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|. EINLEITUNG

Im Gegensatz zu der grol3en Anzahl bekannter Viren von Bakterien und Eukaryonten
sind innerhalb der Archaeen bisher nur wenige Viren entdeckt und in Details
erforscht worden (zusammengefasst in Prangishvili et al., 2001). Die morphologische
Diversitat der archaeellen Viren ist bemerkenswert und im Fall der doppelstrangigen
DNA-Viren, die hyperthermophile Archaeen infizieren, aul3ergewdhnlich und
einzigartig fur prokaryontische Virus-Wirt Systeme. Die Viren der Euryarchaeota, die
bisher nur aus mesophilen und gemaRigt thermophilen Vertretern isoliert wurden,
weisen groftenteils einen Kopf-Schwanz-Struktur auf und sind somit im
Wesentlichen den drei Virusfamilien Myoviridae, Siphoviridae oder Podoviridae
zuzuordnen. Zu diesen Familien gehéren ebenfalls 97% aller bekannten Viren von
Bakterien (Ackermann, 2001). Dem gegenuber zeigen die Viren der
hyperthermophilen Crenarchaeota eine auf3ergewdhnliche morphologische Vielfalt,
und werden daher in sechs neue Virusfamilien eingeteilt: die spindelférmigen
Fuselloviridae (SSV1, SSV2, SSK1 und SSVRH,; Zillig et al., 1996; Stedman et al.,
2003; Weidenheft et al., 2004), die flexiblen, filamentdsen Lipothrixviridae (TTV1-4,
SIFV und AFV1,; Zillig et al., 1996; Arnold et al., 2000a; Bettstetter et al., 2003), die
starren, stabchenférmigen Rudiviridae (SIRV1 und SIRV2; Prangishvili et al., 1999),
die tropfchenférmigen Guttaviridae (SNDV; Arnold et al., 2000b), sowie die
spharischen Globuloviridae (PSV; Haring et al., 2004; zusammengefasst in Abb. 1)
und die zwei-fussigen Bicaudaviridae (Haring et al., in Vorbereitung). Bisher wurden
mehr als zwei Dutzend dieser Viren isoliert und konnten in Vertretern der Genera
Sulfolobus, Acidianus, Thermoproteus und Pyrobaculum (Stetter, 1996; Huber und
Stetter, 1999) vermehrt werden.

Neben den deutlich unterschiedlichen Morphotypen, scheint auch die Organisation
der Genome der Viren der hyperthermophilen Crenarchaeota einzigartig zu sein.
Mehr als 90% aller Leserahmen der bisher sequenzierten Genome konnte keine
Funktion zugeordnet werden. Darlber hinaus zeigen sie keinerlei Homologie zu
Sequenzen, die in Offentlichen Datenbanken hinterlegt worden sind

(zusammengefasst in Prangishvili und Garrett, 2004).
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Abbildung 1: Ubersicht (ber Vertreter der Viren von
Crenarchaeota (modifiziert nach Prangishvili, 2003; Betstetter et
al., 2003; Haring et al., 2004). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von: A Lipothrixvirus TTV1, B Lipothrixvirus TTV2, C
Lipothrixvirus SIFV, D Rudivirus SIRV2, E Fusellovirus SSV1, F
Guttavirus SNDV, G Lipothrixvirus AFV1, H Globulovirus PSV.
MaRstab A-F: 200 nm, G und H: 100 nm.

Auch im Hinblick auf die Virus-Wirt-Interaktion sind die Viren der Crenarchaeota
aul3ergewohnlich. Die Uberwiegende Mehrheit der bis heute beschriebenen
doppelstrangigen DNA Viren, die Bakterien und Euryarchaeota infizieren, tétet
letztendlich die Wirtszelle mit der Freisetzung der neu gebildeten Viruspartikel. Im
Gegensatz dazu kommt es bei den meisten crenarchaeellen Viren nicht zur Abtétung
oder Lyse der Wirtszelle. Die Viren verfolgen eine Strategie der ,produktiven
Infektion”. Sie verbleiben in der Wirtszelle in einem so genannten Tragerstadium
(,carrier state”). Im Fall des zur Lysogenie beféhigten Fussellovirus SSV1 von
Sulfolobus, konnte eine Induktion der Virusproduktion nach UV-Bestrahlung
beobachtet werden (Martin et al., 1984; Schleper et al., 1992). Allerdings fuhrte auch
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dort die induzierte Virusproduktion nicht zur Lyse der Zelle. In allen Fallen findet eine
Replikation sowohl der infizierten Zellen, als auch des Virus statt. Die
Wachstumsgeschwindigkeit der Wirtszellen ist dabei jedoch verlangsamt, was eine
virusbedingte Modifikation spezifischer Zellfunktionen vermuten l&sst.

Eine Anderung der Transkription des Wirtsgenoms als Folge einer Infektion ist fur
bakterielle Virus-Wirt Systeme beschrieben (Molineux, 1999; Mosig, 1999). Auch die
Regulation der Genexpression selbst ist bei Bakteriophagen gut untersucht. Die
Transkription der Phagengene unterliegt in der Regel einer zeitlichen Kontrolle. Meist
nutzen die Bakteriophagen die Transkriptionsmaschinerie des Wirtes. Die zeitliche
Regulation der Transkription wird mittels alternativer Sigmafaktoren, die die Spezifitat
der Wirts-RNA-Polymerase andern, gewahrleistet. Aber auch komplexere
Regulationsmechanismen sind bekannt. Beispielsweise wird die zeitliche Abfolge der
Transkription der DNA des E. coli Phagen T4 durch eine Kaskade von kovalenten
und nicht kovalenten Modifikationen der RNA-Polymerase, sowie durch spezifische
DNA-Bindeproteine und den Prozess der DNA-Replikation gesteuert (Mosig, 1999;
Miller et al., 2003). Die Promotoren der frih transkribierten Gene enthalten die
Promotorkonsensussequenz von E. coli und werden dadurch von der Wirts-RNA-
Polymerase und dem s’°-Faktor erkannt. Die Expression des Anti-Sigmafaktors
AsiA, der durch die Bildung von AsiA-s’°-Heterodimeren die RNA-Polymerase
modifiziert, sowie die Expression des DNA-bindenden Transkriptionsaktivators MotA
fahrt zur Transkription der mittleren Gene (Hinton et al., 1996; Miller et al., 2003). Die
Transkription der spaten Gene wird wiederum durch drei Proteine initiiert, die mit der
Wirts-RNA-Polymerase assoziieren: dem alternativen s°°-Faktor, dem Helferprotein
gp33 und dem eigentlich fur die Prozessivitdt der DNA-Replikation verantwortlichen
gp 45 (Wiliams et al., 1994). Beim Bakteriophagen Lambda erfolgt die zeitliche
Regulation der Genexpression im lytischen Zyklus Uber den Mechanismus der
Antitermination. Nacheinander  werden Gene  transkribiert, die  far
Antiterminationsfaktoren kodieren und das Uberlesen der Terminationssignale der
friheren Gene ermdglichen (Friedmann und Gottesman, 1982). Auch die Repressor-
gesteuerte Regulation der Transkription ist bekannt. Ebenfalls beim Lambda-Phagen
fuhrt die  Synthese eines  Repressorproteins  zur  Aufhebung des
Antiterminationsmechansimus. Die Transkription der Iytischen Gene wird

abgeschaltet und der Phage geht in den lysogenen Zyklus Uber (Ptashne, 1992).
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Die Mechanismen und die Kontrolle der Genexpression von Viren hyperthermophiler
Archaeen sind noch weitgehend unerforscht. In einigen Fallen wurden
Regulationsmechanismen beobachtet, jedoch nicht aufgeklart (Prangishvili et al.,
2001). Auch Uber die grundlegenden Prozesse der Transkription der Genome von
Viren hyperthermophiler Archaeen ist wenig bekannt. Die einzigen Studien zur
Transkription wurden am Virus SSV1 von Sulfolobus durchgefihrt, allerdings wurde
auch hier die Transkription nur in Abh&ngigkeit der UV-induzierten Virus-Produktion
untersucht und nicht in Abhéangigkeit des Infektionsszyklus. Mittels Northern
Analysen konnten acht konstitutive und ein UV-induzierbares Transkript
nachgewiesen werden, und mittels Nuklease-S1-Kartierung wurden die
Promotorregionen und Terminationsstellen bestimmt (Reiter et al., 1987; Reiter et al.,
1988a; Reiter et al., 1988b). Diese Ergebnisse und die Arbeiten an Methanococcus
vannielii (Thomm und Wich, 1988) ermobglichten die Identifizierung archaeeller
Promotorsequenzen und zeigten deren Ahnlichkeiten zu TATA Box enthaltenden
Promotoren der eukaryontischen RNA-Polymerase |II. Dies bestétigte die
ursprungliche Beobachtung, der Ahnlichkeit des archaeellen
Transkriptionssapparates mit der Maschinerie des eukaryontischen RNA-Polymerase
[I-Systems (Zillig et al., 1979; Prangishvili et al., 1982; Huet et al.; 1983, Zillig et al.,
1993).

Der Zusammenbau des eukaryontischen RNA-Polymerase-IlI-Prainitiationskomplexes
wird durch die Interaktion zahlreicher Transkriptionsfaktoren bestimmt (Roeder,
1996). Die Komplexbildung an den Promotor beginnt mit der Bindung des Faktors
TFIID an eine Region, die sich von der TATA-Box Uber einen Bereich stromaufwarts
davon erstreckt. TFIID besteht aus dem an die TATA-Box bindenden TATA-
Bindeprotein (TBP) und verschiedenen weiteren Untereinheiten, die als TBP-
assoziierte Faktoren (TAFs) bezeichnet werden. Die Bindung von TFIID wird durch
die Anlagerung des Faktors TFIIA stabilisiert. Es folgt die Bindung von TFIIB, was
schlieBlich zur Rekrutierung des RNA-Polymerase-TFIIF-Komplexes fluhrt. Der
Prainitiationskomplex wird durch die Bindung der Faktoren TFIIE und TFIIH weiter
vervollstandigt (Roeder, 1996).

Die Entwicklung von in vitro-Transkriptionssystemen fir einige Vertreter der
Archaeen (Frey et al., 1990; Hausner et al.; 1991; Hudepohl et al., 1990; Hethke, et
al., 1996; Qureshi et al.; 1997; Darcy et al., 1999) ermdglichte die archaeellen, an der

spezifischen Initiation der Transkription beteiligten Faktoren, zu identifizieren. Der
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archaeelle Prainitiationskomplex setzt sich aus dem TATA-Bindeprotein (TBP), dem
zum eukaryontischen TFIIB homologen Transkriptionsfaktor B (TFB) und der RNA-
Polymerase, einem Multienzymkomplex aus mehreren Untereinheiten, zusammen.
Somit scheint eine vereinfachte Version des eukaryontischen Polymerase 1I-Systems
vorzuliegen. Zwar sind bei den Archaeen mit den Genen fiur die
Transkriptionsfaktoren TFE und TFS die Homologe zu den eukaryontischen Faktoren
TFIIS und TFIIEa vorhanden, allerdings konnte eine von diesen Faktoren
unabhéngige Transkription vieler archaeeller Promotoren in in vitro-Experimenten
demonstriert werden. In Experimenten, in denen ein vergleichbar reduziertes
eukaryontisches Transkriptionssystem, bestehend aus TBP, TFIIB, der RNA-
Polymerase-30-Untereinheit von TFIIF und der RNA-Polymerase, zur Transkription
einiger eukaryontischer Promotoren eingesetzt wurde, konnte dessen Aktivitét
nachgewiesen werden (Tyree et al., 1993).

Wahrend die Ahnlichkeit der basalen archaeellen Transkriptionsmaschinerie zum
eukaryontischen RNA-Polymerase-II-System (berzeugt, grenzen sich die wenigen,
bisher identifizierten, archaeellen Transkriptionsregulatoren davon ab und weisen
eher Homologie zu bakteriellen Regulatoren auf. Am haufigsten findet man bei den
Archaeen Regulatoren der Lrp (leucine-responsive regulatory protein“)-Familie. In
vitro-Untersuchungen an den archaeellen Lrp-Proteinen LrpA von Pyrococos furiosus
und LysM von Sulfolobus solfataricus sprechen daftir, dass die archaeellen, wie die
bakteriellen Lrps, Transkriptionsfaktoren darstellen, die an der Regulation des
Aminosaurestoffwechsels beteiligt sind. Dabei binden die entsprechenden
Aminosauren als Liganden. Dartiber hinaus wurde auch eine Liganden-unabhangige
negative Autoregulation beobachtet (Bell und Jackson, 2000a; Brinkman et al., 2000;
Brinkman et al., 2002). Im Allgemeinen ist jedoch nur wenig Uber die Regulation der
Transkription von Archaeen bekannt. Obwohl zahlreiche Modellsysteme, wie die
Hitzeschockantwort, die  Gasvesikel-Bildung oder die Expression von
Bakteriorhodopsin bei halophilen Archaeen Gegenstand intensiver Untersuchungen
sind, konnten viele der cis-und trans-agierenden Faktoren nach wie vor nicht
identifiziert werden. Einige wenige Regulatoren konnten etwas genauer
charakterisiert werden. Dazu gehort zum Beispiel der MDR1-Repressor der ABC-
Transporter-Gene von Archaeoglobus fulgidus (Bell et al., 1999a) oder das SalLrp
Protein von Sulfolobus acidocaldarius (Enoru-Eta et al., 2000). In beiden Fallen

handelt es sich um Homologe der bakteriellen Regulation. Aber auch archaeen
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spezifische Regulatoren wurden identifiziert, z.B. der in der Regulation der
Methanogenese  von  Methanobacterium  thermoautotrophicum  involvierte
Transkriptionsfaktor Tfx (Hochheimer et al., 1999), der negativ autoregulierte Faktor
Lrs14 von Sulfolobus solfataricus (Napoli et al., 1999; Bell und Jackson, 2000a), der
an der Hitzeschockantwort von Pyrococcus furiosus beteiligte Faktor Phr (Vierke et
al., 2003) oder der an der Regulation der Gasvesikelsynthese von Halobakterien

beteiligte Faktor GvpE (Kriiger et al., 1998).

Mit den zahlreichen und vielféaltigen Viren hyperthermophiler Archaeen stehen vollig
neue, und mit Ausnahme des Virus SSV1 von Sulfolobus, bisher noch nicht
untersuchte Modellsysteme zur Erforschung molekularbiologischer Prozesse zur
Verfugung. lhre Genome bieten neue Ansatzpunkte zur Beantwortung bislang
ungeloster Fragen zu grundlegenden genetischen und biochemischen Prozessen der
Archaeen.

In vorliegender Arbeit wurden die beiden nah verwandten Rudiviren von Sulfolobus,
SIRV1 (Variante VIII) und SIRV2 (Prangishvili et al., 1999) untersucht. Beide Viren
wurden erstmals aus Anreicherungskulturen ihrer urspringlichen Wirte, Sulfolobus
islandicus KVEM10H3 und HVE10/2 isoliert (Zillig et al., 1994; Zillig et al., 1998). Die
Propagation von SIRV1(VIIl) erfolgte in S. islandicus REN2H1, von SIRV2 in S.
islandicus LAL14/1. Bei den Viren handelt es sich um starre, stabchenférmige
Partikel mit einem Durchmesser von 23 nm und einer Lange von 800 bis 900 nm. Die
linearen doppelstrangigen DNA-Genome beider Viren sind vollstandig sequenziert
(Blum et al., 2001; Peng et al., 2001). Sie sind 32312 (SIRV1; AJ344259) bzw. 35502
(SIRV2; AJ414696) Basenpaare lang. Die Enden der linearen DNA-Strange sind
kovalent verknupft, sodass eine kontinuierliche Polynukleotidkette entsteht. An den
Termini befinden sich ,inverted terminal repeats” (ITRs) mit einer Lange von 2029
und 1628 Basenpaaren, die eine Vielzahl an direkten Wiederholungssequenzen
enthalten. Die Genome weisen eine sehr starke Ahnlichkeit in ihrer Organisation auf.
Sie bestehen aus Blocken von gut konservierten Bereichen, die 74 bis 94% identisch
sind. Sie werden durch Abschnitte mit geringer oder keiner Ahnlichkeit voneinander
getrennt. Die Genome enthalten 45 (SIRV1) bzw. 54 (SIRV2) offene Leserahmen
(ORFs), die langer als 150 Nukleotide sind. 44 davon sind zueinander homolog. Die
Funktionen von zwei der Leserahmen konnten durch Homologievergleiche und

spater experimentell identifiziert werden. Dabei handelt es sich um eine dUTPase
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(Prangishvili et al., 1998) und eine Holliday-junction-Resolvase (Birkenbihl et al.,
2001). Das Strukturprotein des Virus (ORF 134) konnte durch N-terminale
Sequenzierung identifiziert werden (Peng et al., 2001). Der GC-Gehalt beider Virus-
Genome ist mit 25% im Vergleich zu 37% des Genoms von S. solfataricus extrem
niedrig (She et al., 2001).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine erste detaillierte Transkriptionsanalyse
dieser beiden crenarchaeellen Viren in Abhangigkeit des Infektionszyklus
durchzufiihren. Basierend auf diesen Ergebnissen sollte die Transkription der
Rudiviren SIRV hnsichtlich méglicher Regulationsmechanismen untersucht werden.
Die Analyse der Virus-Promotorelemente sollte erste Hinweise liefern, welche
Faktoren bei der Transkription der Genome von SIRV1 und SIRV2 eine Rolle spielen
konnten. Mdgliche, an der Regulation der Transkription beteiligte Proteine sollten

isoliert, identifiziert und molekularbiologisch charakterisiert werden.
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Substanzen und ihre Bezugsquellen

1.1 Chemikalien

Substanz
Acrylamid-Bis-Fertigglosung
(30%, 37,5:1)
Acrylamid-Bis-Fertiglosung
(8%, 19:1, 7 M Harnstoff)
Agarose, NEEO

Agarose SeaKem® LE
Agarose SeaKem® ME
Aqua Phenol

Bacto Agar
Bromphenolblau
Casiumchlorid
Desoxynukleosid-Triphosphate (ANTPSs)
Diethylpyrocarbonat

DNA aus Heringssperma
Ethanolapsolut
Ethidiumbromid

Ficoll 400

Gelrite

Guanidin-HCI

Hefeextrakt

Isopropyl-3-D-Thiogalaktopyranosid (IPTG)

Kupferchlorid (CuCl)

Loading Dye Solution

Lysozym

3-Mercaptoethanol
3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Nonidet P-40 (IGEPAL CA-630)

Hersteller/Firma
Severn Biotech Ltd, Kidderminster, UK

Severn Biotech Ltd, Kidderminster, UK

Roth, Karlsruhe

Biozym, Oldendorf

Biozym, Oldendorf
Appligene, Heidelberg
Difco, Detroit Michigan, USA
Sigma, Deisenhofen
Biomol, Hamburg
Boehringer, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

J. T. Baker, Deventer, Holland
Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Difco, Detroit, USA

Roth, Karlsruhe

Riedel de Haén, Seelze

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Serva, Heidelberg

Sigma, Deisenhofen
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Nukleosid-Triphosphate (NTPS) Amersham Biosciences, Freiburg
N-Lauryl-Sarkosin Sigma, Deisenhofen
Polyvinylpyrrolidon Sigma, Deisenhofen
RNA-GroRRenstandard Life Technologies, Gaithersburg, USA
Rubidiumchlorid Sigma, Deisenhofen

Tris USB, Braunschweig

Trypton Difco, Detroit, USA

Xylencyanol Sigma, Deisenhofen
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D Roth, Karlsruhe

-galaktopyranosid (X-gal)
Alle nicht in der Liste aufgefihrten Substanzen wurden von der Firma Merck,

Darmstadt, bezogen. Der Reinheitsgrad aller Substanzen war sofern nicht anders

angegeben p.a.

1.2 Enzyme, Vektoren und Reaktionskits

AmpliTaq DNA Polymerase Perkin Elmer, Weiterstadt
Pfu Turbo® DNA Polymerase Stratagene, La Jolla, USA
Desoxyribonuklease | Roche, Mannheim
DNase, RNase-frei Qiagen, Hilden

Clal, EcoRI, Ndel, Xhol NEB, Frankfurt

RNase, DNase-frei Boehringer, Mannheim
RNasin Promega, Mannheim
T4-Polynukleotidkinase Promega, Mannheim
AMV-Reverse Transkriptase Promega, Mannheim

PET Expressions System 30a Novagen, Madison, USA
puUC18 Invitrogen, Karlsruhe
pDrive Qiagen, Hilden
pBluescript Il SK Stratagen, La Jolla, USA
Megaprime™ DNA Labelling System Amersham Biosciences, Freiburg

Probe Quant™ G-50 Micro Columns Amersham Biosciences, Freiburg
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RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAEX II Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Nucleotide Removal Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN PCR Cloning”"s Kit Qiagen, Hilden
fmol® DNA Cycle Sequencing System Promega, Mannheim
Reverse Transcription System Promega, Mannheim
Rapid DNA Ligation Kit Roche, Mannheim
1.3 Oligonukleotidprimer und -sonden
Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion, Martinsried, bezogen.
Bezeichnung Sequenz5® 3 Verwendung Literatur
*
108S1F TTCGCACCAAAGTTAATAAATTGA NH, MS 1
1392S1R CTTAGCCAACTCGTGAGCCACGCT NH 1
1819S1F GTGAGTTTTACGGAATACGTG MS *
1854S1R ATTCGATATTATCTTCACGTATTCCG PE 1
2024S1R AAAAAATTCGGCATAAATTGGACT NH, MS 1
2211S1F ACTACTGAGAGCGGTTTAAGAT NH 1
2890S1R GGAGCTTTTGCGATAACTTTTC NH 1
3821S1F GATAGCCACCGCTATCGACCC NH, MS 1
4817S1F GAGTACAAGATCTCCTAAGATTGG NH 1
4977S1F AGTGGAATTCCAAATACTGCTCCAATTACA PKL *
5034S1F TTAGACTTGAAACAAATAACGGATAAC PE, IVT 1
5286S1R AAAGGAATTCCGTTGTCATAAATAAG PKL *
5398S1F GGAATTCTTAACCGTTTCTCTTTTGC PKL *
5432S1F GCCTCTTCAATTGCCTGAGTTAGC NH, PE, IVT 1
5547S1F GACTCTGTTCTTGAGTTTGCA NH, MS 1
5674S1R ATTGGAATTCCATTAGTTCCAAAGTCTATT PKL *
5694S1F GTGAAGGCATATGTTTGTGAACTC NH 1
5720S1R CTAGAGTTCACAAACATATGCCTTC NH, MS 1
6588S1R TATCTTTCCATCCTGTGGTACTGC PE 1
9024S1R TCTACCGTTAACCTCTAGATATCC NH 1
9012S1F GGTTAACGGTAGACATTATCG MS *
9279S1R TCTCAACTCTGGCTCTTGG NH, MS 1
9459S1R GATCAATAATCATATAATCTTTATGAGG NH, PE 1
9910S1R CTAGACCTTTCAATAGGCAAGGTC NH 1
10469S1F ATAAATTCATCTCCTACTTCTTTTTCC PE 1
10771S1F TAGCATAGACATCCCGGCTTTTTC NH 1
10964S1F AGCAGATATGACAATTTAATAGTT PKL *
11173S1F GCCAAAGGTACGCAAAATGG NH 1
11276S1R GAAATTCTGTTGGGCAACAGGAGC NH, PE, MS, IVT, PKL 1
12500S1R CTCTGCTACAAAATGTACATTTGCGGGAAC NH 1
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12738S1R TCCACTTTTGTCCATGCTC NH 1
13062S1F TACCATATTCCCCATTCTTTAC NH 1
15161S1F ACTGATTCAACTCCAGCGTC MS *
15191S1F GAAAATGCAGGGAAAGATTTTCTATTC PE 1
15281S1R TGGGCAAGAGAAAAGGACAGA NH 1
15461S1F GGTAAAGGGAGGTGGAGCT NH, MS 1
15494S1R TCTAGAATTTCTACCAGCTCCACC PE 1
16548S1R GAAATGATGTTCCGCATAGTG MS *
17108S1R CTAGATATCCAATTAGTAAAGTTTTCC PE 1
18160S1R CTTCATAAGCTTTTTGCGGAG NH, MS 1
19241S1F AGCCGGCATTATTGACTTATCAAAC NH, MS 1
20494S1R AACATCTTTTAGATTTTGGAAACTACC PE 1
20762S1R AAAATGTAAATTGTGTTCCGGC NH, MS 1
21278S1F CAATATCCTTACACCGGGATGAG NH 1
22668S1R AGATTATCGATAGCTGAACTTCC NH 1
23429S1F ATCTAGATTTTTCTCACAGCCT NH, MS 1
24428S1F AGAATTGAAGTTAAGGAATTTCCACC PE 1
24852S1R ATCTTATTTCTGTATTTGTCATGATCC PE 1
26131S1R GAGGATAATAATCTTCCCAAG NH, MS 1
26381S1F TACCGAGACCTCCAAAAATCA NH, MS 1
26814S1F ATAGATTTGGTCTTCCTACTAATTCG PE 1
27630S1F CGGTACGGGATGTGAAAACAA NH 1
28203S1F AAATGTTAATCTACTTCTTGAAATGTAC PE 1
29157S1F TCCGACTGTATAGCCTGTCACACA MS *
29772S1R TTGACCAGAAATGGCAATAACA NH, MS 1
30036S1F TTGAAGGATAAATAAATTGACTAAATGC PE 1
1702S2R TTGACTTGCTTTTGCGTCTCA NH 1
2331S2R CCCACCACTCATATGTATCTGTGTA NH 1
2783S2R TAACCCCAACTGAAATGTTTACATT NH 1
3146S2R TCCTCTTGCTAAAGTCATAGCTAAT NH 1
3510S2R CATCTGGAATATATTGATAGCCCAT NH 1
4192S2R TGAAACATGCAAACTAGGAGCT NH 1
4715S2R CTCTCTACCAAATGCTTCTATTG NH 1
5196S2F CTTGTCGACCATAACCAAGATTGTATGT NH 1
5681S2F AGTTGGAGTTCCAGATTCAAG NH 1
6307S2R TCAGTAACTGGAGCTTTTGCA NH 1
6871S2F GGAGCTGACATACCTAGAACA NH 1
9127S2R ACATATGCCTCCACATTCAGA NH 1
10016S2F CCATGACGATACACAGTCAGA NH 1
10980S2R GCATAAGTTGGCGGTTCAGTG NH 1
12421S2R CTTCTAAGTATCCTGTCACTC NH 1
12583S2R GCGTATGCGTCTAACATTAGT NH 1
12931S2R CGTGTTGTATTATTATGCCAAATCTCTGC NH 1
13921S2F TAGTATATAGTATACTATATACTTTCCGAG NH 1
14231S2F TGTTAGTGCTGTGTTGACACA NH 1
14270S2R AGGGCCAGTAATTCCATATTGTGTCAACAC NH 1
14624S2F TGCCACAAATTGGACATTCATATCCTAATAG NH 1
14654S2R CTATTAGGATATGAATGTCCAATTTGTGGCA NH 1
15264S2R GTTAACCCGCTTACAATCCC NH 1
16145S2F TGGATTATCGGGAAGATCAAG NH 1
18324S2R CCAACCGGCGTTAAGTACGG NH 1
18931S2F AAAAGGCGGTGGAGCTGGTA NH 1
21070S2R TTCCCGCCTAATCCAACTGG NH 1
22946S2F AGGAAATGCGGAAAGCGAGT NH 1
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24770S2R GGTCTCATCCCGGTGTAAGG NH 1
25021S2F ATGGGCAATCAAACAGGTGG NH 1
26180S2R GCTAGATATGGCGGTTGATG NH 1
26771S2F AAAGCTGAACTACCACAGTCA NH 1
29080S2R ATCTGTTCTTGGGAGACCGC NH 1
29649S2F CTATGTGTTAAATCGCCATTTC NH 1
299554S2F AGACAGGTTTGGTCTCTTTACTAAT NH 1
30439S2F TAAAGGAATGCATAGATCTCCATT NH 1
31380S2F GTACACATCCTTCCTGTGTCA NH 1
31841S2R GCTAAGGCTGTTGATCAAATG NH 1
32194S2F TGCTAATTCAACTAATTGTCGATAATCTTC NH 1
32724S2F GACAACTTTCACACCGATTTC NH 1
33137S2F ATTCCGTAAAATTCCGCAAGTT NH 1
33675S2F CAGTACCTGCTATATATCTTCCTCCGC NH 1
34138S2F ACCCTTCCTGGCTAACTCATGAGTTA NH 1
ORF56 F GGAATTCCATATGCAAACTCAAGAACAGAG GKL *
ORF56R GGATCCCTCGAGTTAACCGTTTCTCTTTTGCA GKL *
IR56 F ATGTCTTAGCAATTTAGCTAGCTTATGGAA GS *
IR 56 R TTCCATAAGCTAGCTAAATTGCTAAGACAT GS *
Pro209 F TAATAAGTAACTGACTAAAAT GS *
Pro209 R ATTTTAGTCAGTTACTTATTA GS *
Pro486 F TTATTGATTTAATAAATGAATCAAAAA GS *
Pro486 R TTTTTGATTCATTTAATGAATCAAAAA GS *
T7Promoter TAATACGACTCACTATAGGG IVT *
T6 PromF GATCGAATTCGATTGGAATCGAAACGGTCAC PKL 2
T6 Prom R GATCCAAGCTTCTTCTTCTTTTCGGGTTTGGG PKL 2
Bio 5679S1R |Biotin-ATTGAATTAGTTCCAAAGTCTATTAGCG PA *
Bio 10964S1F |Biotin-AGCAGATATGACAATTTAATAGTT PA *
Bio 5367S1R |Biotin-TTCTCAACTAATTCTTAAACCAATATA PA *
Bio T7Promoter |Biotin-TAATACGACTCACTATAGGG PA *
T6 revers TGCATCCAACGCGTTGGGAGCTCTC PA *
5°SS00048 GGAATTCCTATGTCTGAAACCCAATTAA GKL *
3'SS00048 GGATCCCTCGAGTTACAATGGCTTGAATTCCT GKL *

