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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In vorausgegangenen Arbeiten Uber das Verhaltenpdeaturresistenter (tr) und
temperatursensitiver (ts) Tabakmosaikvirus-Hullem¢ (TMV-HP) im Pflanzengewebe war
gezeigt worden, dass denaturierte, unldsliche IHitiiine zu einer deutlichen Ubiquitin-
Reaktion im Sediment der Extrakte infizierter P#an fluhren. Die Verschiebung des
isoelektrischen Punktes der Ubiquitin-positiventBiree bei der Verwendung von TMV-HP-
Mutanten mit Ladungsaustauschen zeigte, dass digrétéin das hauptséchliche Ziel der
Ubiquitinierung ist (Jockusch, H., Wiegand, EEBS Lett.;545229-232,2003).

In der folgenden Arbeit wurde untersucht, wie Hehie Zellen auf fehlgefaltetes TMV-HP
reagieren. Dazu wurden die cDNAs tr und ts Mutanwes TMV-HP in einem
Expressionsvektor transient in Saugerzellen (Newra®d Cos7) transfiziert und die
Zustandsformen der TMV-HPs und die Reaktion defeZghrauf untersucht. Die Bedeutung
der Prolinreste (P) im TMV-HP fur seine Stabiliwérde durch den Austausch von P gegen
Leucin (PnL) an den acht moglichen Positionen (@lysiert. Zur Steigerung der Sensitivitat
des HP-Nachweises wurde an dessen C-Terminus eefen zZAminoséuren lange
Markierungssequenz aus Birkenpollenprofilin angeghdrdie mit einem monoklonalen
Antikdrper nachgewiesen wurde (Rudiger, M., etBibtechniques 23, 96-7 (1997).

Diffus in der Saugerzelle verteiltes, freies ts TM¥ aggregiert nach Erhéhung der
Inkubationstemperatur innerhalb von wenigen StundBre Aggregate enthalten das
Hitzeschockprotein  HSP70 und zeigen eine positivebiqultin-Reaktion. Das
Temperaturverhalten von Wildtyp und ts HPs in deridchen Zelle ist ahnlich wie in der
Pflanzenzelle. Die Denaturierungstemperatur lidgérain der tierischen Zelle in einigen
Fallen hoher als im pflanzlichen Gewebe.

Die Anzahl HP-positiver Zellen steigt nach der Tf@ktion bei einer Inkubationstemperatur
von 30 °C im Lauf von 48 Stunden an. Bei 37 °Cdist Zahl der TMV-HP positiven Zellen
wesentlich geringer, die Zahl aktivierter CaspageCasp3) positiver und HP positiver Zellen
hoher als bei 30 °C, was auf einen pathogenenussiier Fremdproteine schlieR3en lasst.
Die durch Immunblot gemessene Konzentration cCaspSaugerzellextrakten war in mit
HP-cDNA transfizierten Zellen im Vergleich zu mit F8 transfizierten oder nicht
transfizierten Zellen erhoht. Lysin-freie HP einigelutanten und des Wildtypsulgare
aggregieren mehr oder weniger stark. Zusammen #ed Aggregaten wurde eine etwas
schwache Ubiquitin-Kolokalisation als bei den ergshenden Lysin-haltigen HP beobachtet.
Wurde der Proteasominhibitors MG132 dem Transfekamsatz zwei Tage nach der
Transfektion zugesetzt, stieg die Zahl der HP- GidP-produzierenden Zellen starker an als
im Kontrollansatz ohne Inhibitor. Die InhibierungrdProteasome fiihrt in den Zellen, die
I6sliches HP oder GFP produzieren zu einer stank@qmoptose als in den Zellen, in denen
das TMV-HP aggregiert war.

Die Untersuchungen an TMV-HP-transfizierten Saugjéem ergaben:

- Im Pflanzengewebe temperatursensitive HPs siol auSaugerzellen ts.

- Aggregate aus ts TMV-HP sind positiv fur Ubigajtauch wenn das HP kein Lysin enthalt.
Demnach scheinen ubiquitinierte zellulare Protemtedem TMV-HP zu koaggregieren.

- Die Konzentration der cCasp.3 steigt in den nVFHP-cDNA transfizierten Zellen an,
die Anhaufung des Fremdproteins induziert apoptb&asProzess.



Einleitung

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den @wsnenhangen zwischen der
Aminosauresequenz eines Strukturproteins, des midips des Tabakmosaikvirus, seiner
Faltung und Stabilitat, und der Auswirkung diesesnidproteins und seiner Konformation

auf pflanzliche und tierische Zellen.

1.1 Proteinfaltung

Proteine werden aus 21 verschiedenen proteinogdngnosauren an den Ribosomen der
Zelle produziert. lhre Kombination ermdglicht eimmorme Vielfalt an Proteinen. Die
Eigenschaft der Peptidbindung zwischen den Aminesdwnd ihre unterschiedlichen
Seitenketten erlauben eine Flexibilitat der Ketbtel @ine grofe Anzahl mdglicher Faltungen
(Fersht & Daggett, 2002).

Um die jeweilige Funktion in der Zelle zu erfillenuss die Polypeptidkette eine bestimmte
Struktur einnehmen. Das wird durch die Faltung Kette wahrend und nach der Synthese
erreicht. Dabei sind die Faltungsmdglichkeiten Belypeptidkette durch die Aminosauren in
der Kette vorgegeben (Anfinsen, 1973). Typischeseeiollzieht sich die Faltung innerhalb
von Millisekunden bis wenigen Sekunden. Es wirdesnggnmen, dass die schnelle Faltung
durch die Bildung von Faltungsintermediaten erzieftl. Ein Nachweis der Zwischenformen
ist schwierig, da sie sehr instabil sind und nureri Ubergangszustand auf dem Weg zum
korrekt gefalteten Protein bilden (Ferreira et2006).

Die Bildung der alsx-Helix bezeichneten Peptidstruktur ist die schiellsekannte Faltung
und vollzieht sich innerhalb von 10Sekunden (Laurents & Baldwin, 1998). Die Bildung
kleinerer Schleifen,|¢ops) die aus 6 bis 10 Aminosauren bestehen, bentfi§tSekunden
(Hagen et al., 1996). Die Bildung derHelix ist somit 16 fach schneller und folglich sind
die a-helikalen Bereiche bereits gebildet, bevor weitsgkundéare Strukturen wie dieops
entstehen.

Es ist daher wahrscheinlich, dass es nur einemiddfn Satz von Faltungsmdglichkeiten
entsprechend der Seitenkettenabfolge gibt. Nur smnkdie schnelle Faltung der
Polypeptidkette erklart werden (Banavar & Maritar2007). Trotzdem koénnen
unterschiedliche Aminosaureabfolgen ahnlich gefakén (Dubey et al., 2006).

Die Aminosaure Prolin, eigentlich eine Iminosaurénmt in der Polypeptidkette eine

besondere Stellung ein. Sie kommt sowok! als auchrans-eingebunden in Proteinen vor.
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Eine cissAmidbindung unterbricht sowohk-Helices als auclf-Faltblatter und findet sich
daher oft an Strukturiibergdngen vor oder nach eiftéelix oder einenf3-Faltblatt. Diecis-
trans-Isomerierung ist oft ein zeitlimitierender Faktoei der Proteinfaltung (Brandts et al.,
1977).

Eine wichtige posttranslationale Modifikation ise dAbspaltung der Starter-Aminosaure, des
N-terminalen Methionins und die Modifikation desuea N-Terminus, z. B. durch einen

Acetylrest (N-Acetylierung), wodurch die N-termiaadminogruppe blockiert wird.

1.2. Helfer bei der Proteinfaltung

Nach der Synthese der Polypeptidkette wird sehmedtkin Zustand lockerer, offener Faltung
erreicht, der auch alsmplten globule’ bezeichnet wird (Dolgikh et al., 1984). Diesekece
Faltungsform mita-Helix-und B-Faltblatt-Strukturen wird durch die Mitwirkung igsmter
Enzyme in eine endgultige, native Form gebrachtw@t die Moglichkeiten der Faltung
durch die Aminosaureabfolge bestimmt sind, kdnneelev Proteine nur mithilfe der
Chaperone und ,Foldasen®, die aktiv an der Faltumigwirken, ihre korrekte Faltung
erreichen. Eine wichtige Rolle schon zu Beginn leptidsynthese spielen die Hitzeschock-
Proteine (HSP). Sie sind in allen Zellen vorhand¢ésmmensgebend war die Entdeckung, dass
ihre Konzentration in der Zelle als Reaktion aufewschiedliche Stresssituationen, wie z. B.
Temperaturerh6hung ansteigt. Sie werden in unteglothe Familien eingeteilt, viele
Chaperone sind zwischen pflanzlichen und tierisc@wlen hoch konserviert.

Die Chaperone der HSP70-Familie (Molekularmass&@&Da.) haben eine hohe Affinitat
zu Peptidbereichen mit hydrophoben Aminosauren bimdlen dort an die naszierende
Proteinkette. So schitzt das Chaperon die hydraghoBereiche vor unspezifischer
Assoziation mit anderen hydrophoben Proteinbereichaler sich faltenden Polypeptidkette
und hilft unter ATP-Hydrolyse bei der Faltung dgdiophoben Bereiche in das Proteininnere
(Frydman & Hartl, 1996). Die Uberexpression von H8M Zellkulturzellen verbessert die
Laslichkeit fehlgefalteter und aggregierter Protgeumd wirkt im Tiermodell neuroprotektiv
(Cummings et al., 2001).

Eine weitere Gruppe wichtiger Chaperone ist die 6{6Familie (Molekularmasse ca. 60
KDa). Im Gegensatz zu den monomeren HSP70 Protdiiéen die Chaperone der HSP60
Gruppe einen hohermolekularen, Fass-ahnlichen Kexaprh der inneren Hohle dieses Fasses
lagern sich hydrophobe Bereiche der neusynthdgsiePolypeptidkette an. Durch ATP-

Hydrolyse und daraus resultierenden Konformatiodeéimgen wird der innere Bereich
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hydrophiler und vermittelt so die Faltung der hymlroben Bereiche (Braig et al., 1994).
Diese Chaperon-Struktur wird auch als Anfinsen-&&infinsen cage) bezeichnet.

Neben den Chaperonen sind die sogenannten Folfiasdie korrekte Faltung der Proteine
wichtig. Sie Kkatalysieren chemische Reaktionen esdhr der Proteinfaltung. Die

Proteindisulfidisomerase reduziert oder oxidiertsiiidbricken in Gegenwart von
reduzierenden oder oxidierenden Agentien. In eukdrgchen Zellen ist die Protein-
Disulfidisomerase auf das Lumen des rauen ER bésktirda nur hier die geeigneten
Reaktionsbedingungen herrschen (Huppa & Ploegh8)19Bine weitere Foldase, die
Peptidylprolylcis-trans-Isomerase  beschleunigt  die cistrans-lsomerisierung  der

Prolylpeptidbindung (Schutkowski et al., 1997). Ragrekte Struktur des Prolins wird durch

sekundéare oder tertidre Polypeptidfaltung stabitisi

1.3. Proteinubiquitinierung

Der grol3te Teil der cytosolischen Proteine in ewdatischen Zellen wird durch das
Ubiquitin-ProteasomSystem (UPS) abgebaut. Wie zum Abbau bestimmte Rmoterkannt
werden, ist noch nicht in allen Einzelheiten vardin. Eine Rolle spielt dabei das Vorliegen
bestimmter Abbausequenzen ebenso wie die N-tereniAatinosaure (Varshavsky et al.,
1987). Auch fehlgefaltete Proteine, die hydroph8aeeiche prasentieren, werden markiert
und degradiert. Das UPS hat eine groRe Bedeutungddd Uberleben der Zelle. Die
Mechanismen der Erkennung, Markierung und des Adbbaan Proteinen sind in allen
eukaryotischen Zellen gleichartig.

