviralen E™ in vivo sind unbekannt. Die Ribonuklease-Aktivitdt ist vermutlich ein
Virulenzfaktor, da gezeigt wurde, dass Inaktivierung der RNase-Funktion zu
Virusattenuierung fiithrt (Meyers et al., 1999). In anderen Verdffentlichungen wurde die
Interaktion der RNase E™ mit dem Immunsystem des Wirtes postuliert (Schneider et al.,
1993; Hulst et al., 1994 und 1998; Bruschke et al., 1997). Da zytotoxische Effekte von
RNasen beschrieben sind (Wu et al., 1993), konnte die bereits frith nach einer pestiviralen
Infektion auftretende Reduktion bis Depletion von B-Lymphozyten durch die enzymatische
Funktion des sezernierten E™ verursacht werden. Die Reduktion von B-Lymphozyten tritt zu
einem so frithen Zeitpunkt in Erscheinung, dass sie vermutlich nicht auf einen direkten
zytopathischen Effekt zuriickzufiihren ist (Susa et al., 1992). In vitro induziert E™ in
aufgereinigten B-Lymphozyten verschiedener Spezies Apoptose (Bruschke et al., 1997).
Erginzend wurde gezeigt, dass hierzu die Enzymaktivitit des E™ nicht essentiell ist, da bei
Inkubation von B-Lymphozyten mit einer inaktiven E™-Mutante ebenfalls Apoptose auftrat
(zitiert in Hulst & Moormann, 2001, aus der Ph. D. Thesis von C. J. Bruschke). Kiirzlich
wurde gezeigt, dass eine im C-terminalen Bereich von E™ lokalisierte
Transportpeptidsequenz die Aufnahme von E™ in das Zellinnere ermoglicht. Sowohl E™ als
auch isolierte Peptide, die 27 Aminosduren bzw. 37 Aminosduren des E™ umfassen (aa 194-
220 bzw. aa 191- 227), waren in der Lage, die Plasmamembran der untersuchten Zellen in
einem energieunabhingigen Translokationsprozess zu passieren (Langedijk et al., 2001).
Hingegen ist nicht bekannt, ob nach einer Internalisierung von E™ auch ein RNA-Abbau

erfolgt.

1.4 Ribonuklease-Aktivitiit des E™

Ribonukleasen sind ubiquitir verbreitet und bei einer Vielzahl von Prozessen im RNA-
Stoffwechsel beteiligt. Hierzu zdhlen unter anderem die Prozessierung und die Degradation
von mRNAs sowie Modifikationen der 3’- und 5’-Enden. Generell kann man RNasen in Exo-
und Endoribonukleasen unterteilen: Exoribonukleasen prozessieren das RNA-Substrat
ausgehend von den Termini des Molekiils. Je nach Beginn der Prozessierung werden 3°-5°
bzw. 5°-3° Exoribonukleasen unterschieden. Exoribonukleasen spalten zumeist

Mononukleotide vom RNA-Molekiil ab. Endoribonukleasen hingegen greifen das Substrat an
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internen Phosphodiesterbindungen an. Je nachdem, ob das Substrat einzelstringig oder
doppelstrangig ist, wird zwischen einzelstrangspezifischen bzw. doppelstrangspezifischen
Ribonukleasen unterschieden. Bisher sind eine Vielzahl von Endonukleasen und
Exonukleasen bekannt, die zu einem Grofteil anhand ihrer gemeinsamen Charakteristika in
Familien zusammengefasst sind. Hiufig sind die Familien nach ihrem Prototyp benannt
(Auflistung in z. B. ,,Ribonucleases structures and functions* von D’Alesio, G., Riordan, J.
F.(Eds), Academic Press, USA). Aufgrund vergleichender Sequenzanalysen wurde eine
Homologie von E™ zur Familie von T2 RNasen festgestellt (Schneider et al., 1993), die zur
Aufnahme von E™ in diese Familie gefiihrt hat (Ubersichtsartikel Irie, 1997 und 2001).
RNasen erkennen RNA-Molekiile anhand der Primérstruktur, also der Nukleinsduresequenz,
wobei eine mehr oder weniger ausgeprigte Sequenzspezifitit bestehen kann. Aber auch die
rdumliche Struktur beeinflusst in hohem Mafe die Protein-Nukleinsdure-Wechselwirkungen;
so spielt im Vergleich zur DNA die flexiblere Raumstruktur der RNA eine wichtige Rolle.
Die Endo- und Exoribonukleasen werden aufgrund des Spaltungsmechanismus in
Phosphodiesterasen und Phosphotransferasen eingeteilt. Beispielsweise sind RNasen der T2
Familie Phosphotransferasen, da die Phosphatgruppe der gespaltenen Phosphodiesterbindung
auf das 3’-Ende des 5’-Spaltproduktes iibertragen wird (s. u.).

Die Eingliederung von E™ in die Familie der T2 RNasen erfolgte hauptsichlich auf der
Grundlage von Sequenzhomologien, die jeweils zwei Bereiche umfassen (Abb. 2). Diese
Bereiche beinhalten acht bzw. zwolf Aminoséuren einschlieBlich der katalytisch aktiven
Aminosduren (z. B. Ubersichtsartikel Irie, 1997 und 2001). Diese Aminosduren sind auch

innerhalb der bislang bekannten pestiviralen E™ Sequenzen nahezu vollstindig konserviert.

Box A Box B
Virus: KS RSLHGIWP LOQRHEWNKHGWC
Virus: BV RSLHGIWP LOQRHEWNKHGWC
Pilz: Rh FTLHGLWP FWSHEWSKHGTC
Pilz: T2 WTIHGLWP FWEHEWNKHGTC
Pflanze: MC1 FTIHGLWP FWSHEWTKHGTC
Tier: CL1 WTIHGLWP FWKHEWEKHGTC

Abb. 2: Sequenzhomologie zwischen E™ von Pestiviren und T2 RNasen
Sequenzhomologien sind insbesondere in zwei Sequenzbereichen, Box A und Box B, vorhanden. Die fett
dargestellten Aminosduren sind durchgehend konserviert. Die Hydrolyse der RNA wird durch drei
Histidine katalysiert. KS, E™ von KSPV; BV, E™ von BVDV; Rh, RNase Rh aus Rhizopus niveus; T2,
RNase T2 aus Aspergillus oryzae; MC1, RNase MC1 aus Momordica charantia; CL1; RNase CL1 aus
der Hiihnerleber isoliert
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Die Familie der T2 RNasen umfasst RNasen von Pilzen, wie z. B. die RNase T2 von
Aspergillus oryzae (Kawata et al., 1990) und die RNase Rh von Rhizopus niveus (Kurihara et
al., 1996), aber auch verschiedene pflanzliche RNasen, wie z. B. die Selbstinkompatibilitéts-
RNasen S2 und S6 von Nicotiana alata (McClure et al., 1989; Matton et al., 1994). In
Pflanzen, die zur Familie der Solanaceae, Scrophulariaceae und Rosaceae gehoren,
verhindern die S-RNasen die Selbstbefruchtung. Bei Befruchtung durch den eigenen Pollen
gelangen vom Griffel exprimierte extrazelluldre S-RNasen in diesen hinein und degradieren
die rRNA. Der Pollenschlauch kann nicht auswachsen, und die Befruchtung wird verhindert.
Auch im Tierreich konnten Mitglieder der T2 RNase Familie z. B. in Austern (Watanabe et
al., 1993) und in Organen von Sdugetieren wie der Hiithnerleber (Hayano et al., 1993) isoliert
werden. Das Vorkommen von RNasen der T2 Familie in Protozoen wie in Physarum
polycephalum (Inokuchi et al., 1993) und T2 dhnliche Ribonukleasen in Bakterien wie z. B.
Escherichia coli (Meador & Kennell, 1990) unterstreicht die ubiquitére Verbreitung.

Vertreter der T2-Familie sind relativ unspezifische Endoribonukleasen mit einem
Molekulargewicht von mehr als 24 kDa und einem pH Optimum im sauren Bereich
(Ubersichtsartikel rie, 1997 und 2001). Wihrend RNasen, die aus Pilzen isoliert worden sind,
fiinf Disulfidbriicken aufweisen, besitzen alle anderen zur Familie der T2 RNasen gehorenden
Ribonukleasen vier Disulfidbriicken (Ubersichtsartikel Irie, 2001).

Einige Vertreter der Familie der T2 RNasen wie die RNase Rh sind extensiv charakterisiert
worden. Im Gegensatz hierzu liegen fiir E™ nur wenige biochemische Daten vor (Windisch et
al., 1996; Schneider et al., 1993; Hulst et al., 1994). Wihrend DNA und doppelstringige
RNA von E™ nicht abgebaut werden, wurde bisher der Abbau von genomischer RNA,
ribosomaler RNA und homopolymerer RNA nachgewiesen. Messungen mit homopolymeren
RNA-Substraten ergaben eine Préferenz des E™ fiir poly U (Windisch et al., 1996).

Die bisher verdffentlichten Ergebnisse geben iibereinstimmend ein Temperaturoptimum der
RNase-Aktivitit von 55 °C an. Dagegen sind die Ergebnisse beziiglich des pH-Optimums
widerspriichlich: je nach Publikation liegt das Optimum bei 4,5 (Hulst et al., 1994) oder 6-6,5
(Windisch et al., 1996). Jedoch ist E™ {iber einen gbBeren Temperatur- und pH-Bereich aktiv.
Viele Ribonukleasen lassen sich durch divalente Kationen hemmen. Auf die Aktivitdt von E™
iiben die meisten Kationen keinen Einfluss aus, einzig durch die Zugabe von Zn*" und Mn*"
konnte die Ribonuklease gehemmt werden (Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996). Der
stirkste Inhibitor war Zn®", da mit diesem Kation schon in 100 fach geringerer Konzentration
(15 bzw.16,5 pM) als mit Mn®" eine 50 %ige Inhibition der ribonukleolytischen Aktivitit des

E™ erreicht wurde. EDTA bzw. Ca’™ und Mg®" fithren zu keiner Hemmung der
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Enzymaktivitit (Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996). Die biologische Relevanz der
Inhibition konnte bisher noch nicht ermittelt werden.

Die Bildung von Dimeren ist fiir den Erhalt der ribonukleolytischen Aktivitdt von E™ nicht
notwendig (Schneider et al., 1993; Windisch et al, 1996). Obwohl E™ ein hoch
glykosyliertes Protein ist (bis zu neun N-Glykosylierungsstellen), ist die Enzymaktivitit nach
posttranslationaler Deglykosylierung nur um ein Drittel reduziert (Windisch et al., 1996).
Bisher wurde von fiinf Vertretern der T2 RNase Familie mittels Kristallographie die
dreidimensionale Struktur ermittelt. Hierzu z&hlt die RNase Rh von Rhizopus niveus
(Kurihara et al., 1996), RNase MC1 von Momordica charantia (Suzuki et al., 2000), RNase
LE von Lyscopersicon esculentum (Tanaka et al., 2000), RNase S3 von Pyrus pyrifolia
(Matsuura et al., 2001), und die Sg;1-RNase von Nicotiana alata (Ida et al., 2002). Aufgrund
der bekannten dreidimensionalen Strukturen von RNase LE und RNase Rh wird eine
Einteilung der T2 RNasen in zwei Gruppen vorgeschlagen (Tanaka et al., 2000). Die
Kristallstruktur der RNase LE bildet die strukturelle Grundlage fiir Ribonukleasen, die aus
Pflanzen und Tieren isoliert wurden (inklusive der S RNasen), wihrend die Kristallstruktur
von RNase Rh die Strukturvorlage fiir aus Pilzen isolierte Ribonukleasen (inklusive T2
RNase) darstellt. Beide Strukturen gehdren zu den , a+f type structures®, da eine
verschieden hohe Anzahl von a-Helices und B-Faltbldttern vorhanden ist. Innerhalb beider
Strukturen ist das zentral gelegene antiparallele B-Faltblatt, die lange a-Helix, welche die N-
terminale Hélfte mit der C-terminalen Halfte verbindet, und die Lage der katalytisch aktiven

Aminosduren konserviert (Abb. 3).

17



Einleitung

N-Terminus

' His 104

Glu 105
SyYa 1
: 4
is 4 §
His : %gs 4
’
3
A
£
C-Terminus &
‘ -

Abb. 3: ,,Rasmol“-Darstellung der katalytisch aktiven Aminosdiuren innerhalb der Proteinstruktur von

RNase Rh

Innerhalb der bisher ermittelten Kristallstrukturen von RNasen der T2 Familie ist das zentral
gelegene antiparallele B-Faltblatt, die lange o-Helix, welche die N-terminale Hilfte mit der C-
terminalen Hilfte verbindet, und die Lage der katalytisch aktiven Aminosiuren konserviert. Die
katalytisch aktiven Aminosduren sind blau dargestellt. In RNase Rh erfolgt die eigentliche
Spaltung durch zwei Histidine (Histidin 46 und Histidin 109). Das zyklische Zwischenprodukt wird
durch Interaktion mit Glutaminsdure 105 und wahrscheinlich ebenfalls durch Interaktion mit
Histidin 104 und Lysin 108 stabilisiert. Die Proteinstruktur ist in der ,,protein data bank“ mit der
Bezeichnung ,,1bol* enthalten.

Die Klassifizierung der Ribonukleasen erfolgt anhand ihrer Charakteristika wie z. B. dem
Aufbau des aktiven Zentrums. RNase T2 spaltet RNA endonukleolytisch iiber ein zyklisches
Zwischenprodukt zu Oligonukleotiden, die am 3’-Ende phosphoryliert sind. Die Aufkldrung
des Spaltungsmechanismus erfolgte hauptsichlich anhand der RNase Rh von Rhizopus niveus
(Ohgi et al., 1992, 1993, 1994 und 1996; Irie et al., 1994), RNase M von Aspergillus satoi
(Watanabe et al., 1983) und RNase T2 von Aspergillus oryzae (Kawata et al., 1990).

Bei RNase Rh wurde aufgrund der Kristallstruktur, Daten aus Mutationsanalysen und
chemischen Modifikationen der in Abbildung 4 dargestellte Spaltungsmechanismus
vorgeschlagen (Ohgi et al., 1993; Irie et al., 1994). Es wurde postuliert, dass dieser
Mechanismus auch fiir alle anderen Vertreter der T2 RNasen zutrifft, da der Aufbau des
aktiven Zentrums bei den bisher ermittelten Strukturen nahezu identisch ist (Tanaka et al.,

2000).
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ADbb. 4: Mechanismus der RNA-Spaltung bei T2 RNasen am Beispiel von RNase Rh; nihere Angaben im
Text.

Die Aminosduren Hisss und His;gg fithren die Grundreaktion der RNA-Spaltung durch (Abb.
4). Hisjgy fungiert als Protonenakzeptor, da es ein Wasserstoffion der 2° OH-Ribosegruppe
des Nukleotids mit der Base 1 (Abb. 4A) iibernimmt. Das entstehende negativ geladene
Sauerstoffion greift nukleophil an der Phosphatgruppe an (Abb. 4B), wodurch ein
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Zwischenprodukt (pentakoordiniertes Intermediat) entsteht, welches durch die Glu;os und
wahrscheinlich ebenfalls durch die Aminosdure Lys;os stabilisiert wird (Abb. 4C). Die
Aufgabe von Hisjg4 ist die Bindung der Phosphatgruppe, so dass die Hydrolyse der RNA
erfolgen kann (Ohgi et al., 1992). His;o4 konnte ebenfalls an der Stabilisierung des zyklischen
Zwischenproduktes beteiligt sein. Der Zerfall der RNA erfolgt nach Aufnahme eines
Wasserstoffions des 5 Sauerstoffatoms der Ribose des Nukleotids mit der Base 2. In diesem
Schritt fungiert Hisse als Protonendonator (Abb. 4D). Als Zwischenprodukt wird ein 2°3’-
zyklisches Oligonukleotid gebildet, bevor als Endprodukt ein Oligonukleotid mit einem 3’-
Phosphat entsteht.

Generell sind enzymatische Reaktion und Basenspezifitit durch die B1 und B2 Seite
festgelegt, wobei die B1 Seite am 5’-Ende der zu spaltenden Phosphodiesterbindung und die
B2 Seite am 3'-Ende lokalisiert sind (/rie et al., 1997).

Bei RNase Rh sind die Aminosduren Asps;, Tyrs; und Trpso an der B1 Seite lokalisiert und fiir
die Basenspezifitit (A> G> C, U) verantwortlich (Ohgi et al., 1993 und 1996; Irie et al., 1997
und 2001). Die Aminosduren bilden wahrscheinlich eine hydrophobe Tasche mit Asps; am
Boden der Tasche. Asps; interagiert wahrscheinlich {iber polare Wechselwirkungen,
vermutlich Wasserstoftbriicken, mit der Base des Nukleotids vor der Spaltstelle. Die B2 Seite
der RNase Rh besteht aus den Aminosduren Glns,, Prog,, Sergs, Asngs, Glngs und Pheyo; (z. B.
Irie et al., 2001). Im Gegensatz hierzu ist die Basenspezifitit der RNase MC1 durch
Aminosduren an der B2 Seite festgelegt. Anhand der Co-Kristallstruktur von RNase MC1 und
2-UMP bzw. 3’-UMP konnten zwei Aminosduren, Aspartat 71 und Leucin 73, identifiziert
werden, die essentiell fiir die ausgepréigte Spezifitit von RNase MCl fiir Uridin sind (U>> G>
A> C). Mutationsanalysen bestétigten diese Ergebnisse (Irie et al., 1993; Suzuki et al., 2000;
Numata et al., 2001).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

E™ ist ein einzigartiges virales Protein, da es sich durch mehrere Eigenschaften auszeichnet.
Zunichst ist es eines der drei Strukturproteine der Pestiviren. E™ wird von infizierten Zellen
aktiv sezerniert und ist das einzige bekannte virale Protein, welches sowohl als
Strukturprotein als auch als sezerniertes Protein ribonukleolytisch aktiv ist. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte eine ndhere Charakterisierung der Ribonuklease in vitro erfolgen.

Aufgrund fritherer Untersuchungen war bekannt, dass E™ in vitro bevorzugt einzelstringiges
homopolymeres Uridin spaltet, es aber andererseits heteropolymere Substrate, wie z. B. das
virale Genom oder ribosomale RNA, vollstindig degradiert (Schneider et al., 1993; Windisch
et al., 1996). Um Riickschliisse auf ein potentielles natiirliches Substrat von E™ ziehen zu
konnen, sollte zundchst die Substratspezifitidt auf der Grundlage von radioaktiv markierter
einzelstrangiger heteropolymerer RNA detailliert untersucht werden. Zur anschlieBenden
niheren Untersuchung der Spaltstelle sollten RNA-Molekiile verwendet werden, die jeweils
eine singuldre Spaltstelle aufweisen und sich nur durch die Base an der B1 oder B2 Seite
dieser Spaltstelle unterscheiden. Die Geschwindigkeit, mit der diese Spaltstelle gespalten
wird, sollte durch Ermitteln der Enzymkinetik fiir alle Substrate erfasst und verglichen
werden. Hierzu war es notwendig, einen Degradationstest zu etablieren.

Weiterhin war geplant, anhand der ribonukleolytischen Aktivitit von E™-Mutanten, bei
denen jeweils einzelne katalytische Aminosiuren verdndert wurden, das aktive Zentrum niher
zu charakterisieren. Die Bestimmung der Ribonuklease-Aktivitét sollte mit Hilfe des zuvor
zur Erfassung der Enzymkinetik etablierten Degradationstest erfolgen. Fiir die Untersuchung
lagen bereits 14 E™-Mutanten als rekombinante Bakuloviren vor (Vidovic et al., 1997). Um
eine mogliche dreidimensionale Struktur des E™ zu erhalten, sollte ein Modell anhand der
Kristallstruktur von RNase Rh (Aufldsung: 2 A; Kurihara et al., 1996) entworfen werden.
RNase Rh ist wie E™ ein Mitglied der T2 RNase Familie. Die modellierte 3-D Struktur des
E™ sollte als Grundlage fiir weitere Mutagenesestudien dienen.

Wiederum mit Hilfe des Degradationstests sollte die Bedeutung der N-Glykosylierung fiir die

ms

enzymatische Aktivitdt des E™ untersucht werden. E™ ist das am stirksten glykosylierte
pestivirale Protein. Es besitzt 7-9 potentielle N-Glykosylierungsstellen, die vermutlich
samtlich verwendet werden, da Zuckerketten fiir mehr als die Hélfte des apparenten
Molekulargewichtes verantwortlich sind (Meyers et al., 1989; Thiel et al., 1991; Riimenapf et
al., 1993). Dieser hohe Grad an N-Glykosylierung ist ungewdhnlich fiir T2 RNasen (Irie et

al., 2001). Um essentielle N-Glykosylierungsstellen zu definieren, sollte durch eine
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stufenweise Substitution der Asparagin-Reste von N-Glykosylierungsstellen zu Glutamin die

Anheftung von Zuckermolekiilen vermieden werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Produkt

Acrylamid (reinst, 2x krist.)
Agar-Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin
Bacto-Hefe-Extrakt
Bacto-Trypton
[-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid
Chloroform
Desoxy(ribo)nukleotide
Ethanol

Ethidiumbromid

Formamid

G15 Sepharose

Harnstoff

Isopropanol
Magnesiumchlorid Hexahydrat
Methanol

Milchpulver

Natriumacid

Natriumacetat

Natriumhydroxid

23

Hersteller

Fa
Fa
Fa

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

. Serva

. DIFCO

. GIBCO (Invitrogen Corporation)
Aldrich

Fluka

Difco

Difco

Fluka

Sigma

Serva

Merck

Fluka

Boehringer Mannheim
Fluka

Boehringer Mannheim
Sigma

Pharmacia

United States Biochemical
Fluka

Fluka

Fluka

DE-VAU-GE Gesundkostwerk GmbH
Merck

Merck

Fluka
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Natriumnitrat
NP-40
Octylglucosid
Penicillin

Protein A-Sepharose
Repel-Silane
Rubidiumchlorid
Schwefelsdure

SDS (Sodiumdodecylsulfat)
Streptomycin
TEMED

Triton X-100
Trypton

TWEEN 20

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Merck
Fluka
Calbiochem
Sigma
Pharmacia
Pharmacia
Fluka
Fluka

ICN
Sigma
Fluka
Fluka
Fluka
Fluka

Weitere hier nicht im einzelnen aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen GIBCO,

Fluka, Serva, Sigma und Roth mit dem Reinheitsgrad p. A. bezogen.

2.1.2 Auftragspuffer

formamidhaltiger Auftragspuffer (fiir DNA/ RNA):

96 ml
0,03 ¢g
0,03 g
4 ml

Proteingel-Auftragspuffer:

6M

62,5 mM
2%

10 %
5%
0,025 %
0,025 %

deionisiertes Formamid (5 g Amberlite)

Xylencyanol FF
Bromphenolblau
0,5M EDTA

Harnstoff
Tris-HCL pH 6,8
SDS

Glycerol (v/v)

B-Mercapto-ethanol (v/v), nur bei reduzierenden Gelen

Bromphenolblau (w/v)
Phenolrot (w/v)
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2.1.3 eukaryontische Zelllinien

PK 15-Zellen (,,porcine kidney*):

Sk 6-Zellen (,,swine kidney“—Zelllinie):

BHK 21-Zellen (,,baby hamster kidney“-Zelllinie):

Hybridomzellen 24/16:
SF 21-Zellen (,,Spodoptera frugiperda®“-Zelllinie):

2.1.4 prokaryontische Zellen

E.coli K12-Stamm HB 101

2.1.5 Enzyme

Alkalische Phosphatase (CIAP)

Dpn 1

human placenta ribonuclease inhibitor (HPRI)
Pfu DNA-Polymerase

RNase A/ T1 Mix

RNase A

Restriktionsendonukleasen

Sp6 RNA-Polymerase

Superase In"", RNase inhibitor
Tag-DNA-Polymerase

T3 RNA-Polymerase

T7 RNA-Polymerase

T4 DNA-Ligase

T4 DNA-Polymerase

T4 Polynukleotid Kinase

Trypsin

Vanadylribonukleosidkomplex, RNase inhibitor
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American Culture Collection

Type
(ATCC Nummer: CCL-10)

bezogen von Herrn M. Hoffmann
(Schweiz)

Collection

American Culture

Type
ATCC Nummer: CCL-33
bezogen von Herrn M. Konig

bezogen von Herrn M. Konig

Fa. Boehringer Mannheim
Fa. Stratagene

Fa. Takara

Fa. Stratagene

Fa. Ambion

Fa. Alexis

Fa. New England BioLabs;
Fa. Takara

Fa. Takara

Fa. Ambion

Fa. New England BioLabs
Fa. Stratagene

Fa. Stratagene

Fa. MBI-Fermentas

Fa. Takara

Fa. New England BioLabs
Fa. Sigma

Fa. Fluka
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2.1.6 vorgefertigte Systeme (Kits)

DNA Agarose Gel Extraction Kit (Ultrafree®-DA)

Thermo-Sequenase

primer cycle sequencing kit with 7-deaza-dGTP
RNeasy' ™ Total RNA Kit

T7 Sequencing™ Kit

RNA Sequencing Enzyme Kit

Western Blot Chemiluminescence Reagent Plus (NEN™)

fluoreszent labelled

Fa. Qiagen

Fa. Pierce

Gelsystem fiir PAA-(Sequenz)-Gele:

radioaktive Proben:

Sequagel-Konzentrat
Sequagel-Puffer

Fa. Millipore

Fa. Amersham

Fa. Pharmacia

Fa. Pharmacia

Sequagel- Verdiinner Fa. Biozym
automatische Sequenzierung: Sequagel XR
Sequagel-Puffer Fa. Biozym
2.1.7 radioaktiv markierte Nukleotide
32p-g-[UTP] Fa. Amersham-Pharmacia
(Best.-Nr. PB10203, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)
32p_y-[ATP] Fa. Amersham-Pharmacia
(Best.-Nr. AA0068, 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)
2.1.8 Plasmide
Plasmid Beschreibung Hersteller
pBluescript SK |Co/El ori, Amp', LacZ, f1 (-) ori, MCS flankiert von | Fa. Stratagene
11 T7/T3 RNA-Polymerase-Promoter; 2961 bp
p385 Amp', MCS flankiert von SP6 RNA-Polymerase- | Riimenapf, nicht
Promoter; 6194 bp publiziert
pHCK 9 pEMBL 18 mit Eco R1 Fragment von KSPV Alfort nt | Meyers 1989
50- 4002
p493 Vektor: p385 mit HindIIl und BamHI geschnitten; | Riimenapf, nicht
Insert: IgG « Signalsequenz vor E™ des p447 (Hind | publiziert
I11/Bcl I kloniert)
p494#11 wie p493 auBer, dass N-terminal von E™ das FLAG | Riimenapf, nicht
Peptid lokalisiert ist publiziert
p447 infektioser cDNA-Klon des KSPV ,,Alfort/Tiibingen*; | Riimenapf, nicht
basiert auf pl1, der wiederum auf pA/KSPV (Meyers | publiziert
et al., 1996a) basiert
pVL 1392 Bakulovirus Rekombinationsvektor BD
PharmMingen®
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2.1.9 Oligonukleotide

Die jeweiligen Restriktionsenzymschnittstellen bzw. die Promoterregionen sind unterstrichen.

Die Oligonukleotide wurden iiberwiegend von der Firma MWG bezogen.

Oligo Nukleotidsequenz (5°-3") Linge,
Restriktions-
schnittstelle
Aura 31 CCCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT |37 nt; Hind III
Oligo dA AAAAAAAAAAAA-AAAAAA 12-18 nt
YTS 1 GGGAACAAAAGCCGGAAAAAAAAAAAAAA 29 nt (QC)
YTS 2 TTTTTTTTTTTTTTCCGGCTTTTGTTCCC 29 nt (QC)
YTS 3 AAAAAAAAAAAAAAAAAA(GC)TAAAAAAAAAA |33 nt(QC)
AGC
YTS 4 GCTTTTTTTTTTTA(GC)TTTTTTTTTTTTTTTTTT 33 nt (QC)
YTS 5 AAAAAAAAAAAAAAAAAA(AT)TAAAAAAAAAA |33 nt(QC)
AGC
YTS 6 GCTTTTTTTTTTTA(AT)TTTTTTTTTTTTTTTTTT 33 nt (QC)
E™ 100 AAGGATCCTAATTTGTTTGGGTCCTG 26 nt; BamH [
E™ 120 AAGGATCCTACGGTATTTTTGTCATACCTGC 31 nt; BamH I
E™ 140 AAGGATCCTATTTCTTGCAGCCAGTC 26 nt; BamH [
E™ 160 AAGGATCCTAGGAAACGTTGAAATTGCAC 29 nt; BamH [
E™ 180 AAGGATCCTACAGAGCCGTGTCCTGGAGC 29 nt; BamH I
E™ 200 AAGGATCCTATGTCACCCGCGCCGCACC 28 nt; BamH [
E™ 210 AAGGATCCTACTCTAGCTTCTTCCCTGCG 29 nt; BamH [
E™ NG 1+ |TCCACTGGTGAGCAAATAACTCAATGG 27 nt (QC)
E™ NG 1- CCATTGAGTTATTTGCTCACCAGTGGA 27 nt (QC)
E™ NG 2/3+ | GTGACCAAGGCACTAATGGTATTC 24 nt
E™ NG 2/3- | TCAGTTGCCATTGAGTTATGTTCTC 25 nt
E™ NG 4+ |CTTAGAGGGGTTCAAAGGAGCTTACATG 28 nt (QC)
E™ NG 4- CATGTAAGCTCCTTTGAACCCCTCTAAG 28 nt (QC)
E™ NG 5+ |CGAGAGGACACAATATACGTGCTG 24 nt (QC)
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Oligo Nukleotidsequenz (5°-3") Linge,
Restriktions-
schnittstelle

E™ NG 6+ |GATTCAGTTAATGCAAAGGACCCAAAC 27 nt (QC)

E™ NG 6- GTTTGGGTCCTTTGCATTAACTGAATC 27 nt (QC)

E™ NG 7+ |GGACCCAAACACAATTGACAGAAGGC 26 nt (QC)

E™ NG 7- GCCTTCTGTCAATTGTGTTTGGGTCC 26 nt (QC)

E™ NG 8+ |GAAAGGGAAACAATTTTCATTCGC 24 nt (QC)

E™ NG 8- GCGAATGAAAATTGTTTCCCTTTC 24 nt (QC)

E™ NG9+ |CGTGCAATTTCCAAGTTTCCGTGG 24 nt (QC)

E™ NG 9- CCACGGAAACTTGGAAATTGCACG 24 nt (QC)

E™ NG GTGACAACGGCACTAATGGTATTC 24 nt

2/3+rev

E™ NG TCAGGTTCCATTGAGTTATGTTCTC 25 nt

2/3-rev

E™REP 5+ |CTGTAGCAGCCGAGAACATAACTCAATG 28 nt (QC)

E™ REP 5- |CATTGAGTTATGTTCTCGGCTGCTACAG 28 nt (QC)

RepNG 1+ | TAGCAGCCGAGCAAATAACTCAATGG 26 nt (QC)

RepNG 1- CCATTGAGTTATTTGCTCGGCTGCTA 26 nt (QC)

CST 76 TTTAAGCTTAATACGACTCACTATAGG 27 nt; Hind III

2.1.10 Antikorper
Primdrantikorper:

mAk A18 — gegen das virale Strukturprotein E2 gerichteter monoklonaler Antikdrper
(Weiland et al., 1990)

mAKk 24/16 — gegen das virale Strukturprotein E™ gerichteter monoklonaler Antikérper; aus
dem Kulturiiberstand der Hybridomzellen 24/16 isoliert

mAk M2 — gegen das FLAG-Peptid gerichteter monoklonaler Antikorper; Fa. Sigma

Sekunddrantikorper:

Ziege anti-Maus 1gG, Meerrettich-Peroxidase-konjugiert; Fa. Dianova
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2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Dialyseschldauche Fa. Millipore/Spektrum
Einmalspritzen Fa. Braun

Filterpapier Fa. Whatman
Gewebekulturgefilie Fa. Falcon
Mikrotiterplatten Fa. Falcon
Nitrocellulosemembran Fa. Pall

Nukleobond AX 100-Sdulen Fa. Macherey & Nagel
Reaktionsgefille Fa. Eppendorf
Rontgenfilm Biomax Fa. Kodak
Ultrafiltrationsrohrchen Fa. Amicon
Zentrifugationshiilsen Fa. Millipore

2.1.12 Geriite

Brutschrinke mit CO,-Begasung

DNA-Sequenzierer LI-COR 4000 L

Elektroporationsapparatur

Elektroporationskiivetten

ELISA-Reader (SLT SPECTRA)

Fa. Forma Scientific; Fa. Memmert
Fa. MWG

Fa. BioRad

Fa. BioRad

Fa. SLT Labinstruments
GMBH

Deutschland

Fa. Amersham-Pharmacia

Fliissigszintillationszdhler 1209 RACKBETA
Gelelektrophoresekammern fiir Agarosegele
Gelelektrophoresekammern vertikal
Gel-Dokumentationssystem

Glaswaren

Heizblock

Kiihlwasserbad RM6

Kiihlschrianke

Magnetriihrer

Mikroskop Eclipse TS 100
Nass-blot-Apparatur

PCR-Maschine DNA Thermal Cycler
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Eigenbau, JLU Giellen
Fa. Biorad

Fa. MWG

Fa. Schott

Fa. Eppendorf

Fa. LAUDA

Fa. Liebherr

Fa. IKA-Works, INC
Fa. Nikon

Fa. BioRad

Fa. Perkin Elmer
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Phosphorimager BAS 1000
Phosphorimager imaging plates BAS 111
Photometer

Pipetten
Proteingelelektrophoresekammern
Reaktionsgefafle fiir DNA-Arbeiten
Reaktionsgefie fiir RNA-Arbeiten
Reinstwasseranlage
Rontgenfilmentwicklungsmaschine
Schiittler
Sequenzgelelektrophoreseapparaturen
Spannungsgeraite

Sterilbank

UV-Lampe

Vortex

Wagen

Wasserbad

Zentrifugen:

Kiihlzentrifuge Laborfuge 400R
Kiihlzentrifuge RC-5B
Tischzentrifuge 5415C
Tischzentrifuge Biofuge Pico

Kiihltischzentrifuge Biofuge fresco

2.1.13 spezielle Computerprogramme

Auswertungsprogramm fiir /maging Screens

Auswertungsprogramm fiir Enzymkinetiken

Programm zum Erstellen einer Proteinstruktur

Programm zur Bewertung der Proteinstruktur
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Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fuji

Fuji

Pharmacia
Eppendorf; Fa. Gilson
Biorad; Eigenbau, JLU Gief3en
Eppendorf

Roth

Purolab

AGFA

Infors

IBI; Fa. LI-COR
Biorad; Fa. Stratagene
Heraeus

Bachofer

IKA; Fa. Works
Mettler

Braun

Heraeus
Sorvall
Eppendorf
Heraeus

Heraeus

,»I1ina®“, Version 2.09 der Firma
raytest©

Sigmablot der Firma SPSS-Science
WHAT IF von Gerrit Vriend (friiher:
EMBL Heidelberg); Modeller von
Andre Sali

Whatcheck , Threader
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Programm zur Darstellung von Proteinstrukturen
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RasMol v2.5 (University of Edinburgh
and the BioMolecular Structure
Department, Glaxo Research and

Development, U.K.)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechniken fiir Siugerzellen

2.2.1.1 Medien und Puffer

Dulbecco’'s MEM
mit Zusatzen (10 1):

Dulbecco’s MEM Pulvermedium; GIBCO (Invitrogen

Corporation)

0,0178 g/l L-Alanin

0,03 g/l L-Asparaginsdure
0,07 g/l Glycin

0,075 g/l L-Glutaminsaure
0,025 g/l L-Prolin

0,1 mg/l Biotin

0,025 g/1 Hypoxantin

3,7 g/l NaHCO:;

Vor Gebrauch wurden 10 %iges fotales Kilberserum (FKS), 100 000 IU/I Penicillin und 0,1

g/l Streptomycin zugegeben.
Trypsinlésung:

PBS defiz.:

PBS:

8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KCl

1,44 g/ 1 N8.2PO4

0,2 g/ 1 KH2PO4

2,5 g/l Trypsin (1:250)
1,23 g/l Versen (EDTA)

0,016 g/l Phenolrot
mit 1 N HCL auf pH 7,4 einstellen

0,25 g/1 KCl

1,8 g/l Na,HPO4 x 2 H,O
0,25 g/l KH2P04

10 g/l NaCl

PBS defiz.

0,1 g/1 CaCl,

0,1 g/l MgCl, x 6 H,O
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2.2.1.2 Allgemeine Zellkulturarbeiten

PK 15-, Sk 6- und BHK 21-Zellen wurden in Brutschrinken des Typs Steri-Cult 2000 der
Firma Forma Scientific bei 5 % CO,, 37 °C und wasserdampfgesittigter Atmosphére
kultiviert. Zellkulturarbeiten wurden unter Sterilbdnken des Typs LaminAir der Firma
Heraeus durchgefiihrt.

Bei PK 15- und Sk 6-Zellen handelt es sich um adhdrent wachsende Schweinenieren-
Zelllinien; BHK 21-Zellen sind ebenfalls adhdrent wachsende Zellen einer Baby Hamster
Nieren-Zelllinie. Die Zellen wurden in Dulbecco’s MEM mit Zusitzen kultiviert. Nach
Erreichen des konfluenten Zustandes erfolgte die Passage der Zellen. Hierzu wurde zunéichst
das Medium abgenommen und die Zellen anschlieBend mit 5 ml Trypsin-Ldsung inkubiert.
Bevor sich die Zellen von der Platte ablosten, wurde das Trypsin abgesaugt und die Zellen
noch zwei bis drei Minuten im Brutschrank belassen. Hiernach erfolgte die Aufnahme der
Zellen in Medium und in geeigneten Verdiinnungen die Verteilung auf frische Kulturschalen.
Um Hybridomzellen (24/16) zu passagieren, konnte auf eine Trypsinbehandlung vor dem
Abspiilen der Zellen vom Boden der Kulturschale verzichtet werden, da diese Zellen nicht

fest am Boden der Kulturschale haften.

2.2.1.3 Transfektion von DNA in PK 15- und BHK 21-Zellen bzw. von RNA in Sk 6-Zellen

Fir das Einbringen von DNA in PK 15- und BHK 21-Zellen wurde die kationische
Trigersubstanz Superfect (QIAGEN®) verwendet. Superfect Reagent ermdglicht die
endosomale Aufnahme von DNA. Weiterhin puffert das Reagent den pH-Wert im Lysosom,
sobald die Fusion von Endosom und Lysosom stattgefunden hat, wodurch ein Transport der
auf diese Weise stabilisierten DNA zum Zellkern ermdglicht wird. Fiir die Transfektion
wurden 2,5 pg DNA mit 10 ul Reagent gemischt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 500 pl Dulbecco’s MEM ohne FKS und Antibiotikazusatz
wurde, nachdem der Zelliiberstand abgesaugt worden war, ein Ansatz auf die Zellen einer
Aussparung einer 6-Loch-Gewebekulturschale (1x 10° Zellen) gegeben. Damit die Zellen sich
zum Zeitpunkt der Transfektion in einer exponentiellen Wachstumsphase befanden, wurden
sie am Vortag entsprechend ausgesit (konfluente PK 15-Zellen wurden in einer Verdiinnung
von 1:3 ausgesit; BHK 21-Zellen 1:12). Nach einer Inkubationszeit von ca. 3 h im
Brutschrank erfolgte ein Mediumwechsel mit Dulbecco’'s MEM inklusive FKS und

Antibiotikazusatz.
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Fiir das Einbringen von RNA in Sk 6-Zellen wurde die Elektroporation verwendet, da mit
Hilfe dieser Methode schon gute Ergebnisse erzielt worden sind. Hierbei wird mittels eines
kurzen elektrischen Impulses die Zellmembran kurzzeitig permeabilisiert, und die RNA kann
auf die Weise in das Zellinnere gelangen. Fiir die Transfektion wurden am Vortag konfluente
Sk 6-Zellen in einer Verdiinnung von 1:5 ausgesit. Pro Elektroporation mussten etwa 1x 10°
Zellen (die Halfte der Zellen einer Gewebekulturschale mit einem Durchmesser von 10 cm)
verwendet werden. Im Gegensatz zur Transfektion mit Superfect war es fiir die Transfektion
mittels Elektroporation notwendig, die Zellen mit Trypsin-Losung von der Kulturschale zu
16sen. Um Reste von Trypsin zu inaktivieren wurden die gelosten Zellen in FKS-haltigem
Zellkulturmedium gewaschen (zentrifugieren bei 194x g fiir 5 min), bevor nach erneuter
Pelletierung der Zellen, die Zellen mit PBS defiz. (frei von Mg®™ und Ca®") gewaschen
wurden. AnschlieBend wurden die Zellen in defizientem PBS aufgenommen (pro
Elektroporationsansatz 300 ul PBS defiz.) und auf die Elektroporationskiivetten
(Durchmesser: 2 mm) verteilt. Sofort nach Zugabe der RNA (1 pg RNA/
Elektroporationsansatz) erfolgte die Elektroporation bei 0,18 kV, 950 uF, oo Ohm.
Anschliefend wurden die Ansétze mit 3 ml FKS-haltigem Zellkulturmedium aufgefiillt, in 6-
Loch-Gewebekulturschalen ausgesét und fiir 12 h bis 72 h im Brutschrank inkubiert.