NH = Northern Hybridisierung; PKL = Promotorklonierung; PA = Promotoraffinitatsreinigung; MS =
Manuelle Sequenzierung; IVT = In vitro-Transkription; GKL = Genklonierung; PE = Primer Extension;
GS = Gelshift; S1 = SIRV1; S2 = SIRV2; Literatur: 'Kessler et al., 2004; 2Qureshi et al.,, 1997,

*unveroffentlicht.

2. Verwend

ORGANISMUS/VIRUS

LSulfolobus islandicus® REN2H1
LSulfolobus islandicus” LAL14/1

Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
SIRV1
SIRV2

ete Organismen und Viren
KULTURENSAMMLUNG
BBR 48/1/1
BBR 48/1/2

X1 10 Gold™ * -

Rosetta™ “ -

EZ® -

LITERATUR

Zillig et al., 1994
Zillig et al., 1998

Zillig et al., 1994
Zillig et al., 1998

BBR: Bakterienbank Regensburg. Bezugsquellen: ! Stratagene, La Jolla, USA, 2 Novagene, Madison,
USA; ® Qiagen, Hilden
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3. Verwendete Kulturmedien und Kulturbedingungen

3.1 ,Sulfolobus islandicus”-Medium (SI-Medium; modifiziert nach Allen, 1959
und Brock, 1972)

(NH4)2SO4 309
K2HPO,4 x 3 H20 059
KCI 01lg
Glycin 0,79
MnClL x 4H,0, 1%ige (w/v) L6sung 90 ul

Na,B4O7 x 10 H,O, 1%ige (w/v) Lésung 224 ul
ZnS0O4 x 7 H20, 1%ige (w/v) Losung 11
CuCl, x 2 H0, 1%ige (w/v) L6sung 2,5l
Na;MoOy4 x 2 H,0, 1%ige (w/v) Losung 15u
VOSO4 x5 HO,  1%ige (w/v) Lésung 1,5 ul
CoS0O4 x7 HO,  1%ige (w/v) Losung 0,5 ul
NiSO4 x 6 H20, 1%ige (w/v) LOsung 0,5 ul

Metall-Losung 1,0 ml
pH 3,5 mit 25%iger H,SO4
H2Opidest ad 1000 ml

Dem Medium wurden 0,1% (w/v) Trypton, 0,1% (w/v) Hefeextrakt und 0,2% (w/v)
Saccharose aus 10%igen Stammlosungen zugesetzt. Die Inkubation erfolgte aerob
bei 80°C in Glycerinbadschuttlern (GYROTORY™, G76, New Brunswick Scientific,
New Brunswick, USA). Bis zu einem maximalen Kulturvolumen von 500 ml wurden
dazu Erlenmeyerkolben mit verlangertem Schliffaufsatz, die mit Alukappen

verschlossen wurden, verwendet.

Metall-L6sung: Ca(NO3)2 x4 H,0O 70,8 g
MgCl, x 6 H,0 203,39
H2Opidest ad 1000 ml

Zur Herstellung von Gelriteplatten wurden 6 g Gelrite in 1 | sterilem SFMedium unter
Ruhren gel6st, fir ca. 10 min gekocht und dann zlgig zu 20 ml Portionen in

Plastikpetrischalen gegossen. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.
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3.2 Luria-Bertani-Medium (LB-Medium; Miller, 1972)

Trypton 10,0 g
Hefeextrakt 50¢g
NacCl 1009
pH 7,5 mit 2N NaOH

H2Opidest ad 1000 ml

Zur Herstellung von festem Nahrmedium wurde zusatzlich 1,5% (w/v) Agar

zugesetzt.

Nach Bedarf wurde dem Medium Antibiotikum zugegeben:

Ampicillin 100 pg/ml
Chloramphenicol 34 pug/ml
Kanamycin 40 pg/ml

Far Blau/Weil3-Screening wurden auf die Platten zuséatzlich 10 pl IPTG (100 mM) und
50 pl X-GAL (40 mg/ml, geldst in Formamid) aufgebracht.

Anzuchten bis zu 10 ml Volumen wurden im Reagenzglas bei 37°C ,gerollt* (Tissue
Culture Roller Drum, Modell TC7; New Brunswick Scientific, New Brunswick, USA).
GroRBere Volumina wurden in zu 50% gefillten Erlenmeyerkolben einem
Horizontalschittler (GYROTORY™, G76; New Brunswick Scientific, New Brunswick,
USA) inkubiert.

4. Sterilisation

Medien, hitzeunempfindliche Medienzusétze, Puffer und Stammldsungen wurden fir
20 min. bei 121°C und 200 kPa unter feuchter Hitze autoklaviert (SANOclav, Wolf,
Geislingen). Hitzeempfindliche Substrate wurden Uber Cellulose-Acetat-Filter
sterilfiltriert (PorengréRe 0,22 um, Millipore, Bedford, USA). Glasgerate,
Pipettenspitzen, Zentrifugenréhrchen u. &., sowie Diethylpyrocarbonat behandelte
Losungen und HOpigest, das zur Herstellung von Stammlésungen fir RNA-Arbeiten

verwendet wurde, wurden fur 40 min. bei 121°C autoklaviert (s.0.). Zur Beseitigung
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von DNA-Rlckstanden wurden Zentrifugenréhrchen sowie GlasgefaRe vor dem
Autoklavieren in 6%-iger (v/v) Chlorbleichlauge eingelegt und anschlieRend mit

Reinwasser gesplilt.

5. Mikroskopie

5.1 Phasenkontrastmikroskopie

Die Mikroskopie im Phasenkontrast erfolgte an einem Mikroskop der Firma Zeiss
(Jena), das mit einem Phasenkontrastobjektiv (NEOFLUAR 100, PH3, Zeiss)

ausgestattet war.

5.2 Bestimmung von Zellzahlen

Die Bestimmung von Gesamtzellzahlen erfolgte mit einer Thoma-Zahlkammer
(Brand, Wertheim; Kammervolumen: 0,02 mm x 0,0025 mm? pro Kleinstquadrat) und

wurde nach folgender Formel ermittelt:

Gesamtzellzahl / ml = Anzahl der Zellen / Kleinstquadrat x 2 x 107

oder erfolgte né&herungsweise durch Bestimmung der ODegypo In  einem
Spektralphotometer (DU® 640 Spectrophotometer, Beckman Instruments, Fullerton,
USA).

6. Virusvermehrung und -praparation

6.1 Tropf-Test

In einem 100 ml Becherglas wurden 60 mg Gelrite in 20 ml SFMedium (s. 11.3.1)
unter Ruhren bei 95°C geldst und in einem Wasserbad bei einer Temperatur von
80°C gehalten. Im 80°C Wasserbad wurden in kleinen Reagenzglasern je 2 ml der
Gelrite-Losung mit jeweils 150 pl einer gut gewachsenen Sulfolobus-Kultur (ODeggo
ca. 0,2; DU® 640 Spectrophotometer, Beckman Instruments, Fullerton, USA)

gemischt und als ,soft-layer* auf Gelrite-Platten, die auf 80°C vorgewarmt wurden,
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gegossen. Nach dem Erkalten wurde an verschiedenen Stellen jeweils 1 pl einer
Suspension des entsprechenden Virus aufgetropft. Nach dem Trocknen wurden die
Platten in feuchter Atmosphére, in einem mit Frischhaltefolie abgedeckten und mit
Glasdeckel verschlossenen Plexiglasbehalter, bei 80°C in einem Heil3luftinkubator
(kelvitron®, Heraeus, Osterode) bebriitet. Nach zwei Tagen Inkubation wurden an
den Stellen, an denen das Virus aufgetropft wurde, Hemmhofe sichtbar. Diese

wurden mit einem sterilen Spatel ausgestochen und in 25 ml SI-Medium transferiert.

6.2 Virusvermehrung

Sobald die virusinfizierten Zellen (s. 11.6.1) zu einer ODgypw von ca. 0,5
herangewachsen waren, wurden sie zu einer gut gewachsenen 500 ml Kultur (ODegoo
ca. 0,2) nicht infizierter Wirtszellen gegeben. Diese Ansatze wurden bis zu einer
ODeoo von 0,7-0,8 inkubiert.

6.3 Viruspréparation

Zur Ernte wurden die Zellen fur 30 min. bei 8000 UpM und 4°C abzentrifugiert
(SORVALL® RC 5C PLUS, GSA-Rotor). Der klare, virushaltige Uberstand wurde
gesammelt und UN bei 4°C mit Polyethylenglykol (10,5 g/100 ml Uberstand) und
Natriumchlorid (5,8 g/100 ml Uberstand) prazipitiert. Das Prazipitat wurde durch
Zentrifugation fiir 40 min. bei 12000 UpM und 4°C gesammelt (SORVALL® RC 5C
PLUS, GS3-Rotor). Das Pellet wurde in wenig (ca. 2 ml pro Zentrifugenbecher und
Pellet) TA-Puffer (Tris/Acetat, pH 6,0, 20 mM) resuspendiert und nach Zugabe von
0,45 g CsCl/iml Lésung fir 48 h bei 48000 UpM bandiert (Optima™ LE-80K
Ultrazentrifuge, Beckman Instruments, Fullerton, USA; Rotor SW.50.1). Nach der
Ultraze ntrifugation waren zwei Banden sichtbar, die getrennt gezapft und im
Kuhlschrank gelagert wurden. Die obere Bande enthielt zusatzlich Geil3eln, die
wahrend der Praparation abbrachen, die untere Bande den Grof3teil an

Viruspartikeln.
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6.4 Plaque-Test

Zur Bestimmung des Virustiters ("Plague forming units”, p.f.u.) wurde ein Plaque-Test
durchgefuhrt. Dazu wurde zunadchst vom Viruspraparat eine Verdiunnungsreihe
angelegt. (unverdiinnt, 10, 103, 10°, 107, 10°, 10", 10%). Dann wurde wie beim
Tropftest (s. 11.6.1) auf Gelrite-Platten eine zweite Schicht, bestehend aus je 2 ml
Gelrite-SI-Medium, 150 pl Sulfolobus-Kultur (ODggo ca. 0,2) und jeweils 100 pl der
entsprechenden Virusverdiinnung, gegossen. Nach dem Erstarren wurden die
Platten in feuchter Atmosphare (s. 1.6.1) bei 80°C im HeiRluftinkubator (kelvitron®t,
Heraeus Osterode) inkubiert. Nach zwei Tagen Inkubation wurden auf den Platten
Plaques (bzw. Hemmhdofe) sichtbar, die dann ausgezahlt wurden. Daraus konnte die

Zahl der p.f.u. nach folgender Rechnung bestimmt werden:

Anzahl der Plaques x Verdinnungsfaktor x 10 = p.f.u. / ml

7. Molekulargenetische Methoden
7.1 Isolierung von Nukleinsauren

7.1.1 Puffer und Losungen

TA-Puffer: Tris/Acetat, pH 6,0 20 mM
Agqua Phenol Aqua Phenol™ (Appligene) wurde mit 0,1% (V/v)

Hydroxychinolin versetzt und nach Angaben des
Herstellers mit der pH Maker™ Lésung (pH 7,5)
ausgeschiittelt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C in einer
dunklen Flasche.

7.1.2 DNA-Isolierung aus Viren

1 ml Uber CsCl-Bandierung gereingtes Viruspraparat (s. 11.6.3) wurde zur
Verringerung der lonenstarke fur 2 h bei Raumtemperatur gegen TA-Puffer dialysiert.
Um die Proteine der Viruspartikel aus ihrem Verband zu l6sen, wurde der

Viruslosung 1% (v/v) Lauryl-Sarcosin-Lésung zugesetzt und 30 min. bei
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Raumtemperatur in einem Uber-Kopf-Schiittler (Eigenkonstruktion, mechanische
Werkstatt, Universitdt Regensburg) inkubiert. Nach Zugabe von 1 Vol Phenol wurde
fur weitere 30 min. rotiert. Zur Trennung der Phasen wurde fur 5 min. bei 13000 UpM
(Biofuge pico, Heraeus, Osterode) zentrifugiert. Um an Protein gebundene DNA nicht
zu verlieren, wurde die wassrige Phase und die Interphase in ein frisches ERG
Uberfihrt, zweimal mit 1 Vol Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (24:24:1, viviv)
ausgeschuttelt und schlieBlich mit 1 Vol Chloroform ausgeschittelt. Der wassrige
Uberstand wurde abgenommen, erneut mit 1 Vol Chloroform extrahiert und in ein
frisches Eppendorf-Reaktionsgefald tUberfiihrt. Nach Zugabe von Natriumacetat (pH
5,2) zu einer Konzentration von 0,3 M wurde die DNA mit 0,8 Vol kaltem Isopropanol
fur 1 h bei -20°C préazipitiert. Nach 30 minutiger Zentrifugation bei 13000 UpM
(Labofuge®© 400R, Heraeus, Osterode) und 4°C wurde das Pellet 2x mit 70%igem
(viv) Ethanol gewaschen, schliel3lich an Luft getrocknet und in 10-30 pl HOpigest

resuspendiert.

7.1.3 RNA-Isolierung aus virusinfizierten Zellen

"Sulfolobus islandicus” REN2H1 oder LAL14/1 Zellen wurden bis zu einer ODggp von
0,2 (1 x 108 Zellen/ml) wachsen gelassen und mit SIRV1 oder SIRV2 mit einer m.o.i.
von 5 infiziert. Fur die RNA-Praparation zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion
wurden 20 ml Aliquots 0 min., 30 min., 60 min., 120 min., 180 min. und 240 min. nach
der Infektion entnommen und aufgearbeitet. Dazu wurden die Zellen fur 15 min. bei
4500 UpM und 4°C abzentrifugiert (Labofuge© 400R, Heraeus, Osterode) und
daraus die Gesamt-RNA unter Verwendung des RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen,
Hilden, nach Angaben des Herstellers isoliert. Die hierzu erforderlich vollstandige
Homogenisierung der Proben wurde durch Zentrifugation fir 2 min bei 13000 UpM
durch ein QIlAshredder™ Saulchen (Qiagen, Hilden) erreicht. Zur Entfernung
etwaiger DNA Kontaminationen wurde die RNA wahrend des Reingungsprozesses
direkt auf der Saule mit dafir vorgesehener DNase | (Qiagen) nach Angaben des

Herstellers behandelt.
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7.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

7.2.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Losungen wurde mit einem
Spektralphotometer DU®640 (Beckman Instruments, Fullerton, USA) in einer 100 pl
Quarzkiuvette die optische Dichte bei den Wellenlangen 260 nm und 280 nm
bestimmt. Aus der Absorption bei 260 nm wurde die Konzentration nach folgender

Formel berechnet:
Konzentration = OD2go X Verduinnungsfaktor x spezfische Konzentration

Aus dem Quotienten OD2g/OD2gp konnte die Reinheit der Nukleinsauren

abgeschatzt werden.
Reine Nukleinsaure Spez. Konz. bei ODyg=1 OD60/OD>gg
genomische DNA 50 pg/ml 1,8
DNA-Oligonukleotide 20 pg/ml 1,8
Plasmid-DNA 20 pg/ml 1,8-2,0
RNA 40 pg/mi 1,8-2,0

Fur die Konzentrationsbestimmung wurde DNA in H2Opigess RNA in DEPC-H,O
verdunnt, fir die Abschatzung der Reinheit wurden die Nukleinsduren in TE-Puffer

verdinnt.

7.2.2 Konzentrationsbestimmung mittels Ethidiumbromidplatten

Zur Abschatzung geringer DNA-Konzentrationen wurde auf eine
Ethidiumbromidplatte (Platten aus 1% (w/v) Agarose in TE-Puffer (10 mM Tris/HCI
pH 8,0; 1 mM EDTA), die 5 pg/ml Ethidiumbromid enthielten) | -DNA-
Mengenstandards bekannter Konzentration (6, 12, 25, 50, 100 ng/ul) aufgetragen.
Parallel dazu wurde 1 pl der zu bestimmenden DNA Losung aufgetragen und nach
10 min. Einwirkzeit die Fluoreszenzstarken im UV-Licht (I = 254 nm) miteinander

verglichen und daraus die DNA Konzentration abgeschétzt.
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7.3 Gelelektrophorese
7.3.1 Puffer und Lésungen

TAE-Puffer

1x TBE-Puffer

MOPS-Puffer

1x Laufpuffer

DNA-Auftragspuffer

RNA-Auftragspuffer
(2x Loading Dye Solution )

Formamid-Auftragspuffer

Tris/Eisessig, pH 8,3
Na,-EDTA

Tris
Borsaure
EDTA

3-Morpholinopropansulfonsaure
Natriumacetat
Nao-EDTA

Tris
Glycin
H2Opidest

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerin
TAE-Puffer

Formamid

SDS
Bromphenolblau
Xylencyanol
Ethidiumbromid
Naz-EDTA

Formamid
Xylencyanol
Bromphenolblau
Naz-EDTA

7.3.2 Native Agarose-Gelelektrophorese

40 mM
1 mM

89 mM
89 mM
2 mM

20 mM
5mM
1mM

3,09
14,4 g
ad 1000 ml

0,059
0,05¢g
500 ml
ad 20 ml

95% (wW/iv)
0,025% (w/v)
0,025% (w/v)
0,025% (w/v)
0,025% (w/v)

0,5mM

10 ml
0,1% (w/v)
0,1% (w/v)

10 mM

Die Analyse von PCR-Produkten, Plasmiden und genomischer DNA erfolgte auf 0,8-

1,2%igen (w/v) Agarosegelen. Dazu wurde die Agarose in TAE-Puffer durch

Aufkochen gelodst und nach Abkihlen auf ca. 50°C mit 0,01% Ethidiumbromidlésung

(20 mg/ml) versetzt und in eine horizontale Gelkammer gegossen.
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Gele, auf denen restriktionsverdaute, genomische DNA aufgetrennt wurde, wurden
mit SeaKem ME Agarose hergestellt und ohne Zugabe von Ethidiumbromid
gegossen. Nach beendeter Elektrophorese wurden die Gele fur 30 min. in einem
Ethidiumbromidfarbebad (0,5 mg in 500 ml TAE-Puffer) gefarbt und anschlie3end fir
30 min. in H2Opjgest eNtfarbt.

Die Proben wurden vor dem Auftrag mit 0 Vol Auftragspuffer versetzt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte zusammen mit entsprechenden DNA-
Groélenstandards im Fall kleiner Agarosegele (Volumen 35 ml) bei 90 V fir 35
Minuten, im Fall groRer Gele (Volumen 280 ml) bei 50 V fur 12-15 h in TAE-Puffer.
Die Auftrennung der Banden wurde auf einem UV-Leuchtschirm (I = 254 nm)
sichtbar gemacht und mit dem EasyStore Imaging System (Herolab, Wiesloch)

dokumentiert.

7.3.3 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die Analyse von RNA erfolgte auf einem 1,2%igem (w/v) Agarose-Formaldehydgel.
Dazu wurden 2,4 g SeaKem LE Agarose in 200 ml 1x MOPS aufgekocht. Nach
Abklhlung der Agaroseldosung auf eine Temperatur von 60°C, wurden 3,6 ml 37%
(viv)  Formaldehyd  zugesetzt, und das Gel in eine horizontale
Elektrophoreseapparatur (12,5 x 19,5 cm) gegossen. Die Elektrophorese erfolgte in
1x MOPS-Puffer fur 2,5 h bei einer Spannung von 120 V. Aufgetragen wurden
jeweils 5 pg RNA, die zuvor mit 5 pl Auftragspuffer (MBI Fermentas) versetzt wurden.
Als Marker wurden 5 pg RNA-Standard (Gibco, Life Technologies) aufgetragen. Da
der RNA-Auftragspuffer bereits Ethidiumbromid enthielt, musste dem Gel dieses
nicht zugesetzt werden und die RNA konnte nach erfolgter Elektrophorese auf einem

UV-Leuchtschirm sichtbar gemacht werden.

7.3.4 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Analyse von Oligonukleotiden, sehr kleinen DNA Fragmente (<150 bp), sowie fur
Gel-Verzégerungstests wurden native 5-10%ige Polyacrylamidgele verwendet. Mit
Ausnahme der Gel-Verzogerungstests wurde den Proben wie bei den nativen
Agarosegelen /1o Volumen DNA-Auftragspuffer zugesetzt. Die Elektrophorese

erfolgte nach 20 mindtigem Vorlauf der Gele in 1x TBE oder 1x Laufpuffer in einer
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vertikalen Elektrophoreseapparatur (20 x 20 cm; 1,5 mm Gel-Dicke) bei 19 Watt bis
die Bromphenolblaubande bis zu % durch das Gel gewandert ist, bzw. fur die Gel
Verzogerungstest fur 2 h bei 170 V. Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel 2
min. in Fixiererlosung (10% (v/v) Eisessig, 10% (v/v) Methanol) gelegt, auf ein Stick
3 MM Whatman Papier transferiert, mit Frischhaltefolie abgedeckt und unter Vakuum
fur 30 min. bei 80°C in einer Geltrocknungs-Apparatur (DryGel Sr. SE1160, Hoefer,
San Francisco, USA) getrocknet. Die Banden wurden schliel3lich durch

Autoradiographie (s. 1.7.6) sichtbar gemacht.

7.3.5 Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese zur Analyse von "Primer Extension” Produkten,
Sequenzreaktionen, sowie DNase | Footprints wurde unter denaturierenden
Bedingungen durchgefuhrt. Dazu wurden 0,4 mm dicke, 8%ige Polyacrylamidgele,
welche 7 M Harnstoff enthielten, gegossen. Vor dem Beladen der Gele fand ein
Vorlauf von 20-30 min. statt. Die Proben wurden 1:1 mit Formamidauftragspuffer
versetzt, fur 5 min. bei 95°C aufgekocht, kurz auf Eis abgekihlt und schlie3lich auf
das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x TBE fur ca. 40 min. bei 19
Watt fir 20 x 20 cm Gele und fur ca. 3 h bei 50 Watt fur 40 x 50 cm Gele. Nach
erfolgter Elektrophorese wurde das Gel 2 min. in Fixiererlosung (10% (v/v)
Essigsaure, 10% (v/v) Methanol) gelegt, auf ein Stick 3 MM Whatman Papier
transferiert, mit Frischhaltefolie abgedeckt und unter Vakuum fir 30 min. bei 80°C in
einer Geltrocknungs-Apparatur (DryGel Sr. SE1160, Hoefer, San Francisco, USA)
getrocknet.