Markiert werden die zum Abbau bestimmten Proteinecld kovalentes Anhangen von
Ubiquitin. Dieses 76 Aminosauren grol3e Proteirdég am starksten konservierte Protein der
Eukaryonten (Glickman & Ciechanover, 2002), es msuteeidet sich lediglich in vier
Aminosauren zwischen Hefen, Pflanzen oder Tierebiquitin wird als Polyubiquitin
synthetisiert, proteolytisch gespalten (Sharp &1987) und die einzelnen Ubiquitineinheiten
durch Isopeptidbindung zwischen dem C-teminalerci@lgles Ubiquitin und Ublicherweise
einer e-Aminogruppe eines Lysins am Zielprotein verankddurch weitere kovalente
Verknupfung von Ubiquitinen mit den Lysinen des tems Ubiquitins entsteht eine
Polyubiquitinkette (Pickart, 2001). Lysin-freie Beme, aber auch einige andere Proteine
werden auf die gleiche Weise an ihren terminalelaminogruppe ubiquitiniert (Ciechanover
& Ben-Saadon, 2004), soweit diese nicht blockistt Fir die Polyubiquitinierung ist die
Position des Lysins im Ubiquitin von Bedeutung,che die weiteren Ubiquitine angehangt
werden. Von den sieben im Ubiquitin vorhandenenigys sind die an den Positionen 29, 48
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und 63 wichtig flr die Polyubiquitinierung. Die Wjniitinierung zur Degradation erfolgt Gber
K29 und K48, ihre Polyubiquitinierung ist das Sigmam Proteinabbau durch das Proteasom.
Die Verknupfung mit nur einem Ubiquitin ist kein @adationssignal, sondern hat andere
Funktion z. B. in der Endozytose oder der Histoakatipn (Hicke, 2001).

Die Ubiquitinierung des abzubauenden Proteins girfdlirch eine Kette von enzymatischen
Schritten. Ein Aktivierungsenzym, E1, ubertragteeldbiquitineinheit auf ein Tragerenzym
E2, welches zusammen mit einer Ligase E3 das Uimgam das Zielprotein héangt. Es gibt in
jedem Organismus einige wenige Isoformen von Elwikiuungsenzyme, viele Isoformen
der E2-Enzyme und Hunderte von E3-Ligasen. Die Koatlon der E2- und E3-Enzyme
sorgt fur die Spezifitat der Ubiquitinierung.

El E2 E3

(cins) (cinige) (hunderte) . Mono-Ubi

S

v

Lokalisierung
Aktivierung

ATP  AMP+PPi

- K6
Poly-Ubi
=4 BRCA1
E2 )

Funktion ?

K63
Poly-Ubi
E——

'. Signalfunktion
DNA-Reparatur

Abb.1 Schematisches Modell der Ubiquitinierung

Die schematische Darstellung der Ubiquitinierunggtzelie Bedeutung der Position des
Lysins im Ubiquitin. Die Ubiquitinierung kann einigdal zum Abbau sein, kann aber auch
andere Funktionen haben. (Aus: Wilkinson et al0530

Die E3-Enzyme werden in 2 Gruppen unterteilt. Enlgvebesitzen sie eine HECT-Doméne
(homologous to E6-AP C-terminus) mit einem konservierten katalytischen Cysteinrcelae
RING-Domaéne r(eally interesting new gene). Diese Domane enthalt Cysteine und Histidine,
die zwei Metallionen koordinativ halten.

Die Enzymkette aus E1, E2 und E3 hangt nur eineepete Anzahl Ubiquitineinheiten an
das Zielprotein. Die Polyubiquitinierung wird duraleitere, E4 genannte Enzyme geleistet
(Hoppe, 2005).
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Das von der regulatorischen 19S-Proteasomuntelieiet@nnte Tetra-Ubiquitinmotiv zeigt
einen oberflachenexponierten hydrophoben Bereidler Ubiquitinineinheiten bilden das
minimale Degradationssignal der markierten Polyipéptte (Beal et al., 1998). Vor dem
Abbau des Proteins wird die Polyubiquitinkette apgdten und in einzelne Ubiquitine
zerlegt. Die Abspaltung erfolgt durch Thiolprotease

1.4 Proteinabbau durch das Proteasom

Der weitere Abbau des so markierten Polypeptid&ziatit sich im Proteasom, einem sehr
gro3en Multienzymkomplex (ca. 2 MDa) aus mehr @ldJdtereinheiten. Er kommt im Kern
und im Zytosol aller eukaryotischen Zellen vor ustdbesonders im Bereich des Zentrosoms
konzentriert. Das Proteasom ist die wichtigste Bdgtionsmaschinerie und sorgt zusammen
mit dem Lysosom fur den Protein-Umsatuarfover) in der Zelle. Wahrend die lysosomalen
Proteasen alle in das Lysosom transportierten Rtebbauen und nicht spezifisch sind,
werden vom Proteasom nur die spezifisch markideteteine abgebaut.

) ()
Loy L
Basis Deckel
19S Regulator 8

ATP ADP+Pi

20S Proteasom 26S Proteasom
(700 KDa) (2000 KDa)

Abb. 2 Aufbau des Proteasoms
Die regulatorische 19S-Einheit aus Basis und Deoit@ét zusammen mit dem 20S Komplex
unter ATP-Verbrauch das funktionelle Proteasom (Alendi et al., 2006).

Das auch als 26S Komplex bezeichnete Proteasonehbeatis einer tonnen-ahnlichen
zentralen Struktur (20S, 700 KDa) und hat an je@@me eine regulatorische 19S (700KDa),
Deckel-ahnliche Einheit. Der 20S Komplex ist einhtylinder in dessen inneren Offnung
die Degradation des Proteins durch Proteasenisthtf Diese proteolytische 20S-Einheit ist
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in ihrer quartaren Struktur in allen Zellen einseflich Bakterien und Archaea konserviert
(Voges et al., 1999). Die Bindung und Erkennung walggjuitinierten Proteins erfolgt durch
die regulatorischen 19S-Einheiten. Diese Kompomerdes Proteasoms verhindern den
unspezifischen Eintritt nicht markierter Polypefgtien. Die regulatorischen Komponenten
bestehen unter anderem aus sechs homologen ATPdisergufgrund der Affinitat far
Polyubiquitinketten das markierte Protein bindemtfadten und in das Innere des
Hohlzylinders  transportieren.  An  dieser Komponentdbinden auch  die
Deubiquitinierungsenzyme, die die Polyubiquitinkettabtrennen. Im Inneren des
Hohlzylinders wird das entfaltete Polypeptid duRtoteasen in kurze Peptide gespalten, die
in das Zytosol gelangen und dort schnell von Endogasen und Aminopeptidasen zu
Aminosauren zerlegt werden (Glickman & Ciechano2602).

Das UPS ist fur die Zelle lebenswichtig, vollstantlinktionsuntiichtige Proteasomen sind fur

die Zelle letal (Heinemeyer et al., 1991).

1.5 Die Rolle des UPS bei der Apoptose

Apoptose ist das ATP-abhangige Absterben der Zd&ie. erfordert im Gegensatz zum
nekrotischen Zelltod die Transkription bestimmteen@& und eine Proteinneusynthese.
Morphologisch charakterisiert ist die Apoptose tludas Schrumpfen der Zelle. Es werden
Blaschen mit Zellinhalt abgeschnirt, die von deriegenden Zellen phagozytiert werden.
Die DNA wird fragmentiert und zeigt eine typischiejter-Bildung“ im DNA-Agarosegel.
Apoptose ist nicht immer ein pathologischer Prozessndern unverzichtbar fur die
Entwicklung eines Organismus. Ein wichtiger Inddeatir die Apoptose ist die Aktivierung
bestimmter Proteasen, der Caspasen. Aul3erdem vaurBejn menschlichen Lymphozyten,
eine erhdhte Ubiquitin-Konzentration nach Rontgettadlung gefunden, besonders aber in
Zellen mit apoptotischen Kernen (Delic et al., 19% gibt einen Zusammenhang zwischen
Caspasen und bestimmten Ubiquitin-Ligasen, dietddire Caspasen nach der Induktion der
Apoptose gespalten und dadurch inaktiviert odarigkt werden.

Untersuchungen an Zellkulturzellen haben eine Apsgférdernde Wirkung der Hemmung
des Proteasoms gezeigt. Wahrend andere Studigbedgsteil, eine Hemmung der Apoptose
zeigten (Ubersicht: Orlowski 1999). Dabei wird eiakgemeine Beteiligung des UPS am
Vorgang der Apoptose vor der Aktivierung der aptpthhen Kaskade angenommen.
Differenzierte, sich nicht teilende Zellen zeigeacim Hemmung des Proteasoms keine
Apoptose, wahrend proliferierende Zellen mit veldgr Apoptose auf die Hemmung der

proteasomalen Aktivitat reagieren.
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Apoptose spielt bei vielen chronischen neurodeggiven Erkrankungen eine Rolle. Dabei
ist nicht klar, ob der apoptotische Verlust der id@en ein Effekt oder eine Ursache der
Erkrankung ist. Bekannte frihe Reaktionen der lffetnen Neuronen sind ein gestorter
intrazellularer Transport, Zytoskelettveranderungenvie die Bildung von kleineren und

gro3eren Proteinaggregaten (Jellinger et al., 2001)

Der Nachweis der Apoptose kann mit verschiedenethddien erfolgen. Die in dieser Arbeit

gewdahlte Methode weist die gespaltene und damitviake Form der Caspase3 nach, einen
Schlusselfaktor in der Kaskade der Enzymaktivieeim§ir das Absterben der Zellen. Die
aktive Form der Caspase3 wurde durch einen spazéfis Antikdrper im Immunblot oder der

Immunfluoreszenz nachgewiesen. Das Vorkommen davesk Caspase3 zeigt den nicht
mehr umkehrbaren Ablauf der Apoptose an (Kumar,/)199

1.6 Inhibitoren der Proteasomenaktivitat

Proteasomen haben drei verschiedene katalytischwitdken im Inneren der Proteasom-
Rohre, die von unterschiedlichen Proteinuntereteheiausgehen. Es gibt eine Peptidyl-
glutamyl Peptidhydrolase (PGPH), eine Trypsin-aidi (T-L, trypsin-like) und eine
Chymotrypsin-ahnliche (C-Lchymotrypsin-like) Protease-Aktivitat (Groll et al., 1999). Die
Mehrheit der Inhibitoren richtet sich gegen die @loyrypsin-dhnliche Aktivitat, die
geschwindigkeitsbestimmende Aktivitat des Proteasom

Die chemischen Inhibitoren sind meist Peptidaldehy®oronate, Peptidvinylsulfone,
Peptidepoxyketone oder Lactacystin und DerivatelLdesacystins.

Der in dieser Arbeit verwendete Inhibitor, MG 181 Peptidaldehyd (Z-L-leucyl-I-leucyl-I-
leucinal) bindet und inhibiert in einer Konzentaativon 10 pM reversibel die Chymotrypsin-
ahnliche Aktivitat (Crawford et al., 2006).

Die Wirkung von Proteasominhibitoren in Zellkulto@ingt vom physiologischen Zustand der
Zellen ab. Waren die verwendeten Zellen ausdiftaeet) hatte der Inhibitor einen anderen
Effekt als auf proliferierende Zellen. Letzteregten mit Proteasominhibitoren eine erhohte
Apoptose.

Die Inhibierung des Proteasoms in der Zelle hattreiehende Wirkung. Da der Abbau
ubiquitinierter Proteine geblockt wird, steigt ded€onzentration an (Proctor et al., 2007). In
den Zellen entstehen sogenannte Stressgranula dMaet al., 2007), es wird auch die
Bildung von Zytokeratin-Aggresomen beschrieben @&grGorce et al., 2004).
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1.7 Stérungen des Ubiquitin-Proteasom-Systems

Storungen dieses eng regulierten Systems koénnerzvaef verschiedenen Mechanismen
beruhen. Zum einen kann durch eine Mutation inrailnzym des UPS oder einem Substrat
der Abbau des Proteins gestort seliosq of function). Zum anderen kann es zu einem
verstarkten Abbau bestimmter Proteine kommgaan( of function). Neben dem Angelman-
Syndrom (Mutation einer E3-Ligase) und dem von ldlgpandau-Syndrom (Mutation eines
E3-Enzyms) gehort auch die autosomal rezessivenjigvd?arkinson-Variante mit einer
Mutation im Parkin, einer E3-Ligase, zu den durchiPSJStérungen verursachten
Erkrankungen. Einige weitere neurodegenerative dalkungen wie Alzheimersche
Krankheit, ALS (amyotrophe Lateralsklerose) odex Hiuntingtonsche Erkrankung zeigen
ebenfalls eine Beteiligung oder Beeintrachtigung Beoteasomenfunktion (Reinstein &
Ciechanover, 2006; Dahlmann, 2007).