2.2.1.4 Wachstumskurven

Der Phénotyp eines Virus ldsst sich hédufig durch seine Wachstumseigenschaften
charakterisieren. Zur Durchfiihrung der Wachstumskurven von rekombinanten Viren wurden
die in vitro Transkripte eines infektiodsen cDNA-Klones in Sk 6-Zellen transfiziert (siche
2.2.1.7). Nach Transfektion in empfingliche Zellen findet zunédchst die Translation der in
vitro Transkripte statt. Hierbei wird ein Polyprotein synthetisiert, das anschlieBend in die
einzelnen virusspezifischen Proteine prozessiert wird. Wéihrend dieser Prozessierung
entstehen unter anderem virale Nichtstrukturproteine, die wiederum fiir die Replikation des
Plusstrang-RNA-Genoms essentiell sind. Ausgehend von der transfizierten cRNA wird
zundchst Minusstrang-RNA transkribiert, die dann als Matrixe fiir die Plusstrang-RNA-
Synthese dient. Sich anschlieBende Prozesse der Virusvermehrung sind Morphogenese und
Reifung der Viruspartikel. Um spitere Ergebnisse der Virusvermehrung verschiedener
rekombinanter Viren direkt vergleichen zu konnen, wurde zu Beginn der Anfertigung von
Wachstumskurven die ,spezifische Infektiositit“ der von diesen cDNA-Gesamtklonen

transkribierten cCRNAs bestimmt. Als ,,spezifische Infektiositét™ wird der Transfektionserfolg
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gemessen, d. h. die Anzahl antigenpositiver Zellen, bezogen auf die Menge transfizierter
cRNA. Der Wert ist somit ein Mal} fiir die Féahigkeit eines bestimmten Transkripts eine
Infektion zu initileren. Zur Bestimmung der spezifischen Infektiositit wurden vier
Verdiinnungsstufen angelegt: 100 ng, 10 ng, 1 ng und 0,1 ng. AnschlieBend wurden die
verschiedenen Verdiinnungsstufen des Transkripts in SK 6-Zellen elektroporiert. Nach der
Transfektion wurden die in 3 ml FKS-haltigem Zellkulturmedium enthaltenen Zellen in ein
Loch einer 6-Loch-Gewebekulturschale ausgesit und mit jeweils 2 ml Medium tiberschichtet.
Nach 24 h erfolgte der Nachweis antigenpositiver Zellen durch die Durchfiihrung eines
immunhistochemischen Nachweises. Durch Auszdhlen der Anzahl antigenpositiver Zellareale
bei einer bestimmten Verdiinnung konnte die spezifische Infektiositit des Transkripts
berechnet werden.

Falls die Werte der ,,spezifischen Infektiositdt” der verschiedenen cRNAs vergleichbar hoch
sind, kann anschlieBend die quantitative Analyse der ausgehend von 1 pg cRNA gebildeten
infektiosen Viren erfolgen. Da die Werte fiir die ,,spezifische Infektiositit” der in dieser
Arbeit untersuchten cRNAs vergleichbar waren (~1-15x 10° Zellen/ug cRNA), wurde nun der
Virustiter bestimmt. Hierfiir wurden die in 3 ml FKS-haltigem Zellkulturmedium enthaltenen
Zellen nach der Elektroporation in eine Vertiefung einer 6-Loch-Gewebekulturschale ausgesét
und mit jeweils 2 ml Medium iiberschichtet. Nach 12 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde der
Zellkulturiiberstand geerntet und durch frisches Zellkulturmedium ersetzt. Die Uberstinde
wurden bis zur Durchfilhrung der Titration zur Bestimmung der Virustiter bei —70 °C

gelagert.

2.2.1.5 Titration zur Bestimmung des Virustiters

Die Virustitration erfolgte auf 24-Loch-Gewebekulturschalen, in die Sk 6-Zellen in einer
Verdiinnung von 1:3 ausgesét und iiber Nacht kultiviert worden waren. Von dem zu testenden
Uberstand wurden in Zehnerschritten vier Verdiinnungsstufen in FKS-haltigem
Zellkulturmedium angelegt, beginnend mit der Verdiinnung von 1:10. Von den Kulturen
wurde das Medium abgenommen; das erste Loch erhielt 100 pl des unverdiinnten
Virusstocks, die weiteren jeweils 100 ul der jeweiligen Virusverdiinnungen. Nach einer
einstiindigen Inkubationszeit bei 37 °C wurde pro Loch 0,5 ml FKS-haltiges Medium
zugegeben. AnschlieBend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C fiir etwa 24 h. Danach wurden
die Zellen fiir den indirekten immunhistochemischen Nachweis mit Methanol/Aceton fixiert.
Zur Ermittlung des Virustiters/ml wurde der Mittelwert aus der Anzahl antigenpositiver

angeférbter Zellareale der beiden letzten Verdiinnungsstufen gebildet.
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2.2.1.6 Indirekter immunhistochemischer Nachweis

Aminoethylcarbazol (AEC)

-enthaltendes Substrat: 9,25 ml AEC in Dimethylformamid (4 mg/ml)
0,75 ml 50 mM Na-Acetat pH 5,2
5 },Ll H202 (30 %)

Die Infektion von Sk 6-Zellen durch KSPV ist nicht durch die Ausbildung eines
zytopathischen Effektes begleitet. Um die spezifische Infektion von Sk 6-Zellen mit KSPV
nachzuweisen, wurde ein indirekter immunhistochemischer Nachweis mit einem KSPV-
spezifischen Antikorper durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um den gegen das virale
Strukturprotein E2 gerichteten monoklonalen Antikérper A18.

Die Zellen wurden nach zweimaligen Waschen mit PBS fiir 15 min bei —20 °C mit
Methanol/Aceton (1:1) fixiert, anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet und mit PBS
rehydriert. Es folgte eine Inkubation der Zellen fiir 2 h bei RT mit dem mAk A18 als
Primédrantikorper in einer Konzentration von 1:10 in PBS. Die Zellen wurden vor Zugabe des
Sekundérantikorpers zweimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Als Sekundirantikorper wurde
ein Peroxidase-konjugierter anti-Maus IgG-Antikorper in einer Konzentration von 1:1000 in
PBS verwendet. Nach einer einstiindigen Inkubation bei RT und zweifachem Waschen fiir
jeweils 5 min mit PBS erfolgte die Detektion der Antikérperbindung durch Inkubation mit
AEC-enthaltenem Substrat, das durch die Peroxidase in einen wasserunldslichen Farbstoff
umgesetzt wurde. Wihrend der Inkubation mit dem Substrat wurde die Reaktion vor Licht
geschiitzt.

Zur Kontrolle der Proteinexpression von E™ in BHK 21-Zellen wurde ebenfalls ein
immunhistochemischer Nachweis durchgefiihrt. Als Primérantikdrper wurde der monoklonale
Antikorper 24/16 in einer Konzentration von 1:5 verwendet; bei zusétzlicher Expression einer
Oktapeptidsequenz (DYKDDDDK, sog. FLAG-Tag) im N-Terminus des E™, wurde der
monoklonale Antikrper M2 (SIGMA®) als Primirantikdrper 1:100 verdiinnt eingesetzt.
Anschliefend erfolgte die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper (goat-anti-mouse-1gG,

Konjugat mit Peroxidase, Sigma®) in einer Verdiinnung von 1:1000.

2.2.1.7 Sandwich-ELISA

Losungen :

TMB-Puffer: 100 mM Na-Acetat
0,05 % Tween
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TMB-Substrat-Stock: 10 mg TMB
4 ml DMSO
TMB-Substrat: 9 ml Puffer
1 ml Substrat-Stock
1,5 },Ll HzOz

Fir den E™-Nachweis wird der mAk 24/16 sowohl als Fénger- als auch als
Detektionsantikorper verwendet. Die Beschichtung der ELISA-Platten (Nunc-Immuno Plate
MaxiSorp™) mit dem Fingerantikrper erfolgte mit je 5 ul 50-F-4-11 PFM
(Hybridomzelliiberstand des mAk 24/16) in 45 ul PBS/Loch fiir 1 h schiittelnd bei 37 °C.
Nachdem ein Waschschritt mit PBS/TWEEN 0,05 % durchgefiihrt worden war, wurden freie
Bindestellen der ELISA-Platte durch die unspezifische Bindung von bovinem Serumalbumin
blockiert. Hierzu erfolgte erneut unter leichtem Schiitteln die einstiindige Inkubation mit 1 %
BSA in PBS/TWEEN 0,05 % bei RT. Nach diesem Schritt war es mdglich, die so préparierte
ELISA-Platte bis zum Gebrauch bei -20 °C aufzuheben oder direkt zu verwenden.

Zur Bestimmung der Proteinmenge von E™ in Zelllysaten wurde nun eine 1:3
Verdiinnungsreihe der Zelllysate in PBS durchgefiihrt. Hierzu wurden 75 pl Zelllysat der
einzelnen E™-Mutanten in die Locher der ersten Reihe der ELISA-Platte (Loch 1-11, Reihe
A) gefiillt. Das Loch 12 der ersten Reihe enthielt als Referenzwert 100 ng in Insektenzellen
erzeugtes und aufgereinigtes E™, das ebenfalls in 75 ul PBS verdiinnt vorlag. Auch von
dieser Probe wurde eine 1:3 Verdiinnungsreihe in PBS angelegt. Nachdem von allen Proben
acht Verdiinnungsstufen vorlagen, erfolgte eine eineinhalbstiindige Inkubation bei RT. Bevor
der Detektionsantikdrper zugegeben wurde, wurden die Proben dreimal mit PBS gewaschen.
Als Detektionsantikérper wurde ein biotinylierter anti-E™ monoklonaler Antikérper (mAk
24/16 biotinyliert) in einer Verdiinnung von 1:2000 in 1 % BSA/PBS/TWEEN 0,05 %
zugegeben und fiir 1 h schiittelnd bei RT inkubiert. Nach 5 Waschschritten mit PBS wurde ein
mit dem Enzym Streptavidinperoxidase gekoppelter monoklonaler anti-Maus Antikdrper
(SAPO) in einer Konzentration von 1:2000 in 1 % BSA/PBS/TWEEN 0,05 % zugegeben und
erneut 1 h schiittelnd bei RT inkubiert. Nach dieser Inkubationszeit erfolgten 5-8
Waschschritte bevor die Detektion der Antikorperbindung durch Inkubation mit TMB-
Substrat, das durch die Peroxidase des Sekunddrantikdrpers in einen Farbstoff umgesetzt
wird, sichtbar gemacht wurde. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Zugabe gleicher
Menge 1:4 verdiinnter H,SO4. Die Extinktionen wurden im ELISA-Reader bei 450 nm

gemessen. Uber den Vergleich der Extinktionen der E™-haltigen Zelllysate mit der Extinktion
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des aufgereinigten E™ definierter Konzentration konnten die Proteinmengen in den

Zelllysaten bestimmt werden.

2.2.1.8 Zelllyse

Lysepuffer: 1 % Triton X-100 (w/v) in 50 mM Tris/HCL pH 8,0

Alle Schritte der Zelllyse fanden bei 0 °C statt. Die Zellen wurden mehrmals mit PBS
gewaschen und anschlieend mit Lysepuffer fiir 10 min inkubiert. Wéhrend die Zellwidnde
aufgebrochen werden, bleiben die Zellkerne intakt und haften am Boden der Kulturschale, so
dass das Lysat nicht durch Nukleinsduren kontaminiert wird. Vor der weiteren Verwendung
der Lysate wurden diese durch Zentrifugation (1000x g) gekldrt und anschlieBend filtriert
(Porengrofle 0,45 pm).

2.2.1.9 SDS-PAGE nach Laemmli

Lésungen fiir das Laemmli-Gelsystem:

Probenpuffer: 6 M Harnstoff
62,5 mM Tris-HCL pH 6,8
2% SDS
10 % Glycerol (v/v)
5% B-Mercapto-ethanol (v/v), nur bei reduzierenden
Gelen

0,025 % Bromphenolblau (w/v)
0,025 % Phenolrot (w/v)

Molekulargewichtsstandard: prestained marker protein; GIBCO

Coomassie Féarbelosung: 45 % Methanol (v/v)
10 % Essigsédure (v/v)
45 % H,O bidest. (v/v)
2,5% Coomassie R250 (w/v)
Fixierlosung: 45 % Methanol (v/v)
10 % Essigsédure (v/v)
45 % H,O0 bidest. (v/v)
Acrylamidlosung (40:1): 40 % Acrylamid (w/v)
1 % N,N’-Methylen Bisacrylamid (w/v) in H,O
bidest.
2x Sammelgelpuffer: 0,25 M Tris-HCI pH 6,8
2x Trenngelpuffer: 0,75M Tris-HCI pH 8,8
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10x Elektrodenpuffer: 0,25M Tris-HCI pH 8,3
1% SDS
1,925 M Glycin

Ammoniumpersulfat: 10 mg/ml in H,O bidest. (Stammldsung), jeweils frisch
angesetzt

Glycerin: 87 % (v/v) (Stammldsung)

SDS-Losung: 10 % (w/v) in H,O bidest. (Stammldsung)

Fiir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurde das SDS-PAGE System von
Laemmli (1970) verwendet (Trenngel 10-11 % Acrylamid-Endkonzentration, Sammelgel 4 %
Acrylamid-Endkonzentration). Die Elektrophoresen wurden mit einer vertikalen
Elektrophoreseapparatur durchgefiihrt. Proteinproben wurden vor dem Auftragen in jeweils
gleichem Volumen an Probenpuffer aufgenommen und 5 min bei 95 °C erhitzt. Falls die
Proteine reduziert werden sollten, wurde dem Probenpuffer 5 % B-Mercapto-ethanol
zugemischt. Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 V im Sammelgel und bei
120 V im Trenngel. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Trenngel mit Coomassie
Férbelosung fiir 1 h inkubiert oder fiir die Immunoblot-Analyse weiterverwendet. Mit
Coomassie Blau gefirbte Gele wurden mit Fixierlosung entfiarbt. Im Anschluss an die
Férbereaktion konnten die Gele durch das Einspannen in einen 14x 14 cm Rahmen zwischen

zwel Cellophan-Membranen (Roth®) getrocknet werden.

2.2.1.10 Immunoblot-Analyse von Proteinen (western blot)

Material und Losungen:

Transferpuffer: 48 mM Tris-HCI
39 mM Glycin
20 % Methanol
(pH 8,3)
Nitrozellulosemembran: Pure nitrocellulose (Pall®)
Blockierldsung: 2,5 % Milchpulver (w/v) in PBS/Tween 0,05 %
Waschpuffer: PBS/TWEEN 0,05 %

Peroxidase Reaktion:

Western blot chemiluminescence reagent plus (Renaissance”™; NEN™)
-Oxidizing Reagent
-Enhanced luminol Reagent
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Prinzip:
Mit dieser Methode konnen Proteine iiber ihre Reaktion mit einem Antikdrper detektiert

werden. Die Proteine werden in einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und
aus diesem auf eine Nylon- oder Nitrozellulosemembran transferiert. Auf dieser kann dann
eine Reaktion mit einem ersten Antikorper (Ak) stattfinden, der spezifisch nur das gesuchte
Protein erkennt und bindet. AnschlieBend wird ein zweiter Ak gegen den ersten Ak zugesetzt.
Dieser sekundére anti-Ak ist mit einem Enzym (meist Meerrettich-Peroxidase oder alkalische
Phosphatase) gekoppelt, das nach Zugabe eines entsprechenden Substrates eine Farbreaktion

katalysiert.

E"™ spezifisch:
Nach Beendigung der SDS-PAGE wurde das Sammelgel vom Trenngel entfernt und das

Trenngel weiterverwendet. Es erfolgte der Proteintransfer auf die Nitrozellulosemembran in
einer ,Nassblot“ Apparatur (BioRad“) nach Vorschrift des Herstellers bei 78 V fiir 1 h oder
bei 12 V fiir ca. 14 h (4 °C). Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran fiir mindestens
eine Stunde zur Absittigung unspezifischer Bindungsstellen in Blockierlosung inkubiert. Nun
wurde dreimal fiir je 15 min mit Waschpuffer gewaschen, danach erfolgte die Zugabe des
ersten Antikorpers (mAk 24/16, 1:5 verdiinnt) in Waschpuffer. Die Membran wurde fiir
mindestens 1,5 Stunden inkubiert und anschlieend dreimal fiir je 15 min mit Waschpuffer
gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation fiir 1 h mit dem zweiten Antikdrper (goat-
anti-mouse-1gG, Konjugat mit Peroxidase, Sigma®) in einer Verdiinnung von 1:10000.
Danach wurde wiederum dreimal fiir je 15 min mit Waschpuffer gewaschen. Die 6x 8 cm
groBe Membran wurde anschlieBend mit 0,7 ml Oxidizing Reagent und 0,7 ml Enhanced

luminol Reagent fiir 3 min inkubiert. Dann erfolgte eine Autoluminographie fiir 1 min.

2.2.2 Proteinexpression in Bakulovirussystem und Proteinaufreinigung

2.2.2.1 Medien und Puffer

SF-900-Medium: von GIBCO
TC-100-Medium: von GIBCO
Extraktionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
5 mM EDTA
1% NP40
10 % Glycerin
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Waschpuffer 0: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
Waschpuffer 1: IM NaCl

1% NP40

10 % Glycerin in PBS
Waschpuffer 2: 50 mM Tris-HCI pH 8,0

150 mM NaCl

10 % Glycerin

1 % Octylglucosid
Elutionspuffer: 4M MgCl,

150 mM NaCl

10 % Glycerin

0,5 % Octylglucosid

pH mit 1 M Tris-HCI pH 8,0 auf etwa pH 7,2 einstellen

Dialysepuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
150 mM NaCl
5% Glycerin

2.2.2.2 Anzucht von SF 21-Zellen

Zellkulturarbeiten wurden unter Sterilbdnken des Typs LaminAir der Firma Heraeus
durchgefiihrt. Die Aufzucht der SF 21-Zellen erfolgte in Gewebekulturflaschen (175 mm?) bei
26 °C im Brutschrank. Zwei Mal in der Woche mussten die Insektenzellen unter sterilen
Bedingungen passagiert werden. Dazu wurde der Zelliiberstand, der aus dem Sf-900-
Néhrmedium bestand, bis auf ca. 5 ml abgenommen. Durch Klopfen wurden die Zellen
anschlieend vom Untergrund geldst und mit dem Nidhrmedium in ein steriles 50 ml Falkon-
Rohrchen iiberfiihrt. Noch in der Gewebekulturflasche haftende Zellen wurden mit 5 ml Sf-
900-Ndhrmedium abgespiilt und ebenfalls in das 50 ml Falkon-Roéhrchen {iberfiihrt. Nun
wurden die Zellen durch fiinfminiitige Zentrifugation bei 194x g pelletiert. Nachdem der
Uberstand abgenommen worden war, erfolgte die Suspension des Zellpellets in 5 ml Sf-900-
Néhrmedium. Zum Passagieren der Zellen wurde 1/8 bis 1/4 der Zellsuspension in eine neue
Zellkulturflasche gegeben und mit 10 ml Sf-900 Medium aufgefiillt. Bis zur ndchsten Zell-
Passage wurden die Gewebekulturflaschen bei 26 °C gelagert.
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2.2.2.3 Infektion von Zellen

Zur Infektion von Zellen wurde Bakulovirus-haltiger Zelliiberstand verschiedener E™-
Mutanten, der in einer dieser Arbeit vorausgehenden Diplomarbeit erzeugt worden ist,
verwendet. Die Lagerung des Uberstandes bis zur Infektion erfolgte bei —70 °C. Die zu
infizierenden SF 21-Zellen wurden am Vortag 1:5 in TC-100 + FKS aufgenommen und so
ausplattiert, dass die Zellen mit Medium bedeckt waren. Nach Abnahme des Uberstandes
wurden 7 ml virushaltiger Uberstand auf die Zellen gegeben und erneut soviel TC-100 +
FKS-Medium zugefiigt, dass die Zellen bedeckt waren. Nun erfolgte eine einstiindige
Inkubation bei Raumtemperatur mit gelegentlichem Schwenken. Dann wurde der Uberstand
abgenommen und durch eine 10fache Menge TC-100 + FKS/Sf-900-Medium (Verhéltnis 9:1)
ersetzt. Nach 3 bis 5 Inkubationstagen bei 26 °C konnte der virushaltige Uberstand geerntet

und die Zellen mit Extraktionspuffer versetzt werden.

2.2.2.4 Extraktion von E™ aus SF 21-Zellen

Die SF 21-Zellen von 3x 175 mm® Gewebekulturflaschen wurden 5 min bei 200x g pelletiert,
der Uberstand verworfen oder eingefroren (-70 °C) und die SF 21-Zellen mit 10 ml
Extraktionspuffer versetzt. Damit eine vollstindige Proteinextraktion stattfinden konnte,
wurde der Ansatz iiber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. AnschlieBend wurde der
Zellextrakt eine Stunde bei 3000x g zentrifugiert und der Uberstand steril filtriert. Das Filtrat

wurde entweder eingefroren (-70 °C) oder direkt fiir die E™-Aufreinigung verwendet.

2.2.2.5 Affinitdtsreinigung monoklonaler Antikérper (mAKk)

Puffer A: 50 mM Tris-HCI pH 8,0

Puffer B: 50 mM Tris-HCI pH 8,0
M NaCl

Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 7,2
3,5M MgCl,

Dialysepuffer: 20 mM Tris-HCI pH 8,0
5% Glycerin

Dialyseschlauch: 10 kDa ,,cut off, vor Gebrauch in H,0 bidest und 2 mM EDTA
ausgekocht
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Die Reinigung von mAk erfolgte im Wesentlichen nach den Vorschriften von Harlow & Lane
(1988). An Sepharose immobilisiertes Protein A aus Staphylococcus aureus bindet selektiv
Antikorper (in erster Linie IgG) vieler Spezies, indem es mit dem Fc-Anteil des IgG-Molekiils
interagiert. Aus diesem Grund ldsst sich der monoklonale Antikérper 24/16, der von
Hybridomzellen ins Medium sezerniert wird, iiber eine Affinitdtsreinigung aufreinigen.

Zur Aufreinigung wurden 400 ml Hybridomzelliiberstand verwendet. Nachdem der Uberstand
bei 3000x g zentrifugiert worden war, wurde 1/20 Volumen an 1 M Tris-HCI pH 8,0 zum
Uberstand gegeben. Hierdurch erfolgte eine pH-Wert Angleichung im neutralen Bereich.
Nach Filtration des Hybridomzelliiberstandes erfolgte die Absorption des mAk’s durch 1 ml
Protein A gekoppelte Sepharose-Siule (Fa. Pharmacia®) bei einer Durchflussrate von 30 ml/h,
nachdem die Sdule zuvor durch Zugabe von Puffer A dquilibriert worden war. Anschlie3end
wurde die Saule mit jeweils 20 ml Puffer A und B gewaschen und die absorbierten Antikdrper
mit 10 ml Elutionspuffer aufgeteilt in 10 Elutionsfraktionen eluiert. Um die Fraktionen
aufzuspiiren, die Antikorper enthalten, wurden von jeder Elutionsfraktion jeweils 5 pl in einer
SDS-PAGE aufgetrennt und mit Coomassie Blau gefdarbt. AnschlieBend wurden die
entsprechenden Eluate dialysiert, um die Antikorper von dem MgCl,-haltigen Elutionspuffer
zu befreien. Die Dialyse erfolgte bei 4 °C 12-16 h lang gegen 5 1 Dialysepuffer, der einmal
ausgetauscht wurde. AnschlieBend wurde der Antikorper auf ca. 10 ml eingeengt, und die
Menge mit dem BCA-Test ermittelt. Die Konzentration des Antikorpers betrug etwa 0,8

mg/ml.

2.2.2.6 Kopplung von monoklonalen Antikérpern an Protein A-Sepharose

Puffer A: 50 mM Tris-HCI pH 8,0

Puffer B: 0,2 M Na-Borat pH 9,0

Puffer C: 0,2 M Ethanolamin in H,O bidest. pH 8,0
Puffer D: PBS mit 0,02 % NaNO;

Die vorgequollene Protein A-Sepharose (Beads) wurde zweimal mit je ca. 10 ml Puffer A
gewaschen (10 min bei 1773x g zentrifugieren). Nach Zugabe des mAk (ca. 5 mg/ml
Agarose) zu 10 ml Puffer A wurde das Gemisch in einem verschlieBbaren Gefal3 (,,batch*-
Verfahren) fiir 2 h bei RT geschwenkt. Nach zweimaligem Waschen mit je ca. 10 ml Puffer B
wurde das mAk-Sepharosegemisch in 10 ml Puffer B suspendiert und eine Probe von ca. 1 ul

Beads genommen. Die Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von DMP
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(Dimethylpimelimidat fest, auf eine Endkonzentration von 20 mM eingestellt) eingeleitet, der
pH-Wert iiberpriift (muss {iber 8,3 liegen) und der Ansatz 1 h bei RT inkubiert. Gestoppt
wurde die Reaktion durch Waschen der abzentrifugierten Protein A Sepharose mit 10 ml
Puffer C. Erneut wurde eine Probe von ca. 1 ul Beads genommen. Die konjugierte Agarose
wurde mit Puffer C 12 h bei 4 °C (im ,,batch*-Verfahren, rotierend) geblockt, mit Puffer D
gewaschen und bei 4 °C aufbewahrt. Da nur die schwere IgG Kette kovalent an die Protein A-
Sepharose gekoppelt wird, kann die erfolgreiche Kopplung im SDS-PAGE durch den

Nachweis der leichten Kette iiberpriift werden.

2.2.2.7 Reinigung des rekombinanten E™

Nach zweimaligem Waschen der immobilisierten mAk 24/16 Affinitdtsmatrix (Volumen ca.
100-150 pl) mit jeweils 10 ml Waschpuffer 0, wurden 3 ml Zellextrakt (siche 2.2.2.4)
zugegeben und fiir 12 h bei 4 °C in einem Uberkopfschiittler inkubiert. Nach Abnahme des
Zellextrakts wurde die Matrix zweimal mit 10 ml Waschpuffer 1 und zweimal mit
Waschpuffer 2 gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Elution mit 2x 4 ml Elutionspuffer bei
RT fiir jeweils 10 min.

2.2.2.8 Konzentrierung des E™

Nach Dialyse wurde das stark verdinnte E™ durch Zentrifugation in
Ultrazentrifugationskammern (Ultrafree® von Millipore©, 10 kDa ,,cut off) um den Faktor

1:100 auf etwa 200 pl eingeengt.

2.2.2.9 BCA Proteinbestimmung

Reagenz A: 8 % NaCO;
1,6 % NaOH
1,5% Na-Tartrat

auf pH 11,25 mit festem NaHCOj einstellen

Reagenz B: 4 % BCA-Na, (BCA = Bi-chinolin-dicarbonséure)
Reagenz C: 4 % CuSOy4 x 5 H,O (frisch ansetzen)
Reagenz D: 50 Teile Reagenz A + 48 Teile B + 2 Teile C, vor Gebrauch ansetzen

und gut mischen

Eichprotein: BSA 1 mg/ml in PBS
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Ein Aliquot des aufgereinigten E™ (5-10 ul) wurde mit H,O bidest. auf 0,5 ml aufgefiillt. Mit
Hilfe des Eichproteins (BSA) wurde eine Verdiinnungsreihe erstellt (0; 1; 2; 5; 10; 15; 20 pg),
dazu wurde das BSA mit H,O bidest. auf 0,5 ml aufgefiillt. Da das im Dialysepuffer
enthaltene Glycerin Einfluss auf das Ergebnis hatte, wurde der Verdiinnungsreihe ebenfalls
Dialysepuffer beigemischt. Die Menge des eingesetzten Dialysepuffers entsprach der
eingesetzten Menge des E™. Die in 0,5 ml verdiinnten Proteine wurden mit 0,5 ml Reagenz D
versetzt und gut gemischt. Die Inkubation erfolgte bei ca. 60 °C im Wasserbad fiir 1 h.
Nachdem die Proben auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurde die Extinktion im ELISA-

Reader bei 550 nm gemessen.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Anzucht von Bakterien

LB-Medium: 10 g/1 Trypton
5¢/1 Hefeextrakt
10 g/1 NaCl

mit 1 N NaOH auf pH 7,5 einstellen

Zur Herstellung fester Nahrboden wurde dem Medium 1,5 %iger Agar zugesetzt. Alle Medien
wurden autoklaviert. Durch den Zusatz von Ampicillin (100 pg/ml) zum Medium konnte eine
Selektion von plasmidhaltigen Bakterien mit entsprechenden AB-Resistenzgenen erreicht
werden. Bakterien wurden iiber Nacht auf einem Schiittler bei 37 °C in LB-Medium
kultiviert. Zur Selektion plasmidhaltiger Bakterien erfolgte der Zusatz von Ampicillin (100

pg/ml) zum Kulturmedium.

2.2.3.2 Plasmidisolierung

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wurden je nach Verwendungszweck

Mini- (bis 10 pg DNA) oder Midipréparationen (bis 100 pg DNA) durchgefiihrt.

Minipriparation (Macherey & Nagel)

Losung P1: 50 mM Tris-HCL, pH 8,0
10 mM EDTA
Losung P1/RNase: Losung P1

0,1 mg/ml RNase A
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Losung P2: 0,2M NaOH
1% SDS
Losung P3: 2,55 M Kalium-Acetat, pH 5,5

Die Préparation kleinerer DNA-Mengen (bis 10 pg) wurde durch Alkalische Lyse (Sambrook
et al., 1989) durchgefiihrt. Eine 5 ml Bakterienkultur wurde {iber Nacht inkubiert. 1,5 ml der
Kultur wurden in Eppendorf-Reaktionsgefalen in einer Tischzentrifuge mit ca. 10000x g 5
min lang abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das erhaltene Sediment in 250
ul der Losung P1/RNase resuspendiert. Dann wurden 250 pl der Losung P2 hinzugegeben.
Der Ansatz wurde vorsichtig gemischt und fiir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nun
wurden 250 pl derLosung P3 zugegeben, die Suspension wurde gemischt und nach einer
zehnminiitigen Zentrifugation bei 10000x g wurde der Uberstand vorsichtig in ein neues
Eppendorf-Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die DNA wurde mit 400 pl Isopropanol-prézipitiert und
mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Die luftgetrocknete DNA wurde in 40ul H,O bidest.

resuspendiert.

Midipriparation (Macherey & Nagel)

Losungen P1-P3 wie fiir Miniprdparation beschrieben

Puffer N2: 100 mM Tris

900 mM KClI

15 % Ethanol

mit H3;PO4 auf pH 6,3 einstellen
Puffer N3: 100 mM Tris

1150 mM KCl1

15 % Ethanol

mit H3PO, auf pH 6,3 einstellen
Puffer N5: 100 mM Tris

1000 mM KCl

15 % Ethanol

mit H3;PO4 auf pH 8,5 einstellen

Zur Priparation groBerer DNA-Mengen (bis 100 pg) aus 50 ml Ubernachtkulturen wurden
Nukleobond AX 100-Sdulen der Firma Macherey & Nagel verwendet. Die Bakterien wurden
in ,,Bluecaps* fir 10 min bei 3939x g pelletiert. Das Bakterienpellet wurde anschlieBend in 4
ml der Losung P1/RNase resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml der Losung P2 wurde der
Ansatz vorsichtig gemischt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 4 ml

der Losung P3 hinzugegeben und der Ansatz erneut vorsichtig durch Invertieren gemischt.
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Wahrend der folgenden 15 miniitigen Inkubation bei Raumtemperatur kam es zur
Prézipitation der bakteriellen Proteine sowie der chromosomalen DNA. In der Zwischenzeit
wurde eine Nukleobond AX 100-Sdule mit 3 ml der Losung N2 dquilibriert. Das prizipitierte
Material wurde durch Filtration entfernt und die klare, plasmidhaltige Phase auf die
aquilibrierte Sdule gegeben. Hiernach wurde die Sdule zweimal mit jeweils 10 ml der Losung
N3 gewaschen und die an die Sdule gebundene Plasmid-DNA durch Zugabe von 3 ml der
Losung NS5 eluiert. Jeweils 1 ml Eluat wurden mit 700 pl Isopropanol-prézipitiert und die
pelletierte DNA anschlieBend mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Die luftgetrocknete DNA
wurde in 100 pl H,O bidest. resuspendiert.

2.2.3.3 Herstellung kompetenter Bakterien

TFB I: 30 mM KOAc

100 mM RbCl

10 mM CaCl,

50 mM MnCl,

15 % Glycerol

mit Essigsdure auf pH 5,8 einstellen und steril-filtrieren
TFB II: 10 mM MOPS

75 mM CaCL,

10 mM RbCl

15 % Glycerol

mit KOH auf pH 6,5 einstellen und steril filtrieren

Um E. coli-Zellen mit Plasmid-DNA effektiv zu transformieren, miissen sie zuerst kompetent
gemacht werden. Dazu wurden 250 ml LB-Medium mit 1:100 einer Ubernacht-Kultur
angeimpft. Die Kulturen wurden bei 37 °C geschiittelt, bis eine ODgop von 0,5- 0,6 erreicht
war. AnschlieBend wurden die Bakterien abzentrifugiert (5 min bei 3939x g, 4 °C). Das
Bakterienpellet wurde in 100 ml eisgekiihltem TFB I-Medium aufgenommen, resuspendiert
und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien erneut abzentrifugiert (5 min
bei 3939x g, 4 °C), das Pellet in 10 ml eiskaltem TFB II resuspendiert, fiir 1 h auf Eis

inkubiert, anschlieBend aliquotiert und bei —70 °C eingefroren und gelagert.

2.2.3.4 Transformation kompetenter Bakterien mit Plasmid-DNA

Zur Transformation wurden pro Ansatz 50 ul kompetente Bakterien (E.coli K12-Stamm HB
101) mit etwa 50 ng Plasmid-DNA oder 10-15 pl Ligationsansatz fiir 1 h auf Eis inkubiert.

Nach einem Hitzeschock fiir 1 min bei 37 °C wurden die Transformationsansitze mit LB-
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Medium auf 0,5 ml aufgefiillt, 30 min unter Schiitteln bei 37 °C inkubiert und schlieBlich auf
LB-Agarplatten (LB/Amp) ausplattiert. Die Platten wurden bei 37 °C fiir 12 h bis 18 h
inkubiert; einzelne Kolonien wurden zum Animpfen von Kulturen fiir Minipréparationen oder

Midipréparationen (siche 2.2.3.2) verwendet.

2.2.3.5 Phenol/Chloroform Extraktion von DNA

Eine  Phenol/Chloroform-Extraktion  dient zur  weitgehenden  Entfernung von
kontaminierenden Proteinen aus nukleinsdurehaltigen Losungen. Proteine reichern sich
hierbei in der Interphase an.

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Lésung (25:24:1) wurde im Volumenverhiltnis von 1:1
zur Nukleinsdurelosung gegeben, der Ansatz wurde gut gemischt und anschlieBend zur
Verbesserung der Phasentrennung fiir ca. 5 min in einer Haereus-Tischzentrifuge bei 10000x
g zentrifugiert. Die obere wissrige Phase enthielt die Nukleinsduren und konnte vorsichtig in
ein zweites Eppendorf-Reaktionsgefdll iiberfiihrt werden. Um Spuren von Phenol zu
entfernen, wurde die gleiche Menge an Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugefiigt, gemischt
und erneut fiir 5 min zentrifugiert. Die nun gebildete wiéssrige Phase wurde mit Ethanol/Na-

Acetat prézipitiert (Ethanolprézipitation 2.2.3.6).

2.2.3.6 Ethanolprizipitation von DNA und RNA

Um Nukleinséuren aus einer Losung auszufillen, wurden der nukleinséurehaltigen Losung
2,5 Volumen eiskaltes 100 %iges Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Na-Acetatlosung, pH 5,2
zugesetzt (0,3 M Endkonzentration). Das Salz unterstiitzt die Zerstorung der Hydrathiille der
Nukleinsdure und erleichtert die Fallung. Die Prizipitation erfolgte nun entweder iiber Nacht
oder fiir ca. zwei Stunden bei -20 °C. Das Prizipitat wurde dann durch Zentrifugation
(Heraeus Kiihlzentrifuge, 10000x g, 20 min, 4 °C) pelletiert und mit 70 %igem Ethanol
gewaschen, um tiiberschiissige Salze zu entfernen. Nach Lufttrocknung wurde die DNA oder

die RNA in einem geeigneten Volumen H,O bidest. resuspendiert.

2.2.3.7 Isopropanolprizipitation von DNA

Der nukleinsdurehaltigen Losung wurde das 0,7-fache Volumen Isopropanol zugesetzt, der

Ansatz wurde gemischt und zur Prézipitation und Pelletierung der DNA bei 4 °C fiir 15 min

48



Methoden

bei 10000x g zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend mit 70 %igem Ethanol

gewaschen, luftgetrocknet und in einem geeigneten Volumen H,O bidest. resuspendiert.

2.2.3.8 Quantifizierung von DNA/RNA-Proben

Um den DNA- oder RNA-Gehalt einer Losung zu bestimmen, wurde die Absorption eines
Aliquots in Quarzglaskiivetten bei einer Wellenldnge von 260 nm, dem Absorptionsmaximum
von Nukleinsduren, im Photometer gemessen. Hierzu wurde die DNA-L&sung bzw. die RNA-
Losung zuvor 1:100 verdiinnt und anschlieend die Absorption gegen H,O als Referenzwert
ermittelt.
1 ODx60 nm entspricht ca. 50 pg/ml dsDNA

40 pg/ml ssDNA oder RNA

33 pg/ml ssOligonukleotid

(nach Sambrock et al., 1989)
Es ergeben sich folgende Gleichungen:
DNA-Konzentration (pg/ml) = Messwert ODy¢p x Verdiinnungsfaktor x 50
RNA-Konzentration (ug/ml) = Messwert OD,g x Verdiinnungsfaktor x 40

2.2.3.9 Restriktionsspaltung von DNA

Die fiir die spezifische Spaltung von DNA-Molekiilen eingesetzten Restriktions-
endonukleasen der Klasse II dienen der bakteriellen Zelle in vivo zum Schutz vor Fremd-
DNA, die z. B. durch Phagenbefall eingebracht werden kann. Diese unerwiinschte Fremd-
DNA wird fragmentiert; zelleigene DNA ist durch charakteristische DNA-Modifikationen
(Methylierungen) geschiitzt. Die Endonukleasen bilden zusammen mit Methylasen
sogenannte Restriktions-Modifikations-Systeme.

Sowohl zur Analyse von DNA als auch fiir Klonierungszwecke wurden in dieser Arbeit
Restriktionsverdaue durchgefiihrt. Die hierfiir verwendeten Restriktionsendonukleasen
schneiden doppelstringige DNA an spezifischen Erkennungssequenzen. Der Verdau von
DNA mit Restriktionsenzymen erfolgte beziiglich Zusammensetzung des Puffers, der
Inkubationstemperatur und Inkubationsdauer nach den Empfehlungen des jeweiligen
Herstellers. Eine Inkubation der Reaktionsansdtze erfolgte bei der fiir das jeweilige Enzym
optimalen Temperatur (meist 37 °C) fiir eine bis mehrere Stunden. Der Enzymanteil im
Ansatz sollte ca. 10 % des Gesamtvolumens nicht {iberschreiten, da die Enzyme in

glycerolhaltigen Puffern aufbewahrt werden, und zu hohe Glycerolkonzentrationen die
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Reaktion negativ beeinflussen. Die Vollstindigkeit der Spaltung wurde durch eine Agarose-
Gelelektrophorese (sieche 2.2.3.10) iiberpriift. Sollte die DNA fiir weitere enzymatische
Reaktionen von Puffer und Restriktionsenzymen gereinigt werden, wurde eine

Phenol/Chloroform-Extraktion und anschlielende Ethanolprazipitation durchgefiihrt.