7.4 Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Zur lIsolierung von DNA aus nativen Agarosegelen wurde nach entsprechender
elektrophoretischer Auftrennung die gewiinschte Bande unter UV-Licht (I = 254 nm)
aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA aus dem Agaroseblockchen mit Hilfe des
QIAquick Gel Extraction Kits oder des QIAEX Il Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden)

nach Angaben des Herstellers gereinigt.
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7.5 Reinigung von DNA aus nativen Polyacrylamidgelen

Zur lIsolierung von DNA aus nativen Polyacrylamidgelen wurde im Falle nicht
radioaktiver Proben die DNA mittels UV-Schattierung sichtbar gemacht. Dazu wurde
das Gel nach erfolgter Elektrophorese in Frischhaltefolie eingewickelt und auf eine
32p Verstarkerfolie (Kodak, 3M Trimax 16B) gelegt. Durch Bestrahlung mit UV ( =
254 nm) wurde die DNA als dunkel kontrastierte Bande im Gel sichtbar und konnte
mit einer sterilen Rasierklinge aus dem Gel ausgeschnitten werden. Die
ausgeschnittene Bande wurde in ein 0,5 ml Eppendorfreaktionsgefald tberfihrt, in
welches zuvor im unteren Drittel mit einer Kaniile (Sterican®, 0,60 x 30 mm, B.
Braun, Melsungen) ringsum LoOcher gestochen wurden. Das Gefall wurde
geschlossen und in ein 15 ml Eppendorfreaktionsgefd? gegeben. Durch
Zentrifugation fur 10 min. bei 13000 UpM in einer Tischzentrifuge (Biofuge Pico)
wurde das Gelstiick zerkleinert und in das 1,5 ml Reaktionsgefal3 zentrifugiert. Die
Gelstiicke wurden tiber Nacht bei Raumtemperatur in einem Uberkopfschiittler in 400
pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 7,4; 1 mM EDTA) aquilibriert. Nach Zentrifugation
fur 15 min. bei 13000 UpM (Biofuge Pico) und RT wurde der Uberstand
abgenommen und die darin enthaltene DNA durch Zugabe von 0,3 M Natriumacetat
(pH 5,2) und 2,5 Vol eiskaltem Ethanolapsoiyt flr mindestens 1 h bei -20°C prazipitiert.
Nach anschliel3ender Zentrifugation fir 30 min. bei 13000 UpM und 4°C wurde das
Pellet einmal in 70% (v/v) Ethanol gewaschen, schlief3lich an Luft getrocknet und in
10 pl H2Opigest aufgenommen.

Im Falle radioaktiv markierter Proben wurde das Gel ebenfalls in Frischhaltefolie
gewickelt und mit Tesafilm in definierter Position in einer Rontgenfilmkassette fixiert.
Durch 5minitiges Auflegen eines Rontgenfiims (KODAK X-Omat LS (XLS)) wurde
die DNA Bande auf diesem sichtbar. Aus dem Roéntgenfilm konnte eine Schablone
geschnitten werden, die erneut mit dem Gel zur Deckung gebracht werden konnte,
um die Position der DNA Bande auf dem in Folie eingewickelten Gel anzuzeichnen.
Schlief3lich wurde die Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA wie bereits

beschrieben aus dem Gel eluiert.



Il. Material und Methoden 24

7.6 Autoradiographie

Die Detektion radioaktiv markierter DNA und RNA erfolgte mittels Autoradiographie.
Fur die Detektion der Northern-Hybridisierungs-Signale wurden KODAK BioMAX MS
Filme in Kombination mit einem BioMax MS Intesifying Screen verwendet. Fur alle
anderen Anwendung wurden KODAK X-Omat LS (XLS) Filme in Kombination mit
einem BioMax MS Intensifying Screen verwendet. Die Exposition erfolgte bei —70°C
je nach Intensitat des Signals und Sensitivitdt des Rontgenfilms, zwischen 4 h und 4
Tagen. Die Filme wurden manuell entwickelt (Roéntgen Entwickler- und
Fixierkonzentrat, Adefo Chemie GmbH, Nirnberg). Im Fall einer Quantifizierung von
erhaltenen Banden erfolgte diese densitometrisch unter Verwendung eines Fuji FLA-
5000 Image Readers (Fuji-Film, Tokyo, Japan) und zugehoérigem AIDA Image

Analyzer v.3.28 Computerprogramm.

7.7 Restriktionshydrolyse

Die Hydrolyse doppelstrangiger DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte fir ein
bis drei Stunden bei 37°C in dem vom Hersteller mitgelieferten bzw. bei Doppel- oder

Mehrfachverdau in dem vom Hersteller empfohlenen Puffer.

7.8 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR; Saiki et al., 1985; Saiki et al., 1988)

7.8.1 Standard-PCR

Alle PCR Reaktionen wurden in 0,2 ml Reaktionsgeféaf3en in einem Thermocycler
(Progene-02, Thermo-DUX, Wertheim oder GeneAmp® PCR System 9700, Perkin
Elmer Cetus, Norfolk, USA) als Hot-Start-PCR-Reaktionen durchgefuhrt. PCR-
Reaktionen, bei denen radioaktiv markierte Primer verwendet wurden, wurden in
einem Mastercycler® personal Thermocycler der Firma Eppendorf, Hamburg
durchgefuhrt. Die Ansétze wurden mit kontaminationsfreien Pipettenspitzen mit

Filtereinsatz pipettiert.
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Zusammensetzung des PCR-Ansatzes:

10x PCR-Puffer (incl. MgCl,, 15 mM) 5ul
dNTP-Mix (je 2,5 mM) 4 pl
F-Primer (25 ng/ul) 2
R-Primer (25 ng/ul) 2ul
DNA (5 ng/pl) 2 u
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
H2Obidest 34,75 pl

Reaktionsbedingungen Progene 02, Thermo-DUX:

Zyklenzahl Zeit Temperatur
1 5 min 94°C
1 min 94°C
35 1 min 60°C
2 min 72°C
1 10 min 72°C
1 8 4°C

Reaktionsbedingungen GeneAmp® PCR System 9700, Perkin Elmer:

Zyklenzahl Zeit Temperatur
1 1 min 30 s 96°C
30s 96°C
10 30s 60°C
1 min 72°C
20 s 94°C
25 30s 60°C
1 min 72°C
1 10 min 72°C
1 8 4°C

Reaktionsbedingungen Mastercycler® personal, Eppendorf:

Zyklenzahl Zeit Temperatur
1 1 min 96°C
30s 96°C
20 30s 50°C
1 min 72°C
1 8 4°C

Zu jedem Ansatz wurde eine entsprechende Negativkontrolle durchgefihrt.
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Zur Uberprufung der PCR-Amplifikationen wurden jeweils 9 ul PCR-Ansatz mit 1 pl
DNA-Auftragspuffer versetzt und auf einem 15%igem (w/v) Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt (s. 11.7.3.2).

7.8.2 Kolonie-PCR

Zur Indentifikation positiver Transformanden nach Klonierungsexperimenten wurde
eine Kolonie-PCR durchgefuhrt. Hierbei wurden anstelle isolierter DNA ganze Zellen

als Template in die PCR-Reaktion eingesetzt.

7.8.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

Um nicht inkorporierte Primer und Nukleotide sowie Tag-Polymerase aus dem PCR-
Ansatz wieder zu entfernen, wurde der QIAquick PCR-Purification Kit der Firma

Qiagen, Hilden verwendet.

7.8.4 Ligation von PCR-Produkten

Die Ligation gereinigter PCR-Produkte erfolgte entweder in dem Vektor pDRIVE
(Qiagen, Hilden) uber die durch die Tag-Polymerase erzeugten 3'-A-Uberhange und
den im Vektor vorhandenen komplementaren 5’-U-Uberhdngen, unter Verwendung
des QIAGEN®PCR ClonigP?“*Kit nach Angaben des Herstellers, oder fir die
Erstellung von Expressionskonstrukten in entsprechenden Expressionsvektoren mit
Hilfe des Rapid DNA-Ligation Kits der Firma Roche, Mannheim, nach

Herstellerprotokoll.

7.8.5 Einfuhrung von Restriktionsschnittstellen

Zur Konstruktion von Expressionsklonen mussten DNA-Fragmente in einem genau
definierten Leseraster in die entsprechenden Expressionsvektoren eingebracht
werden. Dazu wurden am Beginn und am Ende des proteinkodierenden Gens
zusatzliche Restriktionsschnittstellen eingefugt, indem die PCR des zu klonierenden

Gens mit Primern, welche die gewilnschten Restriktionsschnittstellen im
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entsprechenden Leseraster enthielten, durchgefuihrt wurde. Zur DNA-Synthese
wurde Pfu-Polymerase verwendet, da diese Uber einen Korrekturlesemechanismus
verfigt. Um trotzdem bei der Genamplifikation mogliche entstandene Fehler

auszuschliel3en, wurden die Expressionskonstrukte zur Kontrolle sequenziert.

7.8.6 Biotinylierung von DNA-Fragmenten

Um Biotin-markierte DNA-Fragmente zu erhalten, wurden diese mit biotinylierten

Primern (Metabion, Martinsried) ampflifiziert.

7.8.7 3*P-Markierung von DNA-Fragmenten

%2p-markierte DNA-Framente wurden iiber PCR-Reaktionen erhalten, bei denen
einer der beiden verwendeten Primer zuvor mittels T4 Polynukleotidkinase am 5’
Ende mit [g32P]-ATP radioaktiv markiert wurde (s. 11.7.11.2).

7.9 Klonierung und Plasmidpraparation

7.9.1 Puffer und Lésungen

TFB1-Puffer KAC 1,473 ¢
MnCl, x 4 H,0 4,959
RbCI 6,046 g
CaCl, x 2 H,O 0,74 ¢
Glycerin 75 ml
H2Opidest ad 500 ml

pH 5,2 mit 50%iger Essigsaure

TFEB2-Puffer MOPS 1,075¢g
CaCl, x 2 H,O 5509
RbCI 0,605¢g
Glycerin 75 ml
H2Opidest ad 500 ml

pH 7,0 mit H2804
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7.9.2 Herstellung kompetenter Zellen

E. coli Zellen wurden mit Rubidumchlorid fur die Aufnahme von DNA kompetent
gemacht (Hanahan, 1983). Dazu wurden 100 ml LB-Medium mit der gewlnschten E.
coli Kultur beimpft und bei 37°C bis zu einer ODgoo von 0,5 kultiviert. Anschlie3end
wurde die Kultur auf Eis abgekihlt und die Zellen bei 2500 UpM fur 5 min. in 50 ml
Falcontubes abzentrifugiert (Labofuge® 400R, Heraeus, Osterode). Die Zellen
wurden in insgesamt 30 ml eiskaltem TFB1-Puffer resuspendiert und fur 120 min. auf
Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation fur 5 min. bei 2500 UpM und 4°C wurden
die Zellen behutsam in insgesamt 4 ml TFB2-Puffer resuspendiert. Zur Erhéhung der
Transformationseffizienz wurde den Zellen 60 ul DMSO zugesetzt. Die Zellen wurden
zu 100 pl Aliquots bei -70°C gelagert. Die vollstdndige Transformationseffizienz der
Zellen wurde erst nach dem Einfrieren oder durch Ubernacht-Inkubation auf Eis

erreicht.

7.9.3 Transformation von E. coli

100 ul kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5-15 ul Ligationsansatz (s.
11.7.8.4) vermischt und fir 30 min. auf Eis inkubiert. Anschlie3end erfolgte fur 45 s ein
Hitzeschock bei 42°C, wonach die Zellen nochmals fir eine min. auf Eis inkubiert
wurden. AnschlieBend wurden sie mit 1 ml LB-Medium versetzt und zur
Regeneration fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die nun transformierten Zellen
wurden 1 min. bei 13000 UpM in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert, das Pellet
wurde in 100 pl LB-Medium resuspendiert und auf eine LB-Platte mit
entsprechendem Selektionsmarker ausplattiert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht
bei 37°C. Zur Selektion pDRIVE transformierter Zellen wurde Ampicillin (LO0 pg/ml)
und gegebenenfalls zusatzliches Blau/Weil3-Screening (s. 11.3.2) verwendet Zur
Selektion mit Expressionskonstrukten transformierter Zellen wurde in der Regel
Kanamycin (40 pg/ul) verwendet. Zur Verifizierung positiver Transformanden wurden
diese mittels Kolonie-PCR uberprift (s. 11.7.8.2), parallel dazu auf Platte gesichert
und fur die Plasmidpraparation in 10 ml LB-Medium mit entsprechenden

Selektionsmarkern angeimpft und Gber Nacht bei 37°C rollend inkubiert.
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7.9.4 Plasmidpréaparation

Zur Plasmidisolierung positiver E. coli Klone wurden 4 ml Ubernacht-Kultur
sukzessive in ein 2 ml Eppendorfreaktionsgefal’ zentrifugiert (1 min., 13000 Up M,
Biofuge Pico). Die Plasmidisolierung erfolgte unter Verwendung des QlAprep Spin
Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die Elution von den

Zentrifugationssaulchen erfolgte mit 50 pl sterilem HzOpigest.

7.10 Sequenzierung von PCR-Produkten und Plasmid-DNA

Sequenzierungen wurden von der Firma GENEART (Regensburg) unter Verwendung
eines ABI Sequenziergerates nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977)
durchgefiihrt. Sequenzieranséatze enthielten 200-500 ng Plasmid DNA bzw. 20 ng

PCR-Produkt/100 bp, sowie 10 uM Primer in einem Reaktionsvolumen von 8 .

7.11 Nachweis virusspezifischer Transkripte in Gesamt-RNA aus
virusinfizierten Zellen

7.11.1 Herstellung **P-markierter dsDNA-Sonden

Die tber PCR gewonnenen Virus DNA-Fragmnete wurden mittels ,Random Priming*
mit 3P markiert (Feinberg und Vogelstein, 1983; Feinberg und Vogelstein, 1984).
Dazu wurde das Megaprime™ DNA Labelling Sytem der Firma Amersham
Biosciences (Freiburg) eingesetzt und nach dem Standard Megaprime Protokoll

gearbeitet. Es wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:

DNA (5 ng/pl) 5l
dTTP 4u
dGTP 4u
dCTP 4 ul
Labelling Puffer 10 pl
Primerlésung 5l
H,O 11
[a *?P] dATP 5ul
Klenow-Fragment 2 ul

Der Ansatz wurde fur 10 min. bei 37°C inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion

wurden 5 pl 0,2 M EDTA zugesetzt. Die Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide
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erfolgte mit Probe Quant™ G-50 Micro Columns (Amersham Biosciences, Freiburg)

nach Herstellerprotokoll.

7.11.2 Herstellung *P-markierter Oligonukleotidsonden und Primer

Oligonukleotide wurden mit Hilfe von T4-Polynukleotidkinase am 5 Ende mit 3P
markiert (Feinberg und Vogelstein, 1983).

Reaktionsansatz:

Oligonukleotid 100 ng
10x Kinase-Puffer 2ul
[93%P] ATP (3000-6000 Ci/mmol) 3ul
T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul) 1l
H2Opidest ad 20 pl

Der Ansatz wurde fir 30 min. bei 37°C inkubiert und zur Inaktivierung anschlieend

fir 5 min. bei 95°C. Die Abtrennung von nicht inkorporiertem [g *2P] ATP erfolgte mit

Probe Quant™ G-50 Micro Columns (Amersham Biosciences, Freiburg) nach
Herstellerprotokoll. Fur die Markierung von Oligonukleotiden fir den Einsatz in
DNase | Footprinting Experimenten wurde das Volumen des Ansatzes vor der

Aufreinigung nicht wie im Herstellerprotokoll angegeben auf 50 pl erhoht.

7.11.3 Northern Blotting

Puffer und Losungen

20x SSC Nas-Citrat 0,3M

NacCl 3M
Denaturierungslosung NaOH 05N
Durchfihrung

Nach Elektrophorese der RNA, wie unter 11.7.3.3 beschrieben, wurde das Gel fur 30

min. in eine Denaturierungslosung gelegt, um den Transfer grol3er RNA-Moleklle zu
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erleichtern. Nach kurzem Waschen in RNase-freiem Wasser wurde das Gel fur 20
min. in 20x SSC &aquilibriert. Auf zwei zu ca. 1/3 mit 20x SSC geflllte Plastikwannen
wurde eine Glasplatte gelegt, Gber die die beiden GefalRe mit einer Briicke aus 3 MM
Whatmanpapier, das zuvor in 20x SSC getrankt wurde, verbunden wurden. Darauf
wurde das Gel mit der RNA-Seite nach oben gelegt und die Gelrander mit
Parafilmstreifen abgedichtet, sodass der Transfer durch das Gel gewahrleistet wird.
Eine entsprechend zurechtgeschnittene Nylonmembran (Biodyne® B 0,45 um, Pall)
wurde kurz in DEPC-H,0O angefeuchtet, dann in 20x SSC aquilibriert und auf das Gel
gelegt. Auf die Nylonmembran folgten zwei Schichten in 20x SSC getranktes 3MM
Whatman Papier und ein ca. 10 cm hoher Stapel Zellstofftlicher. Der Aufbau wurde
mit einer zweiten Glasplatte und ca. 250 g Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgte
Uber Nacht. Nach erfolgtem Transfer wurde die RNA durch halbstiindiges Backen bei
80°C (Warmeschrank, Memmert, Schwabach) auf der Membran irreversibel fixiert.

Die trockene Membran konnte bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

7.11.4 Hybridisierung mit radioaktiv markierten dsDNA-Sonden

Puffer und Losungen

denaturierte DNA aus Heringssperma:

DNA aus Heringssperma (Boehringer) wurde in H:Opigest ZU €iner Konzentration von
ca. 10 mg/ml geldst und jeweils einmal mit Phenol und Phenol:Chloroform (1:1, v/v)
ausgeschittelt. Die wassrige Phase wurde 12x zlgig durch eine Spritze mit einer
Kanile (Sterican®, 0,60 x 30 mm, B. Braun, Melsungen) gepresst. Die gescherte
DNA wurde dann mit 2 Vol eiskaltem Ethanol prazipitiert, abzentrifugiert und zu einer
Konzentration von 10 mg/ml in H2Opigest gelost. Die Lésung wurde fir 10 min.
aufgekocht, aliquotiert und bei —20°C gelagert. Kurz vor Gebrauch wurde die DNA fur
5 min. im kochenden Wasserbad denaturiert, auf Eis kurz abgekihlt und zur

Vorhybridisierungs/Hybridisierungslésung gegeben.

Denhardt’s (100x) Ficoll 400 10g
Polyvinylpyrrolidon 10g
BSA 10g

H2Opidest ad 500 ml
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Vorhybridisierungs/ Formamid 50% (v/v)
Hybridisierungslésung SSC 5x
Denhardt’s 5x
SDS 1% (wWiv)

denaturierte DNA aus Heringssperma 100 pg/ml
(Zugabe unmittelbar vor Gebrauch)

Waschpuffer 1 SSC 0,2x

SDS 0,1% (w/v)
Waschpuffer 2 SSC 2x
Durchfihrung

Die Nylonmembran wurde zunachst in 20 ml auf 42°C vorgewarmter
Vorhybridisierungslosung in einem Hybridisierungsréhrchen (Biometra, Gottingen) fur
mindestens 2 h unter Rotation in einem Hybridisierungsofen (OV 5, Biometra
Gottingen) bei 42°C vorinkubiert. Zur Hybridisierung wurde die dsDNA-Sonde fur 5
min. bei 95°C denaturiert, auf Eis kurz abgekuhlt und zur Vorhybridisierungslésung
gegeben. Die Hybridisierung erfolgte UN bei 42°C. Nach abgeschlossener
Hybridisierung wurde die Membran in Waschpuffer 1 zunachst 2< fur 5 min. bei
Raumtemperatur, anschlieBend 2x 15 min. bei 60°C gewaschen. Zum Schlul3 wurde

die Membran bei Raumtemperatur in Waschpuffer 2 geschwenkt.

7.11.5 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Oligonukleotidsonden
Puffer und Lésungen

denaturierte DNA aus Heringssperma (s. 1.7.11.4)

Denhardt’s (100x) (s. 11.7.11.4)

Vorhybridisierungs/ SSC 5x
Hybridisierungslésung Denhardt's 5x
Natriumphosphat, pH 6,5 0,05 M
SDS 0,1% (w/v)
denaturierte DNA aus 100 pg/ml

Heringssperma
(Zugabe unmittelbar vor Gebrauch)
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Waschpuffer 1 SSC 1x

SDS 0,1% (w/v)
Waschpuffer 2 SSC 2x
Durchfihrung

Die Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden wurde analog Punkt 11.7.11.4
durchgefuhrt. Die Sonde mul3te jedoch vor Zugabe nicht denaturiert werden.
Gewaschen wurde zweimal in Waschpuffer 1 fur 15 min. bei Raumtemperatur und

zweimal ftir 20 min. bei 55°C, danach in Waschpuffer 2 bei RT.

7.12 Identifikation von Trankriptionsstartpunkten und Promotorregionen

Zur ldentifikation der Transkriptionsstartpunkte wurden mittels ,Primer Extension®
Analyse die 5°-Enden der Messenger RNAs bestimmt. Dazu wird mit einem Primer,
der ca. 200 bp innerhalb des vermuteten Gens liegt, und reverser Transkriptase tber
das 5°-Ende der RNA hinaus eine kurze cDNA synthetisiert. Mit dem gelichen
Oligonukleotid, das fur die "Primer Extension" verwendet wird, wird ein im zu
untersuchenden Bereich synthetisiertes PCR-Produkt sequenziert und die
Sequenzleiter zusammen mit dem Primer-Verlangerungs-Produkt auf einem
denaturierenden 8%igen Polyacrylamidgel (s. 11.7.3.5) analysiert. Anhand der
Sequenzleiter kann das 5 -Ende der RNA sowie die zugehdrige Promotersequenz

abgelesen werden.

7.12.1 Puffer und Losungen

NEW-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 10 mM
NacCl 750 mM
Na-EDTA 10 mM
SDS 0,5% (w/v)
Glykogen 40 pg/mi

Aqua Phenol(s. 11.7.1.1)
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7.12.2 Primer-Verlangerungs-Analyse (, Primer Extension®)

Fur die Synthese der Primer-Verlangerungs-Produkte wurden Komponenten des

.Reverse Transcription Systems“ der Firma Promega (Mannheim) in folgendem

Ansatz verwendet:

10x RT-Puffer (Promega) 5l
Gesamt-RNA (s. 11.7.1.3) 10 pg
32p_markierter Primer (s. 11.7.11.2) 5ul
DEPC-H,0 ad 25 pl

Zum ,Primer Annealing“ wurde der Ansatz fur 10 min. bei 70°C in einem Metallblock
in einem Hybridisierungsofen (OV 5, Biometra, Goéttingen) inkubiert. Nach erfolgter
Inkubation wurde der Metallblock mit den Proben aus dem Hybridisierungsofen

genommen und langsam auf mindestens 42°C abgekuhlt. Dem Ansatz wurden

10 mM dNTP’s (Promega) 2 ul
MgCl, (25 mM, Promega) 10 pl
RNase Inhibitor (40 U/ul, Promega) 1
AMV-Reverse Transkriptase (Promega) 1u
DEPC-H,0 11 pl

zugegeben, und es erfolgte ein Inkubationsschritt fir 30 min. bei 42°C. Nach Zugabe
von RNase (2 units) und 5-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde der
Ansatz mit 250 pl NEW-Puffer versetzt und die DNA mit 250 pl Phenol/Chloroform
(1:1) ausgeschiuittelt. Zur Phasentrennung wurde 5 min. bei 13000 UpM und RT
(Biofuge Pico) zentrifugiert und schlieRlich zur Prazipitation 250 pl Uberstand zu 900
pl Ethanolapsoiit gegeben und die DNA fur 20 min. auf Trockeneis geféllt. Nach
Zentrifugation fur 20 min. bei 13000 UpM und RT wurde das Pellet einmal in
70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und schlie3lich fir 20 min. an der Luft getrocknet.
Das Pellet wurde in 30 pl Formamid-Auftragspuffer (s. 11.7.3.1) aufgenommen, fir 2
min. bei 95°C denaturiert und auf Eis abgekihlt. 10 yl des Ansatzes wurden zur

Analyse auf ein 8%iges (w/v) Sequenzgel(s. 11.7.3.5) aufgetragen.

7.12.3 Manuelle Seuenzierung von PCR-Produkten

Zur manuellen Sequenzierung von PCR-Produkten wurde das fmof® DNA Cycle

Sequencing System der Firma Promega (Mannheim) eingesetzt, und das Protokoll
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fur die Verwendung endmarkierter Primer in Terminations-Reaktionen angewendet.
Vom Herstellerprotokoll abweichend wurden 6 pl des radioaktiv markierten Primers
(s. 1.7.11.2) und 100 ng PCR-Produkt als Template eingesetzt.