Auch eine altersabhéngige Abnahme der Proteasowtaktiwurde fir viele Gewebe
beschrieben (Dahlmann, 2007). Verschiedene Ursafitean zu einer geringeren Aktivitat,
die Anzahl der Proteasome pro Zelle nimmt ab, aoeh die proteolytische Aktivitat wird
geringer. Es wird hier die allgemeine oxidative &tigung gealterter Proteine diskutiert. Dies
wirkt sich besonders in differenzierten, sich nioiehr teilenden Zellen wie Neuronen oder

dem Herzmuskel aus (Dahlmann, 2007).

1.8 Proteinfehlfaltung und UPS-Reaktion

Es ist bekannt, dass die Proteinsynthese in dég Amht ohne Fehler ablauft, es kommt z. B.
vereinzelt zum fehlerhaften Einbau von AminosdurBme entstehenden, spontan falsch
gefalteten Proteine werden erkannt und vom UPShahge

Die Balance zwischen dem Abbau vorhandener Protente dem Aufbau neuer Proteine
muss in der Zelle erhalten bleiben. Die missgediitd’roteine kbnnen vom Proteasom nur
einzeln und nach ihrer Entfaltung abgebaut werdben,der Entfaltung hilft die E3-Ligase
CHIP (carboxyterminus of HSP70 interacting protein). Sie interagiert mit dem Chaperon
HSP70, das die fehlgefalteten Proteine erkenntdimdEntfaltung des abzubauenden Proteins
leistet (McDonough, & Patterson, 2003). Storungesr @alance durch Fehlfaltungen
aufgrund von Mutationen, oxidativem Stress odeiiniahen Alterungsprozessen kdnnen das
Ubiquitin-Proteasom-System Uberfordern. Eine gréfenge ubiquitinierter, zum Abbau
bestimmter Proteine fallt im Zytosol an und wirdrcludie Bildung von Aggregaten von der
Interaktion mit den zytosolischen Proteinen abgesth Dieser Vorgang wird bei vielen

Erkrankungen beobachtet.
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1.9 Proteinfehlfaltungserkrankungen rotein misfolding diseases)

Die Fahigkeit eines Proteins, in Abhangigkeit vonliddi, amyloide Fibrillen zu bilden, ist
eine intrinsische Eigenschaft vieler Proteine ([@wbs999, 2003: Calamai, 2005). Die
Sequenz und die Struktur des Proteins spielt dalms untergeordnete Rolle. Schon der
Austausch einer einzigen Aminosaure kann die Fgltund Ld&slichkeit eines Proteins
wesentlich verandern. In manchen Féllen entstelst alayloide Peptid erst durch die
proteolytische Spaltung eines Vorlauferpeptids.

Amyloid besteht aus filamentdsen Proteinablagemnge Bereich von Nanometer bis
Mikrometer (Lyubchenko et al., 2006). Die Polypdptihaben hauptsachlidbFaltblatt-
Struktur und bilden parallele oder antiparallelegfegate aug3-Faltblattpeptide haben eine
hohe Tendenz, wasserunlosliche Quartarstrukturebilden. Die Fibrillen sind gegeniber
Protease-Behandlung relativ resistent.

Eine Vielzahl von Aggregaten, Prazipitaten, Amyfdadllen und anderen fibrillaren
Proteinansammlungen wurde beschrieben. Amyloidigori sind definiert als fibrillare
Proteinstrukturen mitross-B-Konformation (Fandrich, 2007). Der Begriff Einsabskorper
beschreibt eine abnorme intrazellulare Ablagerutig, in histologischen Untersuchungen
gefunden wird. Aggregate entstehen aus l6slichestelien durch geanderte spezifische
Eigenschaften (Taylor et al., 2003).

Viele neurodegenerative Erkrankungen zeigen diduBid) von Proteinablagerungen in und
zwischen neuronalen Zellen (Chiti & Dobson, 20@Bie Erkrankungen, so verschieden sie
auch sind, werden als Protein-Fehlfaltungs-Erkragkn bezeichnet (Walker et al., 2002;
Gregersen et al., 2005; Chaudhuri & Paul, 2006jddan et al., 2007). Das Vorkommen von
Ubiquitin-konjugierten Proteinen in den Proteinaggten bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie z. B. der Alzheimerschen Erkramgkust lange bekannt (Cole & Timiras,
1987).

Es ist zurzeit nicht geklart, ob diese Amyloidsturken die Ursache der Erkrankung sind, oder
ob sie das Ende einer Kette von Reaktionen dee Zelf missgefaltete Proteine sind. Lange
Zeit war den Fibrillen und Aggregaten eine toxiséNekung auf die Zelle zugeschrieben
worden. In den letzten Jahren jedoch zeigten Untbrsngen, dass vermutlich die noch nicht
lichtmikroskopisch sichtbaren Vorlauferstadien, ggmannte Nanoaggregate, die eigentlich
schadlichen Strukturen in den Zellen sind (Bagletral. 2006, Lyubchenko et al. 2006).
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Erkrankung betroffene Proteine Pathologie
Alzheimersche AB-Peptide B-Amyloid Plaques,
Erkrankung 1-Protein T-tangles, intrazellular
Axonaler Transport defekt
autos. rezessiver juvenileParkin (E3-Ligase) Lowy-Kdrper-Bildung in
Parkinson Neuronen
Parkinson a-Synuclein und andere Lowy-Kdrperin substantia
nigra undlocus ceruleus
(dopaminerge Neuronen)
ALS (amylotrophe Lateral- SOD | (Superoxiddismutase I) SOD | Aggregate, V&r|u
sklerose), einige erbliche von Motoneuronen
Formen
Creutzfeldt-Jakob- Prion-Protein (Pr¥) extrazellulare Plaques |n
Erkrankung neuronalem Gewebe
Huntington-Erkankung PolyglutaminwiederholungenZytopl. Aggregate und
in bestimmten Proteinen intranukledre Einschlisge
in  dorsalen  Striatum
Neuronen
Familiare Enzephalopath{emutiertes Neuroserpin Collin-Kérper in Neuronen
mit Neuroserpin Einschluss{Serin-Proteaseinhibitor) Defekte Synaptogenese
korpern
Katarakt (grauer Star) abnehmende Aggregation oxidierter
Proteasomaktivitat Proteine
al Antitrypsin Defizienz al Antitrypsin Einschlusskorper in  der
Leber, Leberzirrhose
Einschlusskérper Myositis 26S Proteasom uBildung von Einschlissen
Immunproteasom in Muskelzellen

Tabelle 1 Einige humane Erkrankungen, die durch Fehlfaltlindestimmter Proteine
und/oder Stérungen in ihrem proteasomalen Abbawrsacht werden.

1.10. Aggresome

Fehlfaltungen der Proteine durch Mutationen oddra8igungen der Polypeptidkette fuhren
entweder zur Bildung von Amyloidstrukturen, hochgi®ten Aggregaten oder ungeordneten
Coagulaten. Zunachst werden die fehlgefalteten zund Teil ubiquitinierten Proteine in
kleinen  Aggregaten  gesammelt, die dann am  MikrditBystem  zum
Mikrotubuliorganisationgentrum (MTOC) gebracht werden, dem Ort hochster
Proteasomendichte (Johnston et al.,, 1998). Weitsammenlagerungen der kleinen
Aggregate mit assoziierten Proteinen werden Aggnes@enannt. Sie sind Detergenz-
unléslich und nicht Membran-assoziiert. Aggresonmgha&ten neben dem spezifischen,
aggregierten Protein noch Ubiquitin, Vimentin, H8PY-Tubulin und Komponenten der
Proteasomen. Sie liegen in Kernnahe und sind lidnaskopisch sichtbare Strukturen. Dabei

befindet sich das Intermediarfilamentprotein Vimergowie HSP70 als Umhullung um das
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kernnahe Aggresom, vermutlich, da sie erst nactBddung der grol3en Aggregate in bzw.
um das Aggresom gelagert werden (Garcia-Mata €1 299).

Die Bildung kleiner Protein-Aggregate erfolgt konwmationsabhéngig, je hoéher die
Konzentration der Polypeptidkette in der Zelle umsehr kleine Aggregate treten auf und
vergroRRern sich rasch (Garcia-Mata et al., 1999ycb die Aggregation werden hydrophobe
Bereiche, die im fehlgefalteten Protein durch HSRWEht korrigiert werden konnten,
abgeschirmt. Die Lagerung des abzubauenden Protk#ssen sofortiger Abbau durch das
Proteasom nicht moéglich ist, erfolgt in sogenanmtggresomen. Diese zeigen eine Dynamik,
die darauf schlieRen lasst, dass sie als Zwischgenlaum Proteinabbau dienen (Johnston et
al., 1998; Szeto et al., 2006; Corboy et al., 20B%)die Zelle dauerhaft nicht in der Lage, die
markierten und aggregierten Proteine abzubauem &as Aggresom durch Autophagie tber
den lysosomalen Abbauweg der Zelle beseitigt we(Bertun et al., 2003; Martinez-Vicente
& Cuervo, 2007).

Wird die Aktivitdt des Proteasoms blockiert, werdenden Zellen vermehrt Aggresome
gebildet. Dieser Mechanismus ist auch in pflandiciZellen zu beobachten. Transgene
Arabidopsis-Pflanzen, die das viralanpvement protein“ des Kartoffelblattroll-Virus Potato
leafroll virus) produzieren, bilden bei inhibiertem Proteasom wkggmen-ahnlichen
Strukturen. Die Ansammlung unterbleibt, wenn diekidiubuli durch Colchizin zerstort
werden (Vogel et al., 2007).

Neuere Untersuchungen lassen vermuten, dass dentkdy fir die Zelle schadlichen
Strukturen nicht die Aggresome selbst sind, sondemgenannte Nanopartikel, ein friihes
Stadium der Aggregatbildung (Taylor et al., 200&gkoni et al., 2006). Wird die Bildung
von Aggresomen in diesem Stadium verhindert, istSthadigung der Zelle gréRer als bei
Zellen, die Aggresome bilden kénnen (Taylor et 2003). Die fibrillaren oder aggregierten
Proteine schadigen als Nanopartikel die Zellen uatelerem durch die Stérung interner
Zellmembranen und ihrer Kompartimente und fihrem 3tdrung von lonengradienten
(Meredith, 2005). Auch die Inaktivierung von noreral, nicht fehlgefaltetem Protein durch
die Rekrutierung in das Nano-Aggregat, die Nanailiébund die Blockierung der zellularen
Qualitatskontrolle durch die Bindung und Inaktivieg ihrer Komponenten in den

Aggregaten werden angenommen (Meredith, 2005).
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1.11 Das Tabakmosaik-Virus (TMV) und seine Hullprogin-Varianten

Im System TMV-Tabakgewebe wurde beobachtet, dasgesHUullproteinmutanten wie z. B.
der ,Gelbstamm*®flavum &ulRerst pathogen flr die Wirtszellen sind. Es gibé Korrelation
zwischen TMV-Hullprotein-Ladungsaustauschen und tupgisdefekten mit starker
Zerstorung der Chloroplasten, die zu Gelbsymptofakrt (Jockusch & Jockusch, 1968). Der
Beweis, dass tatsachlich eine Mutation im Hullprotéir die Zellzerstérung verantwortlich
ist, wurde durchin-vitro-Mutagenese gefiihrt (Banerjee et al., 1995). In d®liegenden

Arbeit wurde die Wirkung fehlgefalteter TMV-Hullpigine auf Sdugerzellen ausgedehnt.

Das Tabakmosaikvirus besteht aus ca. 2140 idestisthiillproteineinheiten, einem 6395
Nukleotide langen, einzelstrangigen RNA-Molekil daslie Wand des aus den Hullprotein-
Untereinheiten gebildeten Hohlzylinders eingebeiset Unter dem Elektronenmikroskop
erkennt man das Virus als 300 nm langes Stabcherin@m Durchmesser von 18 nm. Die
RNA kodiert fur vier verschiedene Proteine der @230 KDa, 180 KDa, 30 KDa und 17,6
KDa. Das 180 KDa bzw. 130 KDa grofl3e Protein wird Replikation der Virus-RNA
bendtigt. Das 180 KDa grofR3e Protein entsteht demheilweise Uberlesenes Stopp-Codon
vom selben RNA-Abschnitt wie das 130 KDa ProteirasD80 KDa Protein ist fir die
Ausbreitung des Virus in der Pflanze von Zelle alil&Znotwendig, das 17,6 KDa Protein ist
das Virus-Hullprotein mit 158 Aminosauren (Andeetial., 1960).