2.2.3.10 Dephosphorilierung von DNA/RNA

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten wurde durchgefiihrt, um eine unerwiinschte
Selbstligation von DNA-Fragmenten mit glatten oder kompatiblen Enden zu verhindern.
Damit in vitro transkribierte RNA an ihrem 5°-Ende durch den Transfer einer radioaktiv
markierten Phosphatgruppe markiert werden konnte (siehe 2.2.4.2), musste ebenfalls zunichst
die 5’-stindige Phosphatgruppe mit Hilfe der alkalische Phosphatse (calf intestine alkaline
phosphatase (CIAP) entfernt werden. Fiir die Reaktion wurde etwa eine Einheit des Enzyms
pro ug DNA eingesetzt und fiir 30 min bis 1 h bei 37 °C (DNA) bzw. 55 °C (RNA) inkubiert.
Fiir die Dephosphorylierung von in vitro transkribierter RNA mit CIAP wurde dem Ansatz 40
U RNasin (human placenta ribonuclease inhibitor ~HPRI; Takara®) zugefiigt.

Die auf diese Weise behandelte DNA/RNA wurde anschlieend einer Phenolisierung (siehe
2.2.3.5) und Ethanolprézipitation (sieche 2.2.3.6) unterzogen. Die DNA wurde nach der
Féllung in 25 pl H,O bidest. (RNA in ca. 15 pul H,O bidest.) aufgenommen. DNA-Fragmente
konnten auch {iber eine Agarose-Gelelektrophorese (sieche 2.2.3.11) von dem Enzym gereinigt

werden.

2.2.3.11 DNA- bzw. RNA-Agarose-Gelelektrophorese

Puffer:
6x DNA bzw. RNA-Auftragspuffer: 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v)  Glyzerin
50x TAE-Pufter: 242 g Tris
57,1 ml Eisessig
100 ml 1,5M EDTA (pH 8,0)
mit H,O bidest. auf 1 1 auffiillen
Ethidiumbromid-Losung: 10 mg/ml
DNA-Léngenstandard: 1 kb-Leiter, Fa. GibcoBRL

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten bzw. RNA-Fragmenten fiir analytische und

priparative Zwecke erfolgte durch horizontale Gelelektrophorese in 0,8-2 %igen
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Agarosegelen (w/v) bei konstanter Spannung (Feldstarke 4-8 V/cm). Als Gel- und Laufpuffer
diente 1x TAE-Puffer, der mit 250 pg/l Ethidiumbromid (EtBr) versetzt war. Das im Puffer
enthaltene Ethidiumbromid interkaliert in Nukleinsduren und fluoresziert bei Anregung durch
UV-Licht. Fiir die Herstellung des Gels wurde Agarose mit einem entsprechenden Volumen
1x TAE/EtBr versetzt, durch Aufkochen in einer Mikrowelle gelost und in die ,,Schlitten der
Elektrophoresekammern gegossen. Nach dem Erstarren der Agarose wurde die Kammer mit
1x TAE-Puffer/EtBr aufgefiillt.

Die Proben wurden vor dem Auftragen mit etwa 1/10 Volumen DNA bzw. RNA-
Auftragspuffer gemischt. Als Langenstandard diente die 1 kb-Leiter der Firma GIBCO. Nach
dem Lauf wurden die DNA- bzw. RNA-Fragmente des Gels unter UV-Licht an einem
Transilluminator analysiert, photographisch dokumentiert oder die entsprechenden DNA-

Banden fiir eine Aufreinigung aus der Agarose ausgeschnitten.

2.2.3.12 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Die Aufreinigung der DNA aus Agarose erfolgte mit Hilfe eines Kits, Ultrafree®-DA der
Firma Millipore®, gemiB den Angaben des Herstellers. Dieses Kit ist geeignet, um DNA, die
100-10000 Basenpaare umfasst, aus Agarosegelen fiir Klonierungszwecke oder fiir die
Sequenzierung zu extrahieren. Zur Aufreinigung wird das DNA-haltige Agarosegelstiick
ausgeschnitten und in eine Sdule (,,Gel Nebulizer*) liberfithrt. Nach einer zehnminiitigen
Zentrifugation bei 5000x g, bei der feste Gelbestandteile zuriickbehalten werden, befindet sich
die extrahierte DNA im Agarosegelpuffer-haltigen Filtrat und kann direkt weiter verwendet

werden.

2.2.3.13 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten, z. B. Einfligen von DNA-Fragmenten in
Vektorplasmide, erfolgte mit T4 DNA-Ligase. T4 DNA-Ligase katalysiert die kovalente
Verkniipfung der 3> OH mit der 5° PO4-Gruppe an den Enden doppelstringiger DNA durch
die Bildung einer Phosphodiesterbindung unter ATP-Verbrauch. Um ligierbare Enden zu
erhalten, mussten zuvor beide Ligationspartner mit einem oder mehreren
Restriktionsenzymen gleicher Spaltspezifitit behandelt werden. Damit eine intramolekulare
Religation eines linearisierten Vektorplasmids verhindert wurde, musste der Vektor zusdtzlich
durch eine alkalische Phosphatase dephosphoryliert werden (siehe 2.2.3.10). Eine Religation

kann stattfinden, wenn das Plasmid nur von einem Restriktionsenzym gespalten wurde, d. h.
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selbstkomplementére 3’- und 5’-Enden entstanden sind. Der andere Ligationspartner muss
entsprechend phosphorylierte Enden aufweisen, damit die Ligation erfolgen kann. Eine
Phosphorylierung kann durch T4 Polynukleotidkinase mit ATP als Phosphatgruppendonor
katalysiert werden. Ligationen wurden in einem Volumen von 20-35 pl in 1x Ligationspuffer
und mit 1 U T4 DNA-Ligase angesetzt. Die Menge der Ligationspartner wurde iiber den
Vergleich der Bandenintensititen auf einem Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel bestimmt.
Das molare Verhéltnis von Vektor und Insert betrug in etwa 1:3. Die Ligation fand bei 15 °C

uber Nacht statt.

2.2.3.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur enzymatischen selektiven
Amplifikation von DNA, wobei selbst sehr geringe DNA-Mengen stark vervielfdltigt werden
konnen. Das Prinzip beruht auf der Bindung zweier Oligonukleotide, die zu bestimmten
Sequenzabschnitten der DNA komplementir sind, so dass sie den zu amplifizierenden
Bereich einrahmen. Das als Plusstrang-Primer bezeichnete Oligonukleotid ist hierbei
komplementér zum antiparallelen Strang der DNA, wiéhrend das als Minusstrang-Primer
bezeichnete Oligonukleotid komplementir zum kodierenden Strang ist. Nach Aufschmelzen
des DNA-Doppelstranges durch Erhitzen lagern sich beide Oligonukleotide bei Absenken der
Reaktionstemperatur an die DNA an (,,4dnnealing®). Im nichsten Schritt dienen sie der

hitzebestdndigen z. B. Tag DNA-Polymerase als Start fiir die DNA-Synthese (Elongation).

Durchfiihrung:
Ein PCR-Standardansatz von 100 ul wies folgende Zusammensetzung auf (ca. 100 ng
template):

PCR-Puffer (10x) 10 pl

dNTPs[10 mM] 2,5 ul

Plusstrang-primer [100 pmol/ul] 0,5 ul

Minusstrang-primer [100 pmol/pl] 0,5 ul

DNA-template [50 ng/ul] 1-2 ul

DNA-Polymerase [2,5 U/ul] 1 ul

H,O bidest. ad 100 pl

Die Inkubation der Ansitze erfolgt in einem DNA-Thermal-Cycler 2400 von Perkin Elmer®,

wobei die Programmierung der Zyklen folgendermafen aussah (Standardbeispiel):
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Anzahl Dauer Temperatur
Denaturierung 1x 5 min 95 °C
Denaturierung 30s 95 °C
»Annealing“ 25-30x 30s 50-55 °C (variabel)
Elongation 1 min/kb 72 °C
Elongation 1x 7 min 72 °C

Nachdem die Erfolgskontrolle durch das Auftrennen von 1 pl Reaktionsansatz im DNA-
Agarosegel (siche 2.2.3.10) durchgefiihrt worden war, wurden die PCR-Fragmente der Halfte
des Ansatzes (50 pl) Ethanol-prizipitiert und anschlieBend mit Restriktionsenzymen
geschnitten (siehe 2.2.3.13). Die Erkennungssequenz fiir die Restriktionsenzyme waren in der
Regel in den verwendeten Oligonukleotiden determiniert. Fiir die Ligation in einen
Plasmidvektor wurde der Plasmidvektor ebenfalls mit diesen Restriktionsendonukleasen

geschnitten (siehe 2.2.3.12).

2.2.3.15 Ortsgerichtete Mutagenese mittels ,,QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis“

Die Erzeugung einzelner Basenaustausche erfolgte weitgehend nach Vorschrift des
,.OuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit* der Firma Stratagene®. Bei dieser Methode
dient ein doppelstringiges Plasmid, in das die Mutation eingefiigt werden soll, als Matrize.
Fiir den gezielten Austausch bestimmter Basen in der Matrize wurden Oligonukleotide
bendtigt, welche die gewiinschte Basenaustausche in ihrer Sequenz tragen und jeweils an den
»sense und den ,antisense” Strang der DNA-Matrize binden. Mit Hilfe eines ,,7Thermal
Cyclers* wird die Plasmid-DNA denaturiert; die Bindung der Oligonukleotide an die DNA
und eine anschlieBende Primerextension wird durch das Enzym ,,Pfu DNA-Polymerase*
(besitzt eine ,,proofreading* Aktivitit) durchgefiihrt. Nach 12-16 Elongationsschritten, bei
denen im Unterschied zur PCR lediglich die Ausgangs-DNA als Matrize diente, wurde die
methylierte Ausgangs-DNA durch Dpn I abgebaut, wihrend die mutierte, neu synthetisierte
nicht methylierte DNA erhalten blieb. Die neu synthetisierte DNA ist wie die Ausgangs-DNA
doppelstrangig und zirkulér, weist allerdings zwei versetzte Strangbriiche (,,nicks*) auf. Erst
nach Transformation der neu synthetisierten DNA in Bakterien erfolgte die ,,Reparatur* dieser
Hhicks durch Ligation.

Ein ,,QuikChange™“-Standardansatz von 50 pl wies folgende Zusammensetzung auf (ca. 50

ng template):
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Pfu-Puffer (10x) S5ul
dNTPs[10 mM] 1 pul
Sense-Oligonukleotide [100 pmol/ul] 0,5 ul
Antisense-Oligonukleotid [100 pmol/ul] 0,5 pul
DNS-template [50 ng/pl] 1l
Pfu DNA Polymerase [1,25 U/ul] 1 ul
H,O bidest. ad 50 pl

Die Inkubation der Ansitze erfolgt in einem DNA-Thermal-Cycler 2400 von Perkin Elmer®,

wobei die Programmierung der Zyklen folgendermal3en aussah:

Anzahl Dauer Temperatur
Denaturierung 1x 30s 95 °C
Denaturierung 30s 95 °C
»Annealing* 12-16x 1 min 53 °C
Elongation 2 min/kb 68 °C

Im Anschluss an die Mutagenese-Reaktion wurde die Ausgangs-DNA durch Zugabe von 5 U
Dpn I und Inkubation fiir 1 h bei 37 °C abgebaut. Fiir die anschlieBende Transformation der
mutierten DNA in Bakterien wurde 1 pl des Dpn I-verdauten Reaktionsansatzes und ein 50

ul-Aliquot kompetenter E. coli verwendet (siche 2.2.3.4).

2.2.3.16 Sequenzierung von DNA

Die enzymatische Methode zur Ermittlung von DNA-Sequenzen wurde 1977 von Sanger et
al. entwickelt. Das zu sequenzierende DNA-Fragment wird von einem Oligonukleotid aus
durch eine DNA-Polymerase repliziert. Im Reaktionsansatz befinden sich neben den reguliren
dNTPs auch deren 2'3’-Didesoxyanaloga (ddNTPs). Diese Analoga werden von der
Polymerase genauso in die entstehende DNA eingebaut wie die dNTPs, allerdings bricht die
Kettenverlangerung nach einem ddNTP ab, da keine 3° OH-Gruppe mehr zur Kniipfung der
nichsten Phosphordiesterbindung vorhanden ist. Da diese Kettenabbriiche statistisch erfolgen,
werden DNA-Molekiile unterschiedlicher Lénge synthetisiert, die durch den Einbau
zugesetzter Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelter bzw. radioaktiver Nukleotide markiert werden.
Nach Auftrennung der DNA-Molekiile in einem hoch auflésenden denaturierenden PAA-
Sequenzgel ist ein Nachweis der entstandenen Fragmente, die sich nur um ein Nukleotid
unterscheiden, liber die Detektion mittels Laser (Fluoreszenzfarbstoff) oder Radiographie

(Radioaktivitit) moglich.
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Sequenzierung von DNA mittels ,,Cycle-Sequencing® mit Fluoreszenzfarbstoff-markiertem
Primer

Fiir die Technik des ,,Cycle Sequencing* wurde das ,,Thermo Sequenase fluorescent labelled
cycle  sequencing kit with 7-Deaza-dGTP™ von Amersham® verwendet. Die
Sequenzierungsreaktion wurde als PCR durchgefiihrt; da allerdings nur ein Oligonukleotid
eingesetzt wurde, erfolgte keine exponentielle, sondern nur eine lineare Amplifikation der
DNA-Fragmente. Wéhrend der sich anschlieBenden Elektrophorese von unterschiedlich
groBen DNA-Molekiilen, wurde der Fluoreszenzfarbstoff, mit welchem das Oligonukleotid
markiert war, mittels Laser angeregt und detektiert.

Fiir die Sequenzierung wurde Plasmid-DNA aus Mini- oder Midiprdparationen verwendet.
Fiir eine Sequenzierungsreaktion wurde eine DNA-Menge von 200 ng/kb Plasmidgrof3e und 2
pMol eines Fluoreszenzfarbstoff (IR 800)-markierten Oligonukleotids eingesetzt. Dieser
Ansatz wurde mit H,O bidest. auf 25 pl aufgefiillt und anschlieBend auf vier PCR-
Reaktionsgefdle verteilt. Je Reaktion wurden jeweils 2 pul der verschiedenen
Didesoxynukleotidgemische des Kits dazugegeben. Die PCR erfolgte nach folgendem
Protokoll:

Anzahl Dauer Temperatur
Denaturierung 1x 2 min 95 °C
Denaturierung 15s 95 °C
»Annealing® 30x 30s 50 °C
Elongation 30s 70 °C
Elongation 1x 5 min 70 °C

Nachdem die PCR-Reaktion abgeschlossen war, wurde die Reaktion durch Zugabe von
jeweils 2 ul Stop-Puffer beendet und auf 4 °C gekiihlt. Kurz vor dem Auftragen wurden die
Reaktionen zur Denaturierung fiir 2 min auf 72 °C erhitzt. Von den Reaktionsansitzen wurde

jeweils 1 ul auf das Sequenzgel aufgetragen.

Radioaktive Sequenzierung

Die radioaktive Sequenzierung erfolgte mit dem ,.77 Sequencing”—Kit“ von Pharmacia®™
weitgehend nach den Angaben des Herstellers. Hierbei wurde durch die T7 DNA-Polymerase
ein an die DNA angelagerter Primer verlidngert und der dabei entstehende Strang mit **P-a.-
[dCTP] markiert. Die Markierungsreaktion wurde anschlieBend auf vier getrennte Ansétze

aufgeteilt und durch Zugabe von jeweils einem Didesoxynukleotid terminiert. Fiir die
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Sequenzierung des pBluescript SK II wurde Plasmid-DNA aus der Midipréparation
eingesetzt.

Damit eine Anlagerung der Primer an eine einzelstringige DNA erfolgen konnte, mussten
zundchst durch eine alkalische Denaturierung der DNA Einzelstringe erzeugt werden. Hierfiir
wurden 2 ng DNA in einem Volumen von 20 pul mit 3 pl 2 M NaOH und 50 pMol Primer
versetzt und flir 5 min bei 65 °C denaturiert. AnschlieBend wurde die DNA durch Zugabe von
5 ul 3 M Na-Acetat, pH 5,2 und 70 ul 100 %igem EtOH gefillt und das DNA-haltige Pellet in
6 pl aufgenommen. Nun wurde die Markierungreaktion durchgefiihrt. Zu der DNA-L3sung
wurden 1,6 pl ,,Labelling-Mix* des Kits, 0,9 pl ,,Enzyme Dilution Buffer (aus dem Kit), 0,2
ul **P-a-[dCTP], was 2 pCi entspricht, und 0,2 ul T7 DNA-Polymerase (aus dem Kit)
zugegeben. Dieser Reaktionsansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Wihrenddessen wurde auf einer Mikrotiterplatte in vier Vertiefungen jeweils 1,25 ul ,,Short
Mix* des Kits (Nukleotide) vorgelegt und die Platte auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden
jeweils 2,25 pl der Markierungsreaktion in die vier Vertiefungen gegeben und die
Mikrotiterplatte fiir 10 min bei 37 °C inkubiert (Terminierungsreaktion). Die
Terminierungsreaktionen wurden durch Zugabe von jeweils 3 ul Stop-Losung (aus dem Kit)
beendet. Direkt vor dem Auftragen auf das 8 %ige Sequenzgel wurden die Reaktionen zur
Denaturierung der DNA fiir 3 min auf 95 °C erhitzt. Es wurden jeweils 1,3 ul des

Reaktionsansatzes aufgetragen.

2.2.3.17 Elektrophorese in denaturierenden Harnstoff-Polyacrylamidgelen

Automatische Sequenzierung mit dem LI-COR 4000 L Sequenziergeriit:

Elektrophoresepuffer:
10x ,,Long-Run*-Puffer: 162 ¢ Tris
275¢g Borsédure
93¢g EDTA-Na,
mit H,O bidest. auf 1 1 auffillen
»langes Gel* (4 %): 32 ml Sequagel XR
8 ml Sequagel-Puffer
2 ml ,Long Run‘“-Puffer
15 ml H,O bidest.
8¢ Harnstoff
400 pl 10 %iges APS
20 ul TEMED
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kurzes Gel“ (6 %): 30 ml Sequagel XR
7,5 ml Sequagel-Puffer
300 pl 10 %iges APS
400 pl DMSO

Die Auftrennung der Proben erfolgte auf 0,2 mm dicken Polyacrylamidgelen. Lange Gele (66
cm) wurden fiir das Lesen von 1000 Basen verwendet; kurze Gele (40 cm) fiir die
Auftrennung von etwa 400 Basen. Da die Detektion der Sequenz bei der automatischen
Sequenzierung schon wihrend des Laufs erfolgte, wurde das Gel nach dem Lauf verworfen.
Die fiir die automatische Sequenzierung verwendeten Polyacrylamidldosungen wurden mit
Hilfe eines kommerziell erhiltlichen Gelsystems angesetzt. Unmittelbar vor dem Giellen
wurden TEMED und 10 %iges Ammoniumpersulfat zu den Polyacrylamidlosungen gegeben.
Zur Herstellung der Gele wurden ,,Spacer zwischen die Glasplatten gelegt, die Platten in
dafiir vorgesehene Schienen eingespannt und auf eine entsprechende Apparatur gelegt, die ein
horizontales Giellen des Gels ermdglichte. Die Polymerisation erfolgte fiir mindestens 1 h,
anschliefend wurde das Gel in das Sequenziergerit eingespannt und ein Vorlauf unter
folgenden Bedingungen gestartet:
lange Gele  kurze Gele

(4 %) (6 %)
2000 V 1500 V
37 mA 37 mA
45 °C 50°C
50 W 50 W

Unmittelbar vor dem Auftragen der Proben wurden diese fiir 2 min bei 72 °C denaturiert. Der
Gellauf wurde bei langen Gelen iiber Nacht, bei kurzen Gelen {iber 5-6 h unter den gleichen
Bedingungen wie fiir den Vorlauf durchgefiihrt. Die Detektion der Fluoreszenzfarbstoft-
markierten DNA-Banden erfolgte mittels eines computergesteuerten Lasers wihrend des
Laufs. Die als Bild oder Buchstabensequenz verfiigbaren Daten wurden anschlieBend mit

Hilfe von Computerprogrammen (DNasis; DNA Strider) ausgewertet.

PAA-Sequenzgele und PAA-Gele

Losungen und Puffer:

10x TBE-Puffer: 500 mM Tris
500 mM Borsaure
10 mM EDTA
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,Repel-Silane* 5% ,Repel-Silane*
in Chloroform

PAA-Sequenzgel (8 %): 19,2 ml Sequagel-Konzentrat
34,8 ml Sequagel-Diluent
6 ml Sequagel-Puffer
480 pl 10 %iges APS
24 ul TEMED
PAA-Gel (5 %): 8 ml Sequagel-Konzentrat
28 ml Sequagel-Diluent
4 ml Sequagel-Puffer
320 ul 10 %iges APS
16 pl TEMED
PAA-Gel (8 %): 12,8 ml Sequagel-Konzentrat
23,2 ml Sequagel-Diluent
4 ml Sequagel-Puffer
320 pl 10 %iges APS
16 pl TEMED

Zum Auftrennen der radioaktiven Sequenzierungsreaktion wurden 8 %ige PAA-Sequenzgele
verwendet. Weiterhin dienten die hier beschriebenen denaturierenden Polyacrylamidgele
(PAA-Gele) zur Auftrennung von RNA-Fragmenten, wie sie z. B. im Degradationstest (siche
2.2.6.2) entstanden. Auch zur Aufreinigung von radioaktiv markierten in vitro Transkripten
wurden diese Gele verwendet.

Wiéhrend die Polyacrylamidsequenzgele (PAA-Sequenzgele) eine Linge von 90 cm
aufweisen, sind die Polyacrylamidgele (PAA-Gele) 20 cm lang. PAA-Sequenzgele sind durch
die Verwendung von ,,Spacern® 0,4 mm dick; PAA-Gele sind 1 mm dick. Die beiden
Glasplatten eines Sequenzgels wurden auf unterschiedliche Art vorbehandelt, da sich das
PAA-Sequenzgel nach dem Gellauf leicht von einer Platte 16sen sollte. Hierzu wurde diese
Platte nach einer Reinigung mit 70 %igem Ethanol mit ,,Repel-Silane* beschichtet. Die
andere Platte wurde intensiv mit 70 %igem Ethanol gesdubert, damit keine Staubkorner den
Gellauf behindern bzw. keine Ribonukleasen anhaften bleiben. Fiir das Gielen des dickeren
PAA-Gels wurden die Platten nur griindlich mit Ethanol gereinigt. Nach Auflegen zweier
»Spacer”, welche die Dicke des Gels bestimmen, an den beiden Langsseiten, wurden die
Sequenzgelplatten mit den gesduberten bzw. behandelten Flichen aufeinandergelegt und mit

Tesafilm-Streifen bis auf die obere schmale Seite abgeklebt. Das Gieen der PAA-Gele
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erfolgte in einer vertikalen GelgieB-Apparatur, weshalb kein Abkleben der Plattenrdnder
erforderlich war.

Zum Ansetzen der 5 %igen bzw. 8 %igen Polyacrylamidlosung wurde ein kommerziell
erworbenes Kit (Sequagel) verwendet und erst direkt vor dem Gielen des Gels das
entsprechende Volumen an TEMED und 10 %igem APS zugegeben. In das gegossene Gel
wurde im Falle des Sequenzgels ein ,,Haifischzahn-Kamm* und im Falle des PAA-Gels ein
»laschenkamm® eingeschoben. Wéihrend der Polymerisation der Gele, die fiir PAA-
Sequenzgele mindestens 1 h und fiir PAA-Gele 20 min dauerte, wurden die Glasplatten durch
Beschweren einer Glasplatte (PAA-Sequenzgel) bzw. Einsetzen einer Klammer (PAA-Gel) in
Hohe der Kdmme fest aneinander gepresst, wodurch eine bessere Ausbildung der Taschen
erreicht wurde. Das PAA-Gel wurde fiir den Gellauf aus der GelgieB-Apparatur genommen
und wie das Sequenzgel in eine Elektrophoreseapparatur eingespannt. In beiden Féllen
wurden die Tanks mit 1x TBE-Puffer aufgefiillt, und anschlieBend ein Vorlauf des PAA-
Sequenzgels fiir 30 min bei 30 Watt durchgefiihrt. Der Gellauf erfolgte mit 50 Watt fiir 3-5 h.
Der Gellauf des PAA-Gels erfolgte ohne Vorlauf bei ca. 13 Watt fiir 1-2 h. Zur Denaturierung
der RNA-haltigen Reaktionsansidtze wurde unmittelbar vor dem Auftragen das gleiche
Volumen an formamidhaltigen Puffer zugegeben, und die Proben fiir 5 min auf 95 °C erhitzt.
Der Lauf wurde gestoppt, wenn die untere Markerfront (Bromphenolblau) ca. 5 cm vom
unteren Gelrand entfernt war. Das Gel wurde auf Filterpapier iibertragen, mit Plastikfolie
abgedeckt und getrocknet oder direkt auf den Rontgenfilm aufgelegt. Exposition erfolgte in
einer Filmkassette meist iiber Nacht bei —20 °C. Alternativ konnte das Gel auch auf einen

~Imaging Screen aufgelegt werden. Hier erfolgte die Exposition fiir 1 h.

2.2.4 RNA-Methoden

2.2.4.1 in vitro Transkription

Die hier beschriebene Methode macht sich die hohe in vitro Prozessivitit der T7/T3 und Sp6
RNA-Polymerasen zunutze und dient zur Herstellung von RNA-Molekiilen an einem DNA-
template (Milligan et al., 1987). In dieser Arbeit wurden in vitro Transkripte fir die
Herstellung der RNA-Substrate, die in den verschiedenen RNase Tests eingesetzt wurden, mit
T7 oder T3 RNA-Polymerase synthetisiert. Weiterhin wurden Sp6 in vitro Transkripte fiir das
Erstellen von Wachstumskurven (siche 2.2.1.8) bendtigt. Hierzu mussten die Transkripte
anschlieBend iiber ,RNeasy ““-Sdulen; Qiagen® (siche 2.2.4.4) gereinigt und die

Konzentration spektrophotometrisch bestimmt werden. Falls keine radioaktive Markierung
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wihrend der Transkription erfolgen sollte, wurden fiir die in vitro Transkription 2 pug Plasmid-
DNA durch einen Restriktionsverdau linearisiert, anschliefend iiber eine Phenol/Chloroform-
Extraktion (siehe 2.2.3.5) gereinigt und mit Ethanol gefdllt (siche 2.2.3.6). Nachdem das
getrocknete DNA-Pellet in 10-15 pl H,O bidest. aufgenommen worden war, setzte sich der

Reaktionsansatz wie folgt zusammen:

T7/T3 oder Sp6 Pol.-Puffer (10x) 1 ul
DTT [0,1 M] 1wl
DNA-template [1 ng/ul] 1 ul
human ribonuclease inhibitor [40 U/ul] I ul
rNTPs [10 mM] 1 ul
H,O bidest. 4 ul
T7/T3 oder Sp6 RNA-Pol. [50 U/ul] 1ul
Gesamtvolumen 10 pl

Die Transkription erfolgte fiir 1-2 h bei 37 °C. AnschlieBend wurde die Qualitét der in vitro
Transkripte iiber eine Agarose-Gelelektrophorese analysiert, bevor die transkribierte RNA
mittels Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 2.2.3.5) gereinigt und mit Ethanol gefillt wurde
(siehe 2.2.3.6). Zur Beseitigung des verbleibenden DNA-templates kann eine Behandlung mit
DNase I durchgefiihrt werden (Zugabe von 1 pul DNase I vor der Phenolisierung und
Inkubation fiir weitere 1-2 h bei 37 °C). Eine Behandlung mit DNase I wurde z. B. nach der in
vitro Transkription zur Erzeugung der RNA-Substrate fiir die Enzymkinetik durchgefiihrt. Da
fiir die Bestimmung der Enzymkinetik (Km und vmax) ebenfalls freie Nukleotide von der in
vitro transkribierten RNA abgetrennt werden sollten, wurden die Nukleotide im Anschluss an
die in vitro Transkription und die DNase-Behandlung mit Hilfe von G-15 Sephadex Saule
abgetrennt (sieche 2.2.4.3), bevor eine Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 2.2.3.5) und eine
Ethanolfillung (siehe 2.2.3.6) der RNA-Molekiile durchgefiihrt wurde. AnschlieBend wurde
die Konzentration spektrophotometrisch bestimmt.

Sollte eine interne radioaktive Markierung durch Zugabe von *’P-o-[UTP] durchgefiihrt

werden, setzte sich ein Standard-Reaktionsansatz wie folgt zusammen:

T3 Pol.-Puffer (10x) 1 ul
H,O bidest. 2 ul
DNA-template [1 png/pl] 1 ul
human ribonuclease inhibitor [40 U/ul] 1 ul
2P-q-UTP [10 pCi/ul] 2 ul
rNTPs ohne UTP [10 mM] Il
(UTP [0,1 uM] 1 ul)
T3 RNA-Pol. [50 U/ul] 1 ul
Gesamtvolumen 10 pl
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Als template wurde erneut ein linearisiertes Plasmid verwendet. Der Ansatz wurde fiir ca. 30
min bis 1 h bei 37 °C im Heizblock inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl
formamidhaltigen Auftragspuffer gestoppt. Fiir die Reinigung der in vitro transkribierten
RNA wurde der Reaktionsansatz in einem denaturierenden Polyacrylamidgel aufgetrennt und

die entsprechende RNA-Bande nach dem Gellauf ausgeschnitten (siche 2.2.4.5).

2.2.4.2 Radioaktive Markierung von RNA-Molekiilen an deren 5’-Ende

Um ein RNA-Molekiil am 5’-Ende radioaktiv zu markieren, wird die y-Phosphatgruppe von
32p_y-[ATP], katalysiert durch die Polynukleotidkinase (PNK), auf die zuvor mittels CIAP-
Behandlung dephosphorylierte (siche 2.2.3.10) RNA {ibertragen. Der Markierungsansatz

setzte sich wie folgt zusammen (15 pl Gesamtvolumen):

H,O bidest. 1,5-5,5 ul
PNK-Puffer [10x] 1,5 ul
human ribonuclease inhibitor [40 U/ul] 1 ul
RNA-Substrat nach CIP-Behandlung 4-8 ul
32P-y-[ATP] [10 pCi/pl] 2 ul
PNK (5 U) 1 ul
Gesamtvolumen 15 ul

Die Inkubation erfolgte fiir 30 min bis 1 h bei 37 °C; es schloss sich entweder eine
Phenolisierung und Ethanolfillung an oder eine Aufreinigung iiber ein denaturierendes

Harnstoffgel (siehe 2.2.4.5).

2.2.4.3 Abtrennen von nicht eingebauten Nukleotiden mit Hilfe von G 15-Sephadex-Séaulen

Puffer: 40 mM Tris-Acetat (pH 6,5)
0,5 mM EDTA

Sollten nach einer in vitro Transkription nicht eingebaute Nukleotide von der transkribierten
RNA abgetrennt werden, wurde der Transkriptionsansatz langsam durch eine G15-
Sephadexsdule (G15 Sepharose der Fa. Pharmacia) getropft. Eine Abtrennung der nicht
eingebauten Nukleotide mittels G15-Sephadexsdule war vor allem fiir die Herstellung der
nicht radioaktiv markierten in vitro Transkripte zur Bestimmung der Enzymkinetik (siche
3.1.3) notwendig, da hierzu die genaue Konzentration der Transkripte bekannt sein musste,
und freie Nukleotide bei der spektrophotometrischen Konzentrationsbestimmung ebenfalls
erfasst werden. Das Trennprinzip beruht auf dem Molekulargewicht: groBBere RNA-Molekiile

konnen ungehindert die Sdule passieren, wihrend die uneingebauten Nukleotide im engen
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Netzwerk der Sepharose vorlibergehend gefangen werden und mit einer zeitlichen
Verzogerung den Sdulenausgang erreichen.

Fiir die Herstellung von Sephadexsdulen wurde G15-Sepharose (Pharmacia’Amersham) in
Puffer vorgequollen und anschlieBend auf einen Glasfaserfilter (Whatman GFC), der sich am
Boden der Séule befand, gefiillt. Nun wurde der iiberschiissige Puffer durch fiinfminiitiges
Zentrifugieren bei etwa 300x g entfernt. Nach Zugabe von 100 pl Puffer zum
Transkriptionsansatz, wurde der Ansatz auf die Sdule tberfiihrt. Wéhrend der Durchfluss
durch fortwéhrende manuelle Zugabe von Puffer auf die Sdule sicher gestellt wurde, wurde
das Filtrat in acht Fraktionen von je ca. 100 ul aufgefangen. Anschlieend erfolgte eine
Phenol/Chloroform-Behandlung (siehe 2.2.3.5) und Ethanolprizipitation (siche 2.2.3.6) aller
Fraktionen. Die Konzentration der pelletierten RNA nach dem Ldsen in 40 pl H,O bidest.
wurde spektrophotometrisch bestimmt und anschlieBend durch Elektrophorese im Agarosegel

verifiziert.

2.2.4.4 Aufreinigung von in vitro Transkripten mit Hilfe des ,,RNeasy™ Total RNA Kits“

Die Reinigung der Sp6 in vitro Transkripte von freien Ribonukleotiden und
Pufferbestandteilen des Transkriptionsansatzes flir das Erstellen von Wachstumskurven
erfolgte mit Hilfe des ,,RNeasy™ Total RNA Kits*“ gemifl den Angaben des Herstellers. Der
Transkriptionsansatz wurde hierfiir auf eine RNeasy-Séule (,,RNeasy Spin Column*) geladen
und die in vitro Transkripte nach zwei Waschschritten mit 30 ul RNase-freiem Wasser von

der Siule eluiert.

2.2.4.5 Aufreinigung von in vitro Transkripten iiber PAA-Gele

RNA-Elutionspuffer (TNES): 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
300 mM NaCl
1 mM EDTA
0,1 % SDS

Um radioaktiv markierte in vitro Transkripte von Pufferbestandteilen und uneingebauten
Nukleotiden zu trennen, wurde der in vitro Transkriptionsansatz mit dem gleichen Volumen
formamidhaltigen Puffer versetzt, fiir ca. 3 min bei 95 °C denaturiert und in einem 5 bzw.
8 %igen PAA-Gel oder einem 8 %igen PAA-Sequenzgel aufgetrennt. Der Gellauf erfolgte bei
etwa 13 Watt (bzw. ca. 50 Watt fiir PAA-Sequenzgele) und 1x TBE als Laufpuffer.

Anschlieend wurde das Gel auf einer der Glasplatten belassen, mit Klarsichtfolie abgedeckt
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und in einer Dunkelkammer ein Rontgenfilm aufgelegt. In der Regel geniigte eine
Expositionszeit von ca. 5 min, um sowohl die Umrisse eines zuvor auf die Folie aufgeklebten
fluoreszierenden Aufklebers als auch die RNA-Banden zu erkennen (siche 2.2.5.2). Der
Aufkleber diente nach der Entwicklung des Films zur Lokalisation der entsprechenden RNA-
Bande, die dann ausgeschnitten, in einem Eppendorf-Reaktionsgefall zerkleinert und in 400-

650 ul TNES-Elutionspuffer iiber Nacht bei RT eluiert wurde.

2.2.5 Nachweis radioaktiver Reaktionsprodukte

2.2.5.1 Messung der Radioaktivitit von in vitro Transkripten

Zur Bestimmung der Radioaktivitdit wurden die ,,counts per minute® (cpm) in einem
Fliissigszintillationszéhler der Firma Amersham-Pharmacia ermittelt. Hierzu wurden die
GefaBe, welche die radioaktive Probe enthielten, in ein geeignetes Messgefal3 liberfithrt und

die Strahlungsintensitit des **P sechzig Sekunden lang gemessen.

Bestimmung der RNA-Konzentration anhand der eingebauten Radioaktivit:it

Uber den Anteil von z.B. **P-a-[UTP] im RNA-Molekiil lsst sich die Gesamtmenge der in
vitro transkribierten RNA ermitteln. Da laut Herstellerangaben 10 pCi **P-a-[UTP] 3 pmol
entsprechen, kann nach Messung sowohl der cpm von **P-a-[UTP] als auch der cpm von **P-

o-[UTP]-markierter RNA die RNA-Konzentration in pmol berechnet werden.

2.2.5.2 Autoradiographie

Die Position und Intensitit radioaktiv markierter Substanzen kann nach Auftrennung in einem
Elektrophoresegel durch Auflegen eines Rontgenfilms auf das Gel ermittelt werden. Der
Rontgenfilm wird an den entsprechenden Stellen durch die radioaktive Strahlung geschwiérzt.

Die Exposition erfolgte in lichtdichten Filmkassetten bei —20 °C.

2.2.5.3 Phosphorimaging

Bei diesem Verfahren werden zum Nachweis radioaktiver Strahlung Spezialplatten (,,/maging
Screens*) anstelle von Rontgenfilmen verwendet. Diese Screens sind mit einer ca. 700 pm
dicken BaFBrEu-Schicht versehen und kénnen radioaktive Strahlungsenergie in Form von (an

Kristallgitterfehlstellen haftenden) Elektronen speichern. Das Material ist z.B. fiir **P ca.
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250 mal empfindlicher als ein Rontgenfilm. Eine Auswertung der Platten erfolgte in einem
Phosphorimager-Auslesegerdit BAS 1000 der Firma Fuji durch einen HeNe-Laser (Rotlicht
mit 600 nm). Benutzte Platten kénnen mit gelbem Licht geloscht und beliebig oft
wiederverwendet werden. Uber entsprechende Software (verwendetes Programm: , Tina“,

Version 2.09 der Firma Raytest) kann die Bandenschwérzung quantifiziert werden.

2.2.6 Bestimmung der RNase-Aktivitit

2.2.6.1 limitierender Verdau

Puffer:

Puffer fiir RNase T1/Phy M und E™: 20 mM Na-Citrat (pH 5,0)
™ Harnstoff
1 mM EDTA

Puffer fiir RNase U2: 20 mM Na-Citrat (pH 3,5)
™ Harnstoff
1 mM EDTA

Puffer fiir RNase B. cereus: 20 mM Na-Citrat (pH 5,0)
1 mM EDTA

Die Methode, die auf unvollstindiger Spaltung beruht, wurde urspriinglich fiir die enzymatische
Sequenzierung von RNA-Molekiilen entwickelt: Hierzu werden markierte RNA-Molekiile mit
einzelstrangspezifischen Ribonukleasen inkubiert, die jeweils eine oder zwei spezifische Spaltstellen
aufweisen. Da die Spaltstellen verschieden sind, kann nach elektrophoretischer Auftrennung der
Spaltprodukte in einem PAA-Sequenzgel die Sequenz anhand der Spaltmuster ermittelt werden. Mit
Hilfe dieser Methode ist es jedoch auch moglich, die Spaltspezifitit einer Ribonuklease iiber den
Vergleich ihres Spaltmusters mit den Spaltmustern von spezifischen Referenzribonukleasen nach

Inkubation mit dem gleichen RNA-Substrat zu ermitteln (z. B. Rybak & Vallee, 1988).

Durchfiihrung:

Als RNA-Substrat zur Bestimmung der Spaltstellen von E™ in einer heteropolymeren RNA wurde das
T7 in vitro Transkript des mittels Sac I linearisierten pBluescript Sk II (Polylinkerregion) verwendet.
Nachdem das 5°-Ende des in vitro Transkripts radioaktiv markiert (siehe 2.2.4.2) und Ethanol-prézipiert
worden war, folgte die Inkubation von jeweils ca. 9x 10 cpm RNA-Substrat mit

einzelstrangspezifischen Referenzribonukleasen (RNase T1/Phy M/U, und B. cereus) und E™ unter den
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fiir die Referenzribonukleasen beschriebenen bzw. fiir E™ ermittelten Pufferbedingungen (s. 0.). Die
Referenzribonukleasen wurden im Set erworben (,,RNA Sequenzing Enzyme Kit*“, Pharmacia®) und E™
in Insektenzellen erzeugt und mittels Immunaffinititschromatographie aufgereinigt (siche 2.2.2).