8. Proteinchemische Metoden

8.1 Magnetische DNA-Affinitatsreinigung nativer DNA-Bindeproteine aus

Rohextrakt (Gabrielsen et al., 1989)

8.1.1 Puffer und Lésungen

TBS Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
NacCl 150 mM
2x B & W Puffer Tris-HCI, pH 7,5 10 mM
NacCl 2M
Naz-EDTA, pH 8,0 1 mM
TE-Puffer pH 7,4 Tris-HCI, pH 7,4 10 mM
Na,-EDTA, pH 8,0 1 mM
10x Puffer A(NH4)2504 Tris-HCI, pH 8,0 200 mM
Na,-EDTA, pH 8,0 10 mM
(NH4)2804 800 mM
Puffer A Tris-HCI, pH 8,0 20 mM
Na,-EDTA, pH 8,0 10 mM
Glycerin 15% (v/iv)
Nonidet P-40 0,05% (v/v)
Puffer Azs Tris-HCI, pH 8,0 20 mM
Naz-EDTA, pH 8,0 10 mM
Glycerin 15% (v/v)
Nonidet P-40 0,05% (v/v)
NacCl 75 mM
Puffer A1ooo Tris-HCI, pH 8,0 20 mM
Naz-EDTA, pH 8,0 10 mM
Glycerin 15% (viv)
Nonidet P-40 0,05% (V/v)
NacCl 1M
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8.1.2 Herstellung von , Sulfolobus islandicus” Rohextrakten

Zur Herstellung des ,Sulfolobus islandicus® Proteinrohextraktes wurde der Wirtstamm
fur SIRV1, ,S. islandicus® REN2H1, in 1 | SI-Medium bis zu einer ODgy von 0,4
angezogen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000 UpM fur 20 min. und
4°C (Beckman, Avanti™ J-25, Beckman Coulter, Fullerton, USA) geerntet. Das Pellet
wurde in 10 ml TBS-Puffer resuspendiert und durch Zugabe von 0,1% (v/v) Triton
X100 und vier mal 30 s Ultraschallbehandlung (Sonifier 250, Branson, Danbury,
USA) aufgeschlossen. Zellfragmente wurde durch Zentrifugation bei 17000 UpM und
4°C abgetrennt. Der proteinhaltige Uberstand wurde nach Konzentrations-
bestimmung (s. 11.84.1) in 500 pl Aliquots bei -80°C gelagert. Fur
Rohextraktpraparationen aus vrusinfizierten Zellen wurde analog vorgegangen. Die
Zellen wurden bei einer ODgoo von 0,2 mit einer m.o.i von 1 infiziert und bis zu einer
ODsggo von 0,4 inkubiert.

8.1.3 Durchfihrung

Fur die magnetische DNA Affinitatsreinigung mussten zunadchst die DNA-Affinitats-
Kuigelchen hergestellt werden. Dazu wurden 400 pl Dynabeads® M-280 Streptavidin
(10 mg/ml) der Firma Dynal Biotech (Hamburg) in en 15 ml
Eppendorfreaktionsgefad? gegeben und unter Verwendung eines magnetischen
Separators einmal in 500 pl 1x B & W-Puffer gewaschen, dann in 400 pl 2x B & W-
Puffer resuspendiert und auf zwei 1,5 ml ERG aufgeteilt. Zu jedem Reaktionsgefald
wurden 200 pl 2x B & W-Puffer gegeben, um schliel3lich je 400 pl Dynabeads einer
Konzentration von 5 pg/pl zu erhalten. Zu jedem Ansatz wurden 400 pl 1x B & W-
Puffer und 5 pug dber PCR gewonnenes biotinmarkiertes DNA-Fragment (s. 11.7.8.6)
gegeben, durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt und schlief3lich fir 30
min. bei RT im Uberkopfschittler inkubiert. Nach magnetischer Separation wurden
die Affinitatsktgelchen dreimal in je 500 pl 1x B & W-Puffer gewaschen, in insgesamt
150 ul TE-Puffer pH 7,4 resuspendiert, vereinigt und in ein 15 ml Falconréhrchen
Uberfihrt.

Fur die Affinitatsreinigung von DNA-Bindeprotein aus dem Proteinrohextrakt wurde

zu den 150 pl DNA-Affinitatsktigelchen folgender Ansatz pipettiert:
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pUC 18 DNA (4 pg/ul) 50 pl
Glycerin 87% (v/v) 30 pl
10 x Puffer A (nHay2s04 200 pl
Nonidet P-40 1y
H2Obidest 1154 pl
Rohextrakt (1,4 mg Gesamtprotein) 250 pl

Dabei wurde darauf geachtet, dass der Rohextrakt im letzten Schritt zugeben wurde.
Der Reaktionsansatz wurde unmittelbar nach Zugabe des Gesamtproteins durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt und fir 5 min. bei 25°C im Wasserbad
inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 2 ml Puffer A verdinnt und auf vier
ERG aufgeteilt. Nach erfolgter Separation wurden die Beads zweimal mit je 125 pl
Puffer A;s gewaschen und dabei in einem ERG vereinigt. Fur die Elution des
gebundenen Proteins wurden 100 pl Puffer Azs mit 50 pl Puffer Aipoo gemischt und zu
den Beads gegeben. Nach vorsichtigem Mischen durch Auf- und Abpipettieren wurde
fur 5 min. bei RT inkubiert und schlie3lich nach magnetischer Separation die 150 pl
Eluat gesammelt. Zur Analyse wurden 15 pl des Eluats mit 3 pl 5% Protein
Auftragspuffer versetzt, fir 5 min bei 95°C denaturiert und auf ein 15%iges (w/v)
SDS-Gel (s. 11.8.4.2) aufgetragen. Die Proteinbanden wurden durch anschlielRende

Silberfarbung (s. 11.8.4.4) sichtbar gemacht.

8.2 Heterologe Genexpression in E. coli

FiUr die Expression von rekombinantem ORF 56-Protein und SSo0048 wurde das
pET-Vektor-System der Firma Novagen (Madison, USA) eingesetzt. Fur beide
rekombinant exprimierten Proteine wurde der Vektor pET 30a verwendet und
aufgrund der zu erwartenden geringen GrofRe der Proteine (6,5 kDa und 14 kDa)
ohne Anfiigung eines Tags kloniert. Die ,Multiple Cloning Site”, in die das Fremdgen
einkloniert wurde, steht unter Kontrolle des T7-Promoters. Bei dem verwendeten
Expressionsstamm Rosetta (DE3) pLysS handelt es sich um ein E. coli BL21 lacZY
(Tuner™) Derivat, das chromosomal unter Kontrolle des lac-UV5 Promoters fur die
T7-RNA-Polymerase codiert. Die Expression der T7 Polymerase kann durch die
Zugabe von IPTG ins Medium induziert werden und hat zur Folge hat dal das
eingeschleuste Fremdgen exprimiert wird. Die normalerweise auch ohne Zugabe von
IPTG erfolgende Basalexpression der T7-Polymerase wird durch ein im

Expressionsstamm zusatzlich vorhandenes Plasmid (pLysS) weitgehend unterdrickt.
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Das lysS Gen codiert flir ein T7 Lysozym, einen natirlichen Inhibitor der T7
Polymerase, der allerdings nur schwach exprimiert wird und durch die Zugabe von
IPTG ins Medium aufgehoben wird. Als Marker tragt dieses Plasmid eine
Chloramphenicol-Resistenz. Zusatzlich tragt der Rosetta™-Stamm auf demselben
Plasmid Gene, die fir in E. coli seltene tRNA-Spezies (AGG, AGA, AUA, CUA, CCC
und GGA) codieren, wodurch die Expression von rekombinantem Protein, das einen

uberdurchschnittlich hohen Anteil seltener Codons enthéalt, verbessert werdenkann.

8.2.1 Puffer und Lésungen

PBS-Puffer Natriumphosphat, pH 8,0 10 mM
NacCl 150 mM
N100-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NaCl 300 mM
N300-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NaCl 100 mM

8.2.2 Durchfihrung der Proteinexpression

Die Expression von ORF 56 und SSo00048-Protein erfolgte in 1 | LB-Medium mit
Kanamycin und Chloramphenicol. Das Medium wurde mit 10 ml einer Ubernacht-
Kultur der entsprechenden positiven Transformanden beimpft und bis zu einer ODgoo
von 0,4 bei 37°C hochgeschiittelt. Die Genexpression wurde durch Zugabe von 1
mM (Endkonzentration) IPTG induziert und die Kultur fir weitere 4 h bei 37°C
schittelnd inkubiert. Zur Ernte der Zellen wurden diese fir 30 min. bei 5000 UpM und
4°C abzentrifugiert (Beckman, Avanti™ J-25, Beckman Coulter, Fullerton, USA). Das
Pellet wurde in 20 ml PBS-Puffer gewaschen und erneut fir 5 min. bei 4500 UpM
zentrifugiert (abofuge© 400R; Heraeus Osterode). Das Pellet wurde im Fall des
ORF 56-Proteins in 20 ml N300-Puffer, im Fall von SSo00048 in N100-Puffer
aufgenommen, mit einer Spatelspitze Lysozym versetzt und bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -20°C eingefroren. Zur Induktionsverfolgung wurde unmittelbar vor
der Induktion sowie 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach Induktion jeweils 1 ml der Kultur
entnommen und 1 min. bei 13000 UpM in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Die

Pellets der Proben 1 h bis 3 h nach der Induktion wurden bis zur gemeinsamen
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Aufarbeitung mit der 4 h Probe bei -20°C eingefroren. Die erhaltenen Zellpellets
wurden aufgetaut, in 250 pl PBS-Puffer resuspendiert, mit 250 pl 2x Protein
Auftragspuffer versetzt und fir 5 min. bei 95°C denaturiert. AnschlieBend wurde 1
min. bei 13000 UpM zentrifugiert und je 20 pl der Proteingesamtfraktion auf einem
12-19,5%igem (w/v) SDS-Gel analysiert (s. 11.8.4.2)

8.3 Reinigung rekombinanter Proteine aus E. coli

Die mit Lysozym behandelte Zellsuspension aus 1 ml Expressionskultur (s. 11.8.2.2)
wurde im Wasserbad aufgetaut und zum Zellaufschluss auf Eis vier mal 30 s mit
gepulstem Ultraschall aufgeschlossen. Verwendet wurde dazu ein Sonifier 250
(Branson, Danbury, USA) mit konischer Mikrospitze. Dabei wurden ,putput® 4 und
40% ,duty cycle® (Puls) als Parameter gewahlt. Zellfragmente wurden durch
Zentrifugation Beckman Avanti™ J-25, Beckman Coulter, Fullerton, USA; JA-25.50
Rotor, 20 min., 17000 UpM, 4°C) entfernt und der Proteiniberstand bis zur weiteren
Aufarbeitung bei 4°C gelagert.

8.3.1 Puffer und Losungen

N100-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NacCl 100 mM
N300-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NacCl 300 mM
N1000-Puffer Tris/HCI, pH 8,0 50 mM
NacCl 1M

8.3.2 Reinigung von rekombinantem ORF 56-Protein

20 ml Proteintberstand wurden fur 30 min. bei 75°C inkubiert, um den Grol3teil der
hitzelabilen E. coli Proteine zu denaturieren. Die Proteinaggregate wurden durch
Zentrifugation fur 20 min. bei 17000 UpM und 4°C (Beckman Avanti™ J-25,
Beckman Coulter, Fullerton, USA; JA-25.50 Rotor) entfernt und der Uberstand, der
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das hitzestabile ORF 56-Protein enthielt, einer Affinitditschromatographie an Heparin
Sepharose (Aktapurifier System, Amersham Biosciences, Freiburg; Hitrap™ Heparin
HP, 5 ml) unterzogen. Die Elution der ORF 56-Protein enhaltenden Fraktionen
erfolgte in einem linearen NaCl-Gradienten (300 mM bis 10000 mM) bei 700 mM
NaCl. Den Salzpuffern N300 und N1000 wurde unmittelbar vor der Chromatographie

15 mM 3-Mercaptoethanol zugesetzt.

8.3.3 Reinigung des rekombinanten Transkriptionsfaktors SSo0048

Die Reinigung des Transkriptionsfaktors SSo0048 erfolgte analog Punkt 11.8.3.2. Zur
Affinitatschromatographie an Heparinsepharose wurde das Aktapurifier System
(Amersham Biosciences, Freiburg) eingesetzt. Die Elution der SS00048 enthaltenden
Proteinfraktionen erfolgte ebenfalls in einem linearen NaCl-Gradienten (100 mM bis
1000 mM) bei einer Salzkonzentration von 230 mM NaCl. Den Salzpuffern N100 und
N1000 wurde unmittelbar vor der Chromatographie 15 mM [3-Mercaptoethanol

zugesetzt.

8.4 Analyse von Proteinldsungen

8.4.1 Proteinmengenbestimmung nach Bradford (1976)

Die Gesamtprotein-Bestimmung nach Bradford erfolgte unter Verwendung des
Coomassie Plus™ Protein Assay Reagents der Firma Pierce (Rockford, USA). Zur
Proteinbestimmung wurden 0 pg, 1 pg, 2 ug, 4 ug, 10 pg und 20 pug BSA, bzw. 10 bis
100 pl der zu bestimmenden Proteinlésung mit dem Nachweisreagenz in einer
Halbmikrokuvette gemischt und nach 10 minitiger Inkubation bei RT die Absorption
bei 595 nm bestimmt. Die gemessenen Absorptionswerte der definierten BSA-
Mengen dienten zur Erstellung einer Eichgeraden, mit deren Hilfe die

Proteinkonzentration der zu bestimmenden Lésung abgelesen werden konnte.
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8.4.2 SDS-PAGE nach Laemmli (1970)

Puffer und Losungen

1x Laufpuffer

4x Trenngelpuffer

4x Sammelgelpuffer

5x Proteinauftragspuffer

2x Proteinauftragspuffer

Tris
Glycin
H2Opidest

Tris/HCI, pH 8,8
SDS

Tris/HC,I pH 6,8
SDS

Tris/HCI pH 6,8
SDS

DTT
Saccharose
Bromphenolblau

4x Trenngelpuffer
SDS
3-Mercaptoethanol
Glycerin
Bromphenolblau

5,6% (w/v) 12% (wiv) 15% (w/v)
Sammelgel Trenngel Trenngel
4x Trenngelpuffer - 1,0 mi 1,0 mi
4x Sammelgelpuffer 1,0 mi - -
30% 0,75 ml 1,6 ml 2,0 ml
Acrylamid-Bis-Losung
(37,5:1)
Hzobidest 2,25 ml 1.4 ml 1,0 ml
TEMED 10 10 10 pl
10% APS 75 ul 75 ul 75 ul
Durchfiihrung

3,09
14,4 g
ad 1000 ml

15M
0,4% (w/v)

0,5M
0,4% (w/v)

250 mM
5% (W/V)
250 mM
50% (w/iv)
0,5% (w/v)

25% (v/v)
2% (Wiv)

5% (v/v)
20% (v/v)
0,025% (w/v)

19,5% (w/v)
Trenngel

1,0 ml

2,6 ml

0,4 ml
10
75 ul

Die Analyse von Proteingelen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in SDS-

Polyacrylamidgelen (Laemmli, 1970). Zur Auftrennung wurden 12-19,5%ige (w/v)

Trenngele (L0 x 7 cm, Dicke: 0,75 mm) gegossen und mit Wasser Uberschichtet.

Nach erfolgter Polymerisation wurde das Wasser abgegossen und das Trenngel mit

einem 5,6%igem (w/v) Sammelgel Uberschichtet und ein Kamm mit 10 bis 14
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Auftragstaschen eingesetzt. Proben mit einem Volumen von 10 ul wurden vor dem
Auftrag 1:1 mit 2x Proteinauftragspuffer, Proben mit einem Volumen von 15-20 pl mit
/s Volumen eines 5x Proteinauftragspuffers versetzt und fir 5 min. in einem
Heizblock bei 95°C fur 5 min. denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-
PAGE-Laufpuffer in einer Mini Protean Ill Gelapparatur (BioRad) bei einer konstanten
Spannung von 200 V, bis die Bromphenolblaubande die untere Gelkante erreicht
hatte.

8.4.3 Coomassie Farbung und Trocknung von SDS-Gelen

Puffer und Losungen

Coomassie-Farbeldsung Coomassie Blau R250 0,1% (w/v)
Methanol 10% (v/v)
Eisessig 10% (v/v)
Entfarbelésung Methanol 10% (viv)
Eisessig 10% (v/v)
Durchfihrung

Das Gel wurde mit Farbeldsung Uberschichtet und fur 10 s bei maximaler Leistung
(700 W) in der Mikrowelle erhitzt. Nach Inkubation fuir ca. 5 min. bei Raumtemperatur
unter langsamem Schiitteln wurde die Farbelésung abgegossen und Uberschiissige
Farbelosung mit HyOpigest abgesplilt. Zur Entfarbung wurde das Gel mit reichlich
Entfarberlésung Uberschichtet und bis zum gewlnschten Entfarbungsgrad, unter
mehrmaligem Wechseln der Entfarberlésung bei Raumtemperatur unter langsamen
Schwenken gewaschen. Dabei diente ein Stick Zellstoff zur Aufnahme der
ausgewaschenen Farbe. Zur Konservierung der Gele wurden diese in einer
Geltrocknungs-Apparatur (DryGel Sr. SE1160, Hoefer, San Francisco, USA) fir 1 h
unter Vakuum getrocknet und zur Dokumentation mit einem Flachbettscanner

digitalisiert.



Il. Material und Methoden

43

8.4.4 Silberfarbung von SDS-Gelen (Blum et al., 1987)

Puffer und Losungen

Fixierer 1

Waschlsung 1

Waschlsung 2

Fixierer 2

Farbeldsung

Entwickler

Stoppbad

Durchfihrung

Methanol
Eisessig

Ethanol

Ethanol

N&28203 (0,2%, W/V)
HoObidest

AgNO3 (0,1%, wiv)
Formaldehyd (37%, v/v)

Na,COs3 (6% , W/V)
Formaldehyd (37%, v/v)

Eisessig
Methanol

50% (V/v)
10% (v/iv)

50% (v/v)

10% (v/iv)

10 ml
80 ml

100 ml
75 ul

100 ml
50 pl

10% (v/iv)
10% (v/iv)

Da Proteine mit Coomassie nur bis zu einer Konzentration von ca. 50 ng angefarbt

werden koénnen, wurde fur kleinere Proteinmengen eine sensitivere Silberfarbung

durchgefiihrt. Dazu wurden die SDS-Gele nach erfolgter Elektrophorese (s. 11.8.4.2)

nach folgendem Schema behandelt:

Losung

Fixierer 1
Waschldsung 1
Waschlésung 2
Fixierer 2
H2Opidest
Farbel6sung
H2Opidest
Entwickler
Stoppbad

Inkubationszeit

30 min.
10 min.
10 min.
1 min.
3x20s
20 min.
2x20s

nach Bandenintensitat

bis keine Blasen mehr aufsteigen
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Die Trocknung der Gele, sowie deren Dokumentation, erfolgte wie unter 11.8.4.3
beschrieben.

8.4.5 Massenspektroskopie

Massenspektroskopische Analysen von Proteinen wurden in Kooperation mit Dr.
Stephen Bell und Dr. SewYeu Peak-Chew am MRC Laboratory of Molecular Biology,
Mass Spectrometry Facility, in Cambridge, England durchgefihrt. Die nach SDS-
Gelelektrophorese erhaltenen Proteinbanden wurden aus dem Gel ausgeschnitten
und im Gel mit Trypsin verdaut. Die isolierten Peptide wurden an einer Voyager-DE
STR Biospectrometry Workstation (PerSeptive Biosystems) analysiert. Die Analyse
der erhaltenen Peaks sowie die Sequenzdatenanalyse wurde mit dem Mascot-

Programm durchgeflhrt.

9. Untersuchung von DNA-Protein-Interaktionen

9.1 Gel-Verzodgerungstests (, Electric Mobility Shift Assay“, EMSA)

Mit Hilfe von Gel-Verzégerungstests wurde die Bindung des ORF 56-Proteins von
SIRV1 an Promotor-DNA untersucht. Bei Gel-Verzdogerungstests wird das
entsprechende DNA-Fragment mit dem zu untersuchenden Protein inkubiert und der
enstandene Protein-DNA-Komplex einer native n Polyacrylamid-Gelelektrophorese (s.
I1.7.3.4) unterworfen. Zusatzlich wird in dem Gel auch das nicht komplexierte DNA-
Fragment analysiert. Bindet das zu untersuchende Protein an die DNA, verzogert
dies das Laufverhalten des Fragments und die DNA Bande erscheint an héherer

Position im Gel (,band shift*) als die ungebundene DNA.

9.1.1. Herstellung eines 250 bp langen Promotortemplates

Zur Herstellung des Promotortemplates wurde ein mit 3?P radioaktiv markiertes PCR-
Produkt generiert (. 11.7.8.7). Als Primer wurden die Oligonukleotide 5432S1F und
5679S1R (=SIRVL/VIII P56R) verwendet, wobei der Primer 5432S1F zuvor mit %P
radioaktiv markiert wurde 6. 1.7.11.2). Als Matritze diente ein Plasmid, in welches

der ORF 56-Promoterbereich einkloniert wurde. Um im GelVerzdgerungstest ein
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optimales Resultat zu erzielen, wurde das gewonnene PCR-Produkt Uber ein natives
Polyacrylamidgel wie unter 11.7.5 beschrieben und anschlieRend nochmals tber eine
Probe Quant™ G-50 Micro Column (Amersham Biosciences, Freiburg) nach
Herstellerprotokoll gereinigt. AnschlieRend wurde das markierte Template 10fach in
H2Opigest Verdinnt und 2 pl der Verdinnung wurden im GelVerzdgerungstest als

Template eingesetzt.

9.1.2 Herstellung doppelstrangiger Oligonukleotidtemplates

Um kirzere, sequenzspezifischere Templates herzustellen, wurden komplementéren
Oligonukleotide gegeneinander hybridisiert. Dazu wurden je 3000 pmol der
Oligonukleotide in 100 pl TE, pH 7,4 in Gegenwart von 200 mM NaCl miteinander
gemischt. Der Ansatz wurde in einem Heizblock fir 5 min. bei 95°C denaturiert.
AnschlieRend wurde der Heizblock ausgeschaltet und die Proben im Heizblock
gelassen, bis sie auf Raumtemperatur abgekuhlt waren. Die Ansatze wurden wie
unter 11.7.5 beschrieben Uber ein natives Polyacrylamidgel gereinigt. 200 ng des
gereinigten Templates wurden mit T4-Polynukleotidkinase wie unter 11.7.11.2
beschrieben mit %P markiert, wobei keine Hitzeinaktivierung erfolgte. Die T4-
Polynukleotidkinase sowie nicht inkorporiertes [g **P] ATP wurden unter Verwendung
des QIA Nukleotide Removal Kits (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers
entfernt. Die Elution des markierten Oligonukleotids vom Saulchen erfolgte mit 50 pl
H2Opigest- AnschlieBend wurde das markierte Template 10fach in HyOpjgest Verdiunnt

und 1 pl der Verdinnung im Gel-Verzdgerungstest als Template eingesetzt.

9.1.3 Durchfihrung

Ein 20 pl Reaktionsansatz enthielt 2 pl 50% (v/v) Glycerin, 2 pl 10x T-Puffer (500 mM
Tris/HCI, pH 8,0, 750 mM KCI, 250 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1-2 ul Template, 0-1 ug
Poly [dI, dC] und 0-1 pg ORF 56-Protein, wobei der Volumenausgleich mit HyOpigest
erfolgte. Bei der Zusammenstellung des Reaktionsansatzes wurde darauf geachtet,
dass das eingesetzte Protein als letzte Komponente zugegeben wurde. Der Ansatz
wurde durch zweimaliges vorsichtiges Auf- und Abpipettieren gemischt, fur 2 s

anzentrifugiert, fur 15 min. bei 48°C inkubiert und anschliel3end sofort auf ein 20 x 20
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cm grofRes 1,5 mm dickes natives 5 bis 8%iges (w/v) Polyacrylamidgel aufgetragen
(s. 11.7.3.4).

9.2 In vitro-Transkription

In vitro-Transkriptionsexperimente mit den Proteinen P56 und SS00048 wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Stephen Bell (MRC Cancer Cell Unit, Hutchison MRC
Centre, Cambridge, England) durchgefuhrt. Es wurde das rekonstituierte System von
Sulfolobus (Qureshi et al., 1997) verwendet. Die nach Qureshi et al., 1997 und
Qureshi et al., 1995 gereinigten Proteinkomponenten TATA-Bindeprotein (TBP),
Transkriptionsfaktor B (TFB) und RNA-Polymerase wurden mir dabei zur Verfigung
gestellt. Zur Herstellung der DNA-Templates wurden PCR-Produkte der Promotoren
in den Vektor pDRIVE Kloniert (s. 1.7.8.4 wu. I.7.9). Fur die in vitro-
Transkriptionsreaktion wurden die Promotortemplates mit TBP, TFB, RNA-
Polymerase und dem zu untersuchenden Protein inkubiert. Der Nachweis der
Transkriptionsinitiationsprodukte erfolgte Uber eine sekundare "Primer Extension"

Reaktion.

9.2.1 Puffer und Lésungen

10x Transkriptionspuffer Tris/HCI, pH 8,0 500 mM
(T-Puffer) KCI 750 mM
MgCl, 250 mM
DTT 10 mM

NEW-Puffer (s. 1.7.12.1)

Aqua Phenol (s. 11.7.1.1)

9.2.2 Durchfihrung

Fur die in vitro-Transkriptionsreaktion wurden, um eine vorzeitige unspezifische
Reaktion der Proteine mit dem Template zu vermeiden, zunachst zwei Mastermixe

hergestellt:
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Mastermix 1:

10x Transkriptionspuffer 2,5l
NTP's (2 mM) 25u
TBP 20 ng
TFB 20 ng
RNA-Polymerase 250 ng
P56/SS00048 0-1 pg
H2Obidest ad 25 pl
Mastermix 2:

10x Transkriptionspuffer 2,5 ul
NTP's (2 mM) 25u
Promotorplasmid 100 ng
H2Obidest ad 25 ul

Beide Mastermixe wurden auf Eis pipettiert. Unter weiterer Kihlung wurden in einem
15 ml ERG je 25 pl der beiden Mastermixe miteinander vermischt, kurz
anzentrifugiert und die in vitro Transkription bei 70°C fur 20 min. durchgeftuhrt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 250 ul NEW-Puffer gestoppt und nach Zugabe
von 1 pul radioaktiv markiertem Primer die Nukleinsduren mit 250 ul
Phenol/Chloroform (1:1) ausgeschuttelt. Zur Trennung der Phasen wurde fur 5 min.
bei Raumtemperatur und 13000 UpM (Biofuge Pico) zentrifugiert. 250 ul des
Uberstandes wurden abgenommen, und zur Fallung der Nukleinsduren zu 900 pl
Ethanolapsoiit gegeben. Zur vollstandigen Prazipitation wurde fiar 20 min. auf
Trockeneis inkubiert und schlief3lich fir weitere 20 min. bei 13000 UpM zentrifugiert.
Das Pellet wurde einmal mit 1 ml 70%igem (v/v) Ethanol gewaschen und fur 20 min.
an der Luft getrocknet. Unmittelbar vor Gebrauch wurde der Reaktionsmix flr die

reverse Transkriptionsreaktion nach folgendem Ansatz hergestellt:

Reverse Transkription (RT)-Mix:

5% RT-Puffer 4 ul
dNTP's (2 mM) 2 u
RNasin (40 U/ul) 0,5 pl

AMV Reverse Transkriptase (24 U/ul) 0,5l
H2Opeprc ad 20 ul
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Das Pellet wurde im RT-Mix resuspendiert. Die vollstandige Aufnahme des Pellets in
den Reaktionsmix wurde mit einem Geigerzahler (Modell LB 122, Berthold
Technologies, Bad Wildbach) Gberprift. Die reverse Transkritptionsreaktion erfolgte
fur 30 min. bei 42°C. Nach erfolgter Inkubation wurde dem Ansatz 20 W Formamid-
Auftragspuffer (s. 11.7.3.1) zugesetzt, zur vollstandigen Denaturierung fir 5 min. bei
95°C aufgekocht und nach schnellem Abkihlen auf Eis auf einem 8%igem (w/v)

denaturierenden Polyacrylamidgel analysiert (s. 11.7.3.5).