Die Virusproteine werden direkt von der RNA desduloms, und, in gréReren Mengen von
in der Pflanzenzelle replizierter RNA produziere@ghy et al., 1976). Als erstes erfolgt die
Produktion der 130 und 180 KDa Proteine (Replikasdanach die Produktion des 30 KDa
Proteins fnovement protein) transient. Erst spater beginnt die Produktioreeisehr viel
groReren Menge des 17,6 KDa Hullproteins an eimeplifizierten Teilsequenz der RNA
(Watanabe et al., 1986).

Das Hullprotein bildet durch den geordneten Zusanbaa mit der RNA die Virusteilchen
oder Virionen. Die gro3e Stabilitat der Virionengtesich durch Hitzeresistenz, und dadurch,
dass intakte Viruspartikel durch Trypsin oder Chynyysin nicht zerstért werden kénnen
(Harris & Knight, 1955). Sie Uberdauern deshallrdam kontaminierten Erdboden.

Eine geordnete Zusammenlagerung von Hullprotein TRYY-RNA zu infektiosen Viren
kann auchin vitro erfolgen (Fraenkel-Conrat & Williams, 1955). Deredhanismus, der
diesem geordneten Zusammenbau aus Hullprotein 8l Rugrunde liegt, ist in vielen
Arbeiten untersucht worden (Okada 1975; Butler 1%{fkuda & Okada, 1986). Neben den
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Bedingungen wie pH-Wert, lonenstarke, Temperatwt Konzentration der Komponenten,
spielt auch die Aminosauresequenz des Hullproteins grol3e Rolle. Bestimmte Mutanten
sind nicht mehr in der Lage, stabile Viruspartilzel produzieren und kdnnen nur unter
Laborbedingungen durch RNA weiter verbreitet werdeM?2 ist eine solche Mutante, die
durch zwei Aminosaureaustausche im Hullprotein tichehr in der Lage ist, eine
geschlossene Hiuillproteinrdéhre auszubilden, didRiNA einlagern kann (Siegel et al., 1962).
Andere Hullproteinmutanten, wie die Mutation D19% iHullprotein (TMV flavum), sind
temperatursensitiv. Bei Temperaturen zwischen 20ri€ca. 25 °C kommt es in der Pflanze
zum Zusammenbau von intaktem, infektiosem Virud. lBderen Temperaturen denaturiert
dasflavum-Hullprotein in der Pflanze und kann nur wenigeugpartikel bilden (Jockusch,
1964; 1966a; 1968). Die denaturierten Hullproteimerden zu einem Teil ubiquitiniert

(Jockusch & Wiegand, 2003) und damit zum Abbau hidias Proteasom markiert.

1.12 Struktur und Eigenschaften des TMV-Hullproteirs

Abb.3 Dreidimensionales Modell des TMV-Hullproteinmit Aminosaureaustauschen

Das auf Rontgenstrukturanalysen basierende Bandethm@hyravbhatla et al., 1998) zeigt
drei von acht Prolinresten sowie die Position dl@wum Mutation D19A(rot), deren
Austausch bekannt ist und deren Auswirkungen besdmém wurde (Jockusch 1966a, b).
Weiterhin ist das Temperaturverhalten der HullgregeMutanten Nil1l8 (P20L), Nil1196
(P63S) und Ni1927 (P156L) angegeben (tr = tempeetisten, ts = temperatursensitiv).

Rontgenstruktur-Analysen des Hillproteins zeigten Aufbau des 158 Aminosauren grol3en
Hullproteins aus seclws-Helices, einenf-Faltblatt und einem lockerdnop-Bereich (Sachse
et al.,, 2007). Zwei Paao-Helices falten sich zu einem dicht gepackte Bundghs
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Hullprotein enthalt einen hohen Antei#Helix-Struktur (45 %) und nur einen geringen Ahtei
B-Faltblatt-Struktur (5 %) (Orlov et al., 2001). Bis einer Temperatur von ca. 35 °C ist die
Faltung deswlgare Hullproteins in Losung stabil (Jockusch et al.69p bei Temperaturen
bis 45 °C ist im Circulardichroismus-Spektrum (CD-Spektrum) eine Zunahme [er
Strukturen zu beobachten, wie sie fur aggregiertgeihe beschrieben wird (Orlov et al.,
2001). Die Umfaltung in einem Protein von hauptfiédbHoslichena-Helices zuB-Faltblatt-
Strukturen ist fir Protein beschrieben, die Aggtegand Fibrillen bilden (Gross, 2000;
Harrison et al., 2007).

Die nativ gefaltete TMV-Hullprotein-Untereinheit f&zt auf der Oberflache groRRe
hydrophobe Bereiche und Bereiche mit positiver baegativer Ladung, die fur die axialen
und lateralen Interaktionen der Untereinheiten eorddei neutralem pH-Wert und mafgiger
lonenstarke ist die Interaktion zwischen den Huolipinen so stark, dass keine monomeren
Hullproteine vorliegen (Orlov et al., 2001).

Die Bildung von Viruspartikeln im Reagenzglas witdrch diese Eigenschaft zur spontanen
Bildung von Aggregaten unterstitzt. Unter entspeeden Bedingungen bilden Hullproteine
allein in-vitro eine Vielzahl unterschiedlicher Aggregate.
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Abb. 4 TMV-Aggregate in Abhangigkeit von pH und Immenstéarke

Verhalten des TMWulgare Hullproteins bei unterschiedlichen pH-Werten uoddnstarken
(Aus: Klug, 1999).

Als A-Protein (Alkali-Protein) bezeichnet man klere Aggregate, meist Trimere, die aus
Viruspartikeln durch Dialyse im Alkalischen entsteh Die Eigenschaft der Hullproteine
geordnete Aggregate zu bilden, wird der Aminosdagqeenz, der daraus resultierenden
Proteinfaltung, und einer dadurch ermoéglichten GaybCarboxylat-Interaktion
untereinander zugeschrieben (Caspar & Namba, 198®teiligt daran sind der
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Aminosaurerest GIlu95 der einen Hdullproteineinheitd uAsp109 und Aspl16 der sich
anlagernden, zweiten Untereinheit (Sachse et@0.7R2

Hullproteinaggregate, die in der analytischen Zkrarifuge bei 20 S sedimentieren, werden
als disk (Scheibe) bezeichnet und sehen im Elektronenmikmmavie Scheiben mit einem
zentralen Loch aus.

Die so genanntestacked disk rods (Stdbchen aus gestapelten Scheiben) sind st&hileze
stabchenférmige Aggregate, die aus A-Protein beinReamperatur entstehen. Sie spielen bei
der Virusbildungn vivo oderin vitro aber keine Rolle, ihre Bildung kann aber als Tigstlie
native Konformation des Hullproteins dienen (Jocky4966b).

Es wird angenommen, dass disk-Aggregate die Ausgangsstrukturen der Hullprotéineo
des Virus sind. Die entstehende Protohelix nimminddie Virus-RNA auf, die an einer
kurzen Sequenz (AAG AAG UCG) erkannt wird. Die Sexpiist Teil einer RNA-Schleife,
die sich in die zentrale Offnung der Protohelix élidund sich spiralig an die
Hullproteineinheiten anlagert, wahrend sich diet&inhille weiter aufbaut. Die Bindung der
RNA erfolgt durch die positiv geladenen Aminosaaste Arginin 90 und 92 des
Hullproteins. Durch die Einlagerung der RNA wircedstruktur weiter stabilisiert (Butler,
1999).

Die Bildung von Virionen ist nicht auf die Pflanzatle oder das Reagenzglas beschrankt.
Auch in E.coli kénnen durch eingebrachte Vektoren Hullproteingl Womplette RNA
produziert und zu Virus-ahnlichen Partikeln undigen infektidbsen Virionen zusammen
gelagert werden (Hwang et al., 1994) Dazu musdesgtimmter Sequenzbereich der TMV-
RNA von ca. 400 Nukleotiden um die Erkennungsseguesrhanden sein, ohne diese
Sequenz erfolgt trotz vorhandener RNA und Hullprae keine Virusbildung.

Gelangt das Virus z. B. durch eine leichte Verlatzder Blattoberflache in die Pflanzenzelle,
muss die durch das Hullprotein geschiitzte RNA &sefzt werden um als RNA fur die
Bildung neuer Virionen zu dienen. Es wird angenomnaass der Abbau der Virushlle eine
Umkehrung des Aufbaus ist. Die Konformationsandgrder zentralen Réhren6ffnung durch
Anderung der Carboxyl-Carboxylat-Paarbildung fotdke Ablosung der RNA vom Protein,
was wiederum zur Destabilisierung der Proteinrdbinet, die in ihredisk-Aggregate zerfallt
(Sachse et al., 2007).

Der freigesetzte positiv-RNA-Strang dient nach Btation als Vorlage fir die Produktion
negativ-komplementarer RNA-Strange, und somit ded&ktion vieler positiv-Stréange fur

die Virusproduktion.
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1.13 Infektion der Tabakpflanze mit TMV

Ob sich die Infektion durch das Virus in der Pflanzrbreiten kann, ist davon abhéngig, ob
die Wirtspflanze das Hypersensitivitatsgdntragt oder nicht (Holmes, 1938). Dieses Gen
vermittelt eine Abwehr, die die Ausbreitung desugirdurch Zelltod verhindert. Durch die
hypersensitive Reaktion (HR) sterben die ZellenBareich der Infektion ab. Der Elicitor
dieser Reaktion ist ein Epitop im 130 KDa-Replik&setein (Padgett et al., 1996; Erickson
et al., 1999).

Ist eine Tabakpflanze mit TMV infiziert, breitetchi das Virus in der Pflanze aus. Der
Wildtyp Ul (vulgare) verursacht ein hellgrin/dunkelgrin-Mosaik dert@& die Pflanze
stirbt aber nicht ab. Die Infektion schitzt dieafte vor weiteren Infektionen mit anderen
Tabakmosaikvirus-Varianten (Abel et al., 1986). Biéllprotein-vermittelte Resistenz (CP-
MR, coat-protein-mediated-resistance) ist besser, wenn das Hillprotein zur Aggregation
fahig ist, und wirkt auch, wenn das Hullprotein &lansgen in der Pflanze produziert wird.
Der Schutz wird vermutlich durch die Storung desrairellularen Gleichgewichts von
Hullproteinen und Aggregaten erreicht (Bendahmara. £€1997).

1.14 Fragestellung und Zielsetzung

Es soll die Bedeutung der Proline im Hullproteirs dBMV fir die Stabilitat und Virus-
Bildung, sowie fur die Faltung des mutierten Hidhgins nach Transfektion in Saugerzellen
genauer untersucht werden, nachdem erste Ergelat@igseaus einer anderen Arbeit vorlagen
(Hagedorn, 2004).

Die pflanzliche Zelle reagiert auf die ProduktioonvTMV-Hullproteinen mit einer Zunahme
ubiquitinierter Proteine. Dies kann bei temperaositiven TMV-Mutanten durch die
Erh6éhung der Umgebungstemperatur ausgelost wektenollte untersucht werden, ob, wie
vermutet, das denaturierte TMV-Hullprotein das det Ubiquitinierung in der Pflanze ist.
Der cytopathische Effekt des TMV in der Pflanze asf die Fehlfaltung des Hullproteins
zurtckzufihren (Jockusch & Jockusch, 1968). Wigiera eine mit HP-cDNA transfizierte
Saugerzelle auf fehlgefaltetes TMV-Hullprotein undird unlésliches Hullprotein
ubiquitiniert? Ist der Effekt einiger Gelbstammeder Pflanze mit der Reaktion der tierischen
Zelle auf das Hdullprotein vergleichbar? Kann die Mlllprotein produzierende
Séaugerzelle ein Modell fur humane Protein-Fehlfads:Erkrankungen sein?
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2. Material und Methode

2.1. Material

2.1.1 Pflanzen

Fur die Inokulation zur Virusvermehrung wurden Tigifeanzen der VarietaiNicotiana
tabacum var. Samsun nn (Melchers et al. 1966) verwendit.s$id homozygot fir das
inaktive Allel n des Hypersensitivitditsgens N umch@glichen dem Virus eine systemische
Ausbreitung. Als Testwirt fur die Infektiositatsii@smung dienteNicotiana tabacum var.
Xanthi. Diese Tabakvariante ist homozygot flr das akHypersensitivitatsgen N und zeigt
deshalb mit allen bekannten TMV Stdmmen eine hygpesitve Reaktion (Takahashi, 1956).