Die Inkubation erfolgte bei 55 °C und Zugabe von 20 pg tRNA zu den Ansdtzen. In
Vorversuchen wurde iiber das Anfertigen von Enzym- und Substratverdiinnungsreihen das
Enzym/Substrat Verhiltnis ermittelt, bei dem ein vollstdndiger Abbau des RNA-Substrates
vermieden wird. Fiir den limitierenden Verdau wurden 2 U RNase T1, RNase U, und RNase
B. cereus sowie etwa 10 U RNase Phy M und 20 ng E™ eingesetzt. Ein Standardansatz hatte

folgende Zusammensetzung:

9x 10" cpm 5'-markiertes in vitro Transkript: 2 ul
RNase in Puffer verdiinnt: 4 ul
t-RNA (20 pg): 1 ul
Reaktionspuffer: Sul
Gesamtvolumen 13 pl

Die Inkubationszeiten der jeweiligen Ribonukleasen wurden ebenfalls in Vorversuchen
ermittelt. Sie betrugen fiir die RNase T1, die RNase U, und fiir E™ 18 Minuten; fiir die
RNase Phy M 28 Minuten und fiir die RNase B. cereus 35 Minuten. Um eine Kontamination
mit RNasen im Reaktionspuffer nachzuweisen, wurden ca. 2x 10* cpm RNA fiir 35 min
ebenfalls bei 55 °C mit Puffer inkubiert. Im Anschluss an den Verdau wurden die
Reaktionsansétze phenolisiert und die RNA-Molekiile prézipitiert (siche 2.2.3.5 und 2.2.3.6)
und anschlieBend in 6 pl formamidhaltigen Auftragspuffer gelost. Nach einem
Denaturierungsschritt bei 95 °C fiir 5 min, wurden die RNA-Molekiile in einem 8 %igen
PAA-Sequenzgel aufgetrennt. Die radioaktive Sequenzreaktion der Polylinkerregion des
pBluescript Sk II (sieche 2.2.3.16) wurde ebenfalls auf dem gleichen Sequenzgel wie die
Reaktionsprodukte von RNase T1, RNase B. cereus und E™ aufgetrennt. Damit die
Spaltprodukte der Ribonukleasen nach der Auftrennung in etwa auf der gleichen Hohe zu den
korrespondierenden DNA-Sequenzfragmenten nachweisbar waren, musste, da DNA schneller
aufgetrennt wird als RNA, ein Vorlauf der Sequenzreaktion bei 45 Watt fiir 28 Minuten
erfolgen. Nach Abschluss des Gellaufs wurde das PAA-Sequenzgel auf Filterpapier
iibertragen und autoradiographiert. Der Film wurde anschlieBend bei —20 °C fiir 12-72 h
belichtet. Die 5'-Spaltprodukte enthielten die markierte Phosphatgruppe, weshalb sie auf dem
Rontgenfilm als Bande erkennbar waren. Die Referenzribonukleasen weisen folgende

spezifische Spaltstellen auf:
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RNase T1 von 4. oryzae: GpN
RNase Phy M von P. polycephalum: UpN und ApN
RNase U2 von Ustilago spherogena: ApN
RNase B. cereus von Bacillus cereus: UpN und CpN

Der Nachweis der Spaltstellen von E™ innerhalb des RNA-Molekiils erfolgte iiber den
Vergleich des Spaltmusters von E™ mit den Spaltmustern der Referenzribonukleasen. Die
ebenfalls aufgetrennte Sequenzreaktion der entsprechenden Region vereinfachte das
Nachvollziechen der Sequenz anhand der spezifischen  Spaltfragmente  der

Referenzribonukleasen.

2.2.6.2 Degradationstest

Reaktionspuffer: 40 mM Tris-HCI, pH 6,5
0,5mM EDTA
Substrat: P_o-[UTP] markierte in vitro Transkripte von Sub-ApU, Sub-CpU,

Sub-GpU oder Sub-UpU

Mit Hilfe des Degradationstests wurde die Spaltspezifitit ndher charakterisiert, die
Enzymkinetik bestimmt und die Auswertung von Mutagenesestudien in Bezug auf das aktive
Zentrum vorgenommen. Ausgehend von einem Standard-Degradationstest wurden auch
Varianten fiir die Erfordernisse der jeweiligen Situation entwickelt.

Fiir den Standard-Degradationtstest wurde ein GroBansatz (,,Master-Mix*) erstellt, aus dem zu
bestimmten Zeitwerten ein Aliquot entnommen und abgestoppt wurde. Im ,,Master-Mix*
wurde die in vitro transkribierte RNA mit E™ im Reaktionspuffer bei 55 °C (oder 37 °C)
inkubiert. Wahrend die RNA zuvor mittels Elektrophorese in einem denaturierenden PAA-
Gel von Pufferbestandteilen und freien Nukleotiden getrennt wurde, wurde E™ in
Insektenzellen exprimiert und anschlieBend immunaffinitits-chromatographisch aufgereinigt.
Damit kontaminierende Ribonukleasen im Reaktionspuffer nachgewiesen werden konnten,
wurden ebenfalls ca. 1x 10* cpm in vitro transkribierte RNA fir 20 min nur mit
Reaktionspuffer inkubiert.

Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch Uberfiihren eines Aliquots in das gleiche
Volumen an formamidhaltigen Auftragspuffer und Einfrieren in fliissigen Stickstoff. Bis zur
Denaturierung der RNA bei 95 °C fiir 5 min wurden die Proben bei —20 °C aufbewahrt. Im
Anschluss an die Denaturierung erfolgte die Auftrennung der RNA-Molekiile in einem
denaturierenden PAA-Gel oder einem PAA-Sequenzgel (5 oder 8 %). Nach dem Gellauf wurde
das denaturierende PAA-Sequenzgel bzw. das PAA-Gel auf Filterpapier iibertragen und mit
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Plastikfolie abgedeckt, in eine Filmkassette tiberfiihnrt und ein ,,/maging Screen* fir eine Stunde
aufgelegt (sieche 2.2.5.3). Nachdem der ,,/maging Screen* fir die Auswertung vom Gel genommen
worden war, wurde ein Rontgenfilm auf das Gel gelegt und anschlieflend bei 20 °C fiir etwa 24 h
belichtet.

Spaltspezifitit

Fiir die Aufreinigung der in vitro Transkripte wurden keine denaturierenden PAA-Gele (siche
2.2.4.5) sondern 8 %ige PAA-Sequenzgele verwendet, da die Reaktionsprodukte des
Degradationstests im Anschluss an die Inkubationszeit ebenfalls auf einem 8 %igen
denaturierenden PAA-Sequenzgel aufgetrennt wurden. Im Degradationstest wurden ca. 5x 10*
cpm in vitro transkribierte RNA mit 25 ng, 50 ng bzw. 100 ng E™ sowie 1 ul 1:1000
verdiinntem RNase A/T1 Mix (Ambion®) im Heizblock bei 37 °C fiir 20 min inkubiert. Das
Volumen der Ansétze betrug jeweils 10 ul. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl
formamidhaltigen Auftragspuffer gestoppt. AnschlieBend wurde die Hélfte der Ansétze in
einem 8 %igen PAA-Sequenzgel aufgetrennt und die Spaltmuster von E™ und RNase A/T1
verglichen. Es war sowohl das definierte Spaltprodukt der NpU Spaltstelle als auch ein Set an
um jeweils ein Nukleotid verschieden grofler Spaltfragmente nachweisbar. Diese zusétzlichen
Spaltfragmente konnten nochmals unterteilt werden in Spaltprodukte, die in der Néhe der
NpU Spaltstelle akkumulierten und Spaltprodukte, die nahezu gleichmiBig iiber die gesamte
Gelfliche hinweg bis zur Lauffront aufgetrennt wurden. Da sich alle zusitzlichen
Spaltfragmente jeweils um ein Nukleotid unterschieden, ergaben sie eine RNA-Leiter, so dass
die RNA-Bande des NpU Spaltproduktes durch Abzéhlen dieser Spaltfragmente ermittelt

werden konnte.

Bestimmung der Enzymkinetik (K,, und V,,,,)

Pro Messreihe mussten ca. 4 ug RNA-Substrat (~50 mer) verwendet werden. Es war nicht
sinnvoll, diese Menge radioaktiv zu erzeugen. Damit der Anteil an Radioaktivitidt reduziert
werden konnte, wurde markiertes und unmarkiertes in vitro T3 Transkript des jeweiligen
Substrates parallel eingesetzt. Die Aufreinigung der nicht markierten in vitro Transkripte
erfolgte nach einem DNase-Verdau iiber G15-Sephadexsdulen (siehe 2.2.4.3), wéhrend die
radioaktiv markierten in vitro Transkripte durch Auftrennung in einem denaturierenden 5
%igem PAA-Gel aufgereinigt wurden.

Um die optimalen Inkubationsbedingungen zu ermitteln, mussten zahlreiche Vorversuche
durchgefiihrt werden. In Verdiinnungsreihen wurden die Substratkonzentrationen ermittelt,

innerhalb derer ein in etwa linearer Abbau des Substrates durch 10 ng E™ erfolgte. Wéhrend
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bei zu niedrigen Substratkonzentrationen ein Abbau durch E™ so schnell stattfand, dass die
Kinetik des Abbaus nicht nachvollzogen werden konnte, war auf der anderen Seite bei zu
hoher Substratkonzentration kein linearer Abbau nachweisbar. Es waren auch zahlreiche
Vorversuche notwendig, damit die Probenentnahme im Sekundenbereich erfolgen konnte.

Im Degradationstest betrug der Anteil von unmarkierter RNA in der ,,Stock-Losung™ 160 pmol/100 pl
und der Anteil von radioaktiv markierter RNA 0,3 pmol/100 pl Stock-Ldsung. Zur Bestimmung der
Enzymkinetik wurde in unterschiedlichen Ansétzen die Substratmenge variiert (~1-1,5 pmol, ~2 pmol,
~3 pmol, ~4 pmol sowie ~5 pmol), wihrend die Enzymmenge gleich gelassen wurde (10 ng E™). Ein
Standardansatz hatte folgende Zusammensetzung:

unterschiedliche RNA-Substratmenge im Reaktionspuffer: S5ul
10 ng E™ im Reaktionspuffer: 5ul

Fiir jeden Zeitwert wurde ein spezielles 1,5 ml Reaktionsgefdll mit Kammerdeckel (Fa. Roth, Best.-Nr.
E 518.1) verwendet. Das Enzym wurde getrennt von der RNA in die Deckel der Reaktionsgefif3e
pipettiert. Die Gefdle wurden anschlieflend im 37 °C warmen Wasserbad angewédrmt, ohne dass die
enzymatische Reaktion stattfinden konnte, da das Enzym getrennt von der RNA im Deckel des Gefil3es
vorlag. Dann folgte die Mischung der Reaktionspartner durch einen kurzen Zentrifugationsschritt (ca. 1-
2 s), was den Beginn der enzymatischen Reaktion (T= 0 s) darstellte. Die Ansétze wurden in einem 37
°C warmen Wasserbad inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte nach verschieden langer
Inkubationszeit (T= 10 bzw. 15, T= 20 bzw. 25, T= 30 bzw. 35, T= 40 bzw. 45 und T= 60 bzw. 90
Sekunden) durch Zugabe von 10 pl formamidhaltigen Aufiragspuffer und sofortiges Einfrieren der
Probe in fliissigem Stickstoff. Um T= 0 s zu erhalten, wurden schon vor Durchfiihrung des kurzen
Zentrifugationsschrittes 10 pl formamidhaltiger Auftragspuffer in das Reaktionsgefal3 pipettiert, so dass
sofort nach dem Mischen der Reaktionspartner ein Abstoppen der Reaktion erfolgte. Nach Auftrennen
der pro Zeitwert vorhandenen RNA-Molekiile in einem 5 %oigen denaturierenden PAA-Gel wurden, um
die RNase-Aktivitdt der ersten Kinetik (spezifischen Spaltung der NpU Spaltstelle) zu bestimmen, die
cpm der RNA-Substratbanden ermittelt. Die cpm der RNA-Substratbande zum Zeitpunkt T= 0 s
entsprach der eingesetzten RNA-Gesamtmenge in mol, weshalb {iber den Vergleich der cpm die RNA-
Substratmenge zu jedem Zeitpunkt in mol ermittelt werden konnte. Die Produktbildung wurde
anschlieflend durch Subtraktion noch unverdautem RNA-Substrates von der eingesetzten Gesamtmenge
ebenfalls in mol ermittelt. Um die Diagramme der ,,Michaelis-Menten-Kinetik'* bzw. die ,,Lineweaver-
Burk-Darstellung* zu erhalten, wurde die Menge an gebildetem Produkt in ein Computerprogramm mit

Kinetikmodul (Sigmaplot der Firma SPSS-Science) eingegeben. Anschliefend waren die Werte
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fiir K;, und Vi, im erstellten ,,Lineweaver-Burk-Diagramm’ iiber die Schnittpunkte mit den Achsen

ersichtlich.

Mutagenesestudien der RNase E™
Im Degradationstest wurden sowohl etwa 2x 10° cpm in vitro transkribierte RNA als auch 4
ug tRNA mit jeweils 50 ng Enzym (E™-Wildtyp bzw. generierte Mutante) inkubiert. Ein

Standardreaktionsansatz von 25 ul setzte sich wie folgt zusammen:

Reaktionspuffer: 12,5 pl
2x 10° cpm in vitro Transkript: Sul
4 ug t-RNA: Sl
50 ng Enzym: 2,5 ul
Gesamtvolumen 25 ul

Sowohl die RNA als auch das Enzym lagen in Reaktionspuffer vor. Da das Pipettieren der
Reaktionsansitze auf Eis (4 °C) erfolgte und nur mit einer Restaktivitdt zu rechnen war,
wurden zum Erhalt des Nullwertes direkt nach Zugabe des Enzyms 6 pl des Ansatzes in 6 pl
formamidhaltigen Auftragspuffer iiberfiihrt und in fliissigen Stickstoff eingefroren. Die
Inkubation des ,,Master Mixes* erfolgte, um den Fliissigkeitsverlust durch Verdampfen
moglichst gering zu halten, in einem Thermozykler bei 55 °C. Nach einer Inkubationszeit von
2,5 min, 7,5 min bzw. 15 min wurden jeweils 6 ul des Reaktionsansatzes in das gleiche
Volumen an formamidhaltigen Auftragspuffer tiberfiihrt, und das GefaB in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt. Nach der Auftrennung der RNA-Molekiile im 5 %igen denaturierenden PAA-Gel
korrelierte der Anteil von Spaltprodukten an der gesamten RNA-Menge mit der RNase-
Aktivitdt der E™-Mutanten. Die Menge an Spaltprodukten nach Inkubation mit E™ ergab
100 % Aktivitat.

2.2.6.3 RNase-Assay

Reaktionspufter: 40 mM Tris-HCI, pH 6,5
0,5 mM EDTA
Substrat: 32p_q-[UTP] markierte in vitro Transkripte von Sub-ApU, Sub-CpU,

Sub-GpU oder Sub-UpU

In diesem Test wurde das markierte in vitro Transkript von Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU
oder Sub-UpU durch E™ in charakteristische kleinere Fragmente gespalten. Es wurden ca. 1x

10° cpm in vitro transkribierte RNA mit 15-20 pl E™-haltigen BHK-Zelllysat fiir 7,5 bzw. 15
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Minuten (C-Deletionsmutanten von E™) oder fiir 30 bzw. 60 min (Mutation der N-
Glykosylierungsstellen von E™) bei 37 °C in einem Thermozykler inkubiert. Zur
Bestimmung der Konzentration an E™-Protein nach Mutation der N-Glykosylierungsstellen
in den Zelllysaten wurde der Sandwich-ELISA (siehe 2.2.1.7) verwendet. Da durch
unterschiedlich starke Expression der verschiedenen E™-Konstrukte die Zelllysatmenge, um
jeweils gleiche Mengen an E™ einzusetzen, variiert werden musste, wurde auch jeweils die
gleiche Menge an Reaktionspuffer zugegeben. Nachdem der erste Zeitwert erreicht war,
wurde die Hilfte des Reaktionsansatzes in gleiches Volumen an formamidhaltigen
Auftragspuffer iiberfithrt und sofort in fliissigen Stickstoff eingefroren. Nach Aufirennen der
Reaktionsansitze in einem 5 %igen denaturierenden PAA-Gel wurde ein ,,/maging Screen* aufgelegt
und anschlieend ausgewertet.

BHK-Zelllysat enthielt Ribonukleasen, die ebenfalls das eingesetzte RNA-Substrat zu RNA-
Molekiilen definierter GroBe degradierten. Da diese Spaltprodukte selbst nach
sechzigminiitiger Inkubation noch grofer waren als die E™-spezifischen Spaltprodukte,
wurde das Vorkommen von kleinen E™-spezifischen Spaltprodukten, wie sie nach Inkubation
von BHK-Zelllysat mit dem RNA-Substrat fehlten, als MaB fiir die RNase-Aktivitéit gewertet.
Um eine quantitative Aussage treffen zu konnen, wurde der Anteil von kleineren E™-
spezifischen Spaltprodukten an der gesamten Spaltung bestimmt. Da der Sandwich-ELISA im
Falle der C-Deletionsmutanten nicht angewendet werden konnte, wurde hier das Vorkommen

von E™-spezifischen kleineren Spaltfragmenten als Aktivitdtskriterium gewertet.

2.2.7 Klonierungen

2.2.7.1 Synthese der RNA-Substrate Sub-AGC, Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU

Zunichst erfolgte die Hybridisierung der Oligonukleotide Aura 31 und Oligo dA. Hierzu
wurden 6 pl Aura 31 (100 pmol/pl) mit 4 ul Oligo dA (100 pmol/ul) gemischt und fiir 2 min
auf 95 °C erhitzt. Die Hybridisierung (,,Annealing) der Oligonukleotide erfolgte durch
langsames Abkiihlen des Ansatzes auf 4 °C. Im Anschluss an die Hybridisierungs-Reaktion
wurden durch Zugabe folgender Reagenzien die Nukleotidanzahl beider Stringe des DNA-
Fragmentes angeglichen sowie die 5’-Enden phosphoryliert:
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T4 DNA-Polymerase [5 U/ul] Tl
T4 PNK [10 U/pl] 0,5 ul
dNTPs [10 mM] 2 ul
ATP [10 mM] 5ul
H,O bidest. 4 ul
10x ,.all for one‘“-Enzympuffer 2.5ul
Gesamtvolumen 25 ul

Der Reaktionsansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde eine
Phenol/Chloroform Behandlung (siehe 2.2.3.5) und eine Ethanolprézipitation (siche 2.2.3.6)
durchgefiihrt. Das Pellet wurde in 10 pul H,O bidest. gelost. Zur Klonierung in den
Plasmidvektor Bluescript Sk II wurde dieser zundchst mit Sac I linearisiert und die
verschieden grolen DNA-Einzelstrdnge der Schnittstelle anschliefend durch Zugabe von 0,3
ul T4 DNA-Polymerase [5 U/ul] und 2 pul dNTPs [10 mM] aufgefiillt. Nachdem sowohl der
Plasmidvektor Bluescript Sk II als auch das DNA-Fragment mit der Restriktionsendonuklease
Hind IIT geschnitten worden waren, wurde das DNA-Fragment Hind Il und ,, blunt in den
pBluescript Sk II ligiert. Unter Verwendung des Primerpaares YTS 1/2 wurde ein Uridin, das
im pBluescript Sk II zwischen der T3 Promotersequenz und der Sac I-Schnittstelle vorhanden
ist, mit Hilfe der ,,QuikChange*-Methode zu einem Cytosin mutiert, was zum Entstehen des
Konstruktes Sub-ACG fiihrte. Das Einfiigen einer NpU Schnittstelle in die poly A Region von
Sub-ACG, wodurch die Substrate Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU entstanden
sind, erfolgte mittels ,,QuikChange“-Methode unter Verwendung der Primerpaare
YTS3/YTS4 bzw. YTS 5/YTS 6.

2.2.7.2 Klonierungsstrategie der E™-Deletionsmutanten

Zu Beginn erfolgte die Deletion von C-terminalen Aminosduren im E™ des p494#11 (von T.
Riimenapf erhalten) mittels PCR mit den Minusstrang-Primern E™ 100-210 jeweils in
Verbindung mit dem Plusstrang-Primer CST 76, so dass insgesamt sieben Konstrukte
entstanden sind. Die DNA-Sequenz, die von den Oligonukleotiden CST 76 und E™ 100-210
eingerahmt wird, besteht aus der T7 Promotersequenz, gefolgt von der IgG k-Signalsequenz,
der Sequenz fiir das FLAG Peptid sowie der jeweiligen verkiirzten E™-Sequenz. Es kommt
zur C-terminalen Verkiirzung des E™, da die Oligonukleotide E™ 100-210 zu verschiedenen
C-terminalen Sequenzbereichen des ,,antisense““-Stranges komplementér sind. Die flankierte
DNA-Sequenz wurde fiir die transiente Expression Hind [II/BamH I in den p385 kloniert.
Hieraus resultierten die Plasmide E™ 100 bis E™ 210.
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2.2.7.3 Mutation von N-Glykosylierungsstellen

Zur Mutation der N-Glykosylierungsstellen wurde jeweils das entsprechende Asparagin-
Kodon der N-Glykosylierungsstellen (NxT oder NxS) mit Hilfe der ,,QuikChange*“-Methode
zu einem Glutamin-Kodon mutiert. Zunidchst erfolgte die Mutation jeweils einer N-
Glykosylierungsstelle des E™ im Klon p493 (von T. Riimenapf erhalten) unter Verwendung
der ,,QuikChange“-Primer E™ NG 1(+/-) bis E™ NG 9 (+/-). Mit dem Primerpaar E™ NG
2/3(+/-) wurde ein linearisiertes PCR Produkt erzeugt, dass durch Religation zirkularisiert
werden musste. Bevor eine Religation durchgefiihrt werden konnte, mussten die 5'-Enden
beider DNA-Einzelstringe mit Hilfe einer PNK-Behandlung (Zugabe von 5 U PNK und 2 pl
ATP [10 mM] zu dem PCR-Ansatz und Inkubation bei 37 °C fiir 1h) phosphoryliert werden.
Damit nur die zweite ohne gleichzeitige Mutation der dritten N-Glykosylierungsstelle mutiert
wurde, wurden die Primer E™ NG 2/3+rev und E™ NG 2/3- verwendet; zur Mutation der
dritten ohne die zweite N-Glykosylierungsstelle die Primer E™ NG 2/3-rev und E™ NG 2/3+.
Um mehrere N-Glykosylierungsstellen zu mutieren, wurden entweder erneut die
entsprechenden N-Glykosylierungsstellen mittels ,,QuikChange“-Methode auf schon
erzeugten Klonen mutiert, bzw. die Mutation von achter und/oder neunter N-
Glykosylierungsstelle durch Chimérenbildung schon bestehender Klone vorgenommen:
Hierzu wurde die E™-Sequenz, welche die erste bis siebte N-Glykosylierungsstellen
determiniert, iiber die Verwendung der Restriktionsschnittstellen Hind III/Sda 1 in das
Konstrukt mit deletierter achter und/oder neunter N-Glykosylierungsstelle eingefiigt. Die
Hind III Schnittstelle ist 5° von E™ im p493 vorhanden, wihrend die Sda I Schnittstelle bei
Aminosdure 114 im E™ determiniert ist. Da die achte und neunte N-Glykosylierungsstellen
an Position 143 und 158 lokalisiert sind, und die erste bis siebte N-Glykosylierungsstellen
,upstream® der Sda I Schnittstelle vorhanden sind, konnte eine Chimérenbildung erfolgen.
Insgesamt entstanden 38 Konstrukte mit Mutation von N-Glykosylierungsstellen (pyh 1- pyh
38).

2.2.7.4 Synthese von zwolf Gesamtklonen inklusive mutierter N-Glykosylierungsstellen

Zunichst wurden die N-Glykosylierungsstellen im E™ des KSPV p447, das in der Sequenz
eines Vorklons, pHCK9, enthalten ist, mittels ,,QuikChange*-Methode mutiert. Hierzu
konnten grofBtenteils die Primer, die schon zum Entstehen der Klone pyh 1- pyh 38 gefiihrt
haben, verwendet werden. Nachdem die gewiinschten N-Glykosylierungsstellen im pHCK9
mutiert waren (Klone pyh 39- pyh 50), erfolgte die Klonierung der mutierten E™-Sequenz
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iiber Bgl II/Xho I in den infektiosen Gesamtklon p447. Auf diese Weise sind die Konstrukte
pyh 51- pyh 62 entstanden.

2.2.8 Proteinmodellierung

Um eine 3-D Struktur eines Proteins zu erhalten, muss gefordert werden, dass eine
Rontgenkristallstruktur eines verwandten Proteins in einer guten Auflosung existiert. Falls
eine Rontgenkristallstruktur eines verwandten Proteins bekannt ist, kann anhand dieser 3-D
Struktur die Struktur des zu modellierenden Proteins erzeugt werden. Zu Beginn wird ein
Sequenzvergleich beider Aminosduresequenzen angefertigt. In diesem Sequenzvergleich
werden die Aminosduren der bekannten Proteinstruktur mit chemisch éhnlichen Aminoséuren
des zu modellierenden Proteins moglichst deckungsgleich verglichen. Auf Basis dieses
Vergleichs konnen nun die strukturellen Einheiten, die von Aminosduren innerhalb der
bekannten 3-D Struktur gebildet werden, fiir die zu modellierenden analogen Aminoséuren
iibernommen werden. Diese strukturellen Einheiten werden nun in einem Computerprogramm
(Threader) bewertet. Es werden ,,scores® ermittelt, die eine Aussage dariiber zulassen, ob die
Aminosduren des zu modellierenden Proteins ebenso wie ihre Analoga der Kristallstruktur
eine bestimmte strukturelle Einheit wie z. B. B-Faltblatt favorisieren bzw. zulassen. Falls das
der Fall ist und nur wenige Anderungen vorzunehmen sind, konnen diese direkt mit Hilfe
eines weiteren Computerprogramms (WHAT IF) ausgehend von der bekannten
Kristallstruktur vorgenommen werden. Im Falle das die Resultate einer ,,Threader“-Analyse
zwar eine dhnliche Proteinstruktur vermuten lassen, aber keine identische moglich ist, muss
ein freieres Modellieren erfolgen. So musste in dieser Arbeit der C-terminale Bereich des E™
(aa 103- 227) frei mit Hilfe eines weiteren Computerprogramms auf Basis einer zweiten
Proteinstruktur (Protease ®) modelliert werden (Modeller von Andre Sali). Mit Hilfe dieses
Programmes ist es mdglich, strukturelle Einheiten und weitere Faktoren wie das Kniipfung
von Disulfidbriicken festzulegen. Das Zusammenfiigen des N-terminalen Bereichs (in WHAT
IF auf Basis der 3-D Struktur der RNase Rh modelliert) und des C-terminalen Bereichs (im
Modeller von Andre Sali auf Basis der 3-D Struktur der Protease ® modelliert) erfolgte erneut
mit Hilfe des Computerprogramms WHAT IF.

Um eine Bewertung der modellierten Proteinstruktur zu erhalten, konnen verschiedene
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Eine Moglichkeit stellt der ,,Ramachandran plot* dar.

Hierbei werden die Rotationswinkel der N-C,, Bindung (psi) und der C,-C Bindung (phi) der
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Peptidkette gegeneinander graphisch dargestellt. Fiir diese Winkel gibt es vier mogliche
sterische Konformationen, die sie einnehmen koénnen. Die Gradzahl der Winkel entscheidet
dariiber, welche strukturelle Einheit vorliegt bzw. ob die vorliegenden Winkel im festgelegten
Bereich liegen. Ein ,,Ramachandran plot“ der modellierten Peptidkette erlaubt somit eine
Aussage in Bezug auf die Qualitdit der Peptidkette. Weiterhin konnen noch
Energieminimierungen und Molekulardynamikstimulationen durchgefiihrt werden. Eine

qualitative Bewertung der modellierten Proteinstruktur ist ferner mit einem Teilmodul von

WHAT IF (Whatcheck) moglich.

Das in dieser Arbeit erstellte Modell von E™ ist in Zusammenarbeit mit Dr. Markus

Sauerborn erfolgt.
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3. Ergebnisse

A) biochemische Charakterisierung der Ribonuklease E™
3.1 Substratspezifitiit

Die Konservierung des aktiven Zentrums der RNase E™ aller bisher sequenzierten Pestiviren
und die Entstehung von attenuierten Viren nach Inaktivierung der Enzymaktivitit deuten auf
eine/mehrere wichtige Funktion/en der Ribonuklease innerhalb des viralen Lebenszyklus und
der Pathogenese hin. Die Bedeutung der Enzymaktivitidt von E™ fiir die Infektion bzw. den
infizierten Organismus ist nicht bekannt. Ein Ansatz zur Aufkldrung der Funktion von E™
sollte in der Bestimmung des natiirlichen Substrates liegen. Da verschiedene RNA-Molekiile
wie z. B. genomische RNA und ribosomale RNA effektiv von E™ gespalten werden, war
anzunehmen, dass keine besonders ausgepragte Substratspezifitdt besteht. Andererseits konnte
eine deutliche Préiferenz fiir homopolymeres Uridin gefunden werden, wéhrend poly A, C und
G kaum oder gar nicht gespalten werden (Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996;
Vidovic, 1997). Aus diesem Grund lag es nahe, die tatsdchlichen Spaltstellen in einem

heteropolymeren Substrat (ein RNA-Polymer, das alle Ribonukleotide enthilt) zu bestimmen.

3.1.1 Bestimmung der Spaltspezifitit von E™ im limitierenden Verdau

Zur Bestimmung der Spaltstellen in einer heteropolymeren RNA bekannter Sequenz wurde
die Polylinkersequenz des Plasmidvektors, pBluescript Sk II, als ,,7emplate* fiir die in vitro
Transkription gewéhlt. Da E™ eine einzelstrangspezifische Ribonuklease ist, sollte die
Bildung von Doppelstrangen durch palindromische Sequenzen moglichst vermieden werden.
E™ wurde ebenso wie in allen bisherigen Arbeiten in Insektenzellen erzeugt, weil die
Ausbeute von E™ nach Infektion von Sdugerzellen mit Pestiviren sehr gering ist (z. B.
Schneider et al., 1993; Windisch et al., 1996; Vidovic, 1997). Das E™-Protein wurde aus dem
Zelllysat von 3x 175 mm® Zellkulturfliche (~Ix 10° Zellen) immunaffinitits-
chromatographisch aufgereinigt. Zur Aufreinigung wurde ein monoklonaler Antikérper gegen

E™ (Bezeichnung mAk 24/16) verwendet. Nach Elution gebundenen Proteins mit 4 M MgCl,
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erfolgte die Dialyse und Einengung des Eluats durch Ultrafiltration. Insgesamt wurden 60 pg
E™-Protein mit einer Konzentration von 200 ng/ul im Eluat gewonnen.

Zur weiteren Kontrolle auf Uniformitdt und Reinheit erfolgte die Auftrennung des Eluates in
einer SDS-PAGE (Laemmli-Gel) unter reduzierenden (5 % p-Mercaptoethanol) bzw. nicht
reduzierenden Bedingungen. AnschlieBend wurden die Proteine mit Coomassie Blau geférbt.
Unter reduzierenden Bedingungen werden bestehende Disulfidbriicken gespalten, und das
Homodimer zerfillt in seine Monomere. Wihrend das kalkulierte Molekulargewicht von E™-
Monomeren 25 kDa betrigt, ist das apparente Molekulargewicht ~35-48 kDa. Diese Differenz
ist auf die Verwendung unterschiedlich vieler Anheftungsstellen fiir N-glykosydisch
gebundene Zuckermolekiile zuriickzufiihren. Unter nicht reduzierenden Bedingungen sind die
unterschiedlichen Glykosylierungsformen zwischen 68 kDa und 80 kDa zu erkennen, wobei

einzelne Banden nicht aufgetrennt werden konnen (Abb. 1).

Abb. 1: Darstellung von rekombinantem E™ in der SDS-PAGE
Je 0,5 pg rekombinantes E™ wurde unter reduzierenden (1) und unter nicht reduzierenden Bedingungen
(2) in verschiedenen SDS-PAGEs aufgetrennt. Die Darstellung der Proteine erfolgte mit Coomassie Blau.
Ein Molekulargewichtsstandard in kDa ist auf der linken Seite angegeben.

Zur Synthese des RNA-Substrates wurde der Plasmidvektor mit der Restriktionsendonuklease
Sac I linearisiert, und die in vitro Transkription mit T7 RNA-Polymerase durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde die in vitro transkribierte RNA durch Zugabe von ,calf intestinal
alkaline phosphatase* (CIAP) an ihrem 5’-Ende dephosphoryliert, bevor das phosphatfreie
5’-Ende der RNA durch Ubertragung der y-Phosphatgruppe von **P-y-[ATP] mit Hilfe der
Polynukleotidkinase (PNK) radioaktiv markiert wurde. Um nicht eingebaute Radioaktivitét
abzutrennen, erfolgte die Reinigung des markierten in vitro Transkripts iiber ein

denaturierendes Polyacrylamid (PAA)-Gel (5 %). Zur Ermittlung der Spaltstellen in einem
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heteropolymeren Substrat wurden 9x 10* cpm markiertes in vitro Transkript mit gereinigtem
Enzym inkubiert. Das Verhidltnis von Enzym zu Substrat wurde so gewéhlt, dass ein
limitierender Verdau erfolgte. LieBe man die Reaktion vollstindig ablaufen, blieben nur
kleinste Fragmente {ibrig, die nur schwer oder gar nicht auszuwerten sind. Als Referenz
dienten Ribonukleasen bekannter Spaltspezifitit: Ribonuklease T1 von A. oryzae mit
Spezifitat flir GpN und Ribonuklease Phy M von P. polycephalum mit Spezifitét fiir UpN und
ApN (Abb. 2). In einem weiteren Versuch wurden zusitzlich Ribonuklease U, von Ustilago
sphaerogena mit Spezifitit fiir ApN und Ribonuklease B. cereus mit Spezifitit fiir UpN und
CpN verwendet (nicht gezeigt). Die Inkubation von Ribonuklease Phy M und RNase T1 mit
RNA wird {iblicherweise in einem Reaktionspuffer mit 7 M Harnstoff und 20 mM
Natriumcitrat, pH 5,0 durchgefiihrt. In Anwesenheit von 7 M Harnstoff unterbleibt die
Basenpaarung der einzelstringigen RNA und damit die Bildung von Sekundérstrukturen.
Bemerkenswerterweise ist die Proteinstruktur von Ribonukleasen so stabil, dass sie selbst
unter diesen stark denaturierenden Bedingungen noch aktiv sind. Um einen vollstindigen
Abbau des in vitro Transkripts zu verhindern, wurden jeweils 20 pg tRNA zu den Ansétzen
gegeben. Nach einer Inkubationsdauer von 20 min bei 56 °C wurden die Spaltprodukte durch
eine Ethanolfdllung konzentriert, in formamidhaltigen Auftragspuffer auf 95 °C erhitzt und in
einem denaturierenden PAA-Sequenzgel (8 %) aufgetrennt. Zur einfachen Identifizierung der
Spaltmuster wurde eine Sequenzierreaktion der als ,,7emplate* dienenden Polylinkersequenz
parallel im gleichen Gel aufgetrennt. Dabei ist zu beachten, dass DNA aufgrund eines

niedrigeren Molekulargewichts schneller im elektrischen Feld wandert als RNA (Abb. 2).

77



Ergebnisse

ApU*3

ApU*3

. 2 GpU*l

"

T

i

TCGAGGTGGCGCCACCGCCGGCGAGATCTTGATCACCTAGGGGGCCCGACGTCCITAAGC
TATAGTTCGAATAGCTATGGCAGCTGGAGCTCCCCCCCGGGCCATGGGTTAAGC

Abb. 2: limitierender Verdau eines heteropolymeren RNA-Substrates durch E™

9x 10* cpm 5’-[**P] markiertes RNA-Transkript der Polylinkersequenz des Plasmidvektors pBluescript
Sk II und 20 pg tRNA wurden unter denaturierenden Bedingungen (7 M Harnstoff und 20 mM
Natriumcitrat, pH 5,0) fiir 20 min bei 56 °C jeweils mit RNase T1, RNase Phy M bzw. E™ inkubiert.
Auf dem Autoradiogramm bilden sich nur die 5’-Spaltprodukte ab. Die Sequenzierreaktion der
Polylinkerregion des pBluescript Sk II wurde ebenfalls aufgetrennt und die Sequenz im unteren
Bildabschnitt dargestellt. Der im Autoradiogrammausschnitt abgebildete Sequenzbereich ist
unterstrichen.

Aufgrund unterschiedlicher Spalteffizienzen der Ribonukleasen wurden fiir die Abbildung
Autoradiogramme mit verschieden langen Expositionszeiten gewihlt (24 h fiir RNase T1 und RNase
Phy M, 72 h fiir RNase E™ und 12 h fiir die Sequenzierreaktion).

Da die Ausgangs-RNA an ihrem 5°-Ende radioaktiv markiert ist, sind nur die 5'-
Spaltprodukte erkennbar. Die Sequenz des T7-Transkripts kann anhand der 5’-Spaltprodukte
der Referenzribonukleasen bestimmt werden, weil diese Ribonukleasen spezifisch
Phosphodiesterbindungen von GpN bzw. ApN und UpN spalten. Aufgrund der Spaltung 3’
von Guanin bzw. 3" von Adenin und Uridin ist die Base am 3’-Ende der spezifischen 5’-

Spaltprodukte immer ein Guanin bzw. Adenin oder Uridin. Der Vergleich mit der gleichzeitig
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elektrophoretisch aufgetrennten Sequenzierreaktion des entsprechenden ,,DNA-Templates
vereinfacht das Nachvollziehen der Sequenz anhand der spezifischen Spaltprodukte. Wéhrend
die RNasen T1 und Phy M an den fiir sie spezifischen Phosphodiesterbindungen spalten,
ergibt sich aus der Analyse des Spaltungsmusters von E™ eine Bevorzugung von Uridin.
Hierbei erfolgte die Spaltung jedoch 5” von Uridin (NpU Spaltstelle). Aus diesem Grund
werden die 3'-Enden der 5'-Spaltprodukte aus Guanin (Abb. 2: *'), Cytosin (*?), Adenin (*°)
bzw. Uridin (**) gebildet.

3.1.2 Charakterisierung der NpU Spaltstelle

Die Spaltung von einem NpU Dinukleotid der heteropolymeren RNA in einem limitierenden
Verdau durch E™ steht im Einklang mit der Priaferenz von poly-Uridin bei Inkubation mit
homopolymeren Substraten. Zur weiteren Charakterisierung der NpU Spaltstelle sollte unter
anderem untersucht werden, ob eine Priferenz fiir eine Base an der N-Position vorhanden ist.
Fiir die Durchfiihrung solcher Experimente wurden einzelstraingige RNA-Molekiile benotigt,
die nur ein einzelnes Uridin in der Sequenz enthalten. Da uns kein natiirliches Substrat mit
nur einem Uridin in einer Sequenz von ca. 30-50 Nukleotiden zur Verfiigung stand, musste
ein entsprechendes ,,Template* fiir die in vitro Transkription konstruiert werden. Um auch
unerwiinschte Sekundérstrukturen durch Basenpaarung auszuschlieen, wurde eine Sequenz
erzeugt, die weitgehend aus Adeninen besteht. Hierzu wurde ein aus 30 Thymidinresten und
einer Hind III Schnittstelle versehenes Oligonukleotid mit einem Oligo dA (12-18 mer)
hybridisiert und mit T4 DNA-Polymerase und dNTPs aufgefiillt. Der entstandene A-T
Doppelstrang wurde mit Hind III gespalten und in die Hind IIl/Sac I ,,blunt site* von
pBluescript Sk II kloniert. Da in der Sequenz zwischen T3 Promoter und Sac I
Restriktionsenzym-Schnittstelle ein Uridin auftrat, musste dieses durch ,,QuikChange*-
Mutagenese eliminiert werden. In einem Vorversuch sollte geklirt werden, ob das vorliegende
Uridin-freie in vitro Transkript (Sub-ACG: > AACAAAAGCCGG-(49A)-GC?) von E™
gespalten wird. Fiir die in vitro Transkription mit T3 RNA-Polymerase wurde das Konstrukt,
welches Sub-ACG enthilt, mit der Restriktionsendonuklease Hind III linearisiert, das 5'-Ende
der RNA mittels CIAP-Behandlung dephosphoryliert und mit **P-y-[ATP] und
Polynukleotidkinase am 5'-Ende markiert.

Dann wurde die in vitro transkribierte RNA durch Auftrennen in einem denaturierenden
PAA-Sequenzgel (8 %) von nicht eingebauter Radioaktivitit gereinigt. Auf dem

Autoradiogramm zeigte sich in der erwarteten Grofe keine einzelne Bande, sondern eine

79



Ergebnisse

Schar verschieden grofler Molekiile, die sich jeweils um ein Nukleotid unterschieden. Fiir
RNA-Polymerasen von Bakteriophagen (z. B. T3, T7 und Sp6) ist bekannt, dass es zu einem
»Template-switch* kommen kann. Nachdem die RNA-Polymerase am 3’-Ende angelangt ist,
kann eine Bindung der RNA-Polymerase am zweiten DNA-Strang erfolgen, bevor die RNA-
Synthese durch Dissoziation des Enzyms beendet wird. Hierdurch wird das definierte 3'-Ende
des Transkripts um ein bis mehrere Nukleotide verlingert. Da im Degradationstest ein
Transkript definierter Lange mit E™ inkubiert werden sollte, wurde eine einheitliche RNA-
Bande aus dem Gel ausgeschnitten und eluiert.