9.3 DNase | Footprinting

Um die Bindestelle des Transkritpionsfaktors SSo0048 zu identifizieren, wurde ein
sogenanntes DNase | Footprinting durchgefuhrt. Dabei wird das zu untersuchende
Protein zunachst mit der DNA Zielsequenz inkubiert und anschlieRend mit DNase |
verdaut. Analysiert man die erhaltenen DNA Fragmente mit einer entsprechenden
Negativkontrolle auf einem 8%igem (w/v) denaturierenden Sequenzgel sind die
Bereiche, an denen das Protein an die DNA gebunden hat, dadurch zu erkennen,
dass an vor Abbau geschitzten Bereichen die entsprechenden DNA-Fragmente

fehlen.

9.3.1 Puffer und L6ésungen

10x Transkriptions(T-)puffer (s. 11.9.2.1)

NEW-Puffer (s. 11.7.12.1)

TE-Puffer, pH 8,0 Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
Naz-EDTA, pH 8,0 1 mM

9.3.2 Durchfihrung

Fir das DNase | Footprinting wurde zunéchst mittels einem ?P-markierten Primer
und PCR (s. 1.7.8.7) das DNA Template generiert und wie unter 11.7.8.3 beschrieben
aufgereinigt. In einem 50 pl Reaktionsansatz wurden 5 pl 10x T-Puffer, 1 ul DNA

Template und zu untersuchendes Protein (0-2 pg) gemischt und fur 10 min. bei 48°C
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in einem Metallblock in einem Hybridsierungsofen (OV 5, Biometra Goéttingen) die
Bindungsreaktion durchgefiihrt. AnschlieBend wurden den Proben je 0,1 Units
DNase | zugegeben und fir 1 min. bei 48°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 250 ul NEW-Puffer abgestoppt. Um bei allen 7 Proben die gleiche
Einwirkzeit der DNase zu gewabhrleisten, wurde die DNase-Behandlung der Proben
mit 30 s Zeitverzdgerung gestartet. Anschliel3end wurde die DNA wie unter 11.9.2.2
beschrieben mit Phenol/Chloroform extrahiert, préazipitiert, einmal mit 75%igem (v/v)
Ethanol gewaschen und das Pellet schlief3lich in 20 ul TE, pH 8,0, resuspendiert. Die
Ansétze wurden mit je 20 gl Formamid-Auftragspuffer (s. 11.7.3.1) versetzt, fur 5 min
bei 95°C denaturiert und nach schnellem Abkihlen auf Eis auf einem 8%igem (w/v)

denaturierenden Polyacrylamidgel (s. 11.7.3.5) analysiert.
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IIl. ERGEBNISSE

A) Untersuchung der Transkription der Genome der Viren
SIRV1 und SIRV2in vivo

1. Nachweis virusspezifischer Transkripte in , Sulfolobus islandicus®
REN2H1 und LAL14/1 in Abhéangigkeit des Infektionszyklus

Die Transkription von SIRV1 Variante VIII (SIRV1/VIII) wurde in Sulfolobus
islandicus REN2H1 untersucht. SIRV2 wurde in S. islandicus LAL14/1 vermehrt.
Zur Synchronisierung der Zellen wurde eine Kultur, die sich in der stationéren
Phase befand, mit frischem Kulturmedium verdinnt. Exponentiell wachsende
Zellen wurden mit den entsprechenden Viren mit einer m.o.i von 5 infiziert. Die
hierbei bendtigte Zeit, um 50% der Zellen zu infizieren, liegt bei ca. 14 Minuten. Die
.Eclipse” Periode, das Zeitintervall von der Infektion bis zum Auftreten erster
intrazellularer Viruspartikel, betragt bei SIRV1 4 h, bei SIRV2 2,5 h. Die Latenzzeit,
der Zeitraum zwischen Infektion und Freisetzung der ersten Viruspartikel, liegt bei
SIRV1 bei 8 h und bei SIRV2 bei ca. 6 h. Basierend auf diesen Ergebnissen
wurden die Zeitpunkte fur die Isolierung der Gesamt-RNA aus virusinfizierten
Zellen gewahlt. Es wurden 30 min. nach der Infektion, 1 h nach der Infektion und
weiter stindlich bis zu 4 h nach der Infektion 20 ml Aliquots der wachsenden
Kulturen entnommen und daraus die Gesamt-RNA prépariert. Zur Kontrolle wurde
die RNA aus einer nicht infizierten Kultur isoliert. Gleiche Mengen der zu
unterschiedlichen Zeitpunkten isolierten RNAs (5 pg) wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt und fiir Northern Hybridisierungs-Experimente auf
Nylonmembranen transferiert. Fur die Identifizierung virusspezifischer Transkripte
wurden fiur die Hybridisierungs-Experimente aus den Virus-Genomen spezifische
Sonden mit einer Grol3e zwischen 0,7 kb und 3,7 kb mittels PCR amplifiziert.
Insgesamt wurden fir SIRV1 11 doppelstrangige DNA-Sonden und fir SIRV2 12
doppelstrangige DNA-Sonden (vgl. Abb. 6) hergestellt. Die Koordinaten der jeweils
ersten und letzten Nukleotide dieser Fragmente sind in Tabelle 1 angegeben. Zur

Erstellung der Tabelle wurden die Ergebnisse von 23 Northern Hybridisierungen
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zusammengefasst und ausgewertet Die Lange der RNAs, die mit den
unterschiedlichen Sonden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Infektion
identifiziert wurden, ist angegeben und die entsprechenden Leserahmen, deren
Transkripte dem detektierten Signal entsprechen mussen, wurden zugeordnet. In
einigen Fallen konnten die mit den doppelstrangigen DNA-Sonden erhaltenen
Signale nicht eindeutig bestimmten Leserahmen zugeordnet werden. Um diese
Bereiche genauer zu untersuchen, wurden Leserahmen-spezifische
einzelstrdngige Oligonukleotidsonden konstruiert (vgl. Abb. 6 und Tab. 2) und in
Northern Hybridisierungs-Experimenten verwendet. Insgesamt wurden 39
Hybridisierungen mit Leserahmen-spezifischen Sonden durchgefuhrt. Die

Ergebnisse sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengefasst.
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Die Auswertung der erhaltenen Ergebnisse ist beispielhaft anhand der mit der
Sonde Nr. 3 fur SIRV1 erhaltenen Hybridisierungsergebnisse (Abb. 2) dargestelit.
Die Sonde umfasst den Bereich der Leserahmen ORF119, ORF56, ORF399 und
ORF306 (s. Abb. 6, SIRV1). Sie hybridisiert stark mit einer kurzen RNA, die kleiner
als 0,24 knt ist. Dabei kann es sich nur um das Transkript des Leserahmen ORF56
handeln. Dies konnte durch eine Hybridsierung mit einer ORF56-spezifischen
Oligonukleotidsonde bestatigt werden (Abb. 3a). Das Signal im Bereich der
Banden mit einer Lange von 2,3 knt kbnnte durch ein langes Transkript, welches
die Leserahmen ORF119, ORF56, ORF399 und ORF306 einschlieft,
hervorgerufen werden. Da jedoch ORF119 nicht transkribiert ist, was durch das
Fehlen eines Signals nach Hybridiserung mit einer ORF119-spezifischen
Oligonukleotidsonde festgestellt wurde, wurde dieser Leserahmen vom Operon
ausgeschlossen. Bei der RNA von 1,1 knt Lange, die erst 2 h nach der Infektion
auftritt, sollte es sich der Gro3e nach entweder um ein Transkript des Leserahmen
ORF399 oder des Leserahmens ORF306 handeln. Eine Hybridisierung mit einem
24 Basen langen Oligonukleotid, komplementar zu einem Bereich der fir ORF399
kodierenden Sequenz von SIRV1, ergab ein Signal in diesem Bereich (Abb. 3b)
und liel3 somit die Schlussfolgerung zu, dass das 1,1 knt Signal ein Transkript des
Leserahmen ORF399 darstellt. Ein Transkriptionsstart, ausgehend vom
Leserahmen ORF399, konnte ebenfalls durch die Ergebnisse der ,Primer

Extension” Analyse (s. lll.A.4.) bestatigt werden.

o - 0.24 knt

Abbildung 2: Autoradiogramm der Northern
Hybridisierung gegen die doppelstréangige SIRV1
DNA Sonde Nr. 3. 1: RNA nicht infizierter Zellen. 2
6: entsprechend 30 min., 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach
der Infektion.
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a) b)

1

Abbildung 3. Autoradiogramme von Northern Hybridisierungen gegen Leserahmen-spezifischen
Sonden. a) Hybridisierung gegen die ssDNA-Sonde SIRV1 56. 1: RNA nicht infizierter Zellen. 2-6:
entsprechend 30 min., 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach der Infektion. b) Hybridisierung gegen die ssDNA-
Sonde SIRV1 399. 1: RNA nicht infizierter Zellen. 2: 3 h nach der Infektion.

Die Transkription der inverted terminal repeat’ (ITR) Region von SIRV1 wurde
durch Hybridisierungen mit den Sonden 1 und 11 (Abb. 4a und 4b) untersucht. Die
beiden mit der Sonde Nr. 1 erhaltenen Banden mit einer Lange von 0,9 und 1,2 knt
konnten ebenfalls mit der aul3erhalb der ITRs gelegenen Sonde Nr. 2 (Tab. 1, Abb.
6) detektiert werden. Somit handelt es sich offensichtlich um Transkripte, die
ausgehend vom linken ITR Uber dessen Grenze hinausreichen. Mit hoher
Wabhrscheinlichkeit beginnen beide mit dem Leserahmen ORF90a, da ein
Startpunkt im Bereich des ORF55a durch eine Hybridisierung mit einer
Oligonukleotid-spezifischen Sonde, die ein Signal kirzer als 0,5 knt lieferte,
ausgeschlossen werden konnte. Das schwache 2,2 knt lange Transkript, welches
mit Sonde Nr. 1 erhalten wurde, hybridisiert nicht mit der Sonde Nr. 2 und muf3
somit aus einer Kreuzhybridisierung mit dem teilweise identisch rechten ITR
resultieren. Dies konnte tatsachlich durch die Identifizierung desselben Transkripts
mit der Sonde Nr. 11 bestétigt werden (Abb. 4b).
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Abbildung 4: Autoradiogramme von Northern
Hybridisierungen gegen doppelstrangige DNA-
Sonden. a) Hybridisierung gegen die SIRV1 DNA-
Sonde Nr. 1 1: RNA nicht infizierter Zellen. 26:
entsprechend 30 min., 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach
der Infektion. b) Hybridisierung gegen die SIRV1
DNA-Sonde Nr. 11. 1: RNA nicht infizierter Zellen.
2-6: entsprechend 30 min., 1 h, 2 h, 3hund 4 h
nach der Infektion.

1

5 6
T
..

In Abbildung 5 sind weitere Hybridisierungsergebnisse dargestellt. Abbildung 5a
zeigt das fur SIRV1 mit der Sonde Nr. 8 erhaltene Ergebnis. Im
Hybridisierungsbereich der Sonde liegen die Leserahmen 1070 und 562. Es
konnten RNAs von ca. 3 knt und 1,5 knt Ladnge detektiert werden, die die
entsprechenden Transkripte der beiden Leserahmen darstellen. Dies konnte
ebenfalls mit den Ergebnissen der Uberlappenden Sonden Nr. 7 und Nr. 9 bestétigt
werden (vgl. Abb. 6 und Tab. 1). Die den Bereich der Leserahmen 158a, 269, 176,
356 einschliel3ende doppelstragigige DNA Sonde Nr. 10 (SIRV2) hybridisierte mit
zwei RNAs. Eine von ungefahr 1,0 knt LAnge und eine weitere von ca. 1,5 knt

Lange (Abb. 5b). Die beiden ehaltenen Signale kénnen nur Transkripten
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entsprechen, die jeweils ein Operon der Leserahmen 158a und 269, bzw. 176 und
356 darstellen (vgl. Abb. 6).

1 2 3 4 5 6
b)

Abbildung 5: Autoradiogramme von Northern
Hybridisierungen gegen doppelstrangige DNA-
Sonden. a) Hybridisierung gegen die SIRV1
DNA-Sonde Nr. 8. 1: RNA nicht infizierter Zellen.
2- 6: entsprechend 30 min., 1 h, 2 h,3hund 4 h
nach der Infektion. b) Hybridisierung gegen die
SIRV2 DNA-Sonde Nr. 10. 1: RNA nicht
infizierter Zellen. 2-6: entsprechend 30 min., 1 h,
2 h, 3 hund 4 h nach der Infektion.
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Tabelle 2. Verwendete Oligonukleotidsonden und damit erhaltene Hybridisierungssignale

1

abgeschatzte GroRRe der

Sonde Oligonukleotid Hybridisierung +/- erhaltenen Bande
SIRV1

55a 1392S1R + 0,5 knt
399 4817S1F + 1,1 knt
56 54321S1F + < 0,24 knt
119 5694S1F - -

81 9024S1R + 0,3 knt
59 9279S1R - -

91 9459S1R - -
179 9910S1R + 0,35 knt
101 10771S1F - -
134 11276S1R + 0,5 knt
335 12500S1R + 1,0 knt
241 27630S1R + 0,8 knt
55b 1392S1R + 0,5 knt
SIRV2

83a 34138S2F + 0,25 knt
119a 1702s2R + 0,35 knt
103a 2331S2R + 0,3 knt
90 2783S2R

109 3146S2F + 0,3 knt
116 3510S2F - -
131a 4192S2R + 0,65 knt
103b 5196S2F + 0,65 knt
111 6307S2R + 0,6 knt
102 12421S2R + 1,0 knt
84a 12583S2R + 0,3 knt
59b 12931S2R - -

91 13921S2F - -

76 14270S2R - -
134 14624S2F + 0,45 knt
55 14652S2R + 0,7 knt
55int 15246S2R + 0,9 knt
335 299554S2F + 0,9 knt
95 30439S2F + 0,6 knt
112 31380S2F + 0,4 knt
249 32194S2F + 1,3 knt
108 32724S2F + 0,6 knt
105b 33137S2F + 0,4 knt
119b 336755S2F + 0,6 knt
83b 34138S2F + 0,35 knt

"Die Sonden wurden entsprechend der zugehdorigen Leserahmen benannt.
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2. Transkriptionskarten der Viren SIRV1 und SIRV2

Die Ergebnisse aller Hybridisierungsexperimente sind schematisch als
Transkriptionskarten der beiden Viren in Abbildung 6 dargestellt. Transkripte
wurden Uber das ganze Genom verteilt identifiziert. Bis auf die unten aufgefihrten
Leserahmen sind alle Gene beider Viren transkribiert. Dies schliel3t ebenfalls
diejenigen ein, die fur das eine oder andere der beiden stark ahnlichen Genome
spezifisch sind. Nicht transkribiert sind die vier SIRV2-spezifischen Leserahmen
SIRV2-ORF156, SIRV2-ORF91, SIRV2-ORF116 und SIRV2 ORF76. Auch die
Transkription der Leserahmen SIRV1/SIRV2-ORF119, SIRV1/SIRV2-ORF59,
SIRV1/SIRV2-ORF91 und SIRV1-ORF101/SIRV2-ORF103c konnte weder mit den
verwendeten doppelstrangigen DNA-Sonden, noch mit Leserahmen-spezifischen
Oligonukleotidsonden nachgewiesen werden.

Der friheste Zeitpunkt, zu dem Transkripte deutlich detektiert werden konnten, war
30 min. nach der Infektion. Zu diesem Zeitpunkt waren die meisten Leserahmen
beider Genome transkribiert. Im Fall von SIRV1 beginnt die Transkription nahezu
gleichzeitig an 21 Stellen auf dem Genom, im Fall von SIRV2 an 29 Startp unkten.
Es konnte keine Bevorzugung einer der beiden Strange beobachtet werden. Beide
wurden mit nahezu gleicher Effizienz transkribiert. Die Transkripte sind haufig lang
genug, um mehrere Leserahmen einzuschlielen, was darauf schliel3en lasst, dass
viele Gene zu Operons gruppiert sind. Die relative Menge der Transkripte kann nur
abgeschatzt werden. Dies ist nur in den Fallen méglich, in denen Signale eines
Hybridisierungsexperimentes miteinander verglichen werden kdnnen. 30 min. nach
der Infektion sind alle Transkripte schwach vorhanden; 1 h nach der Infektion
nehmen sie an Intensitat zu. Eine spatere Abnahme der Intensitat der Signale
konnte zum Beispiel fir SIRV1-ORF56 und die beiden vom linken ITR aus
startenden Transkripte beobachtet werden (Abb. 2 u. 4a). Das langere der beiden

ITR-Transkripte konnte zu spateren Zeitpunkten nicht mehr beobachtet werden.
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Nur sehr wenige Transkripte konnten zu einem spateren Zeitpunkt beobachtet
werden, z.B. das monocistronische Transkript des Leserahmens 399 oder das vom
Leserahmen SIRV1-ORF90b ausgehende Transkript im rechten ITR. Da letzteres
jedoch nur relativ schwach zu sehen war, kann nicht vollig ausgeschlossen
werden, dass geringe Mengen des Transkripts auch bereits zu einem friheren
Zeitpunkt vorliegen, zumal das von identischer Seite im linken ITR ausgehende
Transkript bereits 30 min. nach der Infektion zu sehen war.

Das separate Transkript des Leserahmens ORF134 (Abb. 7a, 0,6 knt Bande), der
fur das Hullprotein codiert, war deutlich nicht unter den frihen Transkripten zu
finden und konnte im Fall von SIRV2 erst 2 h nach der Infektion, im Fall von SIRV1
3 h nach der Infektion nachgewiesen werden. Bemerkenswert erscheint allerdings,
dass die ebenfalls mit der Sonde Nr. 5 detektierte 1,8 knt RNA (Abb. 7a) fir eine
Transkription des Strukturproteingens in Form eines Operons bereits 30 min. nach
der Infektion spricht. Der einzige Leserahmen, der ausnahmslos spat im
Infektionszyklus transkribiert wird, ist der Leserahmen SIRV2-ORF55/SIRV1-
ORF55c. Das Signal eines schwachen Transkripts dieses Leserahmens korreliert
mit dem Erscheinen des spaten monocystronischen Transkripts des
Strukturproteingens (ORF134; Abb. 7b). Auffallig erscheint auch, dass der
Transkriptionsstart des ORF55/ORF55¢ Gens unmittelbar stromabwaérts nach dem
Gen fur das Strukturprotein lokalisiert ist und dessen Transkription in gegenlaufiger
Richtung zum Strukturproteingen erfolgt Somit wird eine RNA gebildet, die
komplementar zur intergenischen Region des friihen polycystronischen Transkripts
der Leserahmen ORF134-ORF335 ist.

Fur die Mehrheit der identifizierten und in Abb. 6 dargestellten Transkripte lassen
sich nach dem Stopcodon fir den letzten oder einzigen Leserahmen im Operon
Thymin-reiche Sequenzen erkennen, an denen ein Transkriptionsstop erfolgen

konnte.
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1 23456

a) 1A knt
1.2 kat
L& knd
b) 0.2 ket

Abbildungen 7: Autoradiogramme von Northern
Hybridisierungen  gegen  doppelstrangige und
Leserahmnen-spezifische DNA-Sonden. a)
Hybridisierung gegen die SIRV2 DNA Sonde Nr. 5.
1. RNA nicht infizierter Zellen. 2-6: entsprechend 30
min., 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach der Infektion. b)
Hybridisierung gegen die ssDNA-Sonde SIRV2 55c.
1: RNA nicht infizierter Zellen. 2-6: entsprechend 30
min., 1 h, 2 h, 3 h und 4 h nach der Infektion.

3. Vergleich der Transkriptionskarten von SIRV1 und SIRV2

Vergleicht man die Transkriptionskarten beider Viren, wird deutlich, dass flr
homologe Bereiche der beiden stark &hnlichen Genome auch identische
Transkripte existieren. Quantitative Unterschiede ergeben sich lediglich in den
Bereichen, in denen Leserahmen transkribiert werden, die spezifisch fir das eine
oder andere Virus sind. Auch in Abh&angigkeit vom Infektionszyklus stimmt die
Transkription in beiden Fallen Uberein. Bei beiden Viren liegen nahezu alle
Transkripte bereits 30 min. nach der Infektion vor. Lediglich in den Bereichen der
Leserahmen ORF306/ORF310, ORF399, ORF 134 und ORF55/55c ist ein
zeitlicher Unterschied im Auftreten der homologen Transkripte zu erkennen. Dabei
treten die entsprechenden RNAs in SIRV1 mit einer zeitlichen Verzégerung von 30
min. bis zu 1 h auf. Betrachtet man dazu jedoch, dass SIRV1 eine etwas langere
~ECclipse“- und Latenzperiode aufweist als SIRV2, scheint sich dieser Unterschied

im Bezug auf den Infektionszyklus zu relativieren.
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4. Identifizierung von Transkriptionsstartpunkten und Promotor-

sequenzen

Um die durch die Kartierung der Transkripte postulierten Transkriptionsstartp unkte
zu bestatigen und die zugehdrigen Promotorbereiche zu untersuchen, wurden
.Primer Extension‘-Experimente durchgefihrt. Fir die Reverse Transkriptions-
reaktion wurde RNA aus SIRV1 infizierten Zellen verwendet, die 3 h nach der
Infektion prépariert wurde. Zu diesem Zeitpunkt konnten alle viralen Transkripte
beobachtet werden. Fiur 13 Transkripte von SIRV1 wurde das 5 -Ende identifiziert,
indem die Primer-Verlangerungsprodukte parallel zu Sequenzleitern, die mit
denselben radioaktiv markierten Primern (Tab. 3) erhalten wurden, verglichen
wurden. In Abb. 8 sind exemplarisch die auf diese Weise erhaltenen Ergebnisse

dargestellt.
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Abbildung 8 Kartierung der Startpunkte von vier Transkripten von SIRV1. Der
erste (oder einzige) Leserahmen des Operons ist angegeben. Die Primer-
Verlangerungsanalyse wurde mit sequenzspezifischen Primern (s. 11.1.3)
durchgefihrt. Das jeweilige ,Run off* Produkt [PE] wurde parallel zu seinen
Sequenzreaktionen (A, T, C, G), die mit demselben radioaktiv markierten Primer
ausgefuhrt wurden, elektrophoretisch aufgetrennt. Die abgeleitete komplementéare
Promotorsequenz ist neben dem Autoradiogramm angegeben. TATA-Box, BRE
und GTC-Element sind durch fette Schrift und eine graue Schattierung markiert.
Der Transkriptionsstart ist in fetter Schrift gekennzeichnet.
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Durch vergleichende Analyse der experimentell erhaltenen Daten mit den
Sequenzdaten konnten alle dbrigen Promotorbereiche fir SIRV1 und SIRV2
identifiziert werden. Diese sind zusammenfassend in Abb. 9 dargestellt. Der
Vergleich der Sequenzen der Transkriptionsstartregionen ergab das
Vorhandensein von drei konservierten Sequenzelementen: 1. Eine A/T-reiche 8
Basen lange Sequenz, 20 bis 25 Nukleotide stromaufwarts des
Transkriptionsstarts gelegen, eine potentielle TATA-Box; 2. Zwei Purine
unmittelbar stromaufwérts der potentiellen TATA-Box gelegen, die einem BRE-
Element (,Transcription Factor B recognition element*) entsprechen kdnnten. 3. In
70% der Falle eine Trinukleotid-Sequenz GTC oder, allgemeiner, einer
Pentanukleotid-Sequenz #+GTC”/r unmittelbar stromabwérts der angenommenen
TATA-Box. Die Promotorregionen der Leserahmen SIRV1-ORF 179, SIRV1-ORF
562 und SIRV1-ORF 112 konnten aufgrund eines sehr hohen A-T-Gehalts (75%)
stromaufwarts dieser Leserahmen und dem Fehlen der Trinukleotid-Sequenz GTC
nicht eindeutig identifiziert werden. Da die Transkripte der hoch konservierten
Bereiche der Genome der Viren SIRV1 und SIRV2 sowohl in ihrer Gro3e als auch
in den enthaltenen Leserahmen sehr &hnlich sind, lasst dies darauf schliel3en,
dass de Promotorregionen der Transkripte ebenfalls Ahnlichkeit aufweisen. Die
Analyse der Promotorregionen der fiir SIRV2 postulierten Transkripte ergab, dass
diese dieselben konservierten Elemente enthalten wie die Promotorregionen von
SIRV1. Auch fur die Promotorregionen der transkribierten SIRV2-spezifischen
Leserahmen konnten TATA-Box-Motive und BRE-Elemente identifiziert werden.
Darliberhinaus konnte n 65% der Félle ebenfalls das GTC-Element unmittelbar

stromabwarts der TATA-Box gefunden werden (Abb. 9).
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SIRV1-ORFSS5a
SIRVZ-ORFB3a