2.1.2 TMV-Stamme

Bezeichnung Ausgangs-| Mutation | Aminoséaure- Herkunft Temperatur-
stamm durch austausch verhalten
vulgare - - - Johnson, 1926 tr
flavum vulgare spontan D19A Melchers, 1942 ts
Nill8 vulgare HNO; P20L Wittmann, 1962 ts
Ni1196 vulgare HNO3 P63S ts
Ni2068 vulgare HNO3 Y139C ts
CP415 N140K ts
Ni2239 vulgare HNO3 S15L Wittmann, 1962 ts
Ni103 vulgare HNO3 D19G Wittmann, 1962 ts
reflavescens flavum D19V Wittmann, 1962 ts
Nill6 vulgare HNO3 D66G tr
Ni1927 vulgare HNO3 P156L tr
P20L vulgare Primer- P20L Hagedorn, 2004 ts, unpubl
mutagenese
P54L vulgare Primer- P54L Hagedorn, 2004 | ts, unpubl.
mutagenese
P56L vulgare Primer- P56L Hagedorn, 2004 | ts, unpubl.
mutagenese
Tabelle 2

In dieser Arbeit verwendete TMV-Hullproteinvarianteind ihr Temperaturverhalten nach
Jockusch 1964, 1966a, b oder unpubliziert. tr 9pn@turresistent, ts = temperatursensitiv.

2.1.3 Zelllinien

Cos7: Diese Zellen entstammen der Niere der griemrkatze und sind SV-40 transformiert
und dadurch immortalisiert. Die Zellen proliferieren DMEM mit 10% (v/v) fétalem
Kalberserum.

Neuro2A: Diese Zelllinie entstammt einem spontaméguroblastom aus einem Albino-

Mausstamm. Sie wachsen als kleine rundliche Statenzeder in neuronenahnlicher Form.
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CHO: Die CHO Zelllinie wurde aus einer Ovar-Biopsiees adulten chinesischen Hamsters
im Jahre 1957 gewonnen.

HEK: Gewonnen aus der Niere eines humanen Embsgadigse Zelllinie hypotriploid und
wéchst ebenfalls in DMEM mit 10% (v/v) FCS.

NSC-19: Die NSC-19 Zelllinie wurde durch die Farseiner Maus-Neuroblastoma-Zelllinie
mit embryonalen Motoneuronen aus dem Riuckenmarkviders gewonnen, und wachst in
DMEM mit 10% (v/v) FCS.

2.1.4 Bakterienstamme

Zur Produktion der Plasmide fir die Transfektion rean Escherichia coli JM109
(kompetent, PromegagndAl recAl gyrA96 thi-1 hsdR17(i’, m") relAl supE44 A(lac-
proAB) [F* traD36 proAB lacl9ZAM15] verwendet.

2.1.5 Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden zur Amplifikation der Hiroteinsequenz vom Start- bis zum
Stopp-Codon ausgewahlt. Z. T. haben die Primer Skguenzen fur eine Restriktions-

schnittstelle (Xhol) oder die Sequenz fir eine Reptarkierung.

Bezeichnung| Sequenz 5---> 3°

TMV-CP-ATG | ATG TCT TAC AGT ATC ACT ACT C

TMV-CP-Stop | TAT TAT GCATCT TGACTACC

TMV-CP-6070 | CGC TCC TTATGG CCA CCG

TMV-WT- TAC GAT CTC CTG AGG CTT AAA CTG AGG GAA GGA AGT TGAGG ACC AGA
BiPro-Tag
TMV-P156L- TAC GAT CTC CTG AGG CTT AAA CTG AGG GAA GGA AGT TG@AAG ACC AGA
BiPro-Tag

TMV-CP-Xho-s | CTC GAG ATG TCT TAC AGT ATC CAT ACT C

TMV-CP-Xho- | GAG CTC TCA AGT TGC AGG ACC AGAGGT C

as

Tabelle 3 Verwendete Oligonukleotide

2.1.6 Vektoren

Als Expressionsvektor fur die Transfektion in S&ugden wurde pTarget (Invitrogen,
Karlsruhe) verwendet. Dieser Vektor hat terminahtgmidin-Uberhdange und eignet sich zur
Klonierung von PCR Produkten der Tag-Polymerasegidae mit einem Adenin-Uberhang

produziert werden. Der Vektor hat einen CMSfomegalieVirus) Promotor der eine starke,
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konstitutive Expression ermdglicht. Da der Vektaclafur dasa Peptid de3-Galaktosidase

kodiert, ist eine blau-weil3 Selektion méglich.

Vektor TMV-Variante (Mutation) | Peptid- Verwendung
Markierung
pTarget vulgare (keine) BiPro Transfektion
pTarget flavum (D19A BiPro Transfektion
pTarget Ni2068 (Y139C) BiPro Transfektion
pTarget CP415 (N140K) BiPro Transfektion
pTarget vulgare His-6-Tag Transfektion u. Reinigung
pTarget flavum (D19A) His-6-Tag Transfektion u. Reinigung
pTarget Ni2068 (Y139C) His-6-Tag Transfektion u. Reinigung
pTarget CP415 (N140K) His-6-Tag Transfektion u. Reinigung
pTarget P7L BiPro Transfektion
pTarget P20L BiPro Transfektion
pTarget P54L BiPro Transfektion
pTarget P56L BiPro Transfektion
pTarget P78L BiPro Transfektion
pTarget P102L BiPro Transfektion
pTarget P156L BiPro Transfektion
pTarget K53R BiPro Transfektion
pTarget K53R, K68R BiPro Transfektion
pTarget P7L K53R BiPro Transfektion
pTarget P7L K68R BiPro Transfektion
pTarget P7L K53R, K68R | BiPro Transfektion
pTarget P20L, K53R BiPro Transfektion
pTarget P20L, K68R BiPro Transfektion
pTarget P20L, K53R, K68R BiPro Transfektion
pTSC21K vulgare - Transfektion, transgene Maus
pTSC21K flavum (D19A) - Transfektion, transgene Maus
Tabelle 4 In dieser Arbeit hergestellte Plasmide, Positider Mutationen, Art der

Markierung und ihre Verwendung; Sequenzen siecheaAgh
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Zur Zwischenklonierung wurde der Vektor pCR4-TORM@vitrogen, Karlsruhe) verwendet.
Wie der pTarget hat auch dieser Vektor Thymidin-thege.

Als Vorbereitung fur die Produktion transgener Mawgurde die mixhol aus dem pCR4-
TOPO Vektor ausgeschnittene cDNA fir das TMV Hidtein in den pTSC21k Vektor
eingebracht. Der Vektor hat den Thy 1.2 Promotat ish 9098 bp grof3. Vektorkarten siehe
Anhang.

Als Kontrollplasmid fir die Transfektion der Zellkurzellen wurde der Vektor pGFPN3

verwendet. Vektorkarten siehe Anhang.

2.1.7 Enzyme

Enzyme Verwendung Hersteller
Taq DNA Polymerase Herstellung von 3 A- Qiagen, Hilden
Uberhéangen
Reverse Transkriptase Herstellung von cDNA Life Technologies,
Superskript Eggenstein
RNAsIn Inhibitor von RNAsen Sigma, Deisenhofen
T4 DNA Ligase Ligation der DNA Fermentas, St LeootR
Restriktionsendonuklease Schneidet DNA Fermentas, St Leon-Rot
Xhol
Trypsin EDTA Ablosen der Zellkulturzellen PAA, Céb

Tabelle 5 Verwendete Enzyme

2.1.8 Reaktionssysteme

Handelsname Verwendung Hersteller
Tag-PCR Mastermix PCR QIAGEN, Hilden
Klonierung in den Vektor

TOPO-TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe

pCR4

Plasmid-DNA Aufreinigung

aus Bakterien QIAGEN, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit

Plasmid-DNA Aufreinigung

QIAGEN Plasmid Midi Kit aus Bakterien

QIAGEN, Hilden

PCR-Produkt-Aufreinigung

MinElute
aus Agarosegelen

QIAGEN, Hilden

Nachweis von Peroxidase mar-
BM Chemoluminescence | kierten Antikdrpern im Roche, Penzberg
Immunblot

Nachweis von Peroxidase mar-
Lumi-Light Plus kierten Antikdrpern im Roche, Penzberg
Immunblot

Tabelle 6 Verwendete Reaktionssysteme
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2.1.9 Antikorper
Priméare Antikorper

Bezeichnung Tier / Immunogen Immunblot | Immunfluoreszenz
Anti TMV Rb Polyklonaler Kaninchen Ak anti 1:4000 1: 500
TMV
Anti TMV 4A Monoklonal anti TMVirus Ak 1:50 unvel
Anti TMV 7A Monoklonal anti TMVirus Ak 1:50 unvel
Anti TMV 3C Monoklonal anti TMVirus Ak 1:2000 1100
Anti TMV 2F Monoklonal anti TMVirus Ak 1:2000 1200
Anti TMV 4F Monoklonal anti TMVirus Ak 1:10 unver
Anti TMV 3B Monoklonal anti A-Protein Ak 1:10 uevd.
Anti TMV 1C Monoklonal anti A-Protein Ak 1:50 upwd.
Anti TMV 6C Monoklonal anti A-Protein Ak 1: 5000 1100
Anti TMV 2D Monoklonal anti A-Protein Ak 1:2000 1100
anti Ubiquitin Polyklonaler Kaninchen Ak anti 1: 100 1:50
Ubiquitin und Ubiquitinkonjugate
(Sigma U5379)
anti Caspase3  Monoklonaler Kaninchen Ak gegen 1: 1000 1: 100
Aktivierte Caspase3 (Cell signalling
Technologies NEB)
Monoklonaler Maus-Ak anti
anti Bipro Birkenprofilin (Bipro-Tag) 1:50 1:10
Wiedemann et al. 1997
. , Monoklonaler Maus-Ak anti G-Aktir
anti Aktin 2G2 Gonsior et al. 1999 1:2000 -
anti HSP70 Monoclonaler Maus Ak anti HSP70  1:1000 1:100
Honing et al. 1994
anti His-Tag Polyklonaler Maus Ak anti 6-His- 1: 600 1:100
Tag, Rockland
Tabelle 7 In dieser Arbeit verwendete primare Antikorper
Sekundare Antikorper
Antikorper Herkunft und Charakterisierung Immunblot | Immunfluoreszenz
anti-Kaninchen Ziegen anti Kaninchen, HRP- 1:4000 i
HRP gekoppelt, Sigma, Taufkirchen '
anti-Maus HRP| ~ £1®9en anti Maus 1gG, HRP- 1:4000 .
gekoppelt, Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen Cy3-gekoppelter Ziegen anti i 1:500
Cy3 Kaninchen Dianova, Hamburg '
anti-Maus Cy2 Cy2-gek(_)ppelter Ziegen anti Maus i 1:200
Dianova, Hamburg

Tabelle 8 In dieser Arbeit verwendete sekundéare Antikorper
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2.1.10 Elektrophorese-Langenstandards

Fur die Agarose-Gelelektrophorese wurden DNA-Mar#ler Firmen Fermentas (St.Leon-
Rot) verwendet. Die Wahl des Markers richtete sielch der GroRe der aufzutrennenden
DNA-Fragmente.

Fur die SDS-Gelelektrophorese von Proteinen wu@entein-Gro3enstandards der Firmen
Sigma, Deisenhofen SDS-6H, hochmolekular, LMW Mark&3913, oder GrélRenmarker

Mark12 (Invitrogen, Karlsruhe) aufgetragen.

2.1.11 Datenbanken

Datenbank Adresse

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/queryifph=PubMed
BCM Search Launcher http://searchlauncher.bcm.tho¢.e

BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

ExPASy Proteomics Server | http://expasy.org/

Tabelle 9 Fir diese Arbeit genutzte Datenbanken
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2.2. Methoden

2.2.1 Pflanzenvirologische Methoden

2.2.1.1 Pflanzenanzucht und Haltung

Die Tabakpflanzen wurden von der Gartnerei der Fakdur Biologie der Universitat
Bielefeld angezogen. Nach 8 bis 10 Tagen wurden Keemlinge pikiert und bei
Raumtemperatur (RT) weitere 4 Wochen kultivierte Biflanzen mit 3 bis 4 entwickelten
Blattern wurden in groRere Topfe umgetopft unddiérinokulation verwendet.

AulBRerhalb des Gewachshauses wurden die PflanzerRém@mtemperatur oder in einer
Tischklimakammer bei 30°C oder 35°C gehalten. DaurR war durch Flutlichtstrahler far
Entladungslampen, je 400 Watt Fa. Meyer, beleuchtet

Fur Versuche wurden nur die primar infizierten Blétverwendet. Die Blatter wurden von

der Mittelrippe befreit, in Tlten verpackt und b20°C eingefroren und gelagert.