Im Gegensatz zu einem limitierenden Verdau wurde im Degradationstest der vollstindige
Abbau des Transkripts angestrebt. Da das verwendete Substrat (Sub-4CG) aufgrund der poly-
Adenin Sequenz keine stabile Sekundérstruktur ausbildet, wurde auf eine Inkubation mit 7 M
Harnstoff verzichtet. Stattdessen erfolgte die Inkubation bei 40 mM Tris-Acetat und 0,5 mM
EDTA, pH 6,5, weil diese Bedingungen fiir die enzymatische Aktivitit des E™ als optimal
beschrieben sind (Hulst et al., 1994 und Windisch et al., 1996). Im Degradationstest wurden
5x 10" cpm Sub-ACG mit verschiedenen Enzymkonzentrationen (25 ng, 50 ng und 100 ng
E™) fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Substrat Sub-ACG zeigte sich resistent
gegeniiber dem Verdau mit E™ (Abb. 3).
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Em™s [ng] 0 25 50 100

[2P] Sub-ACG \G—— ~63 mcr

Abb. 3: Inkubation von Sub-ACG mit E™
Verschiedene Konzentrationen an E™ (25 ng, 50 ng, 100 ng) wurden fiir 20 min bei 37 °C mit
einer zuvor mittels Gelreinigung gewonnenen definierten Transkriptionsbande von Sub-ACG
inkubiert, und die Reaktionsansitze anschliefend in einem denaturierenden PAA-Sequenzgel (8 %)
aufgetrennt.

Offensichtlich ist das interne Vorkommen von Uridin notwendig, um endoribonukleolytische
Aktivitdt zu erhalten. Der Nachweis, dass das Substrat als Einzelstrang vorliegt, wurde durch
Inkubation mit einzelstrangspezifischen Ribonukleasen (RNase A: bevorzugte Spaltung von
C/UpN und RNase T1: GpN) erbracht, weil nach elektrophoretischer Auftrennung der
Reaktionsansétze Spaltung nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt).

Nach diesem Vorversuch wurde in das Uridin-freie Substrat durch Mutagenese NpU
Dinukleotide in die homopolymere Adenin Region eingefiigt. Um den Einfluss der Base an
der N-Position der NpU Spaltstelle zu analysieren, wurden vier verschiedene Substrate
erzeugt: Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU (Tab.1). Da die dazu verwendeten
,»QuikChange*“-Primer an unterschiedlichen Positionen in der poly Adenin Region banden,
resultierte aus der ,primer extension‘-Reaktion, dass die Substrate unterschiedlich grof3

waren.
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Sub-ACG | ° AACAAAAGCCGG (49 A) - GC

(63 mer)

Sub-ApU | ° AACAAAAGCOGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUAAAAAAAAAAAGE
(56 mer) A--mmmmmme oo 42 Mer---------------- A U--14 mer---C
Sub-CpU | * AACAAAAGCOGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACUAAAAAAAAAAAGC

(45 mer) Ammmmmei 31 mer-------- C U--14 mer---C
Sub-GpU | ° AACAAAAGCCGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGUAAAAAAAAAAAGE”
(56 mer) R 42 Mer---------------- G U—14 ner---C
Sub-UpU | AACAAAAGCCOGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAUUAAAAAAAAAAAGC”

(52 mer) Ammmmi s 38 mMer------------ U U--14 ner---C

Tab. 1: RNA-Sequenz der NpU Substrate
RNA-Sequenzen der Substrate, die fiir die Charakterisierung der NpU Spaltstelle erzeugt wurden. Als
Besonderheit enthalten sie eine singuldre NpU Spaltstelle mit unterschiedlicher Base an der N-Position.
Unter den Sequenzen sind die GroBen der jeweils zu erwartenden Spaltprodukte angegeben.

Die radioaktive Markierung von Sub-ApU erfolgte durch Einbau von *’P-a-[UTP] wéhrend
der in vitro Transkription. 5x 10* cpm Gel-gereinigtes Sub-ApU wurde mit verschiedenen
Konzentrationen an E™ (25 ng, 50 ng und 100 ng) bzw. RNase A/T1 Mix inkubiert und in
einem denaturierenden 8 %igen PAA-Sequenzgel aufgetrennt (Abb. 4). E™ spaltet Sub-ApU
spezifisch, wobei das ldngste Spaltprodukt eine Linge von 42 Nukleotiden (+/- 2) hatte, was
der erwarteten Grof3e entspricht. Jedoch traten noch zusétzliche Spaltprodukte in Erscheinung.
Moglicherweise konnten weitere Phosphodiesterbindungen als NpU endonukleolytisch
gespalten werden. Hinweise auf eine zusitzliche exonukleolytische Spaltung sind jedoch auch
vorhanden, weil die zusétzlichen Spaltprodukte sich jeweils um ein Nukleotid unterscheiden,

was charakteristisch fiir eine exonukleolytische Aktivitét ist (z. B. Zuo & Deutscher, 2002).
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RNase A/T1 | RNase E™

1:1000 |25 S0 100 0 ng

' [32P]-Sub-ApU

56 mer
44 mer —

osm— 42 mer (P I)
33 mer

<29 mer (P II)

Abb. 4: Degradationstest mit [**P] markiertem Sub-ApU und verschiedenen Konzentrationen an E™

(25 ng, 50 ng und 100 ng) bzw. RNase A/T1 Mix

[**P] markiertes Sub-ApU wurde unter Standardbedingungen des Degradationstests mit verschiedenen
Konzentrationen an E™ inkubiert. Die Spaltprodukte wurden anschlieBend elektrophoretisch
aufgetrennt und ein Autoradiogramm erstellt. Im Autoradiogramm sind zusétzlich zur spezifischen
Spaltung der ApU Spaltstelle weitere Spaltprodukte nachzuweisen. Das spezifische ApU Spaltprodukt
von E™ ist 42 Nukleotide groB (P I), wihrend die weiteren Spaltprodukte weniger als 29 Nukleotide
umfassen (P IT). Hauptspaltprodukte von Sub-ApU nach Inkubation mit RNase A/T1 sind 29-33 mer
und 42-44 mer groB.
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Zusétzlich zu dem Spaltprodukt, das 42 Nukleotide umfasst, sind weitere Spaltfragmente
erkennbar (< 29 nt, P II in Abb. 4). Das kann ein Hinweis darauf sein, dass der priméren
endoribonukleolytischen Spaltung weitere endo- bzw. exoribonukleolytische Spaltungen
folgen. Da sich die unspezifischen Spaltfragmente um ein Ribonukleotid unterscheiden,
bilden sie eine RNA-Leiter, wodurch die Grofe des 42 Nukleotide umfassenden
Spaltproduktes der ApU Spaltstelle ermittelt werden konnte. Interessanterweise sind in der
Region des Spaltproduktes der ApU Spaltstelle zwei starke und zwei weniger starke
Spaltproduktbanden erkennbar. Die groBere der starken Spaltproduktbanden entspricht dem
42 Nukleotide umfassenden 5’-Spaltprodukt der ApU Spaltstelle.

Zum Nachweis der E™-spezifischen Spaltung der ApU Spaltstelle wurde Sub-ApU mit einem
Mix an RNase A und T1 inkubiert (Abb. 4). Wéhrend RNase T1 spezifisch GpN spaltet,
bevorzugt RNase A CpN und UpN. Die Mehrzahl dieser Spaltfragmente besteht aus 31-34
bzw. 44 Nukleotiden langen RNA-Molekiilen (Abb. 5).

vy v v

56 mer Sub-ApU= 5 AACAAAAGCCGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA AUAAAAAAAAAAAGC?

Abb. 5: Hauptspaltprodukte von RNase A und RNase T1 nach Inkubation mit [*’P]— Uridin markiertem
Sub-ApU
Aufgrund der Spaltpriferenz von RNase A bzw. der Spaltspezifitit von RNase T1 entsprechen die in
Abbildung 4 detektierbaren RNA-Molekiile den in dieser Abbildung dargestellten Spaltfragmenten.
RNase T1= GpN
RNase A= Priferenz fiir UpN und CpN (zusitzlich: NpA und NpG)

Da das in Abb. 4 verwendete RNA-Substrat durch den Einbau von **P-o-[UTP] an der NpU
Spaltstelle markiert wurde, und das 5’'-Spaltprodukt der ApU Spaltstelle (P I in Abb. 4)
detektierbar ist, muss die radioaktiv markierte Phosphatgruppe des Uridins am 3’-Ende des
5'-Spaltproduktes verbleiben. Auch nach Spaltung von 5’-[**P] markiertem RNA-Substrat
miisste ein 5’-Spaltprodukt der gleichen Grofe nachweisbar sein. Der Vergleich der
Spaltprodukte von 5’-[**P] und intern mit [**P]-Uridin markiertem Substrat zeigt, dass in
beiden Fillen tatsdchlich ein gleich groBes Produkt entsteht (Abb. 6). Dieses Produkt umfasst
31 Nukleotide, so dass es dem 5’-Spaltprodukt der CpU Spaltstelle (siehe Tab. 1) entspricht.
Auch bei der T2 Ribonuklease Rh verbleibt die Phosphatgruppe der gespaltenen
Phosphodiesterbindung am 3’-Ende des 5’-Spaltproduktes. Es kommt im Verlauf der
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Hydrolyse von RNA zur voriibergehenden 2°3’-Zyklisierung, bevor als Endprodukt ein
Oligonukleotid mit einem 3 -Phosphat gebildet wird (z. B. Ohgi et al., 1992).

Der Vergleich der Spaltungsmuster von 5"-[**P] und intern durch [**P]-Uridin markiertem
RNA-Substrat fiihrte ebenfalls zu einer weiteren Eingrenzung der 2. Spaltung, die das
Auftreten zahlreicher Spaltproduktbanden bewirkt. Da sich diese Spaltprodukte um ein
Ribonukleotid unterscheiden, konnte eine exoribonukleolytische Aktivitit vorliegen. In
diesem Fall miisste es sich jedoch um eine 3°-5" Exoribonuklease-Aktivitidt handeln, da bei
Vorliegen einer 5'-3" Exoribonuklease-Aktivitit die markierte Phosphatgruppe unverziiglich

abgespalten wiirde.

2p.[UTP]| 5-%P
E™[ng] e O] 2 o

Sub-CpU 45 mer

31 mer

Abb. 6: Spaltung von 5 -*’P] oder intern markiertem Sub-CpU (45 mer)
5"-[**P] bzw. [**P]-Uridin markiertes Sub-CpU wurde mit verschiedenen Konzentrationen an E™
(25 ng, 50 ng und 100 ng) inkubiert. In beiden Fillen enthélt das spezifische Spaltprodukt der
CpU Spaltstelle, das aus 31 Ribonukleotiden (31 mer) besteht, die radioaktive Phosphatgruppe.
Sowohl nach Inkubation von [**P]-Uridin markiertem als auch —wenn auch geringer ausgepragt-
von 5'-[**P] markiertem Sub-CpU sind zusitzliche Spaltprodukte vorhanden, die auf eine weitere
Ribonuklease-Aktivitit schlieBen lassen.
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Als zusitzliche Spaltproduktbanden sind nach Inkubation von **P-a-[UTP] markiertem Sub-
CpU mit E™ sowohl groBere als auch kleinere Spaltfragmente im Vergleich zum 5'-
Spaltprodukt der CpU Spaltstelle nachweisbar. Auch nach Markierung des 5°-Endes ist der
Nachweis groBBerer und kleinerer Spaltfragmente als die spezifischen Spaltproduktbanden der
CpU Spaltstelle moglich, jedoch ist die Starke der Banden geringer als nach Inkubation von
intern markiertem RNA-Substrat. Zur Bestimmung einer Priferenz fiir die Base an der 5'-
Position der NpU Spaltstelle wurden im Degradationstest die 32p_o-[UTP] markierten
Transkripte aller vier Substrate mit E™ inkubiert. Erneut erfolgte das Auftrennen aller
Reaktionsanséitze in einem denaturierenden PAA-Sequenzgel (8 %) mit anschlieBender
Autoradiographie. Alle vier Substrate wurden unter diesen Inkubationsbedingungen

gespalten. Das Spaltungsmuster der Substrate ist vergleichbar (Abb. 7).

Sub-GpU Sub-CpU Sub-ApU Sub-UpU
E™ [ng] 01005025 0100 50 25 0 10050 25 0100 50 25

L ﬁ%! i 45 M“ ”52 Substrat

l

38 PI

I

v
PII

Abb. 7: E™ spaltet alle Formen von NpU
Fiir die detaillierte Untersuchung der NpU Spaltung wurden Substrate mit definierten Spaltestellen
(Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU) erzeugt und mit E™ inkubiert.
Die Substratbezeichnung ist iiber den denaturierenden PAA-Sequenzgelen angegeben. Durch den
Einbau von **P-o-[UTP] markiertes in vitro Transkript der jeweiligen Substrate wurde mit 100 ng, 50
ng bzw. 25 ng E™ inkubiert. Die Gr6Benangabe der Spaltfragmente ist auf der rechten Seite der Gele
angegeben.
P I= Spaltfragmente, die auf einer Spaltung in unmittelbarer Nahe der NpU Spaltstelle basieren
P II= zusitzliche Spaltfragmente

In Hohe der NpU Spaltstelle (P I in Abb. 7) ist regelmiBig eine Schar verschieden grofler

Spaltprodukte nachweisbar. Dabei entspricht die groBite bzw. die stirkste der

Spaltproduktbanden aller vier Substrate in der Regel dem Spaltprodukt 5° von Uridin. Es ist
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unklar, ob die Entstehung der verschieden groBen Spaltprodukte auf unprizise
endoribonukleolytische Spaltung und/oder exoribonukleolytische Aktivitit zuriickzufiihren
ist. Auch sind weitere Spaltprodukte in unterschiedlicher Ausprigung bis zur Lauffront des
Gels nachweisbar. Sie sind ein Hinweis darauf, dass der Spaltung des Substrates zwei
Kinetiken zugrunde liegen. Da Uridin-freie RNA nicht gespalten wird, findet zunéchst die
Spaltung der NpU Phosphodiesterbindung statt (P 1 in Abb. 7), bevor das RNA-Molekiil
weiter abgebaut wird (bis P II in Abb. 7).

3.1.3 Bestimmung der Enzymkinetik mit definierten NpU Substraten

Offensichtlich gibt es keinen qualitativen Unterschied zwischen den vier NpU Spaltstellen, da
in allen Féllen Spaltung erkennbar war. Im weiteren sollte geklédrt werden, ob ein quantitativer
Unterschied besteht. Hierfliir war es notwendig, die Enzymkinetiken zu ermitteln. Zur
Bestimmung der Enzymkinetik fiir die vier Substrate (Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-
UpU) musste zunéchst der Degradationstest modifiziert werden.

Da vermutlich zwei Enzymkinetiken vorliegen (Substrat— P I— P II, siche Abb. 7) sollte nur
der Umsatz des Substrates (S— X P I und P II) ermittelt werden. Das war notwendig, damit
nur die Kinetik, die der primiren endoribonuklolytischen Aktivitit von E™ zugrunde liegt,
gemessen wird. Aus diesem Grund erfolgte eine indirekte Berechnung der Produktbildung
iiber die Abnahme der markierten RNA-Substratmenge, die flir die quantitative Analyse
genau bekannt sein musste (Radioaktivitdt in cpm pro Substratmenge in pug bzw. mol). Fiir
jede Messreihe wurden 4 pg RNA-Substrat (~50 mer) verwendet. Um die Menge an
Radioaktivitit zu begrenzen, wurde ein Gemisch von [**P] markiertem und unmarkiertem in
vitro T3 Transkript des jeweiligen Substrates eingesetzt. Allgemein basiert die Bestimmung
der Enzymkinetik auf Konstanten, die sich fiir die Bildung und den Zerfall eines Enzym-
Substrat Komplexes (ES-Komplex) bzw. die Produktbildung ergeben. Fiir den Fall, dass bei
kleineren Enzym- als Substratmengen die Konzentration des ES-Komplexes gleich bleibt und
sich nur die Konzentrationen an Substrat und Produkt dndern (,,steady-state*), erhélt man die
Michaelis-Menten-Gleichung (Abb. 8). Um Enzymkinetiken bestimmen zu kdnnen, muss die

Substratmenge so gewihlt werden, dass ,,steady-state* Bedingungen vorliegen.
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[S]
max [S] + Km

V=V

Abb. 8: Michaelis-Menten-Gleichung
v= Geschwindigkeit; Vn.,— Maximalgeschwindigkeit;
[S]= Substrat und K,,= Michaelis-Menten-Konstante

Die Michaelis-Menten-Konstante K, ist gleich der Substratkonzentration, bei der die
Reaktionsgeschwindigkeit die Hélfte ihres Maximalwertes (Viax) erreicht. Ky, und Vi
konnen mit Hilfe dieser Gleichung (Abb. 8) ermittelt werden, wenn bei gleicher
Enzymkonzentration die Substratmenge variiert wird. Wenn die Michaelis-Menten-Gleichung
reziprok dargestellt wird, und 1/v gegen 1/[S] aufgetragen wird, erhdlt man das Lineweaver-
Burk-Diagramm (Lineweaver & Burk, 1934). In diesem Diagramm ergibt sich eine Gerade
mit f(x)-Achsenabschnitt= 1/Vyx und x-Achsenabschnitt= —1/K;,,. Der K.-Wert eines
Enzyms ist unter anderem von den verschiedenen Umgebungsbedingungen und dem Substrat
abhingig und ergibt zwei Aussagen: K, reprisentiert die Substratkonzentration, bei der die
Halfte der aktiven Zentren besetzt ist. Zweitens stellt K., ein Maf3 fur die Stabilitdat des ES-
Komplexes dar. Ein hoher K,-Wert zeigt schwache, ein niedriger feste Bindung an.

Um K, und V.« jedes der vier Substrate (Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU)
ermitteln zu kénnen, wurde E™ mit den vier Substraten im modifizierten Degradationstest
inkubiert. Im Degradationstest betrug die Konzentration von RNA im Ansatz 160 pmol/100
pl, mit einem Anteil radioaktiv markierter RNA von nur 0,2 % (0,3 pmol/100 pl). Zur K-
Bestimmung wurde in unterschiedlichen Ansitzen die Substratmenge variiert und sowohl die
verwendete Enzymmenge (10 ng) als auch das Reaktionsvolumen (10 pl) konstant gehalten.
Das Abstoppen der Reaktion erfolgte nach verschieden langer Inkubationsdauer (10 bzw. 15,
20 bzw. 25, 30 bzw. 35, 40 bzw. 45 und 60 bzw. 90 Sekunden) bei 37 °C. Nach Auftrennen
der Reaktionsansitze in einem denaturierenden PAA-Gel (8 %) wurde die Radioaktivitit mit
Hilte des ,,Phosphorimaging“-Verfahrens ermittelt. Es sollte ausschlieflich die NpU-
spezifische endoribonukleolytische Aktivitit berechnet werden, weshalb es notwendig war,
diese Kinetik von anderen zu trennen. Da wenigstens zwei Enzymkinetiken vorliegen,
ndmlich eine NpU-spezifische endoribonukleolytische und eine weitere, nicht nédher
charakterisierte, ribonukleolytische Aktivitit, wurde die Abnahme der cpm des RNA-

Substrates als Messgrole genommen. Dies ist zuldssig, da die zweite Kinetik von der
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endoribonukleolytischen ersten Kinetik abhidngt. Anders lieBe sich die Stabilitdt des NpU-
freien Substrates nicht erklaren.

Der Degradationstest ist am Beispiel von Sub-CpU in Abbildung 9 dargestellt. Wahrend 100
ng RNA-Substrat durch 10 ng E™ nicht vollstindig abgebaut wurden, waren 20 ng RNA-
Substrat bereits nach 60 Sekunden nahezu vollstindig abgebaut. Auch nach léngerer
Inkubationszeit lie3 sich kein vollstindiger Abbau von 100 ng RNA-Substrat herbeifiihren.
Das spezifische Spaltprodukt der Spaltstelle CpU (P I) ist zu jedem Zeitpunkt vorhanden und

die Menge mit zunehmender Inkubationsdauer konstant bzw. nur geringgradig reduziert.
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Sub-CpU

32p_ Sub-CpU
P-[UTP] 2p_[UTP]
PI PI
® PII
PII .

100 ng Substrat 80 ng Substrat
Sek.:. 0 10 20 30 60 10 20 30 60

60 ng Substrat 40 ng Substrat
k.: 10 20 30 60 30 60
Sub-CpU Sub-CpU
32p-[UTP] 32p-[UTP]
PI
PII
20 ng Substrat
Sek.: 0 10 20 30 60
Sub-CpU
32p_[UTP] .
PI
P Il +
Abb. 9: Bestimmung von K, und V,,,,

Die Bestimmung der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit und der Stabilitdt des ES-Komplexes
erfolgte mit Hilfe des Degradationstests, indem der Substratumsatz pro Zeiteinheit bei gleicher
Enzymmenge und variabler Substratkonzentration unter ,,steady-state* Bedingungen ermittelt wurde.
Hierzu wurden jeweils 10 ng E™ mit 20 ng, 40 ng, 60 ng, 80 ng bzw. 100 ng Substrat bei 37 °C fiir
jeweils 10, 20, 30 oder 60 Sekunden inkubiert, und die Reaktionsansitze elektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieBend wurde die Radioaktivitdt mittels ,,Phosphorimaging® ermittelt, und die cpm zum
Zeitpunkt T=0 der eingesetzten Substratmenge gleich gesetzt, so dass der Substratabbau pro Zeiteinheit
fiir die angegebenen Zeiten (T= 10, 20, 30 und 60 s) berechnet werden konnte. Aufgrund des
Gelformates ist das spezifische Spaltprodukt (Spaltstelle CpU) als umschriebene Bande sichtbar (P I). P
II bezeichnet die Spaltprodukte, die durch eine weitere enzymatische Aktivitit von E™ entstehen.

Da die eingesetzte Radioaktivitdt (in cpm/ng) bekannt war, konnte der Substratumsatz zu den

Zeitpunkten Ty-Teo durch die Bestimmung der Rest-Substratmenge ermittelt werden. Um die
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Produktbildung pro Sekunde zu erhalten, wurde der Substratumsatz durch die Inkubationszeit
dividiert. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse aus drei Versuchsansédtzen zusammengefasst. Die

Werte nach T=15 s, 25 s, 35 s und 45 s wurden in Abb. 9 nicht dargestellt.

SubApU
Zeit in 20 ng 40 ng 80 ng 120 ng
Sekunden (1,02 pmol) (2,04 pmol) (4,08 pmol) (6,13 pmol)
10 59,5 fmol/s 117,5 fmol/s 82 fmol/s
(42-69) (114-121)
15 50,3 fmol/s 69,5 fmol/s 95,3 fmol/s 117,5 fmol/s
(40-58) (59-80) (72-109) (101-144)
20 42,25 fmol/s 80,2 fmol/s 92 fmol/s 148 fmol/s
(39-48) (79-81) (76-108)
25 39,5 fmol/s 76 fmol/s 90 fmol/s 124 fmol/s
30 31,9 fmol/s 58,2 fmol/s 73,8 fmol/s 105 fmol/s
(51,5-62) (64-92) (103-107)
35 55,5 fmol/s 66,5 fmol/s 96 fmol/s
40 49 fmol/s 59 fmol/s 103 fmol/s
45 22 fmol/s 43,5 fmol/s 64 fmol/s 102 fmol/s
(43-44) (57-71)
60 16 fmol/s 32,5 fmol/s 51 fmol/s 81,5 fmol/s
(32-33) (42-57) (73-90)
SubCpU
Zeit in 20 ng 40 ng 60 ng 80 ng 100 ng
Sekunden | (1,19 pmol) (2,38 pmol) | (3,57 pmol) | (4,76 pmol) (5,95 pmol)
15 21,9 fmol/s 24 fmol/s 25 fmol/s 56 tmol/s 41 fmol/s
(16,5-27,5) (20-29) (21-29) (47-62)
30 20 fmol/s 31,5 fmol/s 26 fmol/s 34 fmol/s 40 fmol/s
(16-23) (29-35) (24-28) (27-38)
60 18 fmol/s 26,5 fmol/s 29 fmol/s 35 fmol/s 29 fmol/s
(15-19,5) (22-30,5) (23-41) (30-42)
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SubGpU
Zeit in 20 ng 30 ng 40 ng 80 ng 100 ng
Sekunden (1 pmol) (1,5 pmol) (2 pmol) (4 pmol) (5 pmol)
10 60 fmol/s 63 fmol/s 63 fmol/s
(43-69) (48-78)
15 47 fmol/s 83 fmol/s 69 fmol/s 75 fmol/s 95 fmol/s
(41-54) (65-75)
20 39 fmol/s 48 fmol/s 70 fmol/s 74 fmol/s 67,5 fmol/s
(29-45) (45-51) (69-71,5) (63-80)
25 38 fmol/s 57 fmol/s 68 fmol/s 86,5 fmol/s 96,5 fmol/s
30 31 fmol/s 46 fmol/s 58 fmol/s 69 fmol/s 82 fmol/s
(29-32) (46-47) (56,5-60)
35 28 fmol/s 39 fmol/s 53 fmol/s 75 fmol/s 81 fmol/s
(57-82)
40 23 fmol/s 42 fmol/s 29 fmol/s 68 fmol/s 81 fmol/s
(66-70)
60 16 fmol/s 24 fmol/s 32 fmol/s 54 fmol/s 68 fmol/s
(15-16) (24-25) (31-33) (42-61) (67-69)
SubUpU
Zeit in 20 ng 30 ng 40 ng 60 ng 80 ng
Sekunden | (1,01 pmol) (1,69 pmol) (2,2 pmol) (3,3 pmol) (4,4 pmol)
10 93 fmol/s 100 fmol/s 103 fmol/s 124 fmol/s 140 fmol/s
(88-98) (90-110) (96-110) (110-138) (118-163)
15 64 fmol/s 60 fmol/s 94 fmol/s 88 fmol/s
(92-96) (79-97)
20 51 fmol/s 64 fmol/s 67 fmol/s 81 fmol/s 88 fmol/s
(50-51) (63-65) (65-69) (75-87) (88-89)
25 41 fmol/s 43 fmol/s 61,5 fmol/s
30 36 fmol/s 47 fmol/s 60 fmol/s 64,5 fmol/s 86 fmol/s
(35-36) (46-47) (57-62) (59-70) (79-93)
35 30 fmol/s 35 fmol/s 49 fmol/s
40 27 fmol/s 37 fmol/s 47,5 fmol/s 66,5 fmol/s 72 fmol/s
(36-38) (46-49) (63-70)
45 24 fmol/s 31 fmol/s 41 fmol/s 82 fmol/s

Tab. 2: Enzymkinetische Untersuchung von Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU oder Sub-UpU
10 ng E™ wurden mit variablen Substratkonzentrationen iiber 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 bzw. 60
Sekunden inkubiert und jeweils der Substratumsatz ermittelt. Angegeben ist die gebildete Menge an
Spaltprodukten pro Sekunde. Zu beachten ist, dass die Menge der Spaltprodukte sowohl von der
Inkubationszeit als auch von der Substratkonzentration abhidngig ist. Die Werte der vier Substrate sind
Mittelwerte aus mindestens drei Versuchsansétzen.

Anhand der Produktbildung pro Zeiteinheit ist erkennbar, dass die gebildete Menge an

Produkt pro Zeiteinheit mit der Lidnge der Inkubationszeit stetig abnimmt, was auf eine
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Produkthemmung oder Substratsittigung hinweist. Da dieser Effekt auch bei hohen
Substratkonzentrationen auftritt, liegt wahrscheinlich eine Produkthemmung vor. Aufgrund
der Produkthemmung zu spdteren Inkubationszeitwerten wurden fiir die Darstellung der
Enzymkinetik (Michaelis-Menten-Kinetik und Lineweaver-Burk-Diagramm) nicht alle
Zeitwerte bertlicksichtigt. Fiir Sub-ApU, Sub-GpU und Sub-UpU wurden die 10-30 s Zeitwerte
und fiir Sub-CpU die 15-60 s Zeitwerte zur Ermittlung der Enzymkinetik verwendet. Die
Bestimmung noch fritherer Zeitwerte (< 10 s) war aus technischen Griinden nicht moglich.

In Abbildung 10 sind die Michaelis-Menten-Kinetiken aller vier Substrate dargestellt
(Produktbildung/Substratkonzentration). In Abbildung 11 sind die Werte zur Darstellung
eines Lineweaver-Burk-Diagramms reziprok aufgetragen worden (Schnittpunkte mit den

Achsen = -1/K,, und 1/Vax).
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Abb.

10: ,,Michaelis-Menten-Diagramm* aller vier Substrate
Variable RNA-Mengen der Substrate Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU bzw. Sub-UpU wurden mit 10 ng
E™ inkubiert, und die Spaltproduktbildung pro Sekunde nach 10 bzw. 15 s, 20 bzw. 25 s, 30 s und fiir
Sub-CpU auch nach 60 s ermittelt. AnschlieBend wurden die erhaltenen Werte aus jeweils mindestens
drei Versuchsansitzen im abgebildeten ,,Michaelis-Menten-Diagramm® zusammengefasst dargestellt.
Gezeigt ist die Produktbildung (Rate in fmol/s) pro Substratkonzentration (Substrat in nM).

Anhand der Michaelis-Menten-Diagramme ist die Sittigungskinetik erkennbar. Ab einer

bestimmten Substratkonzentration kann durch weitere Substraterh6hung keine Steigerung der

Reaktionsgeschwindigkeit erzielt werden.
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Abb. 11: Lineweaver-Burk-Analyse der vier Substrate (Sigmablot der Firma SPSS-Science)

In diesem Diagramm wurde die Rate der Spaltprodukte, die nach Inkubation der vier Substrate (Sub-
ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU) mit 10 ng E™ entstanden sind, bezogen auf die jeweilige
Substratkonzentration reziprok aufgetragen. Fiir jede Substratkonzentration flossen verschiedene
Zeitwerte (10-30 s bzw. 15-60 s fiir Sub-CpU), die in mindestens drei Versuchsreihen ermittelt worden
sind, in die Darstellung ein. Sowohl die Michaelis-Menten-Konstante K,, als auch die
Maximalgeschwindigkeit v,,,x konnen —nachdem die Punkte verbunden wurden- {iber die Schnittpunkte
der Geraden mit den Achsen ermittelt werden. Der Schnittpunkt mit der x-Achse ist -1/K,, (B) und der
Schnittpunkt mit der f(x)-Achse ist 1/V . (¢<-).

In der Lineweaver-Burk-Darstellung wird ebenfalls die Produktbildung (= Spaltfragmente),
die nach verschieden langer Inkubation vorliegt, zur eingesetzten Substratkonzentration
aufgetragen. Im Unterschied zur Michaelis-Menten-Kinetik erfolgt die Auftragung der Werte
reziprok. Aufgetragen sind erneut die Produktmengen, die, bei variabler Substratmenge und
gleichbleibender Enzymkonzentration, anhand der Substratabnahme ermittelt worden sind.
Nach Verbinden der Werte entsteht eine Gerade, die beide Achsen schneidet. Der Abschnitt
der Geraden mit der f(x)-Achse ergibt 1/Vx, und der Abschnitt mit der x-Achse ist -1/K,.
Auf diese Weise sind die Ky,- und die V.x-Werte fiir jedes Substrat bestimmt worden (Tab.
3).
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Sub-ApU Sub-CpU Sub-GpU Sub-UpU
Vmax 151,2 53,7 95,2 104,8
(fmol/s)
Kn 2587 220,1 103,3 83,8
(10° M)

Tab. 3: Werte der Enzymkinetiken fiir die vier NpU Substrate
Wihrend die Michaelis-Menten-Konstante K, die Affinitit des Enzyms zum Substrat reflektiert, gibt V .«
die maximale Reaktionsgeschwindigkeit an. Beide Werte sind mit Hilfe der Lineweaver-Burk-Darstellung
(Abb. 11) ermittelt worden.

Insgesamt sind die K,-Werte von E™ fiir die verschiedenen Substrate im Vergleich zu
anderen Ribonukleasen (Aktivitdt auf Basis von Dinukleotiden ermittelt) sehr niedrig.

Eine weitere Grofle, um Enzymaktivititen zu charakterisieren, ist die Wechselzahl. Sie
ermoglicht eine allgemeine Aussage iiber die Leistungsfahigkeit des Enzyms bei einem
definierten Substrat, indem sie die Anzahl von Substratmolekiilen angibt, die bei vollstindiger
Sattigung des Enzyms pro Zeiteinheit gespalten werden. Sie wird iiber Vi, berechnet, indem

Vmax durch die im Test verwendete Enzymmenge dividiert wird (Tab. 4).

Sub-ApU Sub-CpU Sub-GpU Sub-UpU
Wechselzahl 1,33 0,47 0,84 0,9
)

Tab. 4: Wechselzahl der NpU Substrate
Die Wechselzahl wird ermittelt, indem die Maximalgeschwindigkeit V., die fiir jedes RNA-Substrat
mittels Lineweaver-Burk-Analyse bestimmt wurde, durch die im Test verwendete Enzymmenge (10 ng
E™) dividiert wird. Angegeben sind die Wechselzahlen fiir die RNA-Substrate Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-
GpUund Sub-UpU.

Alle Wechselzahlen liegen im gleichen Bereich (ca. 1 s™). Sie sind im Vergleich mit den
Wechselzahlen anderer Enzyme niedrig. Beispielsweise ist fiir RNase Rh die Wechselzahl fiir

das Dinukleotid ApU mit 135,5 s™ um den Faktor 100 héher (Ohgi et al., 1992).

96



Ergebnisse

B) strukturell/funktionelle Charakterisierung der Ribonuklease E™

3.2 Mutagenesestudien der RNase E™

3.2.1 Mutagenesestudien des aktiven Zentrums in Anlehnung an RNase Rh

Umfangreiche biochemische und molekularbiologische Untersuchungen haben bei der als
Prototyp der Ribonuklease-Familie T2 geltenden RNase Rh zur Identifizierung der
enzymatisch aktiven Aminosduren Histidin 46, 104 und 109 sowie Lysin 108 und
Glutaminsdure 105 gefiihrt (Katawa et al., 1990; Irie et al., 1994; Kurihara et al., 1996; Oghi
et al., 1993 und 1995). Innerhalb der 130 N-terminalen Aminosduren von RNase Rh und der
110 N-terminalen Aminoséduren von RNase E™ sind diese enzymatisch aktiven Aminosduren

nahezu vollstindig konserviert (Abb. 12).
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20 30 40 50
RNase Rh ANSDTCCSPEYGLVVLNMOWAPGYGPDNAFTLHGLWPDK-
RNase E™® ENITQWNLSDNGTNGIQRAM-YLRGVNRSLHGIWPEKT
60 70 80 90
RNase Rh CSGAYAPSGGCDSNRASSSIASVIKSKDSSLYNSMLTYWP
RNase E™°° CKGVP———————————— THLATDTELKEIR--GMMDASER
100 110 120 130
RNase Rh SNQGNNNVFWSHEWSKHGTCVSTYDPDCYDNYEEGEDIVD
RNase E™® TN—YTCCRLOQRHEWNKHGWC————————————— NWYNIDP
140 150 160 170
RNase Rh YFOKAMDLRSQYNVYKAFSSNGITPGGTYTATEMOSAIES
RNase E™° WIQLMNRTQTNLTEGPPDKE----CAVTCRYDK-NTDVNV
180 190 200
RNase Rh YFG----AKAKIDCSSGTLSDVALYFYVRG-—-—-—-RDTYVI
RNase E™° VTQARNRPTTLTGCKKGKNFSFAGTVIEGPCNEFNVSVLLE
210 220
RNase Rh TDALSTGSCSGDVEYPTK
RNase E™° DILYGDHECGSQDTALYLLDGMTNTIENARQGAARVTSWL
RNase E™° GROLSTAGKKLERRSKTWFGAYA

Abb. 12: Sequenzvergleich der Aminosiuren von RNase Rh und E™
Innerhalb des Sequenzvergleichs besteht nur im Bereich der katalytischen Doméne eine signifikante
Homologie (unterstrichene Aminoséduren); iiber die gesamte Peptidlange liegt die Homologie bei <20
%. Identische Aminosduren sind mit einem Doppelpunkt markiert, dhnliche durch einen einfachen
Punkt hervorgehoben. Die Nummerierung richtet sich nach den Aminoséurepositionen in RNase Rh.

Die zuvor Dbeschriebene  Entwicklung eines  quantifizierbaren = RNase-Assays
(Degradationstest) bildete die Grundlage fiir Mutationsanalysen des E™, die an die
Untersuchungen von RNase Rh angelehnt wurden. Zu Beginn der Arbeit lagen bereits eine
Reihe von Mutanten des E™ (14) in rekombinanten Bakuloviren vor, die jedoch aufgrund
eines unzuldnglichen Testsystems nur vorldufig charakterisiert werden konnten (Vidovic,

1997). Ziel sollte sein, mit Hilfe des sensitiven Degradationstests die Aktivititen der

mutierten E™-Proteine zu bestimmen (Tab. 5).
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Funktion der Aminosiuren RNase Rh RNase E™
Mutanten Mutanten
Katalyse Hiss Phe Hiszp Asp
HiS]og Phe HiS79 ASp
Stabilisierung Lysios Phe Lys7g Thr
oder Aktivierung Glu,os Gly Gluys Gly
Hisjgs Phe His74 Phe
Substratbindung Asps; Glu Gluss Asp
Asps; Asn Gluss Arg
Katalytisches Zentrum Trpaolle Trps; Val
Trps; Gly
Lys36Gly
Struktur Cyssa Ser
CyssgSer
AspasGly
MetssGly

Tab. 5:Ubersicht iiber Aminosiuresubstitutionen des E™
E™ wurde in den Bakulovirus Rekombinationsvektor pV1 1392 (BD PharmMingen®) kloniert und dort die
oben aufgefiihrten Substitutionen durch ,,QuikChange* Mutagenese eingefiihrt (Vidovic, 1997). Die
aufgelisteten Mutanten sind entsprechend der bei RNase Rh definierten Kategorien geordnet. Fiir die
zuletzt aufgelisteten sechs E™-Mutanten sind noch keine Analoga bei RNase Rh beschrieben.

Von sieben der insgesamt vierzehn Mutanten war die ribonukleolytische Aktivitit vorlaufig
quantitativ erfasst, die anderen sieben nicht untersucht. Die Herstellung und Reinigung der
verschiedenen mutierten E™-Proteine aus Insektenzellen war unerwartet zeitaufwandig. 1-3x
10® SF 21-Zellen wurden mit rekombinanten Baculoviren bei einer ,,multiplicity of infection
(MOI) von 0.01 infiziert und bis zur Ausbildung des zytopathischen Effekts (3-7 Tage p. 1.)
kultiviert, anschlieBend lysiert und E™ mit immobilisiertem monoklonalen anti-E™
Antikorper 24/16 immunaffinitits-chromatographisch aufgereinigt. Um die Ergebnisse der
verschiedenen E™-Mutanten im Degradationstest vergleichen zu kénnen, war es notwendig,
fiir jede Mutante gleiche Proteinmengen einzusetzen. Hierbei war problematisch, dass
erhebliche Unterschiede in der E™-Expression bei den jeweiligen rekombinanten Bakuloviren
auftraten. Fiir einige Bakuloviren musste daher die Reinigungsprozedur mehrfach wiederholt
werden, um die gewiinschten Mengen (50-100 pg) an E™ zu erhalten. Nachdem die
Proteinmenge mit Hilfe des BCA-Tests ermittelt worden war, wurde auch die Uniformitét und
Reinheit aller Eluate elektrophoretisch in der SDS-PAGE unter nicht reduzierenden
Bedingungen tiberpriift. Hierzu erfolgte entweder die Fiarbung der aufgetrennten Proteine
durch Coomassie Blau (Abb. 13) oder der E™-Nachweis durch Immunoblot (nicht gezeigt).
Aus Abb. 13 ist ersichtlich, dass die zu analysierenden E™-Proteine in Bezug auf Qualitdt und

Quantitit einheitlich waren.
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Abb. 13: Darstellung einiger E™-Mutanten durch SDS-PAGE
Um die Qualitdt und Quantitat der Eluate zu tiberpriifen, wurden jeweils 0,6 pg E™-Mutantenprotein
in einem PAA-Gel (10 %) unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetrennt und mit Coomassie
Blau geférbt. In der rechten Spur ist der Molekulargewichtsstandard in kDa angegeben.
1= Lys;sThr; 2= His74Phe; 3= Glu5Gly; 4= Lys3Gly; 5= MetssGly; 6= Trps;Val; 7= E™

Die ribonukleolytische Aktivitit aller E™-Mutanten wurde durch den Abbau von **P-o-[UTP]
markierter RNA (Sub-CpU) bestimmt. Im Degradationstest erfolgte die Inkubation von 2x 10°
cpm Substrat und 4 pg tRNA mit jeweils 50 ng E™ bei 37 °C. Nach Inkubationszeiten von 0
min; 2,5 min; 7,5 min und 15 min erfolgte das Abstoppen der Reaktion und die
elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsansitze in einem 5 %igen denaturierenden
PAA-Gel. AnschlieBend wurde der prozentuale Anteil der Spaltung zu den jeweiligen
Zeitwerten durch ,, Phosphorimaging ermittelt, wobei die Aktivitit des E™ als

angenommener Standard (100 %) diente (Abb. 14).
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Inkubationsdauer 0 min 7,5 min 15 min

Mutante 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Sub-CpU
2pP.q-[UTP]

PI -
L3

ADbb. 14: Bestimmung der RNase-Aktivitiit

Zur Bestimmung der RNase-Aktivitdt der E™-Mutanten MetssGly, Lys;sGly, HisspAsp und Trpg;Gly
wurde der Anteil an Spaltprodukten zu den Zeitpunkten T= 0 min, T= 7,5 min und T= 15 min (in cpm
gemessen) prozentual ermittelt. Hierzu erfolgte zunéchst die Messung der Radioaktivitdt/RNA-Bande
mittels ,,Phosphorimaging®. Die Radioaktivitit der RNA-Substratbande zum Zeitpunkt T=0 wurde der
eingesetzten RNA-Menge gleich gesetzt, so dass die ungespaltene RNA-Substratmenge zu den
jeweiligen Zeitpunkten und die prozentuale Bildung der Spaltprodukte berechnet werden konnte. Die
Aktivitit des E™ diente als Standard. 1= E™; 2= Mets3sGly; 3= Lys3sGly; 4= His3oAsp; 5= Trpg;Gly

In diesem Versuch ist das Substrat durch das wildtypische (wt) E™ bereits nach 7,5 Minuten
vollstdndig zu Oligoribonukleotiden abgebaut. Dagegen ist die ribonukleolytische Aktivitdt
der Mutanten MetssGly, Lyss;sGly und Trps;Gly deutlich reduziert, da zu allen Zeitpunkten
sowohl ungespaltenes Substrat als auch das primére Spaltprodukt (P I) sichtbar ist. Auch
durch eine langere Inkubation (15 min) konnte kein weiterer Abbau des RNA-Substrates
herbeigefiihrt werden.