SIRV1-0ORFS0a

SIRVZ-ORFL03a
SIEVZ-CRF109
SIRVZ-CRF13la
SIEVZ-0ORF1ll

SIBVZ-0ORF105a
SIBVZ-0ORFLD2

SIRV1-QRF399
SIEVZ=-0ORF398

SIRV1=-0RF56&
SIRVZ-ORFSE

SIRV1-0ORF131
BIRVZ-ORF13lb

SIRV1-ORFEL
SIRVI-ORFE4a

SIRV1-ORF1SEE
SIRVZ-ORFL5ED

SIRV1-QRF134
SIRVZ-ORF134

SIFV1-0RFESC
SIRV2-0RFSS

SIRV1-ORF335
SIRVZ-0RF3I35

SIRVI-ORF486
SIRVZ-ORFABB

SIRVI-ORF154
SIRVZ-0ORF154

SIRVI-ORFIOFD
SIRVZ-ORF107D

GRGARMACTTTATATACTAGTTTATGCATATATAAGAT TGETGARTGAGAAATG

*
GAGRAAGATTTAAATAGAGAATACGARATAARAA TTEAGFOGAAAAATATG

GAGARAACTTTARATACTAATTTATGCATATGTARAAGTGAGGTG

AGRRAGATTTARATATGCGTTTITATATATATGAARAACGET GAACTATARAT
GAGRAAGCTTTATATAGTAGT T TGACAAATATAATATTGET GARRRRAGAATG
ATGAARACATARAAATCT CATAARTCGRAARACTATATCAGT GRARARGARATE

CATAGTTTTATCGARRATATAGT GREGAAALILATG
CATGITTTCACAATRRATTATATE

ATGRAMATTTARRATTCT
ATCRATATTTARARATCT

*
TTTAGCAATTTAGCTAGCTTATG

TGETGACTTTATTTATS
TTGAGTGTTTATITATGTCTTAGTRACTTAGCTAGCTTATG

=
AAARACGATATAAAAATCTCATAATTCAARATC TTAAAATGAGCAAARR TG
ARAARCATATARAARAT CT CATAATCGEARATCATARAACACAGAAARAT G

*
AAAAACATATAAAAA TCTCATAATTAAAA GATAT PP TTAGRSSAAGAAACATE
ARAAACATATARAAATO T CATAATTAARAGATATTTTTAGAGGOGARARACATG

CATRATATARRATCETARRRATAGAGRACATG
ATARATCARMATGTAARARTG

ARMARCATATARARRT -
ARARACCTATAAARATCT

TGEGAGATATAAATA TL
TGGEARACATARATATE

X jm!‘ﬂtﬂ.ﬂf!‘mm
TUAGRARCTGAARATARGACTGATAARATATE

M:'—'M.-‘.AMTE'?‘.AWMT!‘PAAMM!‘MMTTHTAW!‘EAC
ACCTGAATATT TATTARTT TEGAAGAATAAAATTGATATTGACCAAATATG

AATHRGCATTTAARAATOT
ACTAACATTTAARRATIT

ARATCCAAATTTCTOCTTATE
"ARBATACAAATTTCTOCTTATG

AGTCAGCTTTATTTTTST
ATTTAGCTTTATTTTTOTL

CATARTTITTTATTITTATCTCATG
ATARTTTTTAGATTTCAATTATG

.
P TAAG T T AT T T e TACTTGAGATATATAAATTGATAGCTATE

CATARTCTATATARAT L T CATACATTATTGATTTAATARATE
GTATATGTATATAAMTCTCATACAGTGTCAARTTTAATCTATG

-
TACTAATETTTATAA TTTTGAAAAGAAACATTTTTAATCAATATE
TACTAARTGTTTATAATTTTCGARARCARACATTTTAATCRATATE

*
GTGACACTT TATTTTAS TCASTTACTTATTARAATTCTATS
GTGACACTTTATITTGGGECAGT TACTTATTAARAATATATG

SIRVI-ORF2ES

SIRVI-ORF269
+*

ATATTGTTTAGAAATTATTATS

SIRVI-ORFZ20§ TTTAAAATTARAAATATGIY

SIRVZ-ORF1TE TTTAARATTAARATATOTCTTATTGTTTATGAATTATTATG
*

SIRVI=-0ORFA5 AATAAGAATATAAAAT T CATAGAATTTTTEGAT T TTTAGAGA TAGETEAAACAGGAAATE
SIRVZ-ORFOS ATARACATATAARAATCTCATAARGT TTTCARAT TTTAGGTACAGETGATTTARGATATS

*
SIRVI-ORFE41 ATARAAATTTATAAATCTCATATACAGAATGATAAATTGETEAAATAAATG

*
SIRV1-0ORF75 ATAAAAATATAARAATT G TCATAATTTTATGAAAATAT TGGGCAAAGAAAAATAAGTTTTAAAGAACGT TAAAAAAATS
SIBVZ-ORFT73 ATARARRTTTARARTT T CATRGTTTTATGRAAATAT TEGAGGAGRGAAAAATAAGTTTTARARGARGT TAAARAARRT TATAGRTTTS
SIEVZ-ORF108 ATARAARGATARATATCETCATAARCTTATAGATTTITATTS

SIFVZ-0RF105k GACARAGATTTARATAGAGAGTAATACGRARATAATATTGAGGCAAARRARATE

Abbildung 9: DNA Sequenzen der Promotorregionen von SIRV1 und SIRV2. Mittels Primer
Verldngerungsexperimenten kartierte Promotoren sind kursiv gekennzeichnet. Die Ubrigen
Promotoren wurden anhand von Ahnlichkeit zu diesen bestimmt. Durch unterschiedliche Farben ist
die jeweilige Position der TATA-Box (pink), des BRE-Elements (orange) und des GTC-Elements
(grun) hervorgehoben. Die kartierten Transkriptionsstartpunkte sind mit einem Stern markiert.
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B) Untersuchungen zur Regulation der Transkription der Genome
der Viren SIRV1 und SIRV2

1. Isolierung und Identifizierung eines neuen Transkriptionsfaktors aus

, Sulfolobus islandicus*

1.1 Isolierung eines Transkriptionsfaktors aus Rohextrakt mittels

magnetischer DNA-Affinitatsreinigung

Um an der Regulation der Transkription der Genome der Viren SIRV beteiligte
Faktoren zu finden, wurden Promotorregionen von SIRV1 fir eine magnetische
DNA-Affinitatsreinigung von Proteinen aus Rohextrakten eingesetzt. Ausgewahlt
wurden die Promotoren der Leserahmen ORF134, ORF56 und ORF399 (Abb. 10),
da aufgrund der erhaltenen Ergebnisse aus den in vivo-Transkriptionsstudien (s.
MLA.1. u. lllLA.2.) diese Promotoren mit hoher Wahrscheinlichkeit einer

Transkriptionskontrolle unterliegen.

+1
RAGATTARGETATICGRATCGA

TATAEan HRE
LTGNPT[ RGO T AT T TA T

ol
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399 134
56

LA A CETAL A RAGEAL _.E.a._'._-l. e T e A

AT -Sow BRE
ATCTETRRRRRTRT BN A A A G AT CCTATATGRAETATATY

BE nl

BAF TATA-Bo 1
B A R R o BB, 77 T AL A A h T AR A AT T A T A T T

WABATGGCARRRGGTCACACARALR G ——————— CARCARGRATTT

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Leserahmen 399, 56 und 134 von SIRV1
und der mittels PCR amplifizierten Promotorregionen. TATA-Box, BRE-Element sowie
der Transkriptionsstart sind jeweils Grau hinterlegt und durch fette Schrift hervorgehoben.
GTC-Element sowie der Translationsstart sind ebenfalls in fetter Schrift gekennzeichnet.
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Mittels biotinylierten Primern und PCR (s. Tab. 3) wurden je 10 pg DNA der
Promotorsequenzen aus genomischer SIRV1-DNA amplifiziert und an die
Streptavidinoberflache superparamagnetischer Polystyrenkiigelchen kovalent
gebunden. In Gegenwart von 200 pg pUC18 Kompetitor-DNA wurden die
immobilisierten Promotorsequenzen mit 1,4 mg Gesamtprotein aus S. islandicus
REN2H1 Rohextrakt inkubiert. Nach magnetischer Separation und mehrfachem
Waschen der Magnetkugelchen wurde an die Promotorsequenzen gebundenes
Protein durch Erh6hung der lonenstarke auf 380 mM NaCl eluiert. Das Eluat wurde
zusammen mit dem Rohextrakt und den Waschfraktionen auf einem 15%igen
SDS-Gel analysiert. Abb. 11 zeigt die mit dem Promotor des Leserahmen ORF56
von SIRV1 erzielte Reinigung eines einzelnen Proteins mit einem
Molekulargewicht von ca. 14 kDa (Abb. 11: Spur 6). Die Ausbeute an gereinigtem
Protein aus 1,4 mg Rohextrakt-Gesamtprotein betrug 750 ng (150 ul Eluat).

1 2 3 4 6 6
116 kDa
66,2 kDa - —
45,0 kDa
35,0 kDa
25,0 kDa —

4l

Abbildung 11: DNA Affinitdtsreinigung des 14 kDa
Proteins Uber den ORF56 Genpromotor von SIRV1.
15%iges SDS-Polyacrylamidgel nach Silberfarbung. 1:
Molekularmassenstandards. 2: Rohextrakt. 3:
Proteinliberstand nach Inkubation mit den DNA-
Affinitatskligelchen. 4, 5: Waschfraktionen 6: Eluat.



I1l. Ergebnisse 69

Mit den verwendeten Promotorsequenzen der Leserahmen SIRV1-ORF134 und
SIRV1-ORF 399 konnte aus dem S. islandicus Rohextrakt ebenfalls das 14 kDa
grof3e Protein gereinigt werden (Abb. 12). Auch bei Verwendung von Rohextrakt
aus virusinfizierten Zellen wurde dasselbe Ergebnis erhalten (Abb. 12). Allerdings
war die Ausbeute an gereinigtem Protein deutlich geringer, was durch die
experimentell bedingte, etwas geringere eingesetzte Gesamtproteinmenge zu
erklaren ist. Um auszuschliel3en, dass trotz der eingesetzten Kompetitor-DNA eine
zufallige Bindung an die angebotene DNA-Sequenz erfolgte, wurde zur Kontrolle
der T6-Promotor des Sulfolobus shibatae Virus SSV als Zielsequenz eingesetzt.
Der T6 Promotor enthalt alle typischen Elemente eines Sulfolobus-Promotors und
wird von den Komponenten der Transkriptionsmaschinerie des Wirtes gut erkannt.
Eine Reinigung des 14 kDa Proteins konnte mit der T6-Promotorsequenz jedoch
nicht erreicht werden, wodurch eine spezifische Bindung des 14 kDa Proteins an

Sequenzelemente der Virus-Promotoren gezeigt werden konnte.

116 kDa
66,2 kDa
45,0 kDa [
35,0 kDa -
25,0 kDa —

8.4 kDa
144 kD= l

Abbildung 12: Reinigung des 14 kDa Proteins aus infiziertem
und nicht infiziertem  Rohextrakt (ber  verschiedene
Genpromotoren. 15%iges SDS-Polyacrylamidgel nach
Silberfarbung. 1: Molekularmassenstandard, 2-5: Uber die
Promotoren der ORFs 56 (2), 134 (3) und 399 (4) von SIRV1,
sowie Uber den T6-Promotor (5) erhaltenes Protein aus
Rohextrakt nicht-infizierter Zellen; 6-8: Uber die Promotoren der
ORFs 56 (6), 134 (7) und 399 (8) erhaltenes Protein aus
Rohextrakt aus SIRV1-infizierten Zellen.
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Tabelle 3: Zur Amplifizierung der Promotorsequenzen
verwendete Primerkombinationen

amplifizierter Promotor | Primerkombination
SIRV1-56 5547S1F/Bio 5679S1R
SIRV1-134 Bio 10964S1F/11276S1R
SIRV1-399 5034S1F/Bio 5367S1R
T6 BioT7Promotot/T6 revers

1.2 Untersuchung des 14 kDa Proteins im rekonstituierten in vitro-

Transkriptionssystem von Sulfolobus

Um zu untersuchen, ob das uber die Virus Promotoren gereinigte 14 kDa-Protein
bei der Regulation der Transkription eine Rolle spielt, wurden Experimente im
rekonstituierten basalen Transkriptionssystem von Sulfolobus durchgefiihrt. Das in
vitro-System besteht aus rekombinantem TBP (TATA-Binde-Protein), TFB
(Transkriptionsfaktor B) und hoch gereinigter RNA-Polymerase wurde entwickelt,
um an der Regulation der Transkription von Archaeen beteiligte Proteine zu
untersuchen (Bell et al., 1999a; Bell und Jackson, 2000a; Bell et al., 2002). Zur
Untersuchung des 14 kDa-Proteins wurden drei unterschiedlichen Virus-
Promotoren (56, 134 und 399, s. Abb. 10), sowie zur Kontrolle der T6-Promotor, in
die Transkriptionsreaktionen eingesetzt. Die Reaktionen wurden jeweils ohne 14
kDa-Protein, sowie nach Zugabe von je 20 ng des nativ gereinigten Proteins
durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 13 dargestellt. Wahrend die Menge des
gebildeten Transkriptionsinitiationsproduktes, ausgehend vom T6-Promotor, nach
Zugabe des 14 kDa-Proteins gleich bleibt, nimmt im Experiment mit dem Promotor
134 das Produkt nach Zugabe des 14 kDa-Proteins deutlich (um ein 3-faches) zu.
Auch fir den Promotor 56 konnte eine leichte Zunahme (um ca. l3) des
Initiationsproduktes in Gegenwart des 14 kDa Proteins beobachtet werden. Damit
konnte gezeigt werden, dass es sich bei dem aus S. islandicus-Rohextrakt
gereinigten 14 kDa-Protein tatsachlich um einen Transkriptionsregulator handelt.
Die Initiation der Transkription an einigen SIRV-Promotoren wird stimuliert. Im Fall
des Promotors 399 konnte weder mit, noch ohne 14 kDa-Protein ein

Transkriptionsinitiationsprodukt nachgewiesen werden.
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T6 56 399 134

Abbildung 13: ,Primer Extension“ Produkte der in vitro Transkriptionsreaktionen der
Promotoren T6, 56, 399 und 134 auf einem 8%igem denaturierenden Polyacrylamidgel.
Die Reaktionen wurde mit je 20 ng TBP, 20 ng TFB, 250 ng RNAPolymerase und
entweder ohne oder nach Zugabe (-/+) von 20 ng gereinigtem 14 kDa Protein zum
Reaktionsansatz durchgefihrt.
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Zur Uberprifung, ob die in vitro-Transkriptionsstartpunkte mit den in vivo
ermittelten Ubereinstimmen, wurden die in vitro-Transkriptionsprodukte zusammen
mit ihren Sequenzreaktionen, die mit denselben radioaktiv markierten Primern
erhalten wurden, auf einem 8%igem Sequenzgel analysiert. In Abb. 14 ist
exemplarisch das in vitro erhaltene Transkriptionsinitiationsprodukt ausgehend
vom Promotor 134 und die daraus abgeleitete Promotorsequenz dargestellt. Ein
Vergleich der Promotorsequenz mit der Promotorregion, die im ,Primer-Extension®
Experiment identifiziert wurde (Abb. 9), bestatigt, dass der Transkriptionsstartpunkt

in vitro und in vivo identisch sind.
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Abbildung 14: In vitro-Transkriptionsstartpunkt
ausgehend vom Promotor 134. Das
Primerverlangerungsprodukt [PE] wurde parallel
zu seinen Sequenzreaktionen (T, A, G, O), die
mit demselben radioaktiv markierten Primer
ausgefihrt wurden elektrophoretisch
aufgetrennt. Die abgeleitete komplementéare
Promotorsequenz ist neben dem Auto-
radiogramm angegeben. TATA-Box, BRE und
GTC-Element sind durch fette Schrift und einen
graue Schattierung markiert. Der
Transkriptionsstart  ist in  fetter  Schrift
gekennzeichnet.
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1.3 Identifizierung des 14 kDa Proteins mittels Massenspektroskopie und

Sequenzdatenanalyse

Zur Bestimmung der Identitat des gereinigten Transkriptionsfaktors (14 kDa
Protein) wurde dieser massenspektroskopisch in Zusammenarbeit mit Dr. Stephen
Bell und Dr. SewYeu Peak-Chew am MRC Laboratory of Molecular Biology, Mass
Spectrometry Facility in Cambridge (England) untersucht. Die
Aminosauresequenzen von drei der erhaltenen Peptide stimmten mit dem flr
Sulfolobus solfataricus P2 annotierten Protein SS00048 (She et al., 2001) Uberein.
SS00048 wurde als mutmalilicher Transkriptionsregulator annotiert, der starke
Ahnlichlichkeit zum Transkriptionsfaktor Lrs14 von S. solfataricus zeigt. Die
physiologische Bedeutung von Lrs14 ist nicht bekannt, allerdings konnte fur das
Protein eine Repressorfunktion am eigenen Genpromotor gezeigt werden (Bell und
Jackson 2000a; Napoli et al, 1999). Aufgrund der Ergebnisse der
Sequenzdatenanalyse wurde das 14 kDa-Protein als Transkriptionsfaktor SS00048

identifiziert.

1.4 Klonierung und heterologe Expression des Transkriptionsfaktors
SS00048

Um weitere Untersuchungen mit dem Transkriptionsfaktor SS00048 durchfihren
zu kdénnen und groRere Mengen an Protein zu erhalten, wurde das Protein in einen
Vektor kloniert und heterolog in E. coli exprimiert. Mittels PCR wurde die fur den
Transkriptionsfaktor SS00048 kodierende Sequenz von genomischer DNA aus S.
solfataricus  amplifiziert und  Restriktionsschnittstellen  eingefuhrt.  Der
Vorwartsprimer 5°SS00048 (s. 1.1.3) wurde so konstruiert, dass er eine Ndel-
Schnittstelle enthielt, wobei die Nukleotide ATG der Ndel-Schnittsequenz
gleichzeitig als Start-Codon fiir die Proteintranslation dienten. Uber den
Ruckwartsprimer 3°SS00048 (s. 11.1.3) wurde unmittelbar nach dem Stop-Codon
von SSo00048 eine Xhol-Schnittstelle eingefiigt. Das erhaltene PCR-Produkt wurde
gereinigt, mit Ndel und Xhol hydrolysiert und in den mit denselben
Restriktionsendonunkleasen behandelten Expressionsvektor pET 30a kloniert. Der

Ligationsansatz wurde in Escherichia coli XI 10 Gold™ transformiert. Mittels
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Restriktionshydrolyse und Kolonie-PCR wurden die Transformanden auf das
Vorhandensein der Insertionssequenz Uberpruft. Ein Insert-tragendes Plasmid
wurde ausgewahlt und zur endgulltigen Kontrolle die Insertionssequenz des
erhaltenen Expressionskonstrukts vollstandig sequenziert.

Das erhaltene Plasmid wurde in den Expressionsstamm Rosetta (DE3) pLysS
transformiert und ausgehend von einer Ubernacht-Kultur die Expression des
Proteins durchgefuhrt (s. 11.8.2.2). Die Expression erfolgte bei 37°C im 1-I-
Mal3stab. Zu verschiedenen Zeitpunkten (O min., 1 h, 2 h, 3 h und 4 h) nach
Induktion der Expression wurden Proben genommen und auf einem SDS-
Polyacrylamidgel analysiert (Abb. 15). Vor der Induktion ist das rekombinante
SS00048 im E. coli Rohextrakt nicht zu identifizieren (Abb. 11: Spur 2). Nach 1 h
Induktion ist deutlich eine SS00048-Bande sichtbar, die bis zum Zeitpunkt 3 h nach

der Induktion deutlich zunimmt und die maximale Uberexpressionsrate erreicht.

1 i 3 4 5 B
116 kDa N 5
66,2 kDa - E & == :.—-i
N = |
45 0 kDa — —_— e — -
35,0 kDa — _
25,0 kDa — - = —
18.4 kDa —
14,4 kDa e —_— e — ——— —mfe—

Abbildung 15: Expression von SSo00048 in E. coli Rosetta (DE3) pLysS.
15%iges SDS-Polyacrylamid Gel nach Coomassiefarbung. 1
Molekularmassenstandard; 2: Gesamtproteinfraktion vor der Induktion. 3-6:
Gesamtproteinfraktion 1 h (3), 2 h (4), 3 h (5) und 4 h (6) nach der Induktion.
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1.5 Reinigung des rekombinanten Transkriptionsfaktors SSo0048

Zur Reinigung von rekombinantem SS00048 wurde die gewonnene Zellmasse aus
1 | Expressionskultur aufgearbeitet. Der Grol3teil der l6slichen E. coli-Proteine
konnte durch einen 30-minutigen Hitzeschritt bei 75°C entfernt werden. Das
danach im Proteiniberstand stark angereicherte thermostabile rekombinante
Protein konnte Uber eine Affinitatschromatographie an Heparin-Sepharose (s.
1.8.3.3) gereinigt und stark aufkonzentriert werden. Bei der Uberpriifung der
Reinigung in einem 15%igem SDS-Polyacrylamidgel (Abb.16) konnte nach
Coomassiefarbung keine \erunreinigung beobachtet werden (Abb. 16: Spur 6).

Insgesamt wurden 6 mg rekombinantes SSo0048 Protein gewonnen.

Abbildung 16: Reinigung des rekombinanten SS00048 Proteins.
15%iges SDS-Polyacrylamidgel nach Coomassiefarbung. 1, 7:
Molekularmassenstandard, 2: Rohextrakt vor der Induktion. 3, 4:
Rohextrakt nach 4 h Induktion. 5: hitzestabiler Proteiniiberstand. 6:
Protein nach Affinitatschromatographie an Heparin-Sepharose.
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1.6 Untersuchung von SSo0048 im rekonstituierten in vitro-Transkriptions-

system von Sulfolobus

Zum Nachweis der Aktivitat des rekombinant hergestellten Transkriptionsfaktors
wurde das gereinigte Protein im rekonstituierten in vitro-Transkriptionssystem von
Sulfolobus untersucht. Unterschiedliche Mengen des rekombinanten SSo00048
Proteins (0 ng, 20 ng, 50 ng, 100 ng, 500 ng und 1 pg) wurden dem Basalsystem,
bestehend aus je 20 ng TBP und TFB, sowie 250 ng RNA-Polymerase,
zugegeben. Als Matritze wurde zunachst der SIRV1-Genpromotor des ORF 134
eingesetzt, da dieser im Versuch mit dem nativ aus Rohextrakt gereinigtem Protein
die deutlichsten Ergebnisse lieferte. Zur Kontrolle wurden die Versuche parallel mit
dem SSV-T6-Promotor durchgefihrt. In Abbildung 17 ist zu sehen, dass die
Initiation der Transkription des ORF 134 Proteins durch Zugabe des rekombinant
hergestellten Transkriptionsfaktors SSo00048 deutlich (um ein 4-faches) stimuliert
wird. Dies ist ab einer Menge von 20 ng eingesetztem Protein zu beobachten. Eine
weitere Zunahme der Intensitat der Bande mit aufsteigender Proteinkonzentration
konnte nicht beobachtet werden. Im Vergleich dazu wird die Transkription,
ausgehend vom T6-Promotor, auch bei Zugabe grof3er Mengen des zu

untersuchenden Proteins nicht beeinflusst.

S500048

o 1 L T Y 1)

Abbildung 17: ,Primer Extension® Produkte der in vitro
Transkriptionsreaktionen der Promotoren T6 und 134, auf einem 8%igen
denaturierenden Polyacrylamidgel. Die Reaktionen wurde mit je 20 ng
TBP, 20 ng TFB, 250 ng RNA-Polymerase und entweder ohne SS00048
oder nach Zugabe (-/+) von 20 ng, 50 ng, 100 ng, 500 ng oder 1 ug
rekombinantem SS00048 zum Reaktionsansatz durchgefiihrt.
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Weiterhin wurde der Einfluss des Transkriptionsfaktors auf die Transkription,
ausgehend von den Promotoren 56 und 399, untersucht. Das Experiment wurde
jeweils ohne SS00048, sowie mit 500 ng SSo00048 Protein im Reaktionsansatz
durchgefuhrt. Die grof3ere Proteinmenge wurde gewahlt, um zu Uberprifen, ob
eine hohe Proteinkonzentration die Transkription, ausgehend vom Promotor 399,
aktivieren konnte. Allerdings zeigte sich auch in diesem Experiment dasselbe
Ergebnis. Wie bisher konnte eine stimulierende Wirkung auf die Transkription
ausgehend von den Promotoren 134 und 56 beobachtet werden, sowie kein Effekt
im Fall des T6-Promotors und kein Initiationsprodukt fir den Promotor 399 (Abb.
18).

. S B ; - + SSo0048
- .‘
-

T6 134 56 399

Abbildung 18: .Lrimer  Extension® Produkte der in vitro
Transkriptionsreaktionen der Promotoren T6, 134, 56 und 399 auf einem
8%igen denaturierenden Polyacrylamidgel. Die Reaktionen wurde mit je 20
ng TBP, 20 ng TFB, 250 ng RNA-Polymerase und entweder ohne SS00048
oder nach Zugabe (-/+) von 500 ng rekombinantem SSo00048 zum
Reaktionsansatz durchgefuhrt.

Ob der stimulierende Effekt von SSo00048 ahnlich wie beim Transkriptionsfaktor
TFE unter suboptimaler TBP-Konzentration verstarkt zu beobachten ist (Bell et al.,
2001), wurde in Reaktionen in vitro am Promotor des Leserahmens 134 in
Abhangigkeit sinkender TBP Konzentrationen untersucht. In Abb. 19 ist das
Autoradiogramm des Experimentes dargestellt. Die Abbildung zeigt deutlich, dass
mit abnehmender TBP Menge die Intensitat der Transkriptionsinitiationsprodukte
abnimmt. Bei niedrigen TBP Konzentrationen von 5 ng bzw. 1 ng ist jedoch eine
sehr starke Stimulation (6-fach bzw. 11-fach) zu beobachten. Ohne TBP im Ansatz
erfolgt keine Initiation der Transkription. Dies zeigt, dass der Effekt des
Transkriptionsfaktors SSo0048 von der Anwesenheit des TATA-Bindeproteins
abhangig ist.
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Abbildung 19: ,Primer Extension“ Produkte der in vitro Transkriptionsreaktionen des
Promotors 134 in Gegenwart unterschiedlicher TBP Mengen. Die Reaktionen wurde
mit 20 ng TFB, 250 ng RNA-Polymerase, 20 ng, 10 ng, 5 ng, 1 ng oder 0 ng TBP und
entweder ohne SSo00048 oder nach Zugabe (-/+) von 20 ng rekombinantem SS00048
zum Reaktionsansatz durchgefiihrt.