2.2.1.2 Inokulation der Tabakpflanzen

Die Tabakpflanzen wurden zur Vermehrung des Virus Otb mg/mL Virus in 10 mM
Phosphatpuffer pH 7,0 inokuliert. Dazu wurden dig¢even kleinen Blatter entfernt und auf
ein oder zwei sich entwickelnde Blatter etwas Géalgmstaub (Durchmesser der Glasperlen
ca. 40 bis 70 um) gegeben und 3 bis 4 Tropfen dersdsung mit einem Glasspatel leicht
auf dem Blatt verteilt. Danach wurde die PflanzéeuflieRendem kaltem Wasser abgespult
und mit einer Beschriftung versehen. Die Vermehrdeg Virus benétigte bei ca. 20 bis 23°C
(RT) je nach Virustyp zwischen 7 und 14 Tagen. di@rVirus-Reinigung wurden die primar
und sekundar infizierten Blatter zusammen geeuntdtbei Bedarf bei —20°C gelagert.

Fur die Temperatur-Shift-Versuche wurden die TaHakgen auf 2 bis 3 entwickelte Blatter
getrimmt. Diese wurden mit Glasperlenstaub bestneud mit 200 pL Virus-Lésung
(0,5 mg/mL) pro Blatt moglichst gleichmafig und Istiindig inokuliert. Nach dem Sptilen
unter flieBendem kaltem Wasser wurden die Pflaim#rRT oder bei der fir den Versuch

gewahlten Temperatur in die Tischklimakammer gkstel
2.2.1.3 Reinigung von Tabakmosaikvirus (TMV) und Mesung der Viruskonzentration

Zur Vermehrung des TMV wird eine systemisch reagide Tabaksorte (Samsun n/n)
inokuliert. Priméare und sekundar infizierte Blattarrden getrennt geerntet.
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Das TMV wurde nach konventionellen Methoden geggirleegen den hierbei angewendeten
Hitzeschritt sind auch die fertigen Virusteilchemnvs-Mutanten resistent (Jockusch, 1966a).
Das Blattmaterial wird im Fleischwolf zerkleinemadimit 1/10 Volumen Puffer A vermischt.
Der Brei wird durch mehrere Lagen Gaze filtriertldaicht ausgedriickt. Das Filtrat wird 30
Minuten bei 500 g zentrifugiert und der Uberstarfsgemommen. Das Sediment wird
zusammen mit den Pflanzenresten in 1/2 VolumenePéffaufgeschwemmt, nochmals durch
Gaze filtriert und der Extrakt wie oben zentrifutieBeide Uberstande werden vereint und
genau 10 Minuten im Wasserbad von 60°C unter gg@gndiRUhren erwéarmt. Der Extrakt
wird auf Eis auf ca. 10°C abgekuhlt und die denetten Proteine fir 30 Minuten bei 5000 g
abzentrifugiert. Der Uberstand enthalt das Virud wird fur 1 Stunde bei 70.000 g in der
Ultrazentrifuge abzentrifugiert. Der daraus entdéare Uberstand wird verworfen und das
Sediment in wenigen mL Extraktionspuffer B Uber Mabei 4°C resuspendiert. Die
Suspension wird fir 10 Minuten bei 5000 g zentiduiy um nicht geloste Bestandteile zu
entfernen und erneut bei 70.000 g und 4°C fur In&tuzentrifugiert. Das Sediment der
Ultrazentrifugation wird Gber Nacht in wenigen Mitern 20 mM Phosphatpuffer pH 7,2
suspendiert. Bei Bedarf kann das Suspendieren duath Mischen mit einer Glaspipette
unterstutzt werden.

Puffer A enthalt 200 mM Natriumphosphat, 10 mM EDuidd 5 mM Ascorbat, der pH-Wert
wurde auf 7,2 eingestellt.

Der Extraktionspuffer B enthalt 100 mM Natriumphbap 10 mM EDTA, 5 mM Ascorbat
und 5 mM Natriumdithionit, der pH Wert des Puffersrde ebenfalls auf 7,2 eingestellt.

Virusteilchen enthalten 95% Hullprotein und 5% RNA.

Die Konzentration kann durch Messung der Extinkitobei 280 nm und 260 nm gemessen
werden.

¢ Protein mg/mL = E 2800,810 Verdinnung

¢ RNA mg/mL = E 2600,400 Verdinnung

c Virus mg/mL = E 2600,365 Verdinnung

Sterile Viruslosung kann bei 4°C mehrere Jahreggetawerden. Lagerung bei -20 °C ist

ebenfalls moglich.

2.2.1.5 Herstellung l6slicher und unl6slicher Blagxtrakte
500 mg Blattmaterial wurde mit 1 mL ExtraktionsmufB und einer Spatelspitze Quarzsand

in einer Reibeschale griindlich zerrieben. Der Breide im Reaktionsgefald bei 13.000 rpm
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15 Minuten abzentrifugiert. Der abgenommene Ubadstenthalt die l6sliche Fraktion der
Blattbestandteile. Das Blattsediment wurde noch immak mit 1mL Extraktionspuffer
gewaschen, der Uberstand nach der ZentrifugatiorsfiMinuten bei 13.000 rpm wurde
verworfen. Nach der 3. Zentrifugation wurde dasi®edt in 400 puL Extraktionspuffer

suspendiert, es enthalt die unldsliche FraktionBlattbestandteile.

2.2.1.6 Herstellung eines polyklonalen Antikorpersgegen TM-Virusteilchen im
Kaninchen

Gereinigtes TMVwulgare wurde mit Phosphatpuffer auf 1 mg/mL verdinnt dndl mit
Adjuvans gemischt. 1 mL dieser Suspension wurdenei® Wochen alten Kaninchen im
Ruckenbereich subkutan verabreicht. Nach 4 Woched omach 8 Wochen erfolgten
Boosterinjektionen. 7 Tage nach der letzten Inggktivurde das Tier getdtet und das Blut
entnommen. Das Blut wurde abzentrifugiert und dasui@ portioniert und bei -80°C

eingefroren.

2.2.1.7 Herstellung von monoklonalen Antikdrpern ggen Tabakmosaik-Virus und
Virushullprotein

(Kooperation mit S. Buchmeier und B.M. Jockuschghireschen Universitat, Braunschweig)
Um monoklonale Antikérper gegen verschiedene Epitdes Hullproteins des TMV zu
produzieren wurde je eine Maus mit intaktem TMMgare und mit A-Protein ausulgare
immunisiert. A-Protein wird durch alkalische Diadygon Virus gegen Karbonatpuffer pH 10
gewonnen. Die Arbeiten der Immunisierung, der Fusiod dem anschlieRenden ELISA der
Uberstande wurden von Sabine Buchmeier aus der allbidogie, Prof. B.M. Jockusch,
Zoologisches Institut der TU in Braunschweig duediigrt. Die im ELISA positiv getesteten
Uberstande wurden fir diese Arbeit weiter charasitat. Die Haltung und Vermehrung der
ausgewahlten Klone erfolgte in Braunschweig. Vont edaurde der Zellkulturiberstand zur

Verfiigung gestellt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1Anzucht und Lagerung von Bakterien
Die Kultivierung von Bakterien, hier dé&.coli Stamm JM 109, erfolgte in LB Medium unter

Schitteln bei 37°C. Von der Agar-Platte oder von@lycerinkultur wird eine kleine Menge

26



Methoden

Material abgenommen und in das vorgelegte Nahrmediegeben und 14 bis 16 Stunden bei
37°C geschuttelt. Bei grof3eren Kulturvolumen istratsam, eine Vorkultur mit 1/100

Volumen des gewiinschten Kulturvolumens anzulegen.

LB (Luria-Bertani) Medium:

5 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl und 10 g Bacto-Tryptenegden in 1000 mL destilliertem Wasser
gelost, autoklaviert und bis zum Gebrauch bei 48laggert.

Um die mit dem gewlnschten Plasmid transformieBekterien zu lagern wurden 2 mL LB
Medium angeimpft und 16 Stunden bei 37°C unter 8ehlinkubiert. Die Bakterien wurden
abzentrifugiert und das Sediment in ca. 400 uL Medresuspendiert. Nach Zugabe des
gleichen Volumens 100% Glycerin wurde dies gut domscht und die Probe danach rasch

bei -70°C eingefroren.

2.2.2.2Transformation kompetenter Zellen

E.coli JM 109-Zellen sind chemisch oder elektro-kompetefellen, die negativ geladene
Substanzen wie z. B. DNA, nach einem Schock aufeshm

200 pL kompetente Zellen wurden auf Eis aufgetaud 4 bis 10 pL Ligationsansatz
zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis wudde Ansatz fur 2 Minuten im
Wasserbad auf 42°C erwarmt. Danach wurde soforuid08OC Medium zugegeben und 30
Minuten bei 37°C geschiittelt. Nach kurzem Anzemgiéren wurde der Uberstand bis auf
200 pL abgenommen. Die Zellen wurden darin suseendnd je 20 pL bzw. 180 pL auf LB
Platten mit dem entsprechenden Selektionsmark@taitiert.

Eine weitere Moglichkeit Plasmide in Bakterien eibdngen ist die Elektroporation. Durch
den Strompuls wahrend einer Elektroporation werarerder Zellmembran der Bakterien
kurzzeitig Poren geoffnet, durch die die negativiadene DNA der Plasmide im
Ligationsansatzes in die Zelle eindringen kénnerchily ist hier die geringe lonenstarke der
Losung um Schaden an der bakteriellen Zellmembran vermeiden. Hier wurden
elektrokompetente JM 109 Zellen eingesetzt.

200 pL Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 2 bisag@lasmid-DNA zugegeben, 1 Minute
auf Eis inkubiert und der Ansatz in die gekuhlteekEoporationskivette gegeben. Die
Klvette wurde in den Schlitten des Gerates eingtset(Gene Pulser Bio-Rad) und die
Elektroporation mit 2,5 kV, 25 pFD Kapazitat undd4Dhm durchgefiihrt. Die Zeitkonstante
gab Aufschluss Uber die Qualitat der Elektroporatimd lag zwischen 5 und 6. Nach der
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Elektroporation wurden die Zellen sofort mit 1 mDS Medium gemischt und 30 Minuten
bei 37°C geschiittelt. Dann wurde wie bei chemismhpetenten Zellen verfahren.
SOC-Medium

Fur 100 mL wurden 2 g Trypton, 0,5 g HefeextrakP50g NaCl in 95 mL kD geldst, dann 1
mL 250 mM KCI zugegeben und mit NaOH auf pH 7 estghit, auf 100 mL aufgefullt und
autoklaviert. Danach wurden 0,5 mL sterile 2 M MgObsung und 2 mL sterile 1 M

Glucose-Losung zugeben, und steril bei 4 °C getager

LB-Agar-Platten mit Selektionsmedium:

1000 mL LB Medium wurden 15 g Agar-Agar zugesetm autoklaviert, nach Abkihlen auf
ca. 50 °C wurde aus einer 100-fach konzentriertam®I6sung Ampicillin zugegeben, die
Endkonzentration betrug 100 pg/mL.

Fur die Blau-Weil3-Selektion wurde auf diese Plattech je 100 pL IPTG (25 mg/mL in
H,0) und 50 pL X-Gal (50 mg/mL in DMSO) gegeben, ghenallig ausgestrichen und

trocknen gelassen.

2.2.2.3 Reinigung von TMV-RNA

Gelkammern oder Glasgerate wurden mit speziellerA$eNoff Inaktivatoren gereinigt.
Wasser wurde durch Zugabe von 0,1 % DEPC und Irlarbdiber Nacht bei RT von
RNAsen befreit. Das anschlieBende Autoklavieresati€dsung entfernt das DEPC.