Ein vollstindiger Verlust der Enzymaktivitit wurde erwartungsgeméf bei Substitutionen der

Histidine des aktiven Zentrums von E™ ermittelt (Abb. 15).
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Abb. 15: Ribonukleaseaktivitit von E™ -Mutanten
Um die ribonukleolytische Aktivitdt nach 2,5; 7,5 und 15 miniitiger Inkubation zu bestimmen, wurde
der prozentuale Anteil der Spaltprodukte ermittelt. Da das Substrat nach Inkubation mit E™ nach 2,5
Minuten abgebaut war, wurde die Enzymaktivitit des E™ als Standard mit 100 % angenommen, und die
Aktivititen aller Mutanten angeglichen. Es sind Mittelwerte aus drei Versuchsansitzen aufgefiihrt.

Wihrend die E™-Mutante His;pAsp inaktiv ist, konnte fiir die Mutante His;oAsp eine hohere
Aktivitdt (~1,5 %) als fir HisyPhe (~0,7 %) festgestellt werden. Bei Mutation von
Aminoséduren, die vermutlich an der Stabilisierung bzw. Aktivierung der RNA beteiligt sind,

wies die E™-Mutante Lys;sThr eine erheblich hohere Aktivitit (~10 %) als die Mutante

102



Ergebnisse

Glu;5Gly (~0,5 %) auf. Interessanterweise war eine weitere Mutante (7rp3;Val) inaktiv. Diese
Aminosdure ist in der Ndhe des aktiven Zentrums lokalisiert. Wahrend die Mutation Trpg;Gly
in einer geringen Aktivitdt von ca. 22 % resultierte, wies die Mutante Lys3sGly noch ca. 74 %
der Wildtypaktivitit auf. Beide Aminosduren konnen dem katalytischen Zentrum zugeordnet
werden. Erwartungsgemif zeigte GlussAsp eine hdhere Aktivitdt als nach Anderung der
Ladung. Ebenfalls noch aktiv waren die Mutanten AspssGly (~12.,5 %) und MetssGly (~19 %).
Diese Aminosduren liegen im Bereich zwischen den beiden Dominen des aktiven Zentrums,
der zwischen RNase Rh und RNase E™ keine erkennbare Homologie aufweist, weshalb der
gemessene Aktivitdtsverlust unerwartet hoch war. Mutation von zwei Cysteinen zu Serin
(CysgsSer und Cys;ssSer) flihrte zur vollstdndigen Inaktivierung. Die Ribonuklease-Aktivitdten
der E™-Mutanten Korrelieren bis auf eine Ausnahme mit den Enzymaktivititen analoger Rh-

Mutanten (Abb. 16).

100% -
B RNase Rh
m RNase E™
80% 4
60% 1
40% A
100
20% A
10,030 [0,03[1,5] [7[10][0,07]0,5[0,54]1,0] &
] it - =
0%1'2'3'4'5'6'
Mutanten

ADbb. 16: Vergleich der Ribonukleaseaktivititen von analogen Mutanten der RNase Rh (blaue Balken) und
E™ (rote Balken)
1= wildtyp; 2= RNase Rh: HisssPhe (RNase E™: His;yAsp); 3= HisjooPhe (HiszoAsp);
4= Lys,osPhe (LyszsThr); 5= Glu,¢sGly (Glu;5Gly); 6= His,¢sPhe (Hisz4Phe);
7= AspsiGlu (GlussAsp); 8= AspsiAsn (GlusArg)
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3.2.2 Modell der Ribonuklease E™

Fiir die Funktionsanalyse eines Proteins ist es von unschitzbarem Vorteil, Kenntnisse von der
dreidimensionalen Struktur der Peptidkette zu bekommen. Auf diese Weise lassen sich
Wirkungsprinzipien wie Substraterkennung und Katalyse hiufig anschaulich erkléren, da das
Arrangement der an der Katalyse direkt und indirekt beteiligten Aminosiuren erkennbar wird.
3-D Strukturen werden mit sehr groem Aufwand kristallographisch oder auch durch
Hhucleare magnetic resonance’ (NMR) ermittelt. Hierfiir sind erhebliche Mengen sehr hoch
aufgereinigten Proteins notwendig und nicht in jedem Fall gelingt die Ermittlung der Struktur
in brauchbarer Auflosung. Hiufig wird als attraktive Alternative ein Modell einer
Peptidsequenz anhand einer bereits ermittelten Proteinstruktur entworfen. Voraussetzung ist
eine erkennbare Homologie der Aminosduresequenz, um mit Hilfe von geeigneten
Computerprogrammen die Wahrscheinlichkeit fiir die Ausbildung von Tertidrstrukturen zu
errechnen. Die Prizision der Modellierung ist direkt abhéngig vom Grad der Verwandtschaft
der Proteine. Folglich stellen Modelle, die aufgrund einer geringen Sequenzhomologie
entworfen wurden, nur vage Hypothesen dar, die dennoch als Grundlage fiir weitere
experimentelle Analysen von hohem Wert sein konnen.

Fiir die T2 Ribonuklease RNase Rh von Rhizopus niveus ist eine Kristallstruktur mit einer
Auflésung von 2,0 A verfiigbar (Kurihara et al., 1996), die als Basis fiir ein Modell der
RNase E™ verwendet wurde.

Bezogen auf die gesamte Peptidkette ist die Homologie zwischen RNase Rh und E™ &duBerst
gering (20 %). Vor allem die C-terminalen Hélften der Proteine haben keine erkennbare
Ubereinstimmung. Allerdings bestehen zwischen der Ribonuklease E™ und der Ribonuklease
Rh im Bereich des aktiven Zentrums kurze auffillige Sequenzhomologien, die als
Ausgangspunkt fiir die Modellierung dienen konnten. Die direkte Umgebung der aktiven
Histidinreste ist innerhalb der verschiedenen Vertreter der RNase T2 Familie sehr gut
konserviert, was darauf schliefen ldsst, dass die dreidimensionale Struktur des aktiven
Zentrums wahrscheinlich bei allen T2 RNasen identisch ist. In der Tat weisen alle bisher
verfiigbaren Kristallstrukturen von RNasen der T2 Familie eine nahezu identische Struktur
des aktiven Zentrums auf (Kurihara et al., 1996, Suzuki et al., 2000, Tanaka et al., 2000,
Matsuura et al., 2001, Ida et al., 2002). Im Sequenzvergleich konnten ferner die Positionen
von vier konservierten Cysteinen im E™ zugeordnet werden, die fiir die Ausbildung von zwei

intramolekularen Disulfidbriicken verantwortlich sind (Abb. 17).
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———————————————————— ENITQWNLSDNGTNGIQRAMYLR-----GVNRSLHGI
------ ANSDTCCSPEYGLVVLNMQWAPGYG---~-------------PDNAFTLHGL
_______ ADSCCENSPGGALLQTQFWDTNPPSG-—----—-—-—-—--—-PSDSWTIHGL
_____________ AKDFDFFYFVQQWPGSYC—DTKQSCCYPTTGKP--AADFGIHGL
________________ FDSFWEVQQWPPAVCSFQKSGSCPGSG--—--LRTFTIHGL
MVHVVMMVFLLIVLILCSSTVGYDYFQFTQQYQLAVCNSNRTLCKDPPDKLETVHGL
--------------- EWSKLYLAHHWPVTVCKDCQ----—--—---DPPEYWTIHGL

*
WPEKI-—-——-——-—-— CKGVPTHLATD-——-——-— TELKEIRGMMDASERTNY---TCCRL

WPDKCSGAYAPSGGCDSNRASSSTASVIKSKD-SSLYNSMLTYWPSNQG———-NNNVE
WPDNCDGSYG--QFCDKSREYSNITAILQEQGRTELLSYMKKYWPNYEG-—--DDEEF

WPNNNDGTYPS--NCDPNSPYD-————--— QSQISDLISSMQONWPTLACPSGSGSTE
WPQGS-GTSLT--NCPQGSPFD--————— ITKISHLQSQLNTLWPNVLR--ANNQQF
WPSNMVGPDPS--KCPIKNIRK-———————-— REKLLEHQLETITIWPNVFDR-TKNNLFE
WPDKG-—————- EECNRTWHEN-—-—-———-— VTEIKDLMSDMRRYWPDVIHSSLNRTQF
.. . * . * % *
QRHEWNKHGWC-———===-—————— NWYNIDPWIQLMNRTQT-NLTEGPPDKE--—---

WSHEWSKHGTCVSTYDPDCYDNYEEGEDIVDYFQKAMDLRS--QYNVYKAFSSNGIT
WEHEWNKHGTCINTIEPSCYKDYSPQOKEVGDYLOKTVDLEFK--GLDSYKALAKAGIV

WSHEWEKHGTCA-—-—-———————— ESVLTNQHYFKKALDLKN--QIDLLSILQGADIH
WSHEWTKHGTCS---———————— ESTENQAAYFKLAVDMRN--NYDIIGALRPHAAG
WDKEWMKHGSCG———-=-—————— YPTIDNENHYFETVIKMYISKKQONVSRILSKAKIE

WKHEWEKHGTCAAT-——————— LPILNSQKKYFSKTLELYQ---LVNLGFLLKAGIK

ke e e . *

CAV--TCRYDKNTDVNVVTQARNRPTTLTGCKKGKNFSFAGTVIEGPCNENVSVEDI
PGG--TYTATEMQSAIESYFG---AKAKIDCSSGTLSDVALYFYVRG----RDTYVI
PDSSKTYKRSEIESALAATIHD--GKKPYISCEDGALNEIWYEFYNIKGNAITGEYQPI
PDG-ESYDLVNIRNAIKSAIG---YTPWIQCNVD-QSGNSQLYQVYICVDGSGSSLI
PNG-RTKSRQAIKGFLKAKFG---KFPGLRCRTDPQTKVSYLVQVVACFAQDGSTLI
PDG-KKRALLDIENAIRNGADN--KKPKLKCQKK--GTTTELVEITLCSDKSGEHFI
PGSTTYYQOMAAIKEVLTEFYG---ITPKIQCLPPEEGEEAQTLGCIEFSFTKELELR

* . *
LYGDH---———- ECGSLLODTALYLLDGMTNTIENARQGAARVTSWLGRQLSTAGKK
TDALTG-—-———-— SCSG——-———- DVEYPTK

DTLTSPG—————-— CSTS———-- GIKYLPKKSEN

ECPIFPGGK----CGTS—————— IEFPTFEF

DCTRDT-—--——-- CGA--——- NFIF

DCPHPFEPISPHYCPT----- NNIKY

TCTEPKEELSV—-CNDTL---PVYYPSQVK

LERRSKTWEGAYA

ADbb. 17: Sequenzvergleich einiger Mitglieder der T2 RNase Familie
Die Aminoséduren, die das aktive Zentrum bilden, sind unterstrichen. Konservierte Aminosduren sind
mit einem Doppelpunkt markiert; dhnliche Aminosduren durch einen einfachen Punkt hervorgehoben.
Aminosduren, die jeweils nur in einer Sequenz nicht konserviert sind, sind mit einem Stern

gekennzeichnet.

RNase E™: aus KSPV isoliert; RNase Rh: aus Rhizopus niveus (Pilz) isoliert; RNase T2: aus
Aspergillus oryzae (Pilz) isoliert; RNase Le: aus Lycopersicon esculentum (Tomate) isoliert; RNase
Mc: aus Mormodica charantia (Kiirbis) isoliert; RNase S3: aus Nicotiana alata (Pflanze) isoliert;
RNase CL: ,chicken liver“-aus der Hithnerleber isoliert

Aufgrund der Kristallstruktur der RNase Rh ist bekannt, welche Aminosduren strukturelle

Einheiten wie a-Helices, B-Faltblitter und Loops bilden. Da insbesondere die beiden
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Doménen des aktiven Zentrums beider RNasen (RNase Rh und E™) nahezu identisch sind,
wurde die Peptidkette des E™ entlang der Struktureinheiten der RNase Rh unter Verwendung
von WHAT IF® modelliert. Dies war fiir die N-terminalen 103 Aminosduren des E™
moglich, da die meisten Aminoséuren der Kristallstruktur von RNase Rh ausgetauscht
werden konnten. Einige Aminosduren, die Teil einer Loop-Region sind, mussten jedoch
deletiert werden, um die Loop-Region im Modell von E™ zu verkleinern. Wihrend auf diese
Weise fiir die N-terminalen 103 Aminoséuren von E™ ein hypothetisches Modell entworfen
werden konnte, war dies fiir die C-terminalen 124 Aminosduren zunéchst nicht moglich, da
fiir diesen Bereich keine verwertbaren Sequenzhomologien zu RNase Rh bestehen. Um
dennoch einen vorldufigen C-Terminus modellieren zu konnen, wurde ein anderer Weg
beschritten. Beim Vergleich der Aminosduren 104-227 des E™ mit anderen
Proteinsequenzen, fiir die 3-D Strukturen bekannt sind (SWISSPROTEIN) fiel eine

Ahnlichkeit zu den 116 C-terminalen Aminosiuren einer papainartigen Cysteinprotease,

Protease w, auf (Abb. 18).

10 20 30 40
Protease w GGPIVKTSGVGRVOPNNEGNLLNAIARKQPVSVVV-ESKGRPFQLYK
RNase E™"® GPPDKECA-VTCRYDKNTDVNVVTQARNRPTTLTGCKKGKNES-FA
50 60 70 80
Protease w GGIFEGPCGTKVDHAVTAVGYGKSG-G-—--KGYILIKNSWGTAWGE
RNase E™"° GTVIEGPCN—FNVSVEDILYGDHECGSLLODTALYLLDGMTNTIE
90 100 110
Protease w —-——KGYIRIK--—-—-RAPGNSPGVCGLYKSSYYPTKN
RNase E*"® NARQGAARVTSWLGROLSTAGKKLERRSKTWEGAYA

Abb. 18: Sequenzvergleich der 124 C-terminalen Aminosdiuren von E™ mit den 116 C-terminalen
Aminosiuren der Protease w (papainartige Cysteinprotease)
Wihrend konservierte Aminoséduren mit einem Doppelpunkt markiert sind, sind chemisch &hnliche
Aminosduren durch einen einfachen Punkt hervorgehoben. Die Nummerierung der Aminosduren
richtet sich nach der Seqenz der Protease .

Das Resultat einer Threader-Analyse, die nach dem in Abb. 18 dargestellten
Sequenzvergleich der Aminosiduren von E™ und der Protease ® durchgefiihrt worden ist,
lasst eine dhnliche Proteinstruktur vermuten, so dass aufgrund der Protease-Struktur der C-
Terminus von E™ modelliert werden konnte. Der bestehende Grad an Ahnlichkeit ist jedoch
zu gering (ca. 30 %), um eine etwaige Verwandtschaft zwischen E™ und der Protease ®
abzuleiten. Im Vergleich zum N-Terminus von E™ wurden im C-Terminus viele Anderungen
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vorgenommen, was mit dem Computerprogramm WHAT IF® nicht mdglich war. Aus diesem
Grund musste der C-Terminus frei mit Hilfe eines weiteren Computerprogramms modelliert
werden (Modeller von Andre Sali®). Dieses Programm ermdglicht ein sehr freies
Modellieren, da man hier die strukturellen Einheiten und weitere Faktoren wie das Kniipfen
von Disulfidbriicken festlegen kann. Somit ist das E™-Modell des C-Terminus sehr
spekulativ. Eine Bewertung der C-terminalen Proteinstruktur ergab zwar, dass die Struktur
theoretisch vorliegen kdnnte, aber dennoch insbesondere im Vergleich zum N-Terminus sehr
vage ist. Aus diesem Grund kann eine funktionelle Kongruenz nahezu ausgeschlossen
werden, zumal die katalytischen Aminosduren der Protease ® in der E™ Sequenz nicht
enthalten sind. Das Zusammenfiigen des RNase Rh-artigen N-Terminus und des Protease-
artigen C-Terminus zu einer Chimire sowie Verfeinerungen erfolgten erneut in dem
Computerprogramm WHAT IF®, bevor die Qualitit des gesamten Modells durch das
Anfertigen eines Ramachandran Blotes, durch Energieminimierungen und durch

Molekulardynamikstimulationen bewertet wurde (Abb. 19).

N-Terminus

C-Terminus

Abb. 19: chimdiires Modell von E™ (,, Rasmol“-Darstellung)
Die N-terminalen blau unterlegten 103 Aminosduren sind auf Basis der RNase Rh und die C-
terminalen 124 Aminoséuren- rot geférbt- sind auf Basis der Protease ® entworfen worden. Die im N-
terminalen Bereich lokalisierten katalytisch aktiven Histidine sind gelb dargestellt.
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Zur besseren Vergleichsmoglichkeit sind in Abbildung 20 die Kristallstrukturen der RNase
Rh und das Modell der RNase E™ gegeniibergestellt.

RNase Rh RNase E™

Abb. 20: Gegeniiberstellung der Kristallstruktur von RNase Rh und des Modells von RNase E™

Sowohl in der Kristallstruktur der RNase Rh (in der gewahlten Darstellung auf der linken Seite) als
auch im Modell von E™ (rechte Seite) sind B-Faltblitter gelb und a-Helices rot markiert. Aufféllige
Charakteristika beider Proteine sind das zentral gelegene antiparallele B-Faltblatt und die in dieser
Darstellung im Hintergrund lokalisierte a-Helix, die den N-terminalen Bereich mit dem C-terminalen
Bereich verbindet. Sie ist im Modell von E™ unterbrochen. Der Aufbau des N-terminal lokalisierten
aktiven Zentrums ist in beiden Strukturen nahezu identisch; die katalytisch aktiven Histidine sind blau.
Strukturelle Unterschiede zu RNase Rh sind vor allem im C-terminalen Bereich von E™ vorhanden, da
dieser Bereich auf einer anderen Proteinstruktur (Protease m) basiert.

Wihrend in RNase Rh 6 a-Helices und 7 B-Faltblétter vorhanden sind, enthdlt RNase E™ 7
o-Helices (al: 47-54 aa; a2: 58-62 aa; a3: 68-78 aa; a4: 93-103 aa; af: 108-112 aa; ab:
121-130 aa; a7: 214-216 aa) und ebenfalls 7 B-Faltblatter (£I: 11-17 aa; f2: 28-34 aa; f3:
133-137 aa; f4: 159-163 aa; f5: 165-168 aa; £6: 177-182 aa; £7: 197-200 aa). Dominant in
beiden Proteinen (Kristallstruktur der RNase Rh und Modell von E™) ist das zentral gelegene
antiparallele B-Faltblatt (81 £2; 5 und 86 von E™) und die lange a-Helix (in der gewihlten
Darstellung im Hintergrund), welche die N-terminale Hélfte mit der C-terminalen Hilfte
verbindet. Die lange a-Helix ist im Modell der Ribonuklease E™ unterbrochen (a4 und a5).
Das Modell gestattet E™ im N-terminalen Bereich trotz der geringen Sequenzhomologie eine
zur RNase Rh nahezu identische Faltung einzunehmen. Insbesondere kann die Position der
jeweils katalytisch aktiven Histidine (in Abbildung 19 und 20 blau dargestellt) in beiden

Strukturen iibereinandergelegt werden. Die Struktur der C-terminalen 124 Aminosduren

108



Ergebnisse

unterscheidet sich natiirlich von der Struktur der RNase Rh, da diese Aminosduren anhand
der Kristallstruktur der Protease » modelliert worden sind.

Das Vorkommen von vier Disulfidbriicken innerhalb des Modells von E™ entspricht der fiir
Ribonukleasen der T2 Familie beschriebenen Anzahl (Ubersichtsartikel Irie, 2001).
Innerhalb des Modells der Ribonuklease E™ werden Disulfidbriicken zwischen Cys38-
Cys82, Cys68-Cys69, Cys110-Cys114 und Cys138-Cys155 gebildet.

3.2.3 Experimentelle Bestimmung der minimalen Ribonukleasedomiine

Das vorgestellte Modell von E™ basiert auf der Annahme, dass die N-terminale Hilfte der
Peptidkette, welche die enzymatische Aktivitit enthélt, eine eigenstindige Doméne bilden
kann. Durch die Auswirkung einer fortschreitenden C-terminalen Verkiirzung des E™ sollte
untersucht werden, ob tatsdchlich eine isolierte, ribonukleolyisch aktive N-terminale Doméne
existiert.

Da fiir diese Untersuchungen zunichst die RNase-Aktivitit qualitativ erfasst werden sollte,
wurden die E™-Deletionsmutanten in einem Plasmid erzeugt, das die transiente Expression in
Sdugerzellen erlaubte. Von grolem Vorteil war, dass auf die aufwendige Erzeugung von
rekombinanten Bakuloviren verzichtet werden konnte. Das Plasmid enthilt zwei Promotoren,
zum einen den hEF Promotor (humaner Elongationsfaktor) und einen prokaryonten T7
Promotor. Eine Besonderheit bei der Konstruktion der Expressionsplasmide war die
Verwendung der IgG k-Signalsequenz anstelle der authentischen Signalsequenz des E™.
Hierdurch wird eine effektive Translokation ins Endoplasmatische Retikulum (ER)
gewihrleistet. Zusdtzlich wurde der N-Terminus des E™ mit einer Oktapeptidsequenz
(DYKDDDDK, sog. FLAG-Tag) versehen, die als Epitop von kommerziell erhiltlichen
Antikorpern (mAk M2) erkannt wird (Abb. 21). Der FLAG-Tag wurde N-terminal eingefiigt,
um in jedem Fall das C-terminal verkiirzte E™-Protein identifizieren zu konnen. Aus
Vorversuchen war bekannt, dass der iiblicherweise eingesetzte monoklonale Antikdrper gegen
das E™ (mAk 24/16) im C-terminalen Bereich des Proteins bindet. Nach C-terminaler
Verkiirzung wire eine Expressionskontrolle der E™-Deletionsmutanten mit Hilfe des mAk

24/16 nicht moglich.
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Hind 11| hE£-P | T7-P | IgG k- SS | FLAG | Ems 100[120]140]160 180|200 210 [227 | BamH I

E™s_Deletionsmutanten

Abb. 21: schematische Darstellung der E™-Deletionsmutanten
Auf Basis des p494 wurden C-terminale Verkiirzungen des E™ vorgenommen, die anschlieBend in den
Plasmidvektor p385 kloniert wurden. ,,Downstream™ der Promotersequenzen fiir den humanen
Elongationsfaktor (hEF-P) und die T7 RNA-Polymerase (T7-P) ist die IgG k-Signalsequenz (IgG k-SS)
fiir die Translokation in das Endoplasmatische Retikulum, das FLAG-Peptid (Expressionskontrolle) und
das jeweils verkiirzte E™ lokalisiert. Die Zahl im E™ gibt die N-terminal vorhandene Anzahl an
Aminosiuren wieder.

Zunichst wurde die fiir E™ kodierende Sequenz (227 Kodons) im p494, in welchem das
authentische Schweinepest E™ in einem Plasmidvektor (p385) vorliegt, durch eine PCR
Mutagenese jeweils um zehn bis zwanzig Kodons am C-Terminus verkiirzt. Wéhrend ein
Oligonukleotid als Plusstrangprimer an einen Sequenzabschnitt 5° von der hEF-
Promoterregion bindet, ist das zweite Oligonukleotid als Minusstrangprimer zu einem C-
terminalen E™-Sequenzabschnitt komplementér, so dass insgesamt sieben Verkiirzungen
vorgenommen wurden. Zur einfachen Klonierung in den Plasmidvektor p385 enthielt das 5'-
Ende des Plusstrangprimers die Erkennungssequenz fiir die Restriktionsendonuklease Hind
I (AAGCTT) und das 5-Ende der sieben Minusstrangprimer die Sequenz fiir BamH I
(GGATCC). Die erzeugten E™-Deletionsmutanten (E™ 210, E™ 200, E™ 180, E™ 160, E™
140, E™ 120 und E™ 100) unterschieden sich jeweils um 10 bzw. 20 Aminosiuren, wobei
die Zahl der E™-Deletionsmutante die Anzahl an N-terminal enthaltenen Aminosduren
angibt. In allen sieben E™-Deletionsmutanten sind die Aminosduren, die am Aufbau des
aktiven Zentrums beteiligt sind, enthalten.

Fiir die transiente Expression in BHK 21-Zellen wurde jeweils 1ug DNA der Konstrukte mit
Hilfe eines kationischen Transfektionsreagenzes (Superfect) in 2x 10° BHK 21-Zellen
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen auf die Expression der
gewiinschten Genprodukte durch immunhistochemischen Nachweis mit dem mAk 24/16 und
dem mAk M2 dberpriift. Wahrend der mAk 24/16 nur den Expressionsnachweis der
Konstrukte E™ 210, 200, 180 und 160 erlaubte, ergab der mAk M2 nach Transfektion aller 7
Konstrukte ein positives Signal. Die exprimierten E™-Molekiile wurden auch durch

Immunoblot-Analyse unter Verwendung des mAk 24/16 bzw. des mAk M2 untersucht. Dazu
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erfolgte erneut die Transfektion der Expressionsplasmide in BHK 21-Zellen. Die BHK 21-
Zellen wurden 72 h nach Transfektion lysiert (Abb. 22).

mAk M2 (a-FLAG) mAk 24/16 (a-E™)
NK Ems Ems Ems Ems FEms Ems Ems PK NK Ems Erms Erns Ems Ems Erms Erns
210 200 180 160 140__120 100 210200 180 160 140 120100
2 : - 22
68 : 68
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Abb. 22: Immunoblot-Analyse der E™ -Deletionsmutanten zum Nachweis der Proteinexpression im
Lysat von transfizierten BHK 21-Zellen
15 pl Lysat der E™-Deletionsmutanten sowie der Kontrollen von transfizierten BHK 21-Zellen wurden
in einem SDS-PAGE (10 % Laemmligel, 5 % B-Mercaptoethanol) elektrophoretisch aufgetrennt und
durch Immunoblot mit dem mAk 24/16 (a-E™) bzw. dem mAk M2 (a-FLAG) erfasst. Das Epitop des
mAk 24/16 ist C-terminal lokalisiert (<aa 140).
NK= Lysat von nicht transfizierten BHK 21-Zellen als Negativkontrolle; PK= wildtyp E™ als
Positivkontrolle

In der Immunoblot-Analyse erkennt der mAk 24/16 E™-Deletionsmutanten, die um bis zu 87
C-terminale Aminosduren verkiirzt sind. Der mAk M2 erkennt auch noch die
Deletionsmutante, die um 127 C-terminale Aminosduren verkiirzt ist (E™ 100). Die
Abnahme des apparenten Molekulargewichtes verlduft ab E™ 160 nicht mehr linear, da
neben der Verkiirzung der Peptidkette auch N-Glykosylierungsstellen wegfallen. So ist in der
Deletionsmutante E™ 160 eine N-Glykosylierungsstelle am C-Terminus lokalisiert (aa 158)
und wird somit wahrscheinlich nicht mehr glykosyliert. In der Aminosduresequenz der
Deletionsmutante E™ 140 sind nur sieben der neun N-Glykosylierungsstellen kodiert,
weshalb diese Mutante ein nochmals verringertes Molekulargewicht aufweist. Eine starke
Hintergrundbande wird in der Lokalisation der C-Deletionsmutante E™ 120 durch den mAk
M2 erkannt, so dass die Expression dieser Mutante nicht direkt in der Immunoblot-Analyse
ersichtlich ist. Allerdings ist der mit dem mAk M2 durchgefiihrte immunhistochemische
Nachweis in den mit dem E™ 120 Konstrukt transfizierten Zellen positiv, so dass davon
auszugehen war, dass die Expression des E™ 120 erfolgte. In dem Konstrukt E™ 100 werden
wahrscheinlich zwei weitere N-Glykosylierungsstellen nicht mehr glykosyliert (aa 100, aa

95). Sowohl in der Immunoblot-Analyse als auch im immunhistochemischen Nachweis
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wurde E™ als Positivkontrolle verwendet, wihrend nicht transfizierte Zellen als
Negativkontrolle dienten.

Das durch Behandlung der Zellen mit 1% Triton X-100 bei 4 °C gewonnene und durch
Zentrifugation von Unloslichem befreite Lysat wurde ohne weitergehende Aufreinigung fiir
den Degradationstest verwendet (,,RNase-Assay*). Die Bestimmung der E™ Konzentrationen
erfolgte zuvor im Immunoblot. Es wurden 15-20 ul Lysat mit [*°P] markiertem Substrat
gemischt und fiir 7,5 bzw. 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um die Inkubationsbedingungen
konstant zu halten, wurden die Reaktionsbedingungen auf 40 mM Tris-Acetat, 0,5 mM
EDTA, pH 6,0 angepasst. Die Reaktionsansidtze wurden anschlieBend in einem
denaturierenden PAA-Gel (8 %) aufgetrennt. Als Negativkontrolle erfolgte sowohl die
Inkubation von Lysat einer inaktiven E™-Mutante als auch die Inkubation von Lysat nicht
transfizierter BHK 21-Zellen mit **P-o-[UTP] markiertem Sub-CpU. Wihrend Lysat von mit
E™ transfizierten BHK 21-Zellen zum Erhalt der Positivkontrolle diente, erfolgte zum
Nachweis kontaminierender Ribonukleasen im Reaktionspuffer die Inkubation von 20 pl

Reaktionspuffer mit Substrat (Abb. 23).

NK K PK Erms Erms Erms Erms Ems Erms Erms Sub_Cp U
210 200 180 160 140 120 100 *P-a-[UTP]
a b a b b a b a b a b a b a b a b a b a '

ST TRREE T LON  B

a= 7,5 min Inkubation
b= 15 min Inkubation

ADbb. 23: Bestimmung der minimalen Ribonuklease

15 ul Lysat von mit E™-Deletionsmutanten bzw. der Kontrollen transfizierten BHK 21-Zellen wurde
mit [**P] markiertem Sub-CpU inkubiert. Nach 7,5 bzw. 15 miniitiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die
Auftrennung der Reaktionsansdtze in einem denaturierenden PAA-Gel (8 %). Auf der
Autoradiographie sind in allen Ansdtzen Spaltprodukte unterschiedlicher GroBe vorhanden. Aktive
E™-Deletionsmutanten zeichnen sich durch das Vorkommen kleiner Spaltprodukte aus, da diese
Fragmente zwar nach Inkubation mit E™ (Positivkontrolle), aber nicht nach Inkubation mit den
Negativkontrollen vorhanden sind («).

NK= Negativkontrolle (His;pA); K= Kontrolle (Lysat von BHK 21-Zellen); PK= Positivkontrolle
(El’ﬂS)
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Nach elektrophoretischer Auftrennung waren in jedem Zelllysat-Ansatz Spaltprodukte
detektierbar. Auch bei den Negativkontrollen war innerhalb von 15 Minuten ein nahezu
vollstdndiger Abbau von Sub-CpU zu beobachten, was auf die Anwesenheit zelluldrer
Ribonukleasen im Lysat zuriickzufiihren ist. Allerdings konnte anhand des unterschiedlichen
Spaltungsmusters zwischen der Aktivitit von E™ und den endogene RNasen unterschieden
werden. Wiahrend nach Inkubation von BHK 21-Zelllysat bzw. von Lysat einer inaktiven
E™-Mutante das Substrat in 3-4 groBere Fragmente gespalten wurde, waren nach Inkubation
mit E™-haltigem Zelllysat zusétzlich kleinere Spaltprodukte nachweisbar. Das Vorkommen
dieser kleinen Spaltprodukte wurde als Indikator fiir die RNase-Aktivitit der E™-
Deletionsmutanten gewertet und erlaubte die Klassifizierung der Deletionsmutanten als
,,aktive oder ,inaktiv. Die kiirzeste Form des E™, die noch schwache RNase-Aktivitit
besitzt, war die Mutante E™ 140. Bei E™ 120 konnten keine Spaltprodukte mehr
nachgewiesen werden. Eine quantitative Bewertung der Enzymaktivitét erfolgte nicht, da die
eingesetzte Enzymkonzentration der transient exprimierten E™-Deletionsmutanten lediglich
anhand der Immunoblot-Analyse abgeschdtzt wurde. Die Ergebnisse unterstiitzen die auf
dem E™-Modell basierende Hypothese, nach der die N-terminale Hilfte des E™ eine
eigenstdndige Doméne bilden kann. Die fiir die Ausbildung eines aktiven Emzyms essentielle
Peptidkette schlieBt Aminosdure 140 mit ein. Das bedeutet, dass fast 40 % der Peptidkette
(87/227) nicht fiir die RNase-Aktivitit notwendig sind.

3.3 Deletion von N-Glykosylierungsstellen

E™ besitzt von allen pestiviralen Glykoproteinen die hochste Zahl an N-
Glykosylierungsstellen. Das E™ von KSPV enthilt 9 potentielle Konsensussequenzen (Asn—
X—Ser/Thr) und mindestens 50 % des apparenten Molekulargewichts (48 kDa, intrazelluléres
Protein; 50-60 kDa, extrazelluldr) werden durch N-glykosidisch gebundene Kohlehydrate
gebildet. Im Unterschied zu E™ sind die meisten Ribonukleasen der T2 RNase Familie nicht
(RNase Rh von Rhizopus niveus) oder nur gering N-glykosyliert (S3-RNase von Pyrus
pyrifolia).

Die Bedeutung der extensiven N-Glykosylierung fiir die biologischen Eigenschaften des E™
ist unbekannt. Mit Hilfe des Degradationstests sollte hier untersucht werden, ob N-
Glykosylierung Einfluss auf die Enzymaktivitdt von E™ hat. Hinweise fiir eine wichtige

Rolle der N-glykosidisch gebunden Zuckerketten kamen von vorldufigen Experimenten, in
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denen E™ in prokaryonten Zellen (E. coli) exprimiert wurde, da in E. coli keine N-
Glykosylierung erfolgt. Auf diese Weise erzeugtes E™ zeigte keinerlei RNase-Aktivitit.

Da der ,,RNase-Assay*” die Bestimmung der Enzymaktivitit im Zelllysat nach transienter
Expression von E™ erméglichte, bot er sich auch fiir die weitere Charakterisierung der E™-
Enzymaktivitit an. Zunichst sollte die Auswirkung von N-Glykosylierung auf die

Enzymaktivitit untersucht werden.

3.3.1 Einfluss von N-Glykosylierung auf die Ribonukleasefunktion

Bei allen Pestiviren ist E™ stark glykosyliert, jedoch unterscheiden sich die Zahl und
Positionen der Anheftungsstellen fiir die N-Glykane. Wéhrend im E™ von KSPV Alfort neun
N-Glykosylierungsstellen (NGS) aufzufinden sind, besitzt KSPV Brescia nur 7. Die meisten
BVDYV Stimme haben ebenfalls 7 N-Glykosylierungsstellen, BDV dagegen kodiert meist fiir
8 Asn-X-Ser/Thr Sequenzmotive. Ein Vergleich von 52 E™-Sequenzen verschiedener
Pestiviren ergab, dass die Positionen von drei N-Glykosylierungsstellen (NGS 1, 3 und 5) bei
allen Pestiviren erhalten sind. Dariiberhinaus sind bei KSPV NGS 2, 6 und 8 zu 96,4 %
(27/28) und NGS 9 zu 92,8 % (26/28) vorhanden. Dagegen kommen die NGS 4 (53 %) und
NGS 7 (32 %) unregelmiBig vor. Bei BVDV sind neben den NGS 1, 3 und 5 als weitere N-
Glykosylierungsstellen die NGS 4, 6 und 7 immer vertreten (18/18), wihrend NGS 8 nur bei
16/18 BVDV Sequenzen vorkommt. Interessanterweise treten NGS 2 und 9 bei BVDV
iiberhaupt nicht in Erscheinung (Abb. 24).
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KSPV Brescia

10 20 30 40 50

ENITOQWNLSDNGTNGIQHAMYLRGVSRSLHGIWPEKICKGVPTYLATDTE

KSPV Alfort ENITOWNLSDNGTNGIQRAMYLRGVNRSLHGIWPEKICKGVPTHLATDTE
KSPV Iffa ENITOWNLSDNGTNGIQHAMYLRGVNRSLHGIWPGKICKGVPTHLATDVE
BVDVNADL ENITQWNLQODNGTEGIQRAMFQRGVNRSLHGIWPEKICTGVPSHLATDIE
BVDV Oregon  ENTTQWNLODNGTEGIQRAMFKRGVNRSLHGIWPEKICTGVPSHLATDVE
BDV x-818 ENVTOQWNLSDNGTTGIQLLMFOQRGVNRSLHGIWPEKICTGVPTHLATDAE

KSPV Brescia

60 70 80 90 100

LKEIQGMMDASEGTNYTCCKLORHEWNKHGWCNWYNIDPWIQLMNRTQAN

KSPV Alfort  LKEIRGMMDASERTNYTCCRLQRHEWNKHGWCNWYNIDPWIQLMNRTQTN
KSPV Iffa LKEIQGMMDASEGTNYTCCKLQRHEWNKHGWCNWHY IDPWIQLMNRTQAD
BVDVNADL [ KTIHGMMDASEKTNYTCCRLORHEWNKHGWCNWYNIEPWILVMNRTQAN
gggzgggm— LKTTHGMMDASEKTNYTCCRLORHEWNKHGWCNWYNIEPWILIMNRTQAN

KSPV Brescia

LKGIQGMMDASEKTNYTCCRLORHEWNKYGWCNWYNINPWIWLMNKTQAN
110 120 130 140 150

LAEGPPAKECAVTCRYDKNADINVVTQARNRPTTLTGCKKGKNESEFAGTV

KSPV Alfort LTEGPPDKECAVTCRYDKNTDVNVVTQARNRPTTLTGCKKGKNFSFAGTV
KSPV Iffa LAEGPPVKECAVTCRYDKDADINVVTQARNRPTTLTGCEKGKNESFAGTV
BVDVNADL 1 TEGQPPRECAVTCRYDRASDLNVVTQARDSPTPLTGCKKGKNFSFAGIL
Eggzgﬁ?“‘ LTEGQPPRECAVTCRYDRDSDLNVVTQARDSPTQLTGCKKGKNFSFAGIL

KSPV Brescia

LTEGPPEKECAVTCREFDKEADINIVTQARDRPTTLTGCKKGKKESFAGMI
160 170 180 190 200

IEGPCNENVSVEDILYGDHECGSLLODTALYLVDGMTNTIENARQGAARV

KSPV Alfort IEGPCNEFNVSVEDILYGDHECGSLLODTALYLLDGMTNTIENARQGAARV

KSPV Iffa IESPCNENVSVEDTLYGDHERGSLLODAALYLVDGMTNTIENARQGAARV

BVDVNADL  MRGPCNFEIAASDVLFKEHERISMFODTTLYLVDGLTNSLEGARQGTAKL

ggngg?wn MRGPCNFEIAASDVLYKEHDCTGMFQDTAHYLVDGMTNSLESARQGTAKL
X_

KSPV Brescia

IEGPCNENVSVEDILFGDNECSSLEFODTALYVVDGVTNTVENARQGAAKL

210 220

TSWLGRQLSTAGKRLEGRSKTWEFGAYA

KSPV Alfort TSWLGRQLSTAGKKLERRSKTWEFGAYA
KSPV Iffa TSWLGRQLSTAGKRLEGRSKTWEFGAYA
BVDV NADL TTWLGKQLGILGKKLENKSKTWEFGAYA
BVDV Oregon  TTWLGKQLGRLGKKLENKSKTWFGAYA
BDV x-818 TSWLGKQLGIMGKKLEHKSKTWEGANA

Abb. 24: Sequenzvergleich der Aminosdiuren von drei KSPV, zwei BVDV und ein BDV E™
In allen bisher sequenzierten Pestiviren sind konservierte N-Glykosylierungsstellen (NGS 1, 3 und 5)
gelb hervorgehoben, wihrend nicht konservierte durch griine Boxen gekennzeichnet sind. Die sechste
N-Glykosylierungsstelle ist ebenfalls als konserviert markiert, da sie nur bei einem KSPV Isolat nicht
vorhanden ist.