1.7 Identifizierung der DNA-Bindestelle von SS00048 durch DNase I-
Footprinting

Mit der Promotoraffinitatsreinigung des Transkriptionsfaktors SSo0048 (14 kDa
Protein) konnte gezeigt werden, dass das Protein spezifisch an die
Promotorregionen der verwendeten Virus-Promotoren bindet. Sein stimulierender
Effekt auf die Transkription einiger Promotoren konnte in in vitro
Transkriptionsexperimenten gezeigt werden. Um den Bereich, in dem das
gereinigte Protein an die Promotor-DNA bindet, genauer festzulegen und erste
Hinweise auf einen Funktionsmechanismus zu erhalten, wurde ein DNase I-
Footprinting durchgefiihrt. Uber eine PCR-Reaktion mit dem Vorwartsprimer
10964S1F und dem radioaktiv markierten Ruckwartsprimer 11276S1R (s. 11.1.3)
wurde die Promotorregion amplifiziert und als DNA-Template eingesetzt. Die DNA-
Binde-Reaktion wurde ohne und mit 20 ng, 50 ng, 100 ng, 250 ng sowie 1 ug
SSo00048 durchgefuhrt. Nach anschlieRender 1-minltiger DNase |-Behandlung
wurden die Proben auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel zusammen mit
einer entsprechenden Sequenzleiter analysiert (Abb. 20). Auf dem
Autoradiogramm ist mit steigender Proteinmenge, im oberen Drittel des Gels, ein
deutliches Verschwinden von DNA-Banden zu beobachten. Dies resultiert aus
einer Protektion des entsprechenden Bereichs vor DNaselAbbau durch
gebundenes Protein. Anhand der Sequenzleiter und dem parallel dazu

aufgetragenen Primerverlangerungsprodukt des Leserahmens 134 konnte die
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Bindestelle identifiziert werden. Sie liegt im Bereich der Positionen von -9 bis -37
und -65 bis -114 stromaufwarts des Transkriptionsstarts (Abb. 20). Die Bindestelle
Uberlappt zwischen den Position -9 und -37 mit der TATA-Box und dem BRE-
Element und enthalt an den Positionen -9 bis -12 und -18 bis -21 eine
Palindromsequenz. Im weiter stromaufwarts gelegenen Bindebereich konnten
ebenfalls Palindromsequenzen an den Positionen -77 bis -80 und -84 bis -87,

sowie an den Positionen -95 bis -98 und -105 bis -108, identifiziert werden.

5300048

Abbildung 20: DNase I-Footprint des rekombinanten SSo0048
Proteins am SIRV1 ORF 134 Promotor. Die Reaktion wurde ohne bzw.
mit (-/+) steigenden Mengen an SSo00048 Protein (0 ng, 50 ng, 100 ng,
250 ng, 500 ng, 1 pg) durchgefihrt und zusammen mit den
Sequenzreaktionen (A, T, C, G) des Templates und dem in vitro-
Primerextensionprodukt [PE] des Promotors 134 elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Bereiche der DNase-Protektion sind am
Autoradiogramm sowie in der schematischen Darstellung des
Sequenzabschnittes durch zwei fette Linien gekennzeichnet. TATA-
Box, BRE-Element und Transkriptionsstart sind grau hinterlegt.
Gegenlaufige Wiederholungssequenzen sind fett gekennzeichnet.
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2. Untersuchungen am viruscodierten ORF 56-Protein (P56)

Waéhrend der Kartierung der Transkripte der Rudiviren SIRV konnte fir den
Leserahmen ORF 56 ein kleines, stark prasentes, separates Transkript beobachtet
werden. Die abgeschétzte GroRe des entsprechenden hypothetischen Proteins
betragt 6,5 kDa. Aufgrund der geringen GroR3e ist es denkbar, dass es sich hierbei
moglicherweise um ein kleines regulatorisches Protein handelt. Sequenzhomologie
zu bisher beschriebenen Sequenzen konnte nicht gefunden werden. Allerdings
zeigte sich bei der Sequenzanalyse, dass das Protein ein fur DNA-Bindeproteine
typisches Helix-Turn-Helix Motiv aufweist. Um das hypothetische Protein genauer
zu untersuchen, wurde es heterolog in E. coli exprimiert und in DNA-Bindestudien

untersucht.

2.1 Klonierung und heterologe Expression des ORF 56-Proteins

Zunachst wurde das ORF56-Gen in den Expressionsvektor pET 30a, wie fur den
Transkriptionsfaktor SS00048 beschrieben, einkloniert (s. 111.B.1.4), ebenso die
entsprechenden Restriktionsschnittstellen. Der Vorwartsprimer ORF 56 F (s. 11.1.3)
enthielt ebenfalls eine Ndel-Schnittstelle, wobei auch hier die Schnittsequenz ATG
zugleich als Startcodon diente. Der Ruckwartsprimer ORF 56 R enthielt unmittelbar
nach dem Stoppcodon eine Xhol-Schnittstelle, Uber die das aus genomischer
SIRV1-DNA amplifizierte Gen in den Vektor ligiert wurde. Nach Transformation des
Expressionskonstrukts in Escherichia coli XI 10 Gold™ wurden Insert-tragende
Transformanden mittels Kolonie-PCR und Restriktionshydrolyse ermittelt. Die
Plasmidinsertionssequenz wurde zur abschlieenden Kontrolle vollstandig
sequenziert. Zur Expression wurde das Konstrukt in den Expressionsstamm E. coli
Rosetta (DE3) pLysS transformiert und unter den gleichen Bedingungen, wie flr
den Transkriptionsfaktor SS00048 beschrieben, Uberexprimiert. Das sehr kleine,
nur 6,5 kDa groBe Protein wurde bei den ausgewahlten Bedingungen
(Inkubationstemperatur: 37°C) bereits 1 h nach der Induktion vollstandig
Uberexprimiert (Abb. 21).
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Abbildung 21: Expression des ORF 56-Proteins in E.
coli Rosetta (DE3) pLysS. 19,5%iges SDS-
Polyacrylamidgel nach Coomassiefarbung. 1
Molekularmassenstandard. 2: Gesamtproteinfraktion vor
der Induktion. 3-6: Gesamtproteinfraktion 1 h (3), 2 h (4),
3 h (5) und 4 h (6) nach der Induktion.

2.2 Reinigung des rekombinanten ORF 56-Proteins

Zur Reinigung wurden Zellen aus 1 | Expressionskultur aufgearbeitet. Nach dem
Zellaufschluss wurden die unldslichen Proteinkomponenten zunachst durch
Zentrifugation entfernt. Ein Hitzeschritt fir 30 Minuten bei 75°C ermdglichte die
Abtrennung einer Vielzahl der E. coli-Proteine und eine gleichzeitige Anreicherung
des hitzestabilen ORF 56-Proteins (Abb. 22). Nach abschlieBender Reinigung
mittels Affinitatschromatographie an Heparin-Sepharose durchgefiihrt konnten 30

Hg rekombinantes ORF56-Protein gewonnen werden.
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66,2 kDa
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Abbildung 22: Reinigung des rekombinanten ORF
56-Proteins. 19,5%iges SDS-Polyacrylamidgel nach
Coomassiefarbung 1: Rohextrakt nach 4 h Induktion.
2: Hitzestabiler Proteiniiberstand. 3: Protein nach
Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose. 4:
Molekularmassenstandard.

2.3 DNA-Bindungsstudien mit rekombinant hergestelltem ORF 56-Protein

2.3.1 Nachweis der DNA-Bindungseigenschaft des ORF 56-Proteins

Mittels Gel-Verzogerungstests wurde die Bindung des ORF56-Proteins an
Promotor-DNA untersucht. Wahrend der in vivo-Transkriptionsanalyse zeigte sich,
dass sich im Bereich stromaufwarts des ORF 56-Gens eine im \ergleich zum
restlichen Genom eine relativ grol3e, nicht kodierende, intergenische Region
befindet, die fur die Bindung regulatorischer Elemente eine Rolle spielen kdnnte.
Zusétzlich konnte in der Promotorregion des ORF 56-Gens ein palindromisches
Sequenzmotiv (,inverted repeats®) identifiziert werden, das als mdogliche
Bindestelle fir Regulatorelemente fungieren konnte. Um die mogliche Bindung des
ORF 56-Proteins an seinen eigenen Promotor zu untersuchen, wurde mittels PCR
ein radioaktiv markiertes 150 bp langes doppelstrangiges DNA-Fragment
hergestellt, welches von der Promotorregion UUber die gegenlaufige
Wiederholungssequenz (,inverted repeats”) bis in die intergenische Region
hineinreicht (Abb. 23).
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Abbildung 23: Schematische Darstellung des im Gel-Verzégerungstest
eingesetzten SIRV1 DNA-Fragments. TATA-Box, BRE-Element und
Transkritptionstart sind durch fette Schrift gekennzeichnet und grau hinterlegt.
Das Startcodon ist ebenfalls in fetter Schrift markiert. Die beiden schwarzen
Pfeile geben den Bereich der indirekten Wiederholungssequenz an. Die
abgewinkelten Pfeile deuten die zur Amplifikation verwendeten Primer und
deren jeweilige Position an.

Nach 15-minutiger Inkubation des DNA-Fragments bei 48°C mit unterschiedlichen
Mengen an ORF 56-Protein (0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 und 100 ng) konnte mit
Zunahme der Proteinkonzentration ein verandertes Laufverhalten des DNA-
Fragments im nativen Polyacrylamidgel beobachtet werden. Wie in Abb. 24
gezeigt, blieb das Laufverhalten bis zu einer Menge von 5 ng an eingesetztem
Protein unverandert. Ab einer Menge von 10 ng an eingesetztem Protein konnte
eine erste Retardation beobachtet werden, die bei 100 ng zugegebenem Protein
vollstéandig zu beobachten war. Die schrittweise Retardation des DNA-Fragments
bei 10 und 20 ng eingesetztem Protein spricht flr eine kooperative Bindung des

Proteins an die DNA.
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ORF56Protein

Abbildung 24: Nachweis der DNA-Bindung des ORF
56-Proteins. 0, 1, 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 oder 100 ng
(-/+) Protein wurden fir 15 min. bei 48°C mit dem
SIRV1 DNA-Template inkubiert und auf einem
5%igem nativen Polyacrylamidgel analysiert.
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2.3.2 Nachweis der sequenzspezifischen Bindung des ORF 56-Proteins

Um eine spezifische Bindung des Proteins nachzuweisen, sowie den Bereich der
Jnverted repeats” im Genpromotor von ORF 56 als postulierte Bindestelle zu
untersuchen, wurde ein nur 36 bp langes DNA-Template in das Bindeexperiment
eingesetzt (Abb. 25).

% ﬁ
BBGTCATAATTCAARATCTTAAARTGAGGAAARATG

TACAGTATTAAGTTTTAGAATTTTACTCCTTTTTAC

Abbildung 25: Schematische Abbildung des im Nachweis zur
spezifischen Bindung eingesetzten SIRV 1 DNA-Templates. Darin
enthaltene Basen der TATA-Box, sowie der Transkriptionsstart
sind durch fette Schrift und graue Schattierung bzw. einen grauen
Pfeil gekennzeichnet. GTC-Element und Startcodon sind in fetter
Schrift  hervorgehoben. Der Bereich der gegenlaufigen
Wiederholungssequenz (,inverted repeat”, IR) ist durch die beiden
schwarzen Pfeile markiert.

Dazu wurden im entsprechenden Sequenzbereich die zueinender komplementéren
Oligonukleotide IR56F und IR56R (s. 11.1.3) konstruiert, gegeneinander hybridisiert
und schlieRlich mit 2P radioaktiv markiert. Nach Inkubation des DNA-Fragments
(0,02 pmol) mit unterschiedlichen Mengen des ORF 56-Proteins (0 ng, 20 ng, 50
ng, 100 ng, 500 ng und 1 ug), wurde sein Laufverhalten, in Gegenwart von 10
fachem Uberschuss an Poly [dl, dC] als unspezifischer Kompetitor, in einem
native n Polyacrylamidgel untersucht. Trotz des Kompetitors Poly [dI, dC] konnte ab
einer eingesetzten Menge von 20 ng (0,15 uM) ORF 56-Protein ein verzogertes
Laufverhalten beobachtet werden (Abb. 26). Ein erster Hinweis flr eine spezifische

Bindung konnte somit erhalten werden.
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ORF56Protein

+ + + + +
« i .S ﬁ
Abbildung 26: Nachweis der spezifischen
Bindung des ORF 56-Proteins an die ,inverted
repeat Region des eigenen Genpromotors.
Bindereaktion ohne bzw. mit (-/+) 20 ng, 50 ng,
100 ng, 500 ng oder 1 pug (0,15-7,5 uM) ORF

56-Protein in Gegenwart von je 10-fachem
Uberschuss (1 ug) an Poly [dI, dC].

In einem Kontrollexperiment wurden neben dem unspezifischen Kompetitor Poly
[dI, dC] zusétzlich steigende Mengen (Q,05, 0,25, 0,5, 5, 25 und 50 pmol) nicht
radioaktiv markiertes DNA-Template als spezifischer Kompetitor dem Ansatz
zugegeben. Wie Abb. 27 veranschaulicht, ist die Retardation mit zunehmender
Menge an spezifischem Kompetitor ricklaufig. Dies zeigt, dass die Bindung des

ORF 56-Proteins an die Template -DNA spezifisch ist.
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___4 Spezifischer Kompetitor
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Abbildung 27: Nachweis der spezifischen
Bindung des ORF 56-Proteins an die ,inverted
repeat” Region des eigenen Genpromotors.
Bindereaktion bei 0,8 uM ORF 56-Protein an
0,02 pmol radioaktiv markiertes DNA-Template
ohne bzw. mit (-/+) 0,05, 0,25, 0,5, 5, 25 und 50
pmol nicht markierter Template-DNA in
Gegenwart von je 10-fachem Uberschuss (1 ug)
an Poly [dl, dC].

Um in einem weiteren Experiment die Spezifitit des ORF 56-Proteins an die
eigene Promotorregion nochmals zu bestéatigen bzw. eine nogliche Bindung an
andere Virus-Promotoren zu untersuchen, wurden Bereiche der Genpromotoren
ORF 209 und ORF 154 von SIRV1 (Abb. 28), die ebenfalls mittels ,Primer
Extension“-Analyse identifiziert wurden, im Bindeassay untersucht.

Matritze 209 Matritze 154
ATTTTRAGTCAGTTRCTTATTA TTATTGATTTAATAAATGAATCARARR
TAABRATCRACTCAATGAATAAT AATARCTAALTTATTTACTTAGTTTTT

Abbildung 28: Schematische Abbildung der im Gel-Verzégerungstest eingesetzten
DNA-Templates 209 und 154. Darin enthaltene Basen der TATA-Box sind mit einem
grauen Pfeil gekennzeichnet. GTC-Element und Startcodon sind in fetter Schrift
hervorgehoben.
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Zur Herstellung der doppelstrangigen DNA-Templates (Abb. 28) wurden die
zueinander komplementaren Oligonukleotide Pro209F und Pro209R bzw. die
Oligonukleotide Prol154F und Prol54R (s. 1.1.3) gegeneinander hybridisiert und
anschliel3end radioaktiv markiert. Wie in den bisherigen Experimenten wurde eine
spezifische Bindung des ORF 56-Proteins an die angebotenen DNA-
Zielsequenzen bei steigender Proteinkonzentration (0,15-7,5 uM) in Gegenwart
von 10-fachem Uberschuss des unspezifischen Kompetitors Poly [dl, dC]
Uberprift. Wie in Abb. 29 gezeigt, wurde flr keine der beiden angebotenen DNA-
Sequenzen eine Bindung/Retardation beobachtet, was die hochspezifische
Bindung des ORF 56-Proteins an seine eigene Promotorregion bestatigt und eine

nur generell héhere Affinitat zu SIRV-DNA ausschliel3t.

JRFSE Protein ORFS6 Protein
- - 0,8 pM
Protain
- + 4+ - + + - + o+ + + + ORF5E

.-

dd

Pro 209 Fro 486 IR 56

Abbildung 29: Gel-Verzégerungstest der Bindung des ORF 56-Proteins an
Bereiche der Promotoren 209 und 154. Die Bindereaktion wurden jeweils ohne
ORF 56-Protein bzw. mit (-/+) 20 ng, 50 ng, 100 ng, 500 ng oder 1 pg ORF 56-
Protein in Gegenwart von je 1 pg Poly [dl, dC] als unspezifischer Kompetitor
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde eine Bindereaktion von 100 ng ORF 56-
Protein an die IR Region des ORF 56-Promotors in Gegenwart von 1 ug Poly [dI,
dC] durchgefiihrt.
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2.4 Untersuchung des ORF 56-Proteins im rekonstituierten in vitro-

Transkriptionssystem von Sulfolobus

Um zu Uberprufen, ob sich die spezifische Bindung des ORF 56-Proteins an den
eigenen Genpromotor auf die Transkription des Gens auswirkt, wurde das
rekombinante ORF 56-Protein im rekonstituierten in vitro-Transkriptionssystem von
Sulfolobus untersucht. Zur Durchfiihrung der Transkription wurden je 100 ng ORF
56-Promotorplasmid mit je 20 ng TBP und TFB, sowie 250 ng RNA-Polymerase
und 0 ng, 20 ng, 50 ng, 100 ng, 500 ng oder 1 pg ORF 56-Protein fir 20 min. bei
70°C inkubiert. Die dabei synthetisierte RNA wurde anschlielend Uber eine
sekundare Primer-Verlangerungsreaktion mit einem radioaktiv markierten Primer in
Form von DNA nachgewiesen. Unter den gewdahlten Bedingungen konnte kein
deutlicher Effekt des Proteins auf die Transkription ausgehend vom Promotor des
ORFs 56 nachgewiesen werden (Abb. 30). Eine densitometrische Quantifizierung
des Autoradiogramms ergab eine minimale Zunahme der Bandenintensitat um
hoéchstens 10%.

ORF56 Protein

- + + + + +

TTTTE

Abbildung 30: In vitro-Transkriptionsprodukte
ausgehend vom Promotor 56. Die Reaktionen
wurden in Gegenwart von je 20 ng TBP, 20 ng
TFB, 250 ng RNA-Polymerase und jeweils ohne
ORF 56-Protein bzw. mit (/+) 20 ng, 50 ng, 100
ng, 500 ng oder 1 pg im Ansatz durchgefihrt.
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In einem weiteren Versuchsansatz wurde untersucht, ob das ORF 56-Protein
moglicherweise in  Kombination mit dem Transkriptionsfaktor SS00048
Auswirkungen auf die Transkription verschiedener Promotoren zeigt. Dazu wurde
mit den Promotoren T6, 134, 56 und 399 ein in vitro Transkriptionsexperiment
unter den bisher beschriebenen Bedingungen durchgefuhrt. Zusatzlich zu den
Standardkomponenten (TBP, TFB, RNA-Polymerase) wurden je 50 ng oder 100 ng
des rekombinant gereinigten Transkriptionsfaktors SSo0048 und des ORF 56-
Proteins im Verhaltnis 1:1 zugegeben. Wie das unten abgebildete Autoradiogramm
(Abb. 31) zeigt, konnte unter diesen Bedingungen keine wesentliche Veranderung
der bisher erhaltenen Ergebnisse beobachtet werden. Die gleichzeitige Zugabe
beider rekombinant hergestellten Proteine fuhrt unter den gewahlten Bedingungen
zwar zu einer Stimulation der Transkription, ausgehend von den Promotoren der
Leserahmen 56 wund 134. Allerdings konnte im Vergleich zum ORF56
unabhangigen Experiment 6. 111.B.1.2 und 111.B.1.6) keine wesentliche Anderung
der Intensitatszunahme beobachtet werden. Die Transkription vom Promotor 399
konnte auch unter diesen Bedingungen nicht initiert werden. Im Fall der

Transkription ausgehend vom T6-Promotor bleibt dieser wie bisher weitgehend

unbeeinflusst.

50:50 ng

SS5o0048
ORF 56 Protein

+ +
+ + 100:100 ng

'. [
E Kl "4 + 5050 ng

+ 4+ 50:50 ng
+ + 100:100 ng
+ #

+ + 100:100 ng

R .f+ + 100:100 ng

T6 134 399

Abbildung 31: In vitro-Transkriptionsprodukte der Promotoren T6, 134, 56
und 399. Die Reaktionen wurden in Gegenwart von je 20 ng TBP, 20 ng
TFB, 250 ng RNA-Polymerase und ohne bzw. mit (-/+) je 50 ng oder 100 ng
des rekombinant gereinigten Transkriptionsfaktors SS00048 und des ORF
56-Protein im Verhéltnis 1:1 im Ansatz durchgefihrt.
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3. Untersuchung der Virus-Gesamtproteinfraktion im rekonstituierten

in vitro-Transkriptionssystem von Sulfolobus

Um zu untersuchen, ob im Viruspartikel Proteine enthalten sind, die wéhrend der
Infektion mit in die Zelle gelangen und die Transkription beeinflussen, wurde von
SIRV1 das Gesamtprotein prapariert und im in vitro-Transkriptionsexperiment
untersucht. Fir die Proteinpraparation wurden 0,5 ml dialysiertes Viruspraparat (s.
11.7.1.2) mit einer p.f.u von 1 x 10 fir 1 h bei Raumtemperatur mit 0,1% Triton
X100 behandelt und anschlieRend der Gesamtproteingehalt nach Bradford
bestimmt. Den Standardkomponenten eines in vitro Transkriptionsansatzes wurde
jeweils 1 pg Virusproteinmischung zugegeben und mit der Reaktion ohne
Virusprotein verglichen. Untersucht wurde die Transkription von den Promotoren
T6, 134, 56 und 399. Dabei zeigte sich fur den Promotor 134 eine leichte und fur
den Promotor 56 eine deutliche Verminderung des Transkriptions-
initiationsproduktes. Der T6-Promotor blieb wie bisher weitgehend unbeeinflusst.
Fur den Promotor des Leserahmens 399 konnte wieder keine Initiation der
Transkription nachgewiesen werden (Abb. 32). Beim Versuch, grél3ere Mengen an
Virusprotein im Versuch einzusetzen (5 pg und 10 pg), zeigte sich, dass sehr hohe
Proteinkonzentrationen im Laufe der Reaktion eine quantitative Isolierung der
gebildeten RNA stdrten, womit die sekundéren reversen Transkriptionsreaktionen

nicht miteinander verglichen werden konnte n.

- + - TR ¥ im +  1pg SIRV1
Gesamtprotein

T6 134 56 399

Abbildung 32: In vitro-Transkriptionsprodukte der Promotoren T6, 134, 56 und 399.
Die Reaktionen wurden in Gegenwart von je 20 ng TBP, 20 ng TFB, 250 ng RNA-
Polymerase und ohne bzw. mit (-/+) 1 ug SIRV1-Gesamtproteinfraktion im Ansatz
durchgefunhrt.
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IV. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine detaillierte Untersuchung der
Transkription der Genome von Viren der Crenarchaeota in Abhangigkeit des
Infektionszyklus vorgenommen. Als Modellsysteme dienten die stdbchenférmigen
Rudiviren SIRV1 und SIRV2. Das allgemeine Bild der Transkription der Genome
dieser Viren unterscheidet sich wesentlich von dem doppelstrangiger DNA-Viren der
Euryarchaeota, Bakteria und Eukarya. Wé&hrend man dort, wie zum Beispiel beim
Phagen HF2 von Halorubrum (Tang et al., 2002), den Phagen T4 oder Lambda von
E. coli (Miller et al., 2003; Mosig; 1999; Campell, 1999) oder bei den eukaryontischen
Papillomaviren (Warzenviren) oder Herpes Viren (zusammengefasst in Modrow et
al., 2003; Flint et al.,, 2004) beobachtet, dass die Transkription der Gene einer
zeitlichen Kontrolle unterliegt und in Kaskaden erfolgt, ist dies im Fall der Rudiviren
SIRV1 und SIRV2 nicht gegeben. Bei diesen sind bereits 30 Minuten nach der
Infektion, zum friihesten Zeitpunkt, zu dem Transkripte detektiert werden konnten, bis
auf eine Ausnahme (ORF 55 bzw. 55c¢) alle Leserahmen transkribiert. Zwar kénnen
einige wenige Transkripte zu spateren Zeitpunkten beobachtet werden, es handelt
sich dabei jedoch um monocistronische Transkripte einzelner Leserahmen oder Teile
eines Operons, die bereits zu einem friheren Zeitpunkt in Form eines langeren
polycistronischen Transkripts gebildet wurden. Das Argument, dass es sich in diesen
Fallen einfach nur um prozessierte RNA handeln kdonnte, kann zumindest in den
Fallen entkraftet werden, in denen sich fir die monocistronischen Transkripte auch
Promotorregionen identifizieren lassen. Das eher einheitliche Transkriptionsmuster
der Viren SIRV1 und SIRV2 Uber den gesamten Replikationszyklus hinweg steht im
Einklang mit der charakteristischen Interaktion der Rudiviren mit ihren Wirten. Das
Vorliegen in Form eines stabilen Tragerzustandes innerhalb der Wirtszelle
(Prangishvili et al., 1999) scheint offensichtlich keine derart ausgepragte Kontrolle
der Transkription zu erfordern, wie sie bei Bakteriophagen beobachtet wird (Mosig,
1999). Ob es sich dabei im Hinblick auf die Evolution lediglich um einen wenig
entwickelten Mechanismus handelt, oder um eine Methode, um den Tragerzustand
aufrechtzuerhalten und ein langsames Ausschleusen der neu gebildeten Viren in
eine extreme Umgebung (Temperatur: 80°C, pH 3,5) zu ermdéglichen, bleibt

spekulativ.