Die TMV LOsung wurde auf 10 mg/mL verdinnt, mit 2001 EDTA auf 5 mM gebracht und
mit 10 % (v/v) SDS auf 1 % (v/v) SDS eingestelltieDL6sung wurde 1:1 mit
wassergesattigtem Phenol gemischt und eine Sturekehgttelt. Nach 20 Minuten
Zentrifugation bei 13.000 rpm wurde die obere wgssiPhase, die die RNA enthalt,
abgenommen und mit 1/10 Volumen 2 M Natriumacethd® gemischt. Nach Zugabe von
einem Volumen Isopropanol wurde zur Fallung der RiN& Losung eine Stunde bei -20 °C
eingefroren. Das Sediment nach 20 Minuten Zentaifiog bei 13.000 rpm wurde in 300 uL 5
mM Phosphatpuffer aufgenommen. Nachdem die RNAsgel@r, wurde sie erneut mit dem
zweifachen Volumen Ethanol bei -70 °C geféllt un@éderum 30 Minuten bei 13.000 rpm
abzentrifugiert. Das Sediment wurde einmal mit 7(E®#anol gewaschen und an der Luft
getrocknet. Es wurde in 50 bis 100 uL DEPC-Wasséistj und die Konzentration der RNA
bei 260 nm gemessen. Eine OD von 1,0 bei 260 nepeaht 40 pg/mL RNA.
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Losungen fur die RNA-Reinigung aus TMV:
200 mM EDTA, pH 7,0

10 % (w/v) SDS in KO

Phenol, wassergesattigt

2 M Natriumacetat in kO, pH 4,0
Isopropanol p.a. 100 %

Ethanol p.a. 100 %

Ethanol p.a. 70 %

2.2.2.4 Reverse Transkription der RNA

Durch reverse Transkriptasen wird einzelstrangigBlARIn doppelstrangige DNA
umgeschrieben. Die reversen Transkriptasen bemd@dpalich wie die DNA-Polymerasen
kurze Oligonukleotide als Primer. Hierzu wurdergeonannteandom Primer verwendet. Aus
tierischem oder pflanzlichem Gewebe gereinigte mRMAl gewohnlich wegen des polyA
Anhangs der mRNA mit oligo-dT Primern revers traiskrt.

1 pg RNA wurde 10 Minuten bei 72 °C erhitzt, dadiukisen sich die Sekundarstrukturen der
RNA auf. Nach dem Abkihlen auf Eis wurde der Ansfilz die reverse Transkription
zugegeben und 10 Minuten bei 22 °C, sowie flr 6AUNn bei 42 °C inkubiert. Die Enzyme
wurden durch Erhitzen auf 99 °C fur 5 Minuten itnalert. Die gewonnene cDNA konnte zur

PCR eingesetzt werden. Die Lagerung erfolgte #iG2

Der Ansatz fir eine reverse Transkription bestamlzaplL DTT, 1 pL RNasin (10 U/uL), 4
pL 5 X Puffer, 4 uL dNTP-Mix (10 mM), 1 pkandom Primer (10 uM), 1 puL reverse
Transkriptase (4 U/uL), 1ug RNA und wurde mit 2®igL DEPC HO auf 20 pL erganzt.

Zur Herstellung von DEPC-® wurden 1000 mL frisch destilliertes Wasser mill DEPC
versetzt und 16 bis 24 Stunden bei RT unter getégeem Schuitteln inkubiert. Danach

wurde das DEPC durch autoklavieren entfernt.

2.2.2.5 RNA-Gelelektrophorese
Um den Zustand der TMV-RNA zu Uberprifen, ist esgoll die gereinigte RNA in einem
Agarose Gel zu analysieren. Die RNA ist wie die DNégativ geladen, muss aber vor dem

Auftragen kurz denaturiert werden, um die sekund&teukturen aufzulésen.
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Die Gelkammer wurde fir 30 Minuten mit 3 % (v/v}® in DEPC-Wasser inkubiert und

anschlieBend mit DEPC-Wasser gespult. 1 pg RNAupd RNA-Probenpuffer sowie 1 pL

Ethidiumbromid-Losung wurden gemischt und fur 5 Men auf 65 °C erhitzt, danach auf
Eis gelagert. 300 mg Agarose wurden in 30 mL MOBelP suspendiert und aufgekocht, die
Losung wurde in die vorbereitete Kammer gegosseachNdem Ausharten wurde die
Kammer mit MOPS-Puffer gefullt und die Proben atrfggen. Der Gellauf fand bei 70 Volt
fur ca. 45 Minuten statt.

Losungen fur die RNA-Gelelektrophorese:

10 fach konzentrierter MOPS-Puffer besteht ausM,2-N-Morpholino-Propansulfonséaure,
pH 7.0 mit 10 mM EDTA und 50 mM Natriumacetat in BE-Wasser. Die Lésung wurde
autoklaviert und vor Gebrauch durch Verdinnung mMEPC-Wasser die bendtigte
Puffermenge hergestellt.

Der RNA-Probenpuffer enthélt 50 % (v/v) Formami@,% (v/v) 10 X MOPS, 0,45 % (v/v)
Formaldehyd, 7 % (v/v) Glycerin sowie 0,025 % (wBrpmphenolblau und 0,025 % (w/v)

Xylencyanol. Die L6sung wurde portioniert und b202C gelagert.

2.2.2.6 Plasmidreinigung au&. coli mit Plasmid-Reinigungs Kits

Eine 16 bis 18 Stunden bei 37°C in Selektionsmedgewachsene Kultur mit pTarget-
Hullprotein-Klonen wurde abzentrifugiert und die KBaxrien durch alkalische Lyse
aufgeschlossen. Dabei nutzt man die Fahigkeit tegsnitd-DNA nach alkalischer Lyse und
dadurch bedingter Denaturierung durch Neutralisatweder zu renaturieren (Birnboim and
Doily 1979). Zur Reinigung wird das Plasmid an dMionenaustauschermatrix der
vorgefertigten Zentrifugationseinheiten (QIAGEN, Idé¢in) gebunden. Proteine und Salze
werden ausgewaschen und abzentrifugiert, die DNAI wit Wasser eluiert. Die DNA-
Losung wurde direkt eingesetzt (Mini-Prep) oder zAnkonzentrieren nach Ausfallen mit
Isopropanol in wenig Volumen 10 mM Tris oder Wasggldst und dann z. B. zur
Transfektion eingesetzt.

Die Konzentration der Plasmid Losung wird durch Mewy der E bei 260 nm bestimmt. 1 E
260 nm entspricht 50 pg/mL. Durch die Messung de&eE280 nm kann eine Aussage Uber
die Reinheit der DNA Probe gemacht werden. Der @nbo260 nm/280 nm sollte bei 1,8
liegen.
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2.2.2.7 Restriktionsspaltung der gereinigten Plasrde

Fur einen Ansatz von 20 pL wurden 2 pL 10-fach &uf,5 pL Restriktionsenzym und ca. 1
pHg Plasmid mit Wasser auf 20 uL ergénzt. Die Spglterfolgte bei 37 °C fur mindestens
eine Stunde oder tber Nacht bei 37 °C.

2.2.2.8 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

DNA kann aufgrund der negativen Ladung im elekirgst Feld wandern, dabei hangt die
Geschwindigkeit der Wanderung von der Grof3e degriesate und vom Vernetzungsgrad der
verwendeten Matrix ab. Agarose bildet in Konzemran zwischen 0,8 und 2 % eine
geeignete, weil sehr schwach vernetzte Matrix, us @NA Fragmente und Plasmide
aufzutrennen.

Die fur die gewlnschte Konzentration bendtigte Merdgyarose wurde abgewogen und in
TAE suspendiert und durch Kochen geldst und nodR he den vorbereiteten Geltrager
gegossen. Nach dem Ausharten wurde der Kamm entfachdie Kammer mit TAE gefulit.
Die Proben wurden entsprechend ihres Volumens f&ivVblumen des 6 fach konzentrierten
Ladepuffers gemischt und in die Taschen gefllltf jsdem Gel wurde entsprechend der zu
analysierenden DNA ein Langenstandard mitgefuhras DGel wurde nach Ende der
Auftrennung fur ca. 10 Minuten in TAE mit 1 pg Ethimbromid pro mL Farbebad unter
leichtem Schitteln gefarbt. Die Auswertung und Duokatation erfolgte an einem

Transilluminator mit Dokumentationssystem.

TAE Puffer:
0,04M Tris, 1 mM EDTA, pH-Wert auf 8.0 mit Essigsé einstellen.

6-fach DNA Probenpuffer :
0,25 % Bromphenolblau (w/v), 0,25 % Xylenxyanol\iwh TAE-Puffer mit 30 % Glycerin
(VIv).

2.2.2.9 DNA-Isolierung aus dem Agarosegel

Die Gelbande im Agarosegel wurde unter UV-Lichtgasthnitten, die Agarose gewogen
und je 100 mg mit 3 Volumen Puffer NT (QIAGEN, Hgldl) versetzt und 10 Minuten bei 50
°C geschiittelt und aufgel6st. Die DNA bindet aneeBilica-Membran und konnte nach
Abtrennung von Salzen durch mehrmaliges WascherPuoffer NT3 mit Puffer NE eluiert

werden. Das Eluat von 25 bis 50 pL konnte fur Kéoangen eingesetzt werden.
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2.2.2.10 Polymerasekettenreaktion PCR

Die PCR ist eine schnella vitro Methode um definiert ausgewahlte DNA Bereiche dutie
DNA-Polymerase zu amplifizieren. Dazu werden kugdigonukleotidstiicke bendétigt, die die
Enden der ausgewahlten Bereiche flankieren umadrietie hitzedenaturierte einzelstrangige
DNA zu binden. Ausgehend von diesen kurzen dopelgigen Bereichen polymerisiert die
thermostabile Polymerase, z. B. die Taqg-Polymerass Thermus aquaticus, den
einzelstrangigen Bereich zu einer doppelstrangiDdiA. Je nach Anzahl der Zyklen aus
Aufschmelzen bei 92 bis 95 °C, Anlagerung der Pribved 50 bis 65 °C und der Extension
des DNA Stranges bei 72 °C kann die gewiinschte RdAn exponentiell vervielfaltigt
werden. Die Berechnung der AnlagerungstemperatudiéiPrimer erfolgt nach der Formel:

Tm: (4(G+C)+2 (A+T)) °C-5°C

Die genaue Temperatur wurde fur jedes Primerpgagrenentell ermittelt.

Ein typischer PCR Ansatz mit 20 pL Volumen setzth swie folgt zusammen: 10 pL
Mastermix (QIAGEN, Hilden), 0,4 uL Primeense, 0,4 uL Primeantisense, x yL template
DNA wurden mit Wasser auf 20 pL aufgefillt.

Ein typisches PCR Programm sieht wie folgt aus:

2 bis 5 Minuten initiale Denaturierung der DNA [9di °C

30 Sekunden Denaturierung 94 °C

30 Sekunden Primeranlagerung 50 bis 65 °C 30 bis 35 Zyklen
30 Sekunden Elongation 72 °C

5 Minuten finale Elongation bei 72 °C

Um Proteine in einem Expressionssystem nachweisdidznen oder sie zu reinigen, kbnnen
sie markiert werden. Das Markierungspeptid kannveder N-terminal oder C-terminal

angehéngt werden. In dieser Arbeit wurde ein 10 raséuren grol3es Peptid aus
Birkenpollenprofilin, im Folgenden als BiPro beZwiet, (Wiedemann et al. 1997, Rudiger et

al., 1997) eingesetzt. Es wurde Uber die PrimeeenC-terminal angehangt.

2.2.2.11 Kolonie-PCR
Um nach der Klonierung positive Klone auf der Adarie zu identifizieren, wurde eine

Kolonie-PCR durchgefiihrt. 20 uL PCR Mix wurden iasdReaktionsgefal vorgelegt. Mit
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einer sterilen Pipettenspitze oder einem sterilahndtocher wurde eine Kolonie gepickt und
mit dem anhaftenden Material ein kurzer Stricheoér neuen Agarplatte gemacht. Der Rest
der anhaftenden Bakterien wurde im PCR-Ansatz supe. Das PCR Programm wurde wie

zuvor ermittelt durchgefihrt.

2.2.2.12 Klonierung von PCR-Produkten in pTarget

Der pTarget Vektor ist ein eukaryotischer Exprassuektor mit einem CMV-Promotor, der
eine starke, konstitutive Expression erlaubt. Diedrisierte Form hat T-Uberhange und
durch die T4-Ligase kann ein PCR-Produkt, welches der Tag-Polymerase mit A-
Uberhangen versehen wurde, in diesen Vektor ligieerden. Der Vektor ist fir die
sogenannte Blau-Weil3-Selektion geeignet. Er entta@tLacZ -Gen und kann zusammen mit
dem Lac-Zd M15-Gen der JM 109 Zellen nach Induktion eine fiorksfahige 3-
Galaktosidase bilden. Dig3-Galaktosidase kann X-Gal zu 5-Bromo-4-Chloro-3elind
umsetzen. Wird DNA in den Vektor eingebaut, versbhsich das Leseraster und es entsteht
kein funktionstichtiges Protein. Bakterien, die Blasmid mit einem Insert tragen, bilden
weille Kolonien wohingegen Bakterien, die ein Plaswihne Insert tragen, dunkel blaue

Kolonien bilden. (Vektorkarte pTarget siehe Anhang)

Herstellung der Agarplatten fur die Blau-Weil3-Sélak
Siehe 2.2.2.3

Ligationsansatz fur pTarget

Die hier verwendete T4-Ligase kann sowohl stumpgeaach klebrige DNA Enden ligieren.
Sie verestert die 5'Phosphate und die 3'Hydroxpigem der DNA unter ATP-Verbrauch.
Das Verhaltnis von Vektor zu Insert sollte bei t&. liegen.