Zur Deletion der N-Glykosylierungsstellen wurde jeweils das Asparagin der N-
Glykosylierungsstelle (NXT oder NxS) mit Hilfe der ,,QuikChange*“-Methode zu Glutamin
mutiert. Glutamin ist lediglich um eine CH,-Gruppe groBer als Asparagin; es wird aber nicht
als Substrat fiir die N-Glykosylierung verwendet. Ausgangsklon fiir die Anwendung der
»QuikChange*-Methode war der schon vorhandene Klon p493, in welchem das authentische

Schweinepest E™ in einem Plasmidvektor (p385) vorliegt.
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Zunichst wurde jeweils eine der 9 N-Glykosylierungsstelle im Klon p493 deletiert, und die
Mutation von Asparagin nach Glutamin fiir jede mutierte N-Glykosylierungsstelle durch
Sequenzierung tberpriift. Da NGS 2 und 3 nur durch drei Aminosduren getrennt sind,

wurden diese N-Glykosylierungsstellen neben der Einfachdeletion auch zusammen deletiert

(Tab. 6a).

Klon deletierte N-
Glykosylierungsstelle (A NGS)
Asn [AAC]— GiIn [CAA]

pyh 1 ANGS 1

pyh 2 ANGS 2/3

pyh 3 ANGS 3

pyh 4 ANGS 2

pyh 5 ANGS 4

pyh 6 ANGS 5

pyh 7 ANGS 6

pyh 8 ANGS 7

pyh 9 ANGS 8
pyh 10 ANGS 9

Tab. 6a: Mutanten mit einer deletierten N-Glykosylierungsstelle
Zur Deletion der N-Glykosylierungsstellen wurde im p493, in dem das KSPV E™ im
Plasmidvektor p385 vorliegt, das entsprechende Asparagin zu Glutamin mutiert.
Deletierte N-Glykosylierungsstellen (A NGS ...) sind aufgefiihrt.

Anschlielend erfolgte die DNA-Transfektion der durch Sequenzierung bestdtigten Klone in
BHK 21-Zellen. Drei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen in 1 % Triton X-100
Losung lysiert. Die ribonukleolytische Aktivitit der E™-Mutanten konnte erneut direkt im
Lysat mittels ,,RNase-Assay* bestimmt werden. Im Gegensatz zu den E™-Deletionsmutanten
war es jedoch moglich, die Proteinmenge im Zelllysat durch einen Sandwich-ELISA unter
Verwendung des mAk 24/16 als Fanger- und Detektionsantikdrper zu bestimmen, weil das
C-terminal lokalisierte Epitop bei allen E™-Mutanten exprimiert wird. Da im Sandwich-
ELISA der mAk 24/16 sowohl als Fanger- als auch als Detektionsantikérper verwendet wird,
muss E™ zwei Epitope aufweisen, was nur iiber die Bildung von Dimeren moglich ist. Die
Ausbildung von Dimeren wird durch die Deletion von N-Glykosylierungsstellen im
Gegensatz zur C-terminalen Verkiirzung nicht beeinflusst. Zur Bestimmung der
Proteinmenge im ELISA wurde ein im Bakulovirussystem exprimiertes und aufgereinigtes
wt E™ definierter Konzentration als Referenzwert verwendet.

Um die Proteinbanden der unterschiedlich stark glykosylierten E™-Mutanten im Zelllysat

vergleichen zu konnen, erfolgte eine Immunoblot-Analyse mit dem mAk 24/16. Um gleiche
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Enzymkonzentrationen zu bekommen, wurde das Volumen an Zelllysat entsprechend der
zuvor im Sandwich-ELISA bestimmten Proteinkonzentration eingestellt.

Zur Aktivititsbestimmung wurden 1x 10° cpm **P-a-[UTP] markiertes Sub-GpU fiir 30 bzw.
60 Minuten mit den E™-Mutanten bei 37 °C inkubiert und die Reaktionsansitze in
denaturierenden PAA-Gelen (8 %) aufgetrennt. Die Verwendung definierter Proteinmengen
(50 ng) erlaubte eine quantitative Aktivititsbestimmung. Die unterschiedlich starke
Expression der Mutanten wurde durch die Menge des eingesetzten Lysats ausgeglichen (15-
20 ul). Um die Reaktionsbedingungen konstant zu halten, wurde jeweils die gleiche Menge
an Reaktionspuffer zugegeben, so dass das Endvolumen variierte (Abb. 25). Als
Negativkontrolle diente sowohl Zelllysat einer durch Deletion von Histidin 30 inaktiven E™-
Mutante als auch Zelllysat von untransfizierten BHK 21-Zellen. Als Positivkontrolle erfolgte
die Inkubation von E™ haltigem Zelllysat (wildtyp= p493) mit der gleichen Substratmenge.

Alle Messreihen wurden dreifach wiederholt.
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Sub-GpU
32P-q-[UTP|
SP I ,‘ ' “ “ .e

SP II ..“'

SP1 'f L '

w
- .

Abb. 25: RNase-Assay der E™ -Mutanten (a= 30 min Inkubation, b= 60 min Inkubation)
Im RNase-Assay wurden 15-20 pl Lysat der E™-Mutanten transfizierter BHK 21-Zellen mit 1x 10°
cpm Sub-GpU inkubiert. Nach 30 bzw. 60 miniitiger Inkubation bei 37 °C erfolgte die Auftrennung der
Reaktionsansdtze in einem denaturierenden PAA-Gel (8 %). Auf dem Autoradiogramm sind in allen
Ansitzen Spaltprodukte unterschiedlicher GroBe vorhanden (SP I bzw. SP I und SP II). Aktive E™-
Mutanten zeichnen sich durch das Vorkommen kleiner Spaltprodukte aus (SP II), da diese Fragmente
zwar nach Inkubation mit E™ (PK), aber nicht nach Inkubation mit den Negativkontrollen (NK und K)
vorhanden sind.
1b= 60 min Wert der RNA mit Reaktionspuffer inkubiert
2=pyh 2 (ANGS 2/3); 3= pyh 5 (A NGS 4); 4= pyh 6 (A NGS 5); 5= pyh 7 (A NGS 6);
6=pyh 8 (ANGS 7); 7=pyh 9 (A NGS 8); 8= pyh 10 (A NGS 9);
NK= Zelllysat von inaktiven E™ (A Hisz); PK= Zelllysat von wt E™, K= BHK 21-Zelllysat
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Bei allen NGS-Mutanten war ein Abbau des eingesetzten Substrates zu verzeichnen. Da
zelluldre Ribonukleasen das Substrat abbauen (SP I in Abb. 25), wurden die kleineren E™-
spezifischen Spaltprodukte (SP II) zur Aktivititsbestimmung herangezogen. Um die Hohe
der Enzymaktivitit ermitteln zu konnen, wurde die Radioaktivitit von nicht gespaltener
RNA, unspezifischen Spaltprodukten (SP I) und E™-spezifischen kleineren Spaltprodukten
(SP II) im ,,Phosphorimager* erfasst, und der prozentuale Anteil der E™-spezifischen
Spaltprodukte (SP II) an der gesamten Spaltung (SP I + SP II) ermittelt. Um alle E™-
Mutanten besser vergleichen zu kénnen, wurde die Ribonukleaseaktivitit des Wildtyp E™ als

100 % angenommen und die Aktivititen der E™-Mutanten angeglichen (Abb. 26).

pyh  pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh PK NK K
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Mutanten

Abb. 26: Ribonukleaseaktivitiit der A NGS E"-Einfachmutanten
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Messreihen.
pyh 1= A NGS 1; pyh 2= A NGS 2/3; pyh 3= A NGS 3; pyh 4= A NGS 2; pyh 5= ANGS 4;
pyh 6= A NGS 5; pyh 7= A NGS 6; pyh 8= A NGS 7; pyh 9= A NGS 8; pyh 10= A NGS 9;
PK= Positivkontrolle: wildtyp E™; NK= Negativkontrolle: His;oA; K= Kontrolle: BHK 21-Zelllysat

Die Eliminierung einzelner N-Glykosylierungsstellen hatte kaum Auswirkung auf die
Ribonukleaseaktivitit. Um auszuschlieBen, dass das Fehlen einzelner NGS’ durch andere
NGS’ funktionell komplementiert werden kann, wurden weitere N-Glykosylierungsstellen
entfernt. Auf der Grundlage der bestehenden NGS A Plasmide wurden erneut mit der
,»QuikChange*“-Methode weitere Asn—Gln Substitutionen durchgefiihrt. Hierdurch wurden 7
Doppel- und 5 Dreifachmutanten erzeugt (Tab. 6b), deren ribonukleolytische Aktivitidt im
»RNase-Assay* bestimmt wurde (Abb. 27).
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Klon deletierte N-
Glykosylierungsstelle (A NGS)
Asn [AAC]— Gin [CAA]
pyh 11 ANGS 8/9
pyh 12 ANGS 5/6
pyh 13 ANGS 6/7
pyh 14 ANGS 4/5
pyh 15 ANGS 5/7
pyh 16 ANGS 4/7
pyh 17 ANGS 1/4
pyh 18 ANGS 1/2/3
pyh 19 ANGS 2/3/4
pyh 20 ANGS 1/8/9
pyh 21 ANGS 5/8/9
pyh 22 A NGS 6/8/9

Tab. 6b: Doppel- und Dreifachmutanten des E™
Die deletierten N-Glykosylierungsstellen sind aufgefiihrt.

120 %

100 %

80 % A

60 % A

40 % 4

20 % +

0% -

pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh PK NK
i1 12 i3 14 15 6 17 18 19 20 21 22

Mutanten

Abb. 27: Ribonukleaseaktivitiit der A NGS E™ Doppel- und Dreifachmutanten
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Messreihen.
pyh 11= A NGS 8/9; pyh 12= A NGS 5/6; pyh 13= A NGS 6/7; pyh 14= A NGS 4/5;

pyh 15= A NGS 5/7; pyh 16= A NGS 4/7; pyh 17= A NGS 1/4; pyh 18= A NGS 1/2/3;
pyh 19= A NGS 2/3/4; pyh 20= A NGS 1/8/9; pyh 21= A NGS 5/8/9; pyh 22= A NGS 6/8/9;
PK= Positivkontrolle: wt E™; NK= Negativkontrolle: His;oA; K= Kontrolle: BHK 21-Zelllysat

Die Eliminierung von zwei N-Glykosylierungsstellen hatte bis auf eine Ausnahme nur geringe
Auswirkung auf die RNase-Aktivitdit. Wéhrend die Deletion von zwei N-
Glykosylierungsstellen im allgemeinen zu einem Aktivititsverlust von bis zu 20 % fiihrte, war
eine E™-Mutante mit A NGS 5 und 6 (pyh 12) nur noch zu ca. 50 % aktiv.

Interessanterweise lagen die Enzymaktivititen fiir nahezu alle Dreifachdeletionsmutanten im

Bereich von ~60 % bis ~85 %. Eine Ausnahme stellte die E™-Mutante A NGS 1, 2 und 3
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(pyh 18) dar. Diese Mutante war nur noch zu ~42,5 % aktiv. Hingegen wies die E™-Mutante
A NGS 2, 3 und 4 (pyh 19) noch eine Aktivitit von 65 % auf. Offensichtlich waren die N-
Glykosylierungsstellen 1, 2, 3 sowie 5 und 6 fiir die ribonukleolytische Aktivitdt wichtig.

Da alle generierten Mutanten noch RNase-Aktivitit aufwiesen, wurden weitere N-
Glykosylierungsstellen entfernt. Bei einigen Mutanten war es mdglich, die gewlinschte
Deletion der N-Glykosylierungsstellen (A NGS 8/9) durch Chimérenbildung mit schon
vorhandenen E™-Mutanten zu erzeugen. Die Klonierung konnte unter Verwendung einer
,,singuldren Sda I Schnittstelle im E™ (~aa 114) vorgenommen werden, da die N-terminalen
sechs N-Glykosylierungsstellen ,,stromaufwiérts der ,singuldren® Sda I Schnittstelle
lokalisiert sind. Andere mussten mit ,,QuikChange* erzeugt werden. Insgesamt wurden
weitere 15 Mutanten, sowie ein vollstindig NGS freies E™, erzeugt (Tab. 6¢) und nach
Transfektion in BHK 21-Zellen im ,,RNase-Assay‘ untersucht. Hierbei zeigten sich deutliche
Unterschiede (Abb. 28). Wihrend ein vollstindig N-deglykosyliertes E™ (pyh 38) inaktiv
war, wiesen einige Mehrfachmutanten iiberraschenderweise noch Enzymaktivititen von ca.
70-80 % der Wildtypaktivitdt auf. Hierzu zdhlten ANGS E™ Mehrfachmutanten, die
mindestens NGS 1 und 5 enthalten (pyh 23= NGS 1/4/5/6/7; pyh 25= NGS 1-5; pyh 27=
NGS 1/5/6/7; pyh 32= NGS 1/2/5; pyh 34= NGS 1/5). Falls anstelle von NGS 1 die NGS 2
und 3 in Verbindung mit NGS 5 (pyh 28) vorkommen, konnte ebenfalls noch eine
Enzymaktivitit von ca. 60 % detektiert werden. Nahezu inaktiv (~38 % bzw. ~45 %) waren

E™-Mutanten, wenn nur NGS 2 und 3 (pyh 30) bzw. NGS 1 und 2 (pyh 33) erhalten waren.
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Klon deletierte N-Glykosylierungsstelle (A NGS)

Asn [AAC] - GiIn [CAA]

pyh 23 A NGS 2/3/8/9

pyh 24 ANGS 5/6/8/9

pyh 25 A NGS 6/7/8/9

pyh 26 ANGS 4/5/8/9

pyh 27 A NGS 2/3/4/8/9

pyh 28 A NGS 1/4/6/7/8/9

pyh 29 ANGS 2/3/4/5/7/8/9

pyh 30 A NGS 1/4/5/7/8/9

pyh 31 ANGS 2/4/6/7/8/9

pyh 32 A NGS 3/4/6/7/8/9

pyh 33 ANGS 3/4/5/6/7/8/9

pyh 34 ANGS 2/3/4/6/7/8/9

pyh 35 ANGS 1/2/4/6/7/8/9

pyh 36 ANGS 1/3/4/6/7/8/9

pyh 37 A NGS 1/2/3/4/6/7/8/9

pyh 38 ANGS 1-9

Tab. 6¢: A NGS E™ Mehrfachmutanten
Liste der 4-8 fachen Mutanten. Auch ein vollstindig NGS freies E™ wurde erzeugt (pyh
33).

120%

100%

80% 1

60% -

40% A

20% A

0% A

pyh pyh pyhpyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh pyh PK NK K
23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Mutanten

Abb. 28: Ribonukleaseaktivitiit der ANGS E™ Mehrfachmutanten und des NGS freien E™
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei Versuchsreihen.
pyh 23= A NGS 2/3/8/9; pyh 24= A NGS 5/6/8/9; pyh 25= A NGS 6/7/8/9; pyh 26= A NGS 4/5/8/9;

pyh 27= ANGS 2/3/4/8/9; pyh 28= A NGS 1/4/6/7/8/9;pyh 29= A NGS 2/3/4/5/7/8/9;

pyh 30= A NGS 1/4/5/7/8/9; pyh 31= A NGS 2/4/6/7/8/9; pyh 32= A NGS 3/4/6/7/8/9;

pyh 33= ANGS 3/4/5/6/7/8/9; pyh 34= A NGS 2/3/4/6/7/8/9;pyh 35= A NGS 1/2/4/6/7/8/9;
pyh 36= A NGS 1/3/4/6/7/8/9; pyh 37= A NGS 1/2/3/4/6/7/8/9; pyh 38= A NGS alle;

PK= Positivkontrolle: wt E™; NK= Negativkontrolle: His;yA; K= Kontrolle: BHK 21-Zelllysat
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine minimale N-Glykosylierung von zwei N-
Glykosylierungsstellen (NGS 1/5) fiir den Erhalt der Ribonukleaseaktivitit essentiell ist. Das
alleinige Vorkommen von NGS 3 (pyh 35), NGS 2 (pyh 36) oder NGS 5 (pyh 37) war nicht

ausreichend, um im ,,RNase-Assay* noch ribonukleolytische Aktivitdt nachweisen zu konnen.

3.3.2 Einfluss von N-Glykosylierung auf das Viruswachstum

Fir die RNase-Aktivitit konnte eine konkrete Anforderung an eine minimale N-
Glykosylierung bestimmt werden. Um zu untersuchen, wie die Anforderungen an die
Glykosylierung beziiglich der Funktion von E™ im Virion sind, mussten N-
Glykosylierungsstellen im KSPV Genom mittels ,,reverser Genetik* deletiert werden. Unter
,reverser Genetik™ wird die Erzeugung spezifischer Mutanten und die nachfolgende Analyse
ihrer entsprechenden Phinotypen verstanden. Da die ,,reverse Genetik* auf nicht-retroviralen
RNA-Viren wie KSPV nicht direkt anwendbar ist, muss zunichst eine sogenannte ,,infektiose
cDNA-Kopie“ fiir die Erzeugung rekombinanter Viren hergestellt werden. Die rekombinanten
Viren enthalten das gesamte virale Genom in Form einer cDNA-Kopie in einem Plasmid.
Ausgehend von einem Bakteriophagen-Promoter (SP6 oder T7) kann in vitro durch
entsprechende Polymerasen die cDNA in eine RNA-Kopie transkribiert werden. Nach
Transfektion der in vitro transkribierten RNA in permissive Zellen wird der virale
Replikationszyklus initiiert. Fiir eine Reihe von Pestiviren sind bereits infektiose cDNA-
Gesamtklone beschrieben (Mendez et al., 1998; Meyers et al., 1996a und 1996b; Moormann
et al., 1996; Ruggli et al., 1996; Vassilev et al., 1997). Um den in vitro Phénotyp von
Virusmutanten untersuchen zu konnen, sollten in dieser Arbeit N-Glykosylierungsstellen im
E™ des infektiosen Gesamtklons p447 deletiert werden.

Da die einfache Umklonierung der bereits erzeugten E™-Mutanten (pyh 1-38) in den
infektiosen Gesamtklon wegen fehlender Restriktionsenzymschnittstellen nicht moglich war,
mussten Mutageneseserien zur Deletion von N-Glykosylierungsstellen erneut durchgefiihrt
werden. Aufgrund der PlasmidgroBe von 14,5 kb war es nicht moglich, die ,,QuikChange*-
Methode direkt mit der vollstindigen cDNA-Kopie von KSPV (p447) durchzufiihren. Aus
diesem Grund wurde die entsprechende Mutation unter Verwendung der schon vorhandenen
Oligonukleotide zuerst auf der kleineren DNA (ca. 7 kb) eines Vorklons (pHCK9), welcher
einen Sequenzabschnitt der cDNA-Kopie eines KSPV enthilt (nt 56-4000), durchgefiihrt.
Innerhalb dieses Sequenzabschnittes im pHCK 9 ist sowohl die komplette DNA-Sequenz von
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E™ als auch die Schnittstellen fiir Restriktionsendonukleasen enthalten. Erneut konnte die
zusitzliche Deletion von NGS 8 und 9 durch Chimédrenbildung iiber die Verwendung der Sda
I Schnittstelle in der E™-Sequenz erfolgen.

Nachdem alle erforderlichen Deletionen von N-Glykosylierungsstellen in Vorklonen mittels
Sequenzierung verifiziert worden waren, erfolgte die Klonierung des mutierten E™ aus dem
Vorklon in den Gesamtklon p447. Da die Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen Xho I
und Bgl II in beiden Klonen nur einmal vorkommen, konnte die E™-Sequenz iiber die
Verwendung dieser Restriktionsendonukleasen jeweils zwischen den Vorklonen und dem
infektiosen Klon ausgetauscht werden. Auf diese Weise wurden zwdlf infektidse

Gesamtklone erzeugt (Tab. 7).

infektiose Klone deletierte N- Vorklone
(Basis cDNA-Kopie Glykosylierungsstelle (Basis pHCK 9)
eines KSPV’s) Asn [AAC]— GIn [CAA]
pyh 51 ANGS 1 pyh 39
pyh 52 ANGS 1/4 pyh 40
pyh 53 ANGS 3/4 pyh 41
pyh 54 ANGS 8/9 pyh 42
pyh 55 ANGS 2/3/4 pyh 43
pyh 56 ANGS 2/3/8/9 pyh 44
pyh 57 ANGS 6/7/8/9 pyh 45
pyh 58 A NGS 1/4/6/7/8/9 pyh 46
pyh 59 ANGS 2/3/4/6/7/8/9 pyh 47
pyh 60 ANGS 1/2/4/6/7/8/9 pyh 48
pyh 61 ANGS 1/3/4/6/7/8/9 pyh 49
pyh 62 ANGS 1-9 pyh 50

Tab. 7: Liste der Vorklone und der infektiosen KSPV mit mutiertem E™
Die N-Glykosylierungsstellen wurden zunédchst im Vorklon pHCK 9 durch ,,QuikChange” Mutagenese
erzeugt und durch Xho I/ Bgl II Spaltung in den infektiosen cDNA Klon p447 eingefiigt.

Zur Erzeugung infektioser RNA Transkripte wurden die Konstrukte durch die
Restriktionsendonuklease Sma I linearisiert. Die Erkennungssequenz fiir die Endonuklease
Sma I (CCCGGQG) existiert nur am 3’-Ende der cDNA, so dass ein definiertes 3"-Ende erzeugt
wurde. Nach der in vitro Transkription mit Sp6 RNA-Polymerase wurde die in vitro
transkribierte RNA aller infektidsen Klone zur Uberpriifung der Funktionalitit jeweils in
empfingliche Sk 6-Zellen mittels Elektroporation transfiziert. Als Positivkontrolle fiir die
Beurteilung des Experimentes wurden ebenfalls in vitro Transkripte des infektidsen
Gesamtklons p447 synthetisiert und transfiziert. Nach der Transfektion beginnt die

transfizierte cRNA eines funktionsfahigen infektiosen Klons mit der Translation und
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Replikation, so dass nach wenigen Stunden virales Antigen in den transfizierten Zellen
nachweisbar ist.

Hierfiir wurde der immunhistochemische Nachweis des Glykoproteins E2 mit Hilfe des mAk
A18 als primdrer Antikorper durchgefiihrt. Alle generierten infektidsen Klone waren nach
Transfektion positiv, d. h. in allen Fillen konnte virales Antigen und somit Replikation der
Konstrukte nachgewiesen werden.

Um spitere Ergebnisse der Virusvermehrung verschiedener Konstrukte direkt vergleichen zu
konnen, wurden Unterschiede der ,spezifischen Infektiositit™ der transkribierten cRNAs
bestimmt (Tab. 8). Als ,,spezifische Infektiositit wird der Transfektionserfolg gemessen, d.
h. die Anzahl antigenpositiver Zellen, bezogen auf die Menge transfizierter cRNA. Der Wert
ist somit ein MaB fiir die Féahigkeit eines bestimmten Transkripts eine Infektion zu initiieren.
Um die spezifische Infektiositét berechnen zu konnen, werden nach einer Immunperoxidase-
Féarbung die Anzahl antigenpositiver Zellareale bei einer bestimmten Verdiinnung ausgezéhlt.
Da die Hohe der ,,spezifischen Infektiositat fiir alle Mutanten ungefdhr gleich war (~1,5x
10°/ug cRNA), konnte das Wachstumsverhalten aller infektiosen Klone verglichen werden.
12 h, 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion von jeweils 1ug cRNA in Sk 6-Zellen wurden
die Uberstinde geerntet und jeweils durch neues Medium ersetzt. Der Virustiter wurde fiir

jeden Uberstand mittels Titration ermittelt (Abb. 29).

infektioser ANGS spezifische Infektiositit/
Klon pg cRNA
pyh 51 ANGS 1 13 x 10*/ug cRNA
pyh 52 ANGS 1/4 18,9 x 10°/ug cRNA
pyh 53 ANGS 3/4 11 x 10*/ug cRNA
pyh 54 ANGS 8/9 18 x 10*/ug cRNA
pyh 55 ANGS 2/3/4 10,2 x 10°/ug cRNA
pyh 56 ANGS 2/3/8/9 13 x 10%/ug cRNA
pyh 57 ANGS 6/7/8/9 59 x 10*/ug cRNA
pyh 58 ANGS 1/4/6/7/8/9 6 x 10*/ug cRNA
pyh 59 ANGS 2/3/4/6/7/8/9 37 x 10*/ug cRNA
pyh 60 ANGS 1/2/4/6/7/8/9 6 x 10*/ug cRNA
pyh 61 ANGS 1/3/4/6/7/8/9 20 x 10*/ug cRNA
pyh 62 ANGS 1-9 18 x 10%/ug cRNA
p447 keine 31 x 10*/ug cRNA

Tab. 8: Bestimmung der spezifischen Infektiositiit

Die spezifische Infektiositit gibt den Transfektionserfolg (Anzahl antigenpositiver Zellen/Menge

an transfizierter RNA) wieder.
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ADbb. 29: Viruswachstum der generierten infektiosen Klone im Vergleich zum KSPV (p447)
Um das Wachstum der generierten Gesamtklone mit dem KSPV p447 vergleichen zu kénnen, wurde
zunichst jeweils 1 pg cRNA in 1x 10° Sk 6-Zellen mittels Elektroporation transfiziert. Anschliefend
erfolgte die Bestimmung von freigesetztem Virus nach 12 h, 24 h, 48 h und 72 h durch Titration auf Sk
6-Zellen.
pyh 51= ANGS 1; pyh 52= A NGS 1/4; pyh 53= A NGS 3/4; pyh 54= A NGS 8/9;
pyh 55= A NGS 2/3/4; pyh 56= A NGS 2/3/8/9; pyh 57= A NGS 6/7/8/9;
pyh 58= A NGS 1/4/6/7/8/9; pyh 59= A NGS 2/3/4/6/7/8/9; pyh 60= A NGS 1/2/4/6/7/8/9;

pyh 61= A NGS 1/3/4/6/7/8/9; pyh 62= A NGS 1-9; p447= KSPV
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Die Virustiter entsprechen mit Ausnahme von fiinf Konstrukten nahezu den Virustitern des
Wildtyps (p447). Auch die Virusvermehrung des Konstrukts mit nur zwei enthaltenen N-
Glykosylierungsstellen (pyh 59: NGS 1/5) ist dem Wildtyp sehr dhnlich. Virus, in dem NGS
2, 3 und 5-9 im E™ erhalten sind (pyh 52), weist in den ersten 24 h anndhernd gleiche
Wachstumstiter wie der Wildtyp auf; anschlieBend fallt der Virustiter ab. Ein ebenfalls nur
reduziertes Wachstumsvermogen weist das Konstrukt pyh 58: NGS 2/3/5 auf. Erst 72 h nach
Transfektion sind niedrige Virustiter zweier weiterer infektioser Klone vorhanden, bei
welchen nur noch NGS 3 und 5 (pyh 60) bzw. NGS 2 und 5 (pyh 61) vorhanden sind. Zu
keinem Zeitpunkt ist KSPV mit unglykosyliertem E™ (pyh 62) vermehrungsfihig.

Um das Wachstumsverhalten der verschiedenen Virusmutanten direkt und auch mit der
ribonukleolytischen Aktivitit analoger E™-Mutanten vergleichen zu konnen, wurde fiir jedes
Konstrukt die durchschnittliche Virusproduktion/h fiir den Zeitraum von 72 h (£ [Virustiter
0-72 h}]/72 h) in ffu/ml berechnet (=Vermehrungsfihigkeit). Um nun die Werte der
Vermehrungsfahigkeit mit der ribonukleolytischen Aktivitdit zu vergleichen, wurde die
Vermehrungsfahigkeit des Wildtyps als 100 % angenommen. In Abbildung 30 sind die
Ribonukleaseaktivititen von in BHK 21-Zellen exprimierten Proteins und die

Vermehrungsfahigkeit der entsprechenden infektiosen Gesamtklone in % gegentibergestellt.
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ADbb. 30: Vergleich der Ribonuklease-Aktivitiit zelluldr exprimierten Proteins (blaue Balken) und der
Vermehrungsfiihigkeit von KSPV-Konstrukten (rote Balken)
Zur besseren Ubersicht wurde die Enzymaktivitit des wildtyp E™ sowie die Wachstumseigenschaft des
KSPV p447 als 100 % angenommen (= wt). Die Werte der jeweiligen Konstrukte wurden diesem Wert
angeglichen. Die Bezeichnung der Klone entspricht der Nummerierung der infektidsen Gesamtklone.
pyh 51= ANGS 1; pyh 52= A NGS 1/4; pyh 54= A NGS 8/9; pyh 55= A NGS 2/3/4;

pyh 56= A NGS 2/3/8/9; pyh 57= A NGS 6/7/8/9; pyh 58= A NGS 1/4/6/7/8/9;
pyh 59= A NGS 2/3/4/6/7/8/9; pyh 60= A NGS 1/2/4/6/7/8/9; pyh 61= A NGS 1/3/4/6/7/8/9;
pyh 62= ANGS 1-9; wt= KSPV p447 bzw. E™

Interessanterweise ist das alleinige Vorkommen von NGS 1 und 5 sowohl fiir den Erhalt von
80 % der Ribonukleaseaktivitét als auch fiir 80 % Viruswachstum ausreichend. Zwei weitere
Konstrukte (pyh 55 und pyh 56) sind ribonukleolytisch aktiv (~60 % bzw. ~90 %) und gut
vermehrungsfahig. In beiden Konstrukten ist NGS 1 und 5 vorhanden (pyh 55= NGS 1/5-9
und pyh 56= NGS 1/4-7). Die Enzymaktivitit als auch der Wert fiir die Virusvermehrung ist
hoher, wenn NGS 1 in Verbindung mit NGS 4-7 (pyh 56) vorhanden ist. Es hat den
Anschein, dass der Verlust von NGS 1 fiir das Viruswachstum nicht in gleicher Weise wie fiir
den Erhalt der Ribonukleaseaktivitit durch NGS 2 und 3 kompensiert werden kann. Wahrend
sowohl Virus mit enthaltener NGS 2, 3 und 5 (pyh 58) im E™ als auch Virus mit enthaltener
NGS 2, 3, 5-9 (pyh 52) nur minimal bzw. schlecht vermehrungsfahig ist, ist in beiden Fallen
die enzymatische Aktivitit des E™ mit ca. 60 % bzw. 80 % deutlich hoher. Die
Kompensation von NGS 1 ist fiir das Viruswachstum nur bei gleichzeitigem Vorkommen der
verbleibenden NGS 2-9 (pyh 51) mdglich. Der Wert fiir die Vermehrungsfahigkeit von Virus,
das NGS 1-7 im E™ enthélt (pyh 54), ist um ca. 40 % hoher als fiir den Wildtyp. Ebenfalls
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ein um ca. 20 % hoherer Wert konnte fiir Virus mit enthaltener NGS 1-5 (pyh 57) detektiert
werden. Die Ribonuklease-Aktivitidt beider Proteine betrdgt ca. 90 % bzw. ca. 80 %. Weder
das alleinige Vorkommen von NGS 2 und 5 (pyh 61) bzw. NGS 3 und 5 (pyh 60) noch die
vollstindige N-Deglykosylierung (pyh 62) resultiert in einem aktiven Protein oder einem

vermehrungsfiahigen Virus.
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4 Diskussion

4.1 Substratspezifitiit der Ribonuklease E™

Viren haben verschiedenartige Mechanismen entwickelt, den Wirtszellstoffwechsel zu ihren
Gunsten zu beeinflussen. Picornaviren kodieren z. B. verschiedene Proteasen (L” bei MKSV,
2a Protease bei Entero- und Rhinoviren), die mit Translationsinitiationsfaktoren interagieren
und auf diese Weise den Zugang 5" cap tragender zellulirer mRNAs zu Ribosomen inhibieren
(z. B. Weidman et al., 2001, Kanjanahaluethai et al., 2000). Influenzaviren zerstoren zelluldre
mRNA-Molekiile, indem sie die 5" cap Struktur abschneiden und fiir die viruskodierten
mRNAs verwenden (,,cap snachting® z. B. Li et al., 2001; Leahy et al., 2001).

Eine dhnliche Funktion ist auch fiir das E™ zu fordern, da insbesondere kleine RNA Viren
sehr platzsparend ausgelegt sind und nur essentielle Funktionen kodieren. Fiir die Replikation
des pestiviralen Genoms wird E™ nicht benétigt, wie Studien mit subgenomischen Replikons
belegen (Behrens et al., 1998). Viren sind jedoch bei ihrer Vermehrung in der Zellkultur auf
das E™, nicht aber auf die Ribonuklease-Aktivitit angewiesen. Interessanterweise sind KSP
Viren, die in der Zellkultur lebensfdhig sind und ein enzymatisch inaktives E™ kodieren
(Hulst et al., 1998; Meyers et al., 1999), im Schwein kaum mehr vermehrungsfahig, d. h. es
wird weder eine Krankheit ausgeldst noch ist eine Reisolierung von Virus moglich (Meyers et
al., 1999). Fiir in Insektenzellen erzeugtes und anschlieBend gereinigtes E™ konnte gezeigt
werden, dass es in isolierten B-Lymphozyten verschiedener Spezies Apoptose induziert. Die
Enzymaktivitdt schien jedoch nicht der Ausloser zu sein (Ph. D. Thesis von C. J. Bruschke,
zitiert in einem Ubersichtsartikel von Hulst, 2001).

Da bekannt war, dass E™ in vitro bevorzugt einzelstringiges homopolymeres Uridin spaltet,
es aber andererseits heteropolymere Substrate, wie z.B. das virale Genom oder ribosomale
RNA, vollstindig degradiert, sollte die Spaltspezifitit auf der Basis eines definierten
heteropolymeren RNA-Substrates analysiert werden. Hierzu wurde in einem limitierenden
Verdau das radioaktiv markierte RNA-Substrat mit E™ inkubiert und das Spaltungsmuster
ausgewertet. E™ spaltet unter denaturierenden Inkubationsbedingungen (7 M Harnstoff, 56
°C) ausschlieBlich NpU Phosphodiesterbindungen, wobei Adenin, Cytosin, Guanin und

Uridin an der N-Position stehen konnen.
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Zur weiteren Charakterisierung der NpU Spaltung sollte untersucht werden, ob fiir die N-
Position eine Basenpréiferenz existiert. Verwendet wurden RNA-Molekiile mit einer Linge
von 50 nt, die sich nur in der Base 5" von Uridin unterscheiden (Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-
GpU und Sub-UpU). Das jeweilige RNA-Substrat wurde radioaktiv markiert und mit in
Insektenzellen erzeugtem und gereinigtem E™ inkubiert. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der Ansitze in einem denaturierenden PAA-Gel waren die Spaltungsmuster der
vier RNA-Substrate weitgehend identisch: Es war sowohl das definierte Spaltprodukt der
NpU Spaltstelle als auch ein Set an um jeweils ein Nukleotid verschieden groBer
Spaltfragmente nachweisbar. Diese zusétzlichen Spaltfragmente konnten nochmals unterteilt
werden in Spaltprodukte, die in der Nihe der NpU Spaltstelle akkumulierten und
Spaltprodukte, die nahezu gleichméBig tiber die gesamte Gelflache hinweg bis zur Lauffront
aufgetrennt wurden. Das 5'-Spaltprodukt der NpU Spaltstelle war sowohl nach Markierung
des 5’-Endes als auch nach interner Markierung des singuliren Uridins (Einbau von **P-o-
[UTP]) nachweisbar. Folglich verbleibt die radioaktiv markierte Phosphatgruppe nach
interner Markierung am 3’-Ende des 5’-Spaltproduktes, was in Einklang mit dem fiir
Mitglieder der T2 RNase Familie postulierten Spaltungsmechanismus ist. Anhand der RNase
Rh (T2 RNase) konnte aufgezeigt werden, dass die Spaltung eine Phosphotransferase-
Reaktion ist, bei der die Phosphatgruppe auf das 3’-Ende des 5’-Spaltproduktes {ibertragen
wird (z. B. Ohgi et al., 1992).

Falls eine Basenpriferenz von E™ an der Bl Seite (N-Position) vorhanden ist, sollte sie
anhand der enzymkinetischen Parameter K,, und V. fiir die vier NpU Substrate
nachgewiesen werden. Hierzu wurde jeweils der Substratumsatz pro Zeiteinheit ermittelt und
die Werte verglichen. Da sowohl die Reaktionsgeschwindigkeiten (Vi.x= 50-150 fmol/s) als
auch die Bindungsaffinititen (K= 85-260x 10™ M) von Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU bzw.
Sub-UpU nur gering variierten, hat die Base an der N-Position nahezu keinen Einfluss auf die
Spaltung. Einzig Sub-ApU weist aufgrund des kleinsten K,-Wertes (~260x 10” M) eine
geringgradig hohere Substrataffinitdt auf; auch die Spaltung erfolgt im Vergleich zu den
anderen NpU Substraten schneller (V= ~150 fmol/s). Erste Hinweise fiir die Bevorzugung
der ApU Spaltstelle ergaben sich in einem limitierenden Verdau von einer heteropolymeren
RNA durch E™, weil von insgesamt fiunf ApU Spaltprodukten drei zu einer stdrkeren
Schwirzung des Films fiihrten (sieche Abb. 2 in 3.1). Da die Stirke der Filmschwirzung mit
der Hohe an Radioaktivitdt korreliert, lag eine Akkumulation von Spaltfragmenten dieser
Spaltstelle vor. Fiir die T2 RNase MC1 von Momordica charantia (aus Kiirbiskernen isoliert),

die ebenfalls NpU Phosphodiesterbindungen spaltet, wurde eine Spaltpriferenz fiir das
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Diribonukleotid CpU ermittelt (Irie et al., 1993). RNase MC1 akzeptiert an der N-Position
Adenin, Cytosin oder Uridin. Es ist fiir Ribonukleasen ungewdhnlich, dass die Spaltspezifitit
anhand der B2 Seite (3'-Spaltstelle) determiniert wird. In der Regel wird die Spaltspezifitét
liber Baseninteraktionen an der Bl Seite (5'-Spaltstelle bzw. N-Position) begriindet. So
spalten z.B. RNasen der T2-Familie, die aus Pilzen isoliert wurden, bevorzugt
Phosphodiesterbindungen von ApN (z. B. Ubersichtsartikel Irie, 2001). Auch bei den meisten
pflanzlichen Ribonukleasen ist die Spaltspezifitit an der Bl Seite festgelegt.
Interessanterweise ist bei Ribonukleasen, die in Pflanzensamen vorkommen, wie RNase MC1
oder RNase LC1 (Luffa cyclindrica), die Spaltspezifitit an der B2-Seite (3’-Spaltprodukt)
determiniert (/rie et al., 1993).