IV. Diskussion 93

Im Laufe der Kartierung der Transkripte kristallisierten sich zwei Bereiche heraus, an
denen eine Regulation der Transkription zu erwarten ist. Dabei handelt es sich um
die langen intergenischen Bereiche zwischen den Leserahmen 56 und 131(b) und
zwischen 158b und 134. Ausgehend von diesen Regionen wird zusatzlich zu den
frihen polycistronischen RNAs, spater im Infektionszyklus, die Transkription
einzelner Gene initiiert. Der Ubergang vom polycistronischen Transkript zu einem
monocistronischen erfordert Mechanismen, die eine Termination der Transkription
nach dem separat zu transkribierenden Gen ermdglichen. Im Fall des
Strukturprotein-Gens 134 konnte eine Termination der Transkription unmittelbar nach
dem Gen mit dem Genprodukt des nachfolgenden kleinen Leserahmen 55 (55c) des
Gegenstranges in Zusammenhang stehen. Dieses Genprodukt kdnnte als Antisense-
RNA fungieren, die die Termination unterstitzt. Zusatzlich zur spaten Transkription
des Leserahmens 55 (55c) und der spaten Bildung des monocistronischen
Transkripts des Strukturproteingens konnte deutlich eine verstarkte Transkription des
letzteren beobachtet werden (s. Ill.A.2). Dies lasst einen zusétzlichen positiven
Regulationsmechanismus vermuten. Fur eine solche Hypothese spricht au3erdem,
dass sich im langen nicht kodierenden Bereich stromaufwérts des Leserahmens 134
zahlreiche direkte und gegenlaufige Wiederholungssequenzen identifizieren lassen,
die als mogliche Bindestellen fir regulatorische DNA-Bindeproteine fungieren
kbnnten. Eine im Laufe des Replikationszyklus spate Induktion der
Strukturproteinsynthese erscheint sinnvoll. Das massive Auftreten des separaten
Transkripts des Strukturproteins 3 h nach der Infektion fir SIRV1 und 2 h fur SIRV2
korreliert gut mit dem Auftreten erster Viruspartikel in der Zelle (4 h nach der Infektion
fur SIRV1 und etwa 2,5 h fur SIRV2). Eine Anhaufung von Strukturprotein in der
Wirtszelle konnte die Assemblierung der Viruspartikel, welche lediglich aus
doppelstrangiger DNA und Untereinheiten des Strukturproteins bestehen, induzieren.
Auch im intergenischen Bereich zwischen den Leserahmen 56 und 131(b) lassen
sich Hinweise flr die Beteiligung regulatorischer Proteine finden. Im Promotorbereich
des ORF 56 findet sich eine ausgepragte gegenlaufige Wiederholungssequenz,
wobei es sich um die Binderegion eines regulatorischen Elements handeln kénnte.
Ein mdéglicher Kandidat fur ein regulatorisches Protein ist dabei das vom ORF 56
kodierte Protein selbst. Das Gen wird Uber den kompletten Infektionszyklus stark in
Form eines separaten Transkripts transkribiert. Das wahrscheinliche Protein ist mit

einer abgeschatzten Grél3e von lediglich ca. 6,5 kDa &uf3erst klein und enthélt ein fur
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DNA-Bindeproteine typisches Helix-Turn-Helix Motiv. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte das Protein des Leserahmen ORF 56 heterolog in E. coli exprimiert und
gereinigt werden (s. 111.B.2.1 und 111.B.2.2). Wahrend der Reinigung zeigte das
Protein eine ausgepragte Affinitdt zu Heparin, was die Hypothese, dass es sich dabei
um ein DNA-Bindeprotein handeln kénnte, zusatzlich unterstitzt. In ersten Gel
Verzogerungstests mit dem rekombinant hergestellten Protein konnte gezeigt
werden, dass es sich beim ORF 56 Protein tatsadchlich um ein DNA-Bindeprotein
handelt (s. [ll.LB.2.3). In in vitro-Untersuchungen im rekonstituierten
Transkriptionssystem von Sulfolobus konnte jedoch kein deutlicher Einfluss des
Proteins auf die Initiation der Transkription, ausgehend vom eigenen Genpromotor,
nachgewiesen werden. Dies legte zundchst die Vermutung nahe, dass es sich bei
dem Protein um ein generelles DNA-Bindeprotein handeln kénnte, das durch
Beeinflussung der DNA-Struktur an der Regulation der Transkription beteiligt sein
kénnte. Ein derartiger Mechanismus ist fir das Protein Alba (,Acetylation lowers
binding affinity“) von Sulfolobus solfataricus beschrieben. Dabei handelt es sich um
ein Chromatin-assoziiertes DNA-Bindeprotein, dass, je nachdem ob es in acetylierter
oder deacetylierter Form vorliegt, unterschiedlich starke Affinitdt zur DNA aufweist
und somit, auf Ebene der Anderung der Chromatinstruktur, die Initiation der
Transkription beeinflusst (Bell et al., 2002). Weitere Untersuchungen zur
Bindespezifitdit des ORF 56-Proteins zeigten jedoch, dass das Protein mit hoher
Spezifitat an eine ,nverted repeat‘-Region des eigenen Promotors bindet und
gegenuber anderen angebotenen DNA-Sequenzen keine Bindung erfolgt. Dass das
Protein in den in vitro-Transkriptionsexperimenten keine deutliche Reaktion zeigte,
kann jedoch mehrere Ursachen haben. Zum einen konnte die vollstandige Aktivitat
des rekombinanten Proteins nicht gegeben sein und Bereiche, die nicht an die DNA
binden, sondern Wechselwirkungen mit anderen Proteinen der Transkriptions-
maschinerie eingehen, sind nicht aktiv. Zum anderen konnte die Ursache jedoch
auch im in vitro-System selbst liegen. Moéglicherweise sind flr eine regulatorische
Aktivitdt des ORF 56 Proteins weitere, bisher noch unbekannte Komponenten notig,
die im basalen in vitro-Transkriptionssystem, bestehend aus TBP, TFB und RNA-
Polymerase, nicht enthaltensind.

Die Transkriptionsstartpunkte von 13 Transkripten (52% aller identifizierten
Transkripte) des SIRV1-Genoms wurden experimentell mittels ,Primer Extension®

Analyse identifiziert. In der Regel konnte der Transkriptionsstart als eine Purinbase
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identifiziert werden. Des Weiteren konnte in allen Féllen 20 bis 25 Nukleotide
stromaufwérts des Transkriptionsstarts eine potentielle TATA Box sowie eine
benachbarte Purinreiche Region, die mit grol3er Wahrscheinlichkeit dem BRE-
Element (Qureshi und Jackson, 1998) und somit der TFB Bindestelle (Bell und
Jackson, 2000b) entspricht, gefunden werden. Die typischen Elemente des
archaeellen Promotors, TATA-Box und BRE-Element, scheinen also auch im SIRV
Promotor vorhanden zu sein (s. IllLA.4). Vergleicht man die Lage der
Promotorelemente der Rudiviren SIRV und auch deren TATA Box Sequenzen sind
deutliche Ahnlichkeiten zum gut untersuchten Sulfolobus-Promotor zu erkennen (Bell
et al., 1999b; Soppa, 1999; Reiter et al., 1990). Allerdings lasst sich die fiur den
Sulfolobus-Promotor beschriebene Konsensussequenz S;TTARA A/ (Bell et al.,
1999b) nicht auf den SIRV Promotor Ubertragen. Diese kann nur mit der sehr groben
,Konsensussequenz* N*/7AA 21172l angegeben werden.

In neun von 13 kartierten Promotoren (70%), sowie in 4 von 5 per Sequenzanalyse
bestimmten Promotoren (80%) von SIRV1, wurde unmittelbar stromabwarts der
TATA-Box die Trinukleotidsequenz GTC identifiziert (s. 1l1l.A.4). Diese Sequenz
konnte ebenfalls in den meisten Promotoren von SIRV2 gefunden werden. Ein
derartig konserviertes Motiv ist bisher noch fir keinen Sulfolobus-Promoter
beschrieben worden. Bei der Uberprifung der fir das Virus SSV1 beschriebenen
Promotorsequenzen (Reiter et al., 1987; Reiter et al., 1988a) konnte das GTC-Motiv
in zwei Promotoren (20%) identifiziert werden. Das massive Auftreten des Motivs in
den Promotoren von SIRV1 und SIRV2 lasst vermuten, dass es sich hier um ein
virusspezifisches cis-regulatorisches Element der Transkription handelt. Diese
Annahme wird durch die Beobachtung gestitzt, dass deselbe Trinukleotidsequenz
GTC auch in Promotoren des erst kirzlich aus hei3en Quellen in Italien isolierten
Rudivirus ARV1 (Haring et al., in Vorbereitung) vorhanden ist.

Promotoren mit dem GTC-Motiv kdnnten von spezifischen Virus- oder Wirts-
kodierten Faktoren erkannt werden. Eine zeitliche Regulation der Transkription Uber
das GTC-Element kann jedoch insofern ausgeschlossen werden, da eine
gleichzeitige Transkription von Promotoren mit und ohne GTC-Motiv erfolgt.
Ebenfalls konnte keine Korrelation des Vorhandenseins eines GTC-Elements und

auffallig stark oder schwach prasenter Transkripte nachgewiesen werden.
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Bei den meisten Bakteriophagen, wie zum Beispiel beim T4 Phagen von E. coli, wird
die Transkription der frihen Phagen-Gene dadurch gewahrleistet, dass die
entsprechenden  Promotoren  dieselben  Konsensussequenzen  wie  die
Wirtspromotoren aufweisen. Dadurch werden sie von der Wirts-RNA-Polymerase
erkannt (Miller et al., 2003; Mosig, 1999). Auch die meisten eukaryontischen DNA-
Viren nutzen zur Transkription der Gene, deren Produkte frih im Laufe des
Replikationszyklus bendtigt werden, die Transkriptionsmaschinerie des Wirtes und
regulieren ihren spaten Zyklus tber virusspezifische Regulatoren (Flint et al., 2004).
Obwohl es bei den Rudiviren SIRV1 und SIRV2 kaum eine zeitliche Regulation der
Transkription gibt (s. 1llLA.1), weisen die SIRV-Promotoren spezifische
Besonderheiten auf. Dies spricht dafiir, dass eine andere Strategie genutzt wird, um
die frGhe Transkription der Virus-Gene zu gewahrleisten. Verschiedene
Mechanismen waren hierfir denkbar: 1. Mit der Infektion wird eine Virus-spezifische
RNA-Polymerase und/oder ein regulatorisches Protein in die Zelle gebracht, was zu
einer bevorzugten Transkription der Virus-Gene fuhrt. Dies ist zum Beispiel bei den
Pockenviren der Fall. Im Viruspartikel sind eine DNA-abh&ngige RNA-Polymerase
sowie mehrere Proteine enthalten, die fur die spezifische Erkennung der Promotoren
der frihen Virus-Gene verantwortlich sind (Flint et al.,, 2004). 2. Die Rudiviren
konnten im Laufe der Evolution Promotoren entwickelt haben, die zum Beispiel durch
ein spezifisches Enhancer-Element bevorzugt von den Faktoren des Wirtes erkannt
werden. Das eukaryontische Simian Virus 40 (Affenvirus 40) enthalt zum Beispiel
einen frihen Promoter, sowie ein Enhancer-Element, das von zellularen Faktoren
erkannt wird (Flint et al., 2004). Zusatzlich konnte die Infektion selbst die
Transkription stimulieren, indem zum Beispiel die Gene fur die zellulare RNA-
Polymerase verstarkt exprimiert werden.

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob im Viruspartikel enthaltene Proteine, die bei
der Infektion unweigerlich mit in die Wirtszelle gelangen, moéglicherweise einen
positiven Effekt auf die Initiation der Transkription haben, wurden in Vvitro
Transkriptionsexperimente  durchgefiuihrt, bei denen zu den essentiellen
Komponenten TBP, TFB und RNA-Polymerase, SIRV1-Gesamtproteinfraktion
zugegeben wurde. Allerdings konnte unter allen gewahlten Bedingungen keine
Aktivierung oder Stimulation der Transkription der getesteten Promotoren
nachgewiesen werden. Vielmehr zeigte sich, dass das Virus-Gesamtprotein die

Initiation der Transkription negativ beeinflusst und in sehr hohen Konzentrationen zu
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einer volligen Hemmung der Transkriptionsreaktion fihrt. Ein Artefakt, zum Beispiel
durch Aggregation der in hoher Konzentration eingesetzten Virus-Proteine mit den
Faktoren des Transkriptionssystems oder durch massive unspezifische
Bindungsreaktionen der Virus-Proteine mit der Template-DNA, kann dabei jedoch
nicht ausgeschlossen werden. Trotzdem legen die Ergebnisse eher die Vermutung
nahe, dass die Rudiviren zur frGhen Transkription ihrer Gene keine Strategie
verfolgen, bei der eigene, an der Transkription beteiligte Enzyme oder Regulatoren

bereits mit der Infektion in die Zelle eingebracht werden.

Mit den Promotorregionen der Leserahmen 134, 56 und 399 von SIRV1, die auch
schon bei der in vivo-Analyse als potentielle regulatorische Schliusselregionen
auffielen, konnte Uber DNA Affinitatsreinigung aus Proteinrohextrakt von Sulfolobus
ein an die Virus-Promotoren bindendes Protein gereinigt werden. Eine spezifische
Bindung erschien wahrscheinlich, da in Gegenwart von pUC 18 Kompetitor-DNA mit
den eingesetzten Promotoren stets dasselbe, einzige Protein gefischt werden konnte
(s. ll.B.1). Mit dem zur Kontrolle fir die DNA-Affinitatsreinigung eingesetzten T6-
Promotor konnte unter identischen Bedingungen kein Protein gewonnen werden. Es
scheint ungewohnlich, dass das isolierte 14 kDa-Protein zwar spezifisch an die
eingesetzten Virus-Promotoren bindet, aber keinen viruscodierten Faktor darstellt.
Auch in Versuchen, in denen Rohextrakte aus infizierten Zellen verwendet wurden,
konnte kein anderes Ergebnis erzielt werden. Die starke Ahnlichkeit der Promotoren
der Rudiviren zum archaeellen Promotor lassen allerdings die Vermutung zu, dass
an der Regulation der Transkription der SIRV-Gene nicht ausnahmslos Virus-
spezifische Faktoren beteiligt sind. In den verwendeten Virus-Promotoren scheinen
jedoch Sequenzmotive enthalten zu sein, zu denen das 14 kDa-Protein aus
Sulfolobus eine starke Affinitat aufweist.

Durch in vitro-Transkriptionsexperimente konnte gezeigt werden, dass es sich bei
dem 14 kDa-Protein tatsachlich um einen Transkriptionsfaktor handelt, der die
Initiation der Transkription, ausgehend vom SIRV-Promotor 134 um ein 3 bis 4
faches, und ausgehend vom SIRV-Promotor 56 leicht um etwa /3 stimuliert (s.
l1.B.1.2). Massenspektroskopische Untersuchungen des Proteins identifizierten es
als das bisher als potentiellen Transkriptionsfaktor beschriebene Protein SS00048
von Sulfolobus solfataricus. Es besitzt Ahnlichkeit zum Transkriptionsregulator Lrs14

(Bell und Jackson, 2000a; Napoli et al., 1999) von Sulfolobus solfataricus. Dabei
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handelt es sich um ein Homolog zum bakteriellen Lrp (,Jeucine responsive regulatory
protein“). Obwohl der archaeelle Promotor und auch dessen Transkriptions-
maschinerie signifikante Ahnlichkeit zum eukaryontischen RNA-Polymerase |II-
System aufweisen, enthalten die meisten archaeellen Genome potentielle
Regulatoren, die mehr Ahnlichkeit zu bakteriellen als zu eukaryontischen
regulatorischen Proteinen aufweisen (Kyrpides und Ouzounis, 1999; Aravind und
Koonin, 1999). Auf welche Weise diese ein Transkriptionssystem, das eher dem
eukaryontischen Modell gleicht, steuern, ist eine interessante Fragestellung. Einige
der archaeellen Transkriptionsregulatoren wurden in in vitro-Studien untersucht: der
metallabhangige Repressor MDR1 von Archaeoglobus fulgidus (Bell et al., 1999a),
das dazu Homologe LrpA von Pyrococcus furiosus (Brinkman et al., 2000; Dahlke
und Thomm, 2002), Lrs14 von Sulfolobus solfataricus (Bell und Jackson, 2000a) und
Ptr2 von Methanococcus jannaschii (Ouhammouch et al., 2003). Ein stimulierender
oder aktivierender Effekt konnte bisher nur fir Ptr2 gezeigt werden. Alle anderen
Faktoren erwiesen sich als Repressoren. Neben diesem Aktivator ist in in vitro-
Experimenten ein positiver regulatorischer Effekt nur fur TFE, dem archaeellen
Homolog zur a-Untereinheit des RNA-Polymerase Il-Transkriptionsfaktors TFIIE
gezeigt worden. Dabei wird angenommen, dass eine Interaktion zwischen TFE und
TBP das Erkennen der TATA-Box erleichtert und/oder stabilisiert (Bell et al., 2001).
Mit dem Uber die SIRV Promotoren gereinigten Transkriptionsfaktor SSo0048 ist nun
ein zweiter positiver Transkriptionsregulator nach bakteriellem Muster entdeckt
worden.

Experimente mit dem rekombinant hergestellten SSo00048 zeigten, wie auch schon
das mative Protein, einen deutlich stimulierenden Effekt auf die Transkription des
ORF 134-Gens des Rudivirus SIRV. Die Beobachtung, dass unter Abwesenheit des
TATA-Bindeproteins auch in Gegenwart des Faktors SSo0048 keine Initiation der
Transkription erfolgt, spricht deutlich fir einen TBP-abhangigen Prozess.
Mdglicherweise erfolgt durch das SSo00048 Protein eine verstarkte Rekrutierung des
TATA-Bindeproteins, was schlielich zur Stimulierung der Transkription flhrt.
Gestutzt wird diese Vermutung dadurch, dass in Gegenwart von sehr geringen TBP-
Mengen ein sehr deutlicher aktivierender Effekt zu sehen ist. Durch DNase I-
Footprinting konnten zwei Regionen im Promoter identifiziert werden, die massiv
durch das gebundene SS00048 Protein geschutzt werden (s. 111.B.1.7). Ein Bereich

erstreckt sich dabei Uber das BRE-Element und die TATA-Box stromabwaérts bis zur
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Position -8. Im Bereich stromabwarts der TATA-box befindet sich ein
palindromisches Sequenzelement, an welches moglicherweise das Regulatorprotein
SS00048 bindet und damit die Bindung des TBPs unterstitzt. Die zweite Region
befindet sich stromaufwarts der TATA-Box um die Region -77 bis -108. Auch in
dieser Region konnten gegenlaufige Wiederholungssequenzen identifiziert werden,
die Interaktionspunkte zwischen dem SSo00048 Protein und der Promotor DNA
darstellen kénnten. Eine Stimulierung der Transkription in Zusammenhang mit einer
verstarkten Rekrutierung des  TATA-Bindeproteins konnte  fir  den
Transkriptionsaktivator Ptr2 von M. jannaschii demonstriert werden (Ouhammouch et
al., 2003). Am Promotor des Rubredoxin-Gens (rb2) konnte zusatzlich gezeigt
werden, dass die Aktivierung der Transkription des Gens in Verbindung mit einer
zweiten Bindestelle, stromaufwarts der TATA-Box, zu sehen ist (Ouhammouch et al.,
2003). Eine exaktere Identifizierung der Bindestelle des SSo00048 sowie
Mutationsanalysen und gezielte Experimente zur Interaktion der einzelnen
Komponenten des Transkriptionsapparates kénnten dazu beitragen, die an der

Aktivierung der Transkription beteiligten Mechanismen weiter aufzuklaren.

Im Hinblick auf die von den Rudiviren SIRV genutzte Strategie aur Regulation der
Transkription ist der wirtskodierte Transkriptionsaktivator SSo00048 mit Sicherheit nur
ein Einzelelement, das zeigt, dass die Viren zur Transkription ihrer Gene zumindest
Teile der Wirtsmaschinerie nutzen. Die spezifischen Elemente der SIRV Promotoren
lassen vermuten, dass weitere, bisher noch unbekannte Faktoren fur deren
Erkennung nétig sind. Allerdings ware es auch denkbar, dass das in den SIRV-
Promotoren so auffallig prasente GTC-Motiv ein archaeelles Promotorelement
darstellt, an welches sich die Rudiviren im Laufe der Evolution angepasst haben.
Weitere bisher noch unentdeckte wirtskodierte Transkriptionsregulatoren kbnnten an
deren Erkennung beteiligt sein. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse der in vivo-
Transkriptionsanalyse wurden drei von 21 Promotoren von SIRV1 fir die DNA-
Affinitatsexperimente ausgewahlt. Es ist keinesfalls auszuschliel3en, dass bei
Verwendung anderer SIRV-Promotoren und/oder unter veranderten
Versuchsbedingungen weitere Regulatoren gefunden werden kdnnten.

In allen Domanen des Lebens und den ubiquitar vorhandenen Viren scheint die
Regulation der Transkription durch ein empfindliches Zusammenspiel mehrerer

Komponenten bestimmt zu sein. Die Erforschung von Viren hyperthermophiler
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Archaeen bietet die Moglichkeit, bisher noch unentdeckte Faktoren und
Mechanismen zu finden und tragt dazu bei, die Diversitit der
Regulationsmechanismen auf Ebene der Transkription und deren Evolution naher zu

erforschen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine erste systematische und detaillierte
Studie zur Genexpression von Viren hyperthermophiler Crenarchaeota in
Abhéangigkeit des Infektionszyklus durchgefihrt. Als Modellsystem dienten dabei die
Rudiviren SIRV1 und SIRV2 des hyperthermophilen Archaeums Sulfolobus. Mittels
Northern-Hybridisierungen, bei denen sowohl doppelstrangige DNA-Sonden als auch
einzelstrangige Oligonukleotidsonden verwendet wurden, wurden fir beide Viren
detaillierte Transkriptionskarten erstellt. Die Transkription beider Genome beginnt
gleichzeitig ausgehend von einer Vielzahl an Startpunkten, die Uber das gesamte
Genom verteilt liegen. Beide Strange werden transkribiert, wobei keiner von beiden
bevorzugt wird. Der friheste Zeitpunkt, zu dem Virus-spezifische Transkripte
beobachtet werden konnten, lag bei 30 min. nach der Infektion. Zu diesem Zeitpunkt
waren alle Leserahmen, bis auf ORF 55 (SIRV1)/55c (SIRV2), transkribiert. Viele
Gene bilden Blocke und werden als polycistronische Botern-rRNAs transkribiert. Von
einigen Genen wird zuséatzlich zum polycistronischen Transkript zu einem spéateren
Zeitpunkt ein separates Transkript gebildet. Im Fall des Strukturprotein-Gens 134
konnte 2 bis 3 h nach der Infektion, unmittelbar vor dem Virusassembly, ein stark
prasentes monocistronisches Transkript beobachtet werden. Ebenfalls spat konnte
die separate Expression des unmittelbar nach dem Strukturptotein in Gegenrichtung
gelegenen Gens 55 (55c) beobachtet werden, was mdglicherweise mit der
Regulation der Transkription des Strukturproteins in Zusammenhang stehen kdnnte.
13 Transkriptionsstartpunkte und deren zugehorige Promotorbereiche konnten
mittels ,Primer Extension“-Analyse experimentell identifiziert werden. Ahnlich wie die
Wirts-Promotoren enthalten die Virus-Promotoren die bekannten Bindestellen fir die
archaeellen Transkriptionsfaktoren TATA-Bindeprotein (TBP) und
Transkriptionsfaktor B (TFB). Dartber hinaus enthalten die meisten die drei
Nukleotide lange, Virus-spezifische Konsensussequenz GTC, die die Beteiligung
alternativer Transkriptionsfaktoren vermuten lasst.

Auf der Suche nach entsprechenden Faktoren wurde aufgrund der Ergebnisse der in
vivo-Transkriptionsanalyse zunadchst das Genprodukt des Leserahmen ORF 56
untersucht. Fir das Gen konnte ein separates, kleines, stark presentes Transkript
beobachtet werden, was eine mdgliche regulatorische Funktion des Genprodukts

vermuten lal3t. Weiterhin konnte mittels Sequenzdatenanalyse im potentiellen Protein
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ein fir DNA-Bindeproteine typisches Helix-turn-Helix Motiv identifiziert werden. In
Gel-Verzogerungstests mit dem rekombinant hergestellten Protein wurde eine
spezifische DNA-Bindung an ein palindromisches Sequenzmotiv in der eigenen
Promotorregion nachgewiesen. Im in vitro-Transkriptionsexperiment war fur das
Protein jedoch kein deutlicher Effekt zu beobachtet.

Zur gezielten, Suche nach weiteren Transkriptionsfaktoren wurden Virus-Promotoren
in DNA-Affinitatsreinigungsexperimenten eingesetzt. Dabei konnte aus Sulfolobus
islandicus-Rohextrakt ein Protein gereinigt werden, welches als potentieller
Trankriptionsfaktor SS00048 identifiziert werden konnte. Fur das native wie auch fir
das rekombinant hergestellte Protein konnte in in vitro-Transkriptionsexperimenten
ein stimulierender Effekt auf die Initiation der Transkription nachgewiesen werden.
Dadurch konnte ein neuer archaeeller, positiver Transkriptionsregulator gefunden
werden. Um Hinweise auf die Funktionsweise des Faktors zu erhalten, wurde mittels
DNAase [-Footprinting die Promotorbindestelle untersucht. Dabei konnte eine
Bindestelle stromaufwarts vom BRE-Element und der TATA-Box gefunden werden
und eine zweite stromabwarts, die teilweise in die TATA-Box und in das BRE-
Element hineinreicht. Weiterhin wurde fur den stimulierenden Effekt im in vitro-

Experiment eine Abhangigkeit vom TATA-Bindeprotein gezeigt.
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