Wenn man die K,,-Werte der NpU Substrate fiir E™ mit den Werten anderer Ribonukleasen
vergleicht, sind sie mindestens um den Faktor 10° niedriger, was einer hohen
Bindungsaffinitit entspricht. Allerdings wurden enzymkinetische Untersuchungen fiir andere
Ribonukleasen mit Diribonukleotiden durchgefiihrt. Die Substrateigenschaften von
Diribonukleotiden unterscheiden sich von den Eigenschaften langerer RNA-Molekiilen. So ist
auch der K,,-Wert fir E™, der fiir UpU Diribonukleotide ermittelt wurde, mit ~870x 106 M
(Windisch et al., 1996) um den Faktor 10° hoher als die in dieser Arbeit ermittelten Werte. Es
ist wahrscheinlich, dass bei langeren RNA-Molekiilen zusitzlich zu den Baseninteraktionen,
die im aktiven Zentrum stattfinden, eine separate Bindung in einer Substratbindungstasche
erfolgt, was eine hohere Substrataffinitit des E™ bewirkt. Die Wechselzahlen von E™ fiir
Sub-ApU, Sub-CpU, Sub-GpU und Sub-UpU liegen im Bereich von ~0,5-1,3 s”'. Die
Wechselzahl (V. /totale Enzymkonzentration) ist ein Mal fiir die Enzymaktivitit, da sie bei
vollstdndiger Substratsittigung die Anzahl der pro Zeiteinheit gespaltenen Substratmolekiile
wiedergibt. Beispielsweise betrdgt die Wechselzahl von RNase Rh fiir das Diribonukleotid
ApU 135,5 s (Ohgi et al., 1992) und ist somit um den Faktor 100 hoher als die fiir E™
ermittelten Wechselzahlen. Ein direkter Aktivitdtsvergleich von E™ mit anderen
Ribonukleasen ist jedoch nicht moglich, da die verwendeten Substrate unterschiedliche
Eigenschaften besitzen. Wéhrend bei Diribonukleotiden nur eine Spaltung erfolgt, werden
RNA-Molekiile mehrfach gespalten. Hierdurch erhoht sich die Molaritét an spaltbarem RNA-
Substrat, was zur kompetitiven Hemmung fiihrt. Im Spaltungsmuster der NpU Substrate ist
ersichtlich, dass eine Degradation der NpU Spaltprodukte bis in kleinste Fragmente erfolgt
(Abb. 9 in 3.1). Auch der mit zunehmender Inkubationszeit zu beobachtende geringere
Umsatz an RNA-Substrat ist ein Indiz fiir die kompetetive Hemmung. Da in einem

limitierenden Verdau ausschlielich NpU Phosphodiesterbindungen gespalten werden und
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Uridin-freie RNA kein Substrat darstellt, liegt jedoch eine starke Préiferenz des E™ fiir Uridin
vor. Auch nach Inkubation mit homopolymeren Substraten wurde eine starke Préferenz fiir
poly-U ermittelt. Ein Abbau von poly-A, poly-C oder poly-G konnte nicht nachgewiesen
werden (Windisch et al., 1996). Alle hinsichtlich der Basenpriferenz analysierten
Ribonukleasen der T2 Familie weisen eine Basenpriferenz anstelle einer absoluten
Basenspezifitit auf (z. B. Ubersichtsartikel /rie, 2001). Wihrend eine Basenpriferenz von T2
RNasen aus Pilzen in der Regel fiir A> G> C, U besteht, spalten pflanzliche RNasen der T2-
Familie bevorzugt Guanin (G> A= U> C). Einzig die RNase MCI1 besitzt eine starke
Priferenz fiir Uridin: U>> G> A> C (Ubersichtsartikel /rie, 2001). Die Spaltpriferenz von
E™ ist U>> N.

Anstelle weiterer unspezifischer endonukleolytischer Spaltungen koénnte die Bildung
zusitzlicher Spaltprodukte auch auf einer 3'-5" Exoribonuklease-Aktivitit des E™ basieren.
Eine 5'-3" Exoribonuklease-Aktivitit ist aufgrund der Experimente auszuschlieen, da nach
Abspaltung des radioaktiven Phosphatmolekiils nach 5’-Endmarkierung der Nachweis
verschieden grofler Spaltfragmente nicht moglich ist. Da Exoribonukleasen zumeist
Mononukleotide abspalten, unterscheiden sich die Spaltprodukte um ein Ribonukleotid (Zuo
et al., 2002; Ubersichtsartikel Cannistraro & Kennell, 2001). Voraussetzung fiir eine 3'-5
Exoribonuklease-Aktivitdt ist das Vorkommen eines weiteren exoribonukleolytisch aktiven
Zentrums. Da die N-terminalen 140 Aminosduren von E™ zum Erhalt der Ribonuklease-
Aktivitdt ausreichen, und das RNA-Substrat in zum Wildtyp identische Fragmente gespalten
wird, miisste ein zusétzliches aktives Zentrum im N-terminalen Bereich (aa 1-140) vorhanden
sein. Uns ist jedoch keine Endoribonuklease bekannt, die gleichzeitig exoribonukleolytisch
aktiv ist, ohne Mitglied eines Enzymkomplexes zu sein. Schlielich ist nicht auszuschliefen,
dass z. B. wihrend der immunaffinititschromatographischen Aufreinigung von E™ Umwelt-
RNasen angereichert wurden, die das RNA-Substrat ebenfalls spalten. Jedoch konnte das
Spaltungsmuster mit verschiedenen Préparationen von E™ beobachtet werden. Warum eine
Akkumulation von Spaltprodukten in unmittelbarer Ndhe des NpU Spaltproduktes vorhanden
ist, bedarf noch weiterfiihrender Analysen. Denkbar wire eine ,,unprizise* Spaltung. Da sehr
wahrscheinlich keine absolute Basenspezifitit vorliegt, wiare es moglich, dass auch die
benachbarten Basen in die B2 Seite binden. Falls eine hiufigere Spaltung von Basen, die zu
Uridin benachbart sind, aufgrund der Néhe zu Uridin erfolgt, wéren Spaltprodukte dhnlicher
GroBe nachweisbar. Auch das Vorliegen eines Artefaktes ist moglich. Da nach Transkription

mit T3 RNA-Polymerase vermutlich aufgrund des ,,7emplate-switchs® der T3 RNA-
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Polymerase eine Schar verschieden gro3er RNA-Molekiile vorlag, erfolgte das Ausschneiden
einzelner RNA-Banden aus dem denaturierenden PAA-Sequenzgel. Nach Ausschneiden
mehrerer anstelle von einer RNA-Bande und anschlieBender Inkubation mit E™ kénnten nach
Auftrennen der Reaktionsansidtze mehrere Spaltprodukte in Hohe der NpU Spaltstelle in

Verbindung mit der gleichen Anzahl an RNA-Substratbanden vorkommen.

rns

4.2 Mutagenesestudien der RNase E

4.2.1 aktives Zentrum

Die verwandtschaftliche Beziechung von E™ zu RNase Rh wurde bestitigt, da E™*-Mutanten,
die zu RNase Rh-Mutanten analog waren, dhnlich hohe Enzymaktivititen aufwiesen. Zur
Bestimmung der RNase-Aktivititen musste zundchst ein Testsystem etabliert werden
(Degradationstest). Im Degradationstest werden im Unterschied zu dem bisher fir E™
verwendeten Testsystem, das auf der photospektrometrischen Erfassung freigesetzter
sdureloslicher kleiner Spaltprodukte basiert, alle Spaltprodukte erfasst. Ein weiterer Vorteil
ist, dass keine Fillung der Spaltprodukte erforderlich ist, da ihr Anteil direkt im
denaturierenden PAA-Gel mittels ,,Phosphorimaging ermittelt werden kann. Folglich sind

noch geringe Aktivitdten messbar.

E™-Mutanten mit ausgetauschten Aminosduren, die im oder in der Nédhe des aktiven
Zentrums lokalisiert sind, weisen noch geringe (His;oAsp= 1,5 %, Lyss;sThr= 9,9 %) bzw.
nahezu keine Ribonuklease-Aktivitdt (His;pAsp= 0 %, His74Phe= 0,7 %, Glu;sGly= 0,5 %)
mehr auf. Diese Ergebnisse sind in Einklang mit analogen Mutagenesestudien der RNase Rh,
weshalb der Aufbau beider aktiver Zentren vermutlich vergleichbar ist. Fiir eine Reihe
weiterer T2 RNasen, z.B. RNase LE, konnte ein zu RNase Rh identischer Aufbau des
katalytischen Zentrums bereits anhand der Rontgenkristallstruktur aufgezeigt werden (Tanaka
et al., 2000). Die enzymatische Spaltung der RNA wird bei RNase Rh im Zuge der
Protonierung des Histidin 109 eingeleitet, worauf sich ein instabiles RNA-Zwischenprodukt
bildet, das unter Aufnahme eines Wasserstoffions vom Protonendonator, Histidin 46, zerfallt
(Ohgi et al., 1992). Da Histidin 104 nicht direkt an der Grundreaktion der Katalyse beteiligt
ist, sondern zusammen mit Glutaminsdure 105 und Lysin 108 die Stabilisierung des

Zwischenproduktes bewirkt, ist der Aktivitdtsverlust nach Mutation von Histidin 109 hoher
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(0,03 % Wildtypaktivitdt) als nach Mutation von Histidin 104 (0,54 % Wildtypaktivitit). Ein
Aktivitdtsunterschied in dieser Hohe kann nach Mutagenese im E™ nicht nachgewiesen
werden. Die Mutation von Histidin 74 zu Phenylalanin resultiert in einem um den Faktor 2
hoheren Aktivitdtsverlust (noch 0,7 % Wildtypaktivitét) als nach Mutation von Histidin 79 zu
Aspartat (1,5 % Wildtypaktivitdt). Histidin 74 ist die zu Histidin 104 in RNase Rh analoge
Aminosiure. Im vorldufig entworfenen Modell von E™, das auf Basis der Kristallstruktur der
RNase Rh (N-terminale 103 aa) und der Protease ® (C-terminale 124 aa) erstellt wurde,
konnte sowohl Histidin 74 als auch Histidin 79 als Protonenakzeptor fiir ein Wasserstoffion
der 2” OH-Ribosegruppe des Ribonukleotids mit der Base 1 dienen (Abb. 31). Histidin 30
fungiert bei der Spaltung wahrscheinlich als Protonendonator fiir das 5° Sauerstoffatom der
Ribose des Ribonukleotids mit der Base 2. Da die zu Histidin 30 und Histidin 79 analogen
Histidine in der Familie der T2 RNasen hoch konserviert sind, fiihren diese Histidine
wahrscheinlich auch im E™ die Grundreaktion der Spaltung durch. Das zu Histidin 74
analoge Histidin ist bei RNase I, die aus E. coli isoliert wurde, und bei RNase Sg;; aus
Nicotiana alata durch Tyrosin ersetzt (z.B. Ubersichtsartikel Irie et al., 2001). Da Tyrosin
nicht geladen ist, fungieren die Imidazolringe der hoch konservierten Histidine 30 und 79
wihrend der Grundreaktion der Spaltung hochstwahrscheinlich als Protonendonator und als

Protonenakzeptor.
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Abb. 31: Vergleich der aktiven Zentren von RNase Rh (A) und E™ (B)
Die katalytisch aktiven Aminoséuren sind sowohl in der Kristallstruktur von RNase Rh als auch im
Modell von E™ markiert. Um die Funktion der blau dargestellten Histidine wahrend der RNA-Spaltung
besser vergleichen zu konnen, wurde ein Diribonukleotid in das aktive Zentrum eingezeichnet. In
RNase Rh fithren die Histidine 46 und 109 die Grundreaktion der Spaltung durch. Die analogen
Aminosaduren im E™ sind die Histidine 30 und 79 (,,Rasmol“-Darstellung).

Die Basenspezifitit (A> G> C, U) der RNase Rh wird iiber eine hydrophobe Tasche an der Bl
Seite bestimmt. Die Rontgenkristallstruktur ergab, dass der Boden der Tasche von den
Aminosduren Asps;, Tyrs; und Trpse gebildet wird (Kurihara et al., 1996). Dabei interagiert
die Base Asps; vermutlich durch Ausbildung von Wasserstoftbriicken mit der Base des
Ribonukleotids 5" von der Spaltstelle (B1 Seite). Um zu untersuchen, ob diese Beobachtung
auf E™ tibertragbar ist, wurde in Anlehnung an Aspartat 51 der RNase Rh die Aminoséiure
Glutamat 35 des E™ mutiert (Abb. 32).
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Abb. 32: Aminosduren der Bl Seite (grau unterlegt) in der Kristallstruktur von RNase Rh (A) und analoge
Aminosiuren (rot) im Modell von E™ (B)
An der Bl Seite der RNase Rh bilden Tryptophan 49, Aspartat 51 und Tyrosin 57 eine hydrophobe
Tasche aus. Die entsprechenden Aminosduren im E™ sind Tryptophan 33, Glutamat 35 und evtl.
Isoleucin 37. Neben der Substratbindung ist Tryptophan 49 bei der RNase Rh an der Ausrichtung des
Imidazolrings der katalytisch aktiven Aminosdure Histidin 109 durch die Ausbildung eines ,,Stackings*
beteiligt. Eine solche Interaktion konnten im E™ die Aminosduren Tryptophan 33 und Histidin 79
eingehen.

Da im Gegensatz zu Aminosdureaustauschen der RNase Rh (Asps;Glu= 16 %; Asps;Asn= 66
%) die E™-Mutanten (GluszsAsp und GluzsArg) im Vergleich zum Wildtyp noch etwa zu ca.
82 % bzw. ~70 % aktiv waren, ist davon auszugehen, dass diese Aminosdureposition
zumindest nicht in gleichem Maf3e wie Aspartat 51 der RNase Rh an der Substratbindung von
E™ beteiligt ist. Es konnte auch keine Anderung der Spaltpriferenz der E™-Mutanten
GluzsAsp und GluzsArg im Degradationstest festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist
einleuchtend, da E™ eine andere Spaltspezifitit besitzt. Im Gegensatz zu RNase Rh ist die
Spaltspezifitit nicht an der Bl Seite der Spaltstelle (RNase Rh spaltet bevorzugt ApN
Phosphodiesterbindungen) sondern an der B2 Seite der Spaltselle determiniert (Spaltung von
NpU). In Anlehnung an das Modell von E™ konnte das RNA-Substrat jedoch ebenfalls wie
bei RNase Rh in eine hydrophobe Tasche der B1 Seite binden. Eine hydrophobe Tasche
konnte aus den Aminosduren Glutamat 35, Isoleucin 37 und Tryptophan 33 gebildet werden.
Da der Austausch von Tryptophan 33 zu Valin einen nahezu vollstindigen Verlust der
Ribonukleaseaktivitit (0,3 % Aktivitit) bewirkt, konnte Tryptophan 33 eine maligebliche
Interaktion mit der Base an der B1 Seite eingehen. Es darf jedoch nicht auBler Acht gelassen
werden, dass ein solcher Austausch auch die Ausrichtung der aktiven Aminosdure Histidin 79

verdandern konnte, da eine mdgliche Stabilisierung von Histidin 79 durch den aromatischen
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Ring des Tryptophan 33 fehlt (sieche Abb. 32). Bei RNase Rh bildet der aromatische Ring von
Tryptophan 49 mit dem Imidazolring des Histidin 109 ein ,,Stacking* aus (Kurihara et al.,
1996).

E™-Mutanten, bei welchen Methionin 58 bzw. Aspartat 48 zu Glycin mutiert wurden, sind
nur noch zu etwa 20 % bzw. 12 % aktiv. Es ist unklar, warum diese Mutationen einen so
hohen Effekt auf die RNase-Aktivitit haben. Im E™-Modell sind Methionin 58 und Aspartat
48 an der Oberflache des Modells exponiert, wodurch eine Interaktion mit dem RNA-Substrat

mdglich sein konnte.

Zusitzlich zur Mutation von Aminosduren, die evtl. an der Substratbindung beteiligt bzw.
katalytisch aktiv sind, wurden Cysteine, die im Modell von E™ eine intramolekulare
Disulfidbriicke bilden, zu Serin mutiert (CyszsSer und CysgySer). Die Substitution zu Serin
verhindert die Ausbildung von Disulfidbriicken. In beiden Féllen hat die Cys—Ser
Substitution zu inaktivem E™ gefiihrt, so dass vermutlich beide Cysteine an der Ausbildung

von Disulfidbriicken beteiligt sind.

4.2.2 minimale Ribonuklease

Das in dieser Arbeit erstellte Modell von E™ basiert auf zwei unterschiedlichen
Proteinstrukturen: Wéhrend die N-terminalen 103 Aminosduren auf Basis der RNase Rh
modelliert wurden, sind die C-terminalen 124 Aminosauren auf Basis der Kristallstruktur der
Protease ® entstanden. Da das Modell somit die Hypothese nahe legt, dass E™ aus zwei
Doménen besteht, und das aktive Zentrum der Ribonuklease Teil der N-terminalen Region ist,
sollten zur Bestimmung der ,,minimalen Ribonuklease* zunédchst C-terminale Verkiirzungen
vorgenommen werden. Die Bestimmung der ,minimalen Ribonuklease® erfolgte mit
ungereinigtem E™ Protein, das durch transiente Expression in Saugerzellen (BHK 21-Zellen)
erzeugt wurde. Zur Aktivitdtsbestimmung wurde im Degradationstest radioaktiv markiertes
Substrat (z. B. Sub-CpU) mit Zelllysat inkubiert. Obwohl im Zelllysat endogene RNase-
Aktivitit erkennbar war, lie3 sich durch das Auftreten spezifischer kleiner Spaltprodukte die
Aktivitdt qualitativ nachweisen. RNA-Fragmente, die auf der Spaltung durch RNasen im
BHK 21-Zelllysat basieren, konnten anhand ihrer GroBe von den E™-spezifischen

Spaltprodukten abgegrenzt werden; das Endprodukt dieser zelluliren RNasen war grofBer als
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die E™-spezifischen Spaltprodukte. Fiir die Bildung der kleinen Spaltprodukte ist die weitere
unspezifische endonukleolytische oder aber die hypothetische 3°-5" Exoribonuklease-
Aktivitit des E™ verantwortlich. Da die eingesetzte Enzymkonzentration nicht bestimmt
werden konnte, war nur eine qualitative Aussage beziiglich der enzymatischen Aktivitit der
E™-Deletionsmutanten zu treffen. Nach Deletion von 87 C-terminalen Aminosduren konnte
noch ribonukleolytische Aktivitit nachgewiesen werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass

mindestens die C-terminalen 87 Aminosduren eine eigenstindige Doméne unbekannter

Funktion ausbilden konnen (Abb. 33).

N-terminale
140 aa

C-terminale
87 aa

Abb.33: Darstellung der fiir die Enzymaktivitit essentiellen 140 N-terminalen Aminosduren im Modell von
Erns
Die zum Erhalt der Enzymaktivitdt essentiellen N-terminalen Aminosduren sind rot dargestellt Die
Farben blau und griin markieren die nicht essentiellen Aminoséuren. Aminosauren, die den Unterschied
zwischen aktiver C-terminal verkiirzter E™-Mutante (E™ 140) und nicht mehr aktiver E™-Mutante (E™
120) bilden, sind griin unterlegt.

Es sind weitere Mutagenesestudien im Bereich von Aminosdure 120 bis Aminosdure 140 (in
Abb. 33 griin markiert) notwendig, um eine exakte Eingrenzung der essentiellen Aminosiuren
zu erhalten. Es ist denkbar, dass eine zumindest im Modell von E™ gebildete a-Helix (aa
130-140) zur Stabilisierung des N-terminalen Bereichs bendtigt wird. Die enzymatische
Aktivitdt eines isolierten N-Terminus (s. 0.) in vitro ist flir keine andere T2 RNase
beschrieben. Fiir RNase III von E. coli konnte gezeigt werden, dass die Substratbindedoméne

zwar fir die Aktivitit in vivo bendtigt wird, das aber unter bestimmten unphysiologischen
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Bedingungen in vitro diese Doméne nicht fiir eine katalytische Aktivitit des Enzyms
notwendig ist (nach unverdffentlichten Angaben zitiert in Nicholson, 1999). Vor kurzem
konnte fiir eine isolierte C-terminale Doméne von E™ (37 bzw. 27 aa) Translokationsaktivitét
aufgezeigt werden. Translokation ist ein energieunabhéngiger, relativ schneller Prozess (< 1
Minute), bei dem Proteine ohne Interaktion mit zelluliren Rezeptoren die Zellmembran
passieren konnen. Peptide, die aa 194-220 bzw. aa 191-227 des E™ umfassen, sind zur
Translokation durch Zellmembranen fahig (Langedijk et al., 2001). Diese Peptide waren in
der Lage Proteine wie ,,Streptavidin-FITC* oder ,,Avidin-Texas Red* zu translozieren. Auch
die Aufnahme des 227 aa langen E™ in das Zytoplasma von epithelialen Zellen wurde
nachgewiesen.

Eine weitere mogliche Funktion des C-terminalen Bereichs (aa 140-227) leitet sich aus dem
Modell von E™ ab, in welchem die C-terminalen 124 Aminosduren auf Basis der
Rontgenkristallstruktur der Protease m, einer Papain &hnlichen Cysteinprotease, modelliert
worden sind. Da die Protease, welche die Spaltung zwischen E™ und E1 wihrend der
Polyproteinprozessierung durchfiihrt, nicht bekannt ist, konnte die C-terminale Doméne von
E™ eine Autoprotease darstellen. Jedoch fehlen in der Sequenz von E™ die charakteristischen
katalytisch aktiven Aminosduren (Cystein und Histidin), die {iblicherweise in einem
konservierten Sequenzkontext stehen (z. B. Lim et al., 2000). Es besteht auch keine

Homologie zwischen E™ und anderen Papain &hnlichen Cysteinproteasen.

4.3 Einfluss von N-Glykosylierung auf die Ribonukleasefunktion
und das Viruswachstum in Zellkultur

Ein auffdlliges Charakteristikum des E™ ist der hohe Grad an N-Glykosylierung, wobei bei
den verschiedenen Pestiviren 7-9 potentielle N-Glykosylierungsstellen vorkommen (die
meisten BVDV-Stamme haben 7 N-Glykosylierungsstellen, BDV-Stimme weisen 8 und
KSPV 7-8 N-Glykosylierungsstellen auf). In Virion-assoziierter oder sezernierter Form
besitzt das E™ bei einem berechneten Molekulargewicht von 25 kDa eine apparente
molekulare Masse von 50-60 kDa (Monomer) und ist damit das am stirksten glykosylierte
Protein von Pestiviren. Die ndhere Analyse zeigt, dass drei der N-Glykosylierungsstellen
vollstindig konserviert sind (NGS 1, 3 und 5), es aber ansonsten speziesspezifische
Préferenzen gibt.

Zur Klirung der Funktion der N-Glykosylierung bei E™ wurde zunéchst der Einfluss der N-
Glykosylierung auf die RNase-Aktivitit und anschliefend auf die Vermehrungsfahigkeit von
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KSPV in der Zellkultur untersucht. Durch schrittweise Substitution der Asparagin-Reste zu
Glutamin in der Konsensussequenz Asn-x-Thr/Ser (x steht fiir jede Aminosédure auer Prolin)
wurden insgesamt 38 E™-Mutanten erzeugt, transient in BHK 21-Zellen exprimiert und im
Degradationstest enzymatisch erfasst. Vor der Aktivititsbestimmung wurde die E™-
Konzentration in den Zelllysaten anhand eines E™-Standards im Sandwich-ELISA bestimmt.
Es zeigte sich, dass eine Deletion von mindestens zwei N-Glykosylierungsstellen erforderlich
war, bis ein Aktivititsverlust von ca. 20 % auftrat. Einzig die gleichzeitige Mutation der NGS
5 und 6 fiihrte zu einem Aktivititsverlust von 50 %. Andererseits waren eine Reihe von E™-
Mutanten, die nur zwei bis fiinf der neun potentiellen N-Glykosylierungsstellen enthielten,
noch zu 60-80 % aktiv. Hohe enzymatische Aktivitdt konnte nachgewiesen werden, wenn
NGS 1 bzw. NGS 2 und 3 in Verbindung mit NGS 5 (bzw. NGS 6) erhalten waren. So war
interessanterweise das alleinige Vorkommen von NGS 1 und 5 im E™ fiir den Erhalt von ca.
80 % der Enzymaktivitit ausreichend. Wihrend das Vorkommen von NGS 2 und 3 in
Verbindung mit NGS 5 ebenfalls noch zu 60 % Aktivitit fiihrte, waren E™-Mutanten mit
erhaltener NGS 2 und 5 bzw. NGS 3 und 5 inaktiv. Wéhrend die Deletion der 5. N-
Glykosylierungsstelle in einer E™-Mutante mit noch insgesamt finf enthaltenen N-
Glykosylierungsstellen (NGS 1/2/3/6/7) durch das Vorkommen der 6. kompensiert werden
konnte (~80 % Aktivitit), ist dies durch die 4. nicht moglich (~40 % Aktivitit). Falls nur noch
NGS 1 und 6 erhalten sind, kann NGS 5 nicht durch NGS 6 ersetzt werden (~40 %). Auch ein
vollstdndig N-deglykosyliertes E™ wies keine Aktivitit mehr auf.

Mogliche Funktionen der N-Glykosylierung fiir Proteine sind vielfdltig. Neben der Steigerung
der Loslichkeit konnen die Zuckerketten die Immunogenitidt von Peptidketten reduzieren,
indem Epitope abgedeckt werden und fiir Antikérper unzuginglich sind. Ferner konnen
Zuckerketten als Liganden fiir Lektine dienen, wie sie auf Zelloberflichen vorhanden sind.
Eine neue Hypothese sieht Zuckerketten als assistierende Faktoren bei der Proteinfaltung,
wobei ER lokalisierte Chaperone, Calnexin und Calretikulin, spezifisch an N-Glykane binden
(z. B. Helenius et al., 2001; Parodi et al., 2000; Hebert et al., 1995). Vorraussetzung fiir eine
Bindung an Calnexin und Calretikulin ist das Vorliegen eines Monoglukosids
(Glu;ManyGlcNc,). Da unter physiologischen Bedingungen pro N-Glykosylierungsstelle eine
unterschiedliche Anzahl an Glukosiden vorliegen, miissen zundchst iiberzdhlige Zuckerreste,
katalysiert durch Glukosidase I und II, entfernt werden. Die Bindung des Glykoproteins an
Calnexin und Calretikulin wird durch die Interaktion eines Co-Chaperons, einer Thiol
Oxidoreduktase der Protein Disulfid Isomerase Familie, vervollstindigt. Diese Interaktion

ermoglicht es der Thiol Oxidoreduktase in die unmittelbare Nahe von Cysteinen zu gelangen
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und somit Disulfidbriicken auszubilden. Nachdem die Faltung beendet ist, wird die
Dissoziation des Glykoproteins von Calnexin bzw. Calretikulin durch Abspaltung des noch
vorhandenen Glukoserestes durch Glukosidase II ermoglicht. Nun unterliegt das Glykoprotein
einer Qualititskontrolle durch die UDP-Glukose-Glykoprotein-Glykosyltransferase, die
Zuckerketten und vermutlich auch Peptidstrukturen erkennt. Falls das Glykoprotein zu diesem
Zeitpunkt seine korrekte Proteinfaltung erlangt hat, wird es in das ndchste Kompartiment
(Golgi Apparat) transportiert; falls nicht, wird ein Glukoserest wieder zugefiihrt, so dass das
Glykoprotein erneut von Calnexin und Calretikulin gebunden wird, bis die korrekte
Proteinfaltung erreicht ist; oder bei Missfaltung eine Zufithrung zum ER assoziierten
Degradasom erfolgt.

Um auch den Einfluss der N-Glykosylierung auf die Virusvermehrung zu untersuchen, war es
notwendig, zunichst das Asparagin der Konsensussequenz fiir die N-Glykosylierung in der
cDNA eines KSPV’s mittels ,,reverser Genetik* zu substituieren. Insgesamt wurden zwolf
infektiose ~ Gesamtklone erzeugt, die jeweils Mutationen  verschiedener N-
Glykosylierungsstellen im E™ aufwiesen. Die Wahl der zu deletierenden N-
Glykosylierungsstelle wurde in Anlehnung an einige E™-Mutanten, die zur Untersuchung der
ribonukleolytischen Aktivitit dienten, getroffen. Um das Wachstumsverhalten der zwolf KSP
Viren vergleichen zu konnen, wurde nach Bestimmung der spezifischen Infektiositdt von
allen KSP Viren Wachstumskurven erstellt. Interessanterweise korrelierte die Hohe der
erzielten Virustiter fiir die minimale N-Glykosylierung des E™ (NGS 1 und 5) mit der
Ribonukleaseaktivitit. Ein KSPV, das nur NGS 1 und 5 im E™ besitzt, weist einen im
Vergleich mit dem Wildtyp nur um 20 % verminderten Virustiter auf; die analoge E™-
Mutante war ebenfalls noch zu etwa 80 % enzymatisch aktiv. Da mit einem vollstdndig N-
deglykosylierten E™ keine Viruspartikel gebildet wurden, ist ein minimal glykosyliertes E™
auch fiir die Vermehrung von KSPV in der Zellkultur essentiell. Wahrend zum Erhalt von 60
% Aktivitit NGS 2, 3 und 5 ausreicht, kann das Fehlen von NGS 1 fiir die Virusvermehrung
nicht durch das alleinige Vorkommen von NGS 2 und 3 in Verbindung mit NGS 5
kompensiert werden (~10 % vermehrungsfahig im Vergleich zum Wildtyp). Falls nur NGS 1
im E™ mutiert ist, ist das KSPV noch zu ca. 80 % vermehrungsfahig; nach zusitzlicher
Deletion von NGS 4 sind es jedoch nur noch 40 %. Der Virustiter, der 72 h nach Infektion fiir
Gesamtklone mit enthaltener NGS 2 und 5 bzw. NGS 3 und 5 im E™ auftritt, ist
wahrscheinlich auf die Bildung von Revertanten zurlickzufiihren. Da jedoch eine gezielte
Erzeugung der Revertanten misslang und nach Wiederholung des Versuchs zu keinem

Zeitpunkt infektioses Virus nachweisbar war, konnte auch eine Kontamination vorliegen.
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Interessanterweise ist sowohl fiir die Virusvermehrung als auch fiir den Erhalt der
ribonukleolytischen Aktivitit das alleinige Vorkommen von NGS 1 und 5 im E™
ausreichend. Diese beiden N-Glykosylierungsstellen sind bei allen bisher sequenzierten
Pestiviren hoch konserviert, so dass eine Interaktion von NGS 1 und 5 mit Calnexin bzw.
Calretikulin wahrscheinlich ist. Da N-Glykosylierung fiir die Interaktion mit Calnexin und
Calretikulin essentiell ist, kann die Deletion von N-Glykosylierungsstellen zum Verlust der
Bindung und zur Missfaltung mit Funktionsausfall des betreffenden Proteins fithren. Wahrend
fir BVDV EIl und E2 mittels Immunprézipitation die Bindung an Calnexin nachgewiesen
werden konnte (Branza-Nichita et al., 2001; Durantel et al., 2001), ist eine solche Interaktion
der E™-Mutante mit zwei enthaltenen N-Glykosylierungsstellen (NGS 1 und 5) anhand des
Modells dieser Mutante leicht vorstellbar (Abb. 34). Im Modell sind beide N-
Glykosylierungsstellen im N-terminalen Bereich um ca. 180° versetzt lokalisiert, wodurch
eine Interaktion sowohl mit Calnexin als auch mit Calretikulin ermdglicht wird. Nach
Eintreten der Proteinkette in das ER wiére es denkbar, dass das membranstindige Calnexin an
die zuerst im ER erscheinende weiter N-terminal gelegene NGS 1 bindet, wéhrend das im
Lumen des ER vorkommende Calretikulin eine Interaktion mit NGS 5 eingeht. Beide
Chaperone rekrutieren als Co-Chaperon eine Thiol Oxidoreduktase. Da aufgrund dieser
Interaktion die Thiol Oxidoreduktase in unmittelbare Ndhe zu Cysteinen positioniert ist, kann
die Ausbildung von Disulfidbriicken erfolgen. Interessanterweise werden im E™-Modell

Disulfidbriicken in unmittelbarer Nédhe zu NGS 1 und 5 gebildet.
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N-terminale
| Halfte

C-terminale
Halfte

Abb. 34: Lage der essentiellen N-Glykosylierungsstellen im Modell des E™
Im Modell von E™ sind NGS 1 und 5 (weile Kugeln) in unmittelbarer Ndhe zu moglichen
Disulfidbriicken (rot) lokalisiert. Beide N-Glykosylierungsstellen befinden sich um 180° versetzt
in der N-terminalen Hilfte, so dass sie Calnexin bzw. Calretikulin binden konnen. Zur
Ausbildung der Disulfidbriicken erfolgt die Rekrutierung des Co-Chaperons, einer Thiol
Oxidoreduktase, durch die beiden Chaperone (Text).

Da die essentiellen N-Glykosylierungsstellen nur in der N-terminalen Hélfte lokalisiert sind,
ist es wahrscheinlich, dass der fiir den Erhalt der ribonukleolytischen Aktivitit essentielle N-
terminale Bereich (E™ 140, s. 0.) eine korrekte Faltung einnehmen kann. Da jedoch ebenfalls
eine grofle Anzahl an infektidsen Viruspartikeln gebildet wird (ca. 80 % des Wildtyps), folgt
daraus, dass der C-terminale Bereich ebenfalls korrekt gefaltet oder— eher unwahrscheinlich-
fiir die Virusvermehrung nicht notwendig ist.

Die Hypothese, dass eine Interaktion zwischen den ER-assoziierten Chaperonen, Calnexin
und Calretikulin, stattfinden muss, wird durch das Ergebnis, dass ein durch Endoglykosidase
H Behandlung vollstindig deglykosyliertes E™ ribonukleolytisch aktiv ist (Windisch et al.,
1996), gestiitzt. Wihrend durch Endoglykosidase H die Deglykosylierung nach der
Proteinexpression erfolgt, d. h. das Protein konnte seine korrekte Faltung einnehmen, ist in
der vorliegenden Arbeit durch Mutation der DNA schon vor der Proteinexpression die
Deglykosylierung determiniert worden. Somit wird im Gegensatz zur Endoglykosidase H
Behandlung eine mogliche Interaktion mit Calnexin und Calretikulin durch vollstindige
Deglykosylierung unterbunden. Allerdings ist es fraglich, ob bei der hohen Anzahl an N-
Glykosylierungsstellen im E™ (7-9) tatsdchlich alle N-Glykosylierungsstellen durch
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Endoglykosidase H Behandlung deglykosyliert wurden. Fehlende N-Glykosylierung konnte
auch die Ursache fiir die Inaktivitdt bakteriell exprimierten E™ sein. Im prokaryonten

Expressionssystem findet keine N-Glykosylierung statt.

4.4 Fazit

Auch wenn es in dieser Arbeit gelang, die Ribonuklease-Aktivitdt, hier wiederum

insbesondere die Substratspezifitit, des E™

naher zu charakterisieren, ist die tatsdchliche
Funktion des E™ weiterhin unbekannt. Da jedoch E™ keine absolute Spaltspezifitdt, sondern
vielmehr eine bevorzugte Spaltstelle (NpU) besitzt, erfolgt in vivo wahrscheinlich eine
unspezifische Spaltung von RNA-Molekiilen. Fiir das ,,virion host shutoff* (vhs) Protein von
o-Herpesviren wurde ein unspezifischer Abbau zellulirer RNA nachgewiesen (z. B.
Ubersichtsartikel Klumpp et al., 2001; Smith et al., 2002; Feng et al., 2002). Das vhs ist eine
im Tegument eingelagerte l9sliche virale Ribonuklease. Nach Fusion der Virushiille mit der
Zellmembran gelangt das vhs in das Zytoplasma der neu infizierten Zelle, wo es mRNAs
unspezifisch spaltet. Da kiirzlich fiir E™ eine Translokation in das Zytoplasma von Zellen
nachgewiesen wurde (Langedijk et al., 2001), ist die zellulire Aufnahme von E™ denkbar.
Wie bereits zuvor erwéhnt, ist in der C-terminalen Sequenz von E™ ein Translokationspeptid
(aa 194-220 bzw. 191-227) lokalisiert, das Ahnlichkeit mit Mangain und dem L3 Loop des
Ribotoxins aufweifit, und die Aufnahme von E™ in die Zelle erméglicht. Da bisher noch kein
intrazelluldrer RNA-Abbau nachgewiesen wurde, ist geplant, den Abbau in Zellen, die

verschiedene E™-Mutanten konstitutiv exprimieren, aufzuzeigen.
9
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S Zusammenfassung

Die T2 Ribonuklease E™ ist ein Glykoprotein, das ausschlieBlich bei Pestiviren vorkommt.

Es tritt sowohl als Strukturprotein als auch als sezerniertes Protein in Erscheinung. Wahrend

E™ fiir die Bildung von Viruspartikeln als essentiell beschrieben wurde, ist die Funktion der

RNase fiir den viralen Lebenszyklus sowie die Pathogenese unbekannt. Um die

Enzymfunktion von E™ zu analysieren, wurden drei experimentelle Ansétze gewahlt: 1.

Bestimmung der Substratspezifitit, 2. Mutationsanalyse des aktiven Zentrums inklusive

Modellierung des Proteins und 3. Einfluss von N-Glykosylierung auf die Enzymaktivitit.

zu 1l Die Spaltspezifitit von E™ wurde auf der Grundlage von heteropolymeren RNA-
Substraten in limitierenden Verdauen ermittelt. RNA-Fragmente, die nach limitierenden
Verdauen durch E™ gebildet wurden, entsprechen einer Spaltung 5 von Uridin
(NpJU). Fiir die Untersuchung der NpU Spaltstelle wurden einzelstringige RNA-
Molekiile (45-56 nt) eingesetzt, die sich nur an der N-Position unterscheiden (N= A, C,
G oder U). Kinetische Bestimmungen der NpU Spaltung durch E™ ergaben
Affinitdtskonstanten zwischen 105-250 nM sowie einen geringen Substratumsatz von
weniger als einem Molekiil Substrat/Molekiil Enzym s™'.

zu2 Auf der Grundlage der Substratspezifitit wurde ein RNase-Test fiir die
Aktivititsbestimmung von E™-Mutanten entwickelt. Neben insgesamt 14 Mutationen
im Bereich des aktiven Zentrums, die im Wesentlichen die Zugehorigkeit zur T2 RNase
Familie bestdtigten, wurden auch C-terminale Verkiirzungen untersucht. Nach
Verkiirzung des C-Terminus um 87 Aminosduren blieb die RNase-Aktivitit des E™
erhalten. Dieses Ergebnis ist in Analogie zu einem Modell von E™, das auf der
Grundlage von RNase Rh erstellt wurde. Auch das Modell ldsst die Eigenstindigkeit
einer RNase-Domiéne erkennen, die etwa die N-terminale Hélfte des Proteins umfasst
(aa 1-103).

zu3 Die Anheftung von Zuckermolekiilen an die Asparaginreste der N-
Glykosylierungsstellen wird durch die Substitution Asn—>GIn verhindert. Nach
Substitution einzelner bzw. mehrerer Asparagine wurden insgesamt 38 E™-Mutanten
erzeugt, und die Aktivititen nach Expression in eukaryonten Zellen bestimmt. Wéhrend
in Abwesenheit aller N-Glykosylierungsstellen keine RNase-Aktivitit mehr
nachgewiesen wurde, ist das Vorkommen von zwei N-Glykosylierungsstellen, NGS 1
und 5, fir den Erhalt der enzymatischen Aktivitdt ausreichend. Die gleichen N-
Glykosylierungsstellen sind auch fiir die Vermehrungsfdhigkeit von KSPV in revers

genetischen Experimenten essentiell.
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6 Summary

The T2 ribonuclease E™ is a glycoprotein, which is only present in pestiviruses. E™ is a

structural protein and it is also secreted from infected cells. While it is described that E™ is

essential for the formation of viral particles, the function of the RNase-activity for the viral

lifecycle or pathogenesis is unknown.

To analyze the enzymatic function of E™, three different experimental approaches were

chosen: 1* determination of the substrate specificity, 2™ mutagenesis-studies with respect to

the active site including modelling of E™ and 3™ influence of N-glycosylation on enzyme

activity.

lst

zl'ld

3l’d

To detect the cleavage specificity of E™ a limited digest of heteropolymeric RNA-
substrates was performed. Under suboptimal conditions E™ cleaves exclusivly
phosphodiesterbonds 5 of uridine bases (NpdU). To analyze the NpU cleavage site,
single stranded RNA molecules of 45-56 nts were synthesized. These substrates only
differ in the base at the N-position (N= A, C, G oder U). Kinetic parameters of the NpU
cleavage for all four substrates revealed Km values of 105-250 nM and a low turn over
rate (less than one molecule substrate/molecule enzyme s™).

Based on the substrate specificity an RNase-assay was established, which allow the
precise determination of the RNase-activity of various E™-mutants. The results of 14
mutants with single amino acid exchanges in the active center mainly conformed the
integration of E™ into the family of T2 RNases. In addition E™ was C-terminal
truncated and the RNase-activity was measured. The deletion of 87 C-terminal amino
acids still led to an active RNase. These results conformed a model of E™, which was
designed based on the crystal structure of the T2 RNase Rh. According to the 3-D
structure the N-terminal half of the protein forms an independent RNase domain (aa 1-
103).

Asn—Gln substitution abolishes the linkage of sugar molecules to the asparagine
residue of N-glycosylation sites. Substitution of single, double or multiple asparagine
residues resulted in 38 E™-mutants. The E™-mutants were expressed in eucaryotic cells
and the RNase-activity was analyzed. While the deletion of all N-glycosylation sites led
to an inactive enzyme, a minimal set of two N-glycosylation sites, NGS 1 and 5, turned
out to be sufficient for RNase-activity. In a reverse genetic system the same minimal set

was also essential for the detection of CSFV.
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