Ansatz:

4 uL 5x Ligase-Puffer und 1 pL T4-Ligase wurden pat 125 ng Vektor und y uL Insert

gemischt und mit Wasser auf 20 pL erganzt.

Die Ligation erfolgte Uber Nacht oder langer bei°t® Der Ansatz konnte unverdinnt in
chemisch kompetente Zellen gebracht werden odeh néerdiinnung mit Wasser in
elektrokompetente Zellen.

Von den weiRen bis hellblauen Kolonien auf den tBtatwurde eine Kolonie-PCR
durchgefuhrt und die Plasmide der positiven Klong & mL Kultur mit einem Kit gereinigt.
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Die erhaltene Plasmid-DNA wurde dann durch die $faktion in Saugerzellen getestet und
die hier ebenfalls positiven Klone vom IIT BioteDirenstleistungen der Universitat Bielefeld
sequenziert.

Um die Qualitat der Transfektion zu Uberprufen, deurals Kontrolle der Vektor GFPN3

eingesetzt. (Ch. Wiegand, Diplomarbeit, Univerdaiefeld, 2001).

2.2.2.13 Herstellung und Verwendung des pTSC21k-Véks mit TMV-HP-cDNA

Um eine transgene Maus mit neuronaler Expression MdV CP zu erzeugen, wurde die
Hullprotein-cDNA von TMVwulgare und TMV-flavum ohne weitere Markierungssequenz in
den vonThy-1.2-Promotor gesteuerten Vektor pTSC21k kloniert (\dekarte siehe Anhang).

In diesem Vektor steht die Expression des Hillpnstaunter der Kontrolle des murinen
Thy 1.2 Promotors der postnatal in Neuronen und Spinalgangktiv ist. An die Enden der
DNA wurden uber Primer diehol Schnittstellen gehangt und Uber eine Topo-Vektor-
Zwischenklonierung (Vektor-Karte siehe Anhang) en@TSC21k einkloniert. Kolonien, die
in der PCR positiv waren, wurden durch Sequenzgeiilerprift. Von den Klonen, die die
richtige Sequenz enthielten, bzw. levum die D19A Mutation enthielten, wurde je einmal
vulgare und einmalflavum vermehrt, das Plasmid gereinigt, das Insert Xl aus dem
Topo-Vektor geschnitten und in den pTSC21Kk ligiBxd. keine geeigneten Primer zum Testen
der Kolonien zur Verfigung standen, wurden je 10od@n vulgare undflavum ausgewahlt
und die gereinigte Plasmid-DNA n¥hol geschnitten und in einem Agarose-Gel aufgetrennt.
Dieser Vektor wurde in Neuro2a Zellen transienhsfeiert. Die Inkubation fand bei 30 °C
und 37°C statt. Der Nachweis erfolgte mit dem maomoklen anti TMV2F- oder anti TMV-
Antikdrpern aus Kaninchenserum. Die Anzahl der gfiarerten Zellen war bei beiden
Temperaturen ausgesprochen gering, ca. eine vof Ze0en war positiv. Dasulgare
Hullprotein wurde von beiden anti TMV Antikoérperniffds in den Zellen dargestellt,

wéhrend daflavum Hullprotein in Aggregaten vorkam.
2.2.2.14 Sequenzierungen

PCR-Produkte oder Plasmide wurden vom IIT BiotedenBtleistungen der Universitat

Bielefeld sequenziert. (Sequenzen siehe Anhang)
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2.2.3 Analyse von Virusproteinen und Zellextrakten

2.2.3.1 Herstellung von SDS-denaturierten Proben &u l6slichen und unléslichen
Blattextrakten

Von den, wie unter 2.2.1.5 beschrieben hergestelidslichen und unléslichen Blattextrakten
wurden 3 Teile mit einem Teil 3-fach konzentriert&DS-Probenpuffer gemischt (v/v), 5
Minuten bei 95 °C erhitzt und fir 5 Minuten abzéogiert. Danach wurden 10 bis 15 pL des

Uberstandes zur Auftrennung im SDS-Gel eingesetzt.

Der 3x SDS-Probenpuffer enthalt 150 mM Tris-Cl p8,80 % (v/v) Glycerin, 3 % (w/v)
SDS, 60 mM DTE, 0,025 % (w/v) Bromphenolblau. Lagey erfolgt portioniert bei -20°C.

2.2.3.2Extraktion von Saugerzellen

Die in DMEM gewachsenen, adharenten Zellen wurdeeimal mit PBS gewaschen. Dann
wurden die Zellen mit einem Silicon-Schaber aus Kigiturschale geschabt und mit etwas
PBS in ein Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Die Zellen dear 2 Minuten bei 13.000 rpm
abzentrifugiert und der Uberstand maglichst voligig abgenommen. Das Sediment kann bei
Bedarf bei -20°C gelagert werden.

Das Zellsediment wurde mit ca. 3-fachem Volumemé&hifkonzentrierten SDS-Probenpuffer
versetzt und durch auf- und abpipettieren mit eig@lben Pipettenspitze und der
entsprechenden Pipette gut gemischt. Nach demzErhauf 95 °C flr 5 Minuten wird 5 bis
10 Minuten abzentrifugiert und vom Uberstand jemslersuch 5 bis 20 pL auf das SDS-Gel
aufgetragen.

Das verwendete PBS enthélt 136 mM NaCl, 3 mM KGhNM NaHPO,, 1,5 mM KHPO, ,
der pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,35 eingestellt.

2.2.3.3 Bestimmung der Ld&slichkeit des in S&ugerzeh produzierten TMV-
Hullproteins

Um die Loslichkeit der in Zellkulturzellen synthggrten Hullproteine zu analysieren, wurden
die transfizierten S&augerzellen fraktioniert exieah Dazu wurde das abzentrifugierte
Zellsediment im Reaktionsgefal? mit ca. 3 facherux@n 50 mM Tris, pH 7,0 versetzt und
die Zellen durch schnelles zweimaliges Einfrierenl Wuftauen lysiert. Die Zellsuspension

wurde 5 Minuten bei 13.000 rpm abzentrifugiert uher Uberstand L1 in ein frisches
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Reaktionsgefal Uberflhrt. Das verbliebene Zellsedimvurde einmal mit 50 mM Tris pH
7,0 gewaschen.

Zum Zellsediment wurde PBS mit 0,02 % Tween 20 begeund wie oben beschrieben
gemischt, eingefroren, abzentrifugiert und Ubersth? abgenommen. AnschlieRend wurde
einmal mit PBS-Tween-20 gewaschen und den Uberstamvorfen. Das nun noch
verbliebene Zellsediment wurde mit RIPA Puffer etzs und extrahiert, der entstandene
Uberstand L3 abgenommen. Nachdem noch einmal niARPuffer gewaschen wurde,
wurden zum jetzt noch vorhandenen nicht l6slichelir@st 50 uL 2-fach SDS Probenpuffer
gegeben. Von den Lysaten 1 bis 3 wurde ein Teileméem Teil zweifach konzentriertem
Probenpuffer gemischt und alle Proben fur 5 Minutuf 95 °C erhitzt. Nach der
Zentrifugation fur 5 Minuten wurden 2 bis 15 uL aafs SDS-Gel aufgetragen.

Der verwendete RIPA Puffer enthalt 50 mM Tris-Cl pt6, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1
% (v/v) Triton X 100, 1 % (v/v) Natriumdesoxycholatd 0,1 % SDS. Die Lagerung erfolgte
bei 4 °C.

2.2.3.4 Tryptische Abbaubarkeit von Hillproteinen

Je 25 pL des loslichen Uberstandes aus infizier@lattmaterial von 23°C und der
Suspension des unldslichen Sediments von 30 °Cemundt 5 pL Trypsin 0.2 mg/ mL und
25 uL 0,1 M Tris pH 8,0 versetzt und bei 37 °C esielt. Zu den Zeiten t = 0 Min, 15 Min,
30 Min, 60 Min, 120 Min und 180 Min wurden je 10 jHtobe entnommen, diese 1.1 mit
Probenpuffer gemischt und 5 Min bei 95 °C gekodbie Proben wurden nach der
Zentrifugation auf einem 15 %igen Acrylamid-Gel lyseert.

Cos7 Zellen, die verschiedene Hullproteinmutantesdpzierten, wurden wie beschrieben
geerntet und das Zellpellet in 50 pL 50 mM Tris BH) suspendiert und wie bei den
Pflanzenextrakten mit Trypsin versetzt. Inkubieurde unter Schiitteln bei 37 °C und zu den
Zeitpunkten t = 0 Min, 30 Min, 60 Min, 90 Min undQ Min wurden 4 puL Probe entnommen
mit Probenpuffer gemischt und nach Erhitzen fir & Muf 95 °C auf einem 15%igen

Acrylamid-Gel analysiert.

2.2.3.5Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektrophoese

Polypeptidketten konnen in einer Gelmatrix entspeac ihrer Masse durch Anlegen eines
elektrischen Feldes aufgetrennt werden, wenn si®rzmit SDS undf-Merkaptoethanol
(oder Dithioerithol, DTE) behandelt wurden. SDS iaisisches Detergenz verhindert nicht-
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kovalente Bindungen der PolypeptidkettBAvierkaptoethanol reduziert die Disulfidbriicken
und trennt komplexe Proteine in einzelne Polypeptaif. Die durch das SDS negativ
geladenen Proteine wandern im elektrischen Feldyranél ihrer Masse unterschiedlich
schnell zum positiven Pol. Die Geschwindigkeit d&anderung ist dabei in gewissen
Grenzen von der GroR3e abhangig. Von Lammli (1974@de ein SDS-haltiges und im Bezug
auf pH-Wert und lonenstarke diskontinuierliches s@lycin-Puffersystem zur
Bandenscharfung entwickelt. Ein Trenngel mit einpkt+Wert von 8,8 wird von einem
Sammelgel mit einem pH von 6,8 Uberschichtet. Derskellung der Proteine nach der
Elektrophorese erfolgt durch Fixierung und Farbumig Coomassie-Blau-haltiger Lésung
oder durch Silbernitrat im Rahmen einer Silberfadu
Durch die Acrylamidkonzentration kann die Matrix ae GroRe der aufzutrennenden
Proteine angepasst werden.
Z.B. 7,5% (v/v) Proteine mit einer Grol3e zwisatb0 bis 200 kDa

10 % (v/v) Proteine mit einer Gré3e sohien 25 bis 120 kDa

12,5 % (v/v) Proteine mit einer Gré3e ohiEn 10 bis 50 kDa
Verwendet wurde in der Regel ein Material spareridas-Gelsystem. Ein weiterer Vortell
waren die kurzen Auftrennungszeiten.
Ansatz fur 2 Mini-Gele 12,5 %

Rotiphorese 30 3,4 mL
3MTris-CIpH 8,8 1,0mL
H,O Bidest 3,5mL
APS 10 % (v/v) 40 pL
TEMED 4 pL

Zur Polymerisation wird die Geloberflache mit Wasséder Isobutanol tberschichtet, die
Polymerisation erfolgt bei RT, die Lagerung bis z@ebrauch bei 4 °C.

Direkt vor Gebrauch wird das Sammelgel gegossemevavird der Probenkamm eingesetzt.
Ansatz fur 2 Mini-Gele:

Rotiphorese 30 380 uL

3 M Tris-Cl pH 6,8 380 pL

Saccharose 60 % (w/v) 1,45 mL

H,O Bidest 750 pL
APS 10 % (w/v) 20 pL
TEMED 2 UL

Die Polymerisation erfolgt bei RT, das Gel ist naah30 bis 45 Minuten fertig.
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Nach der Polymerisation wird der Kamm aus dem @ebgen, die Taschen mit Trennpuffer
gespult und das Gel in die Kammer eingesetzt. Nawhidaufpuffer eingefullt wurde, kdnnen
die Proben aufgetragen werden. Die Elektrophore®ége bei 100 Volt. Nach Beendigung
des Laufs wird das Gel fiur 1 bis 3 Stunden odehaioer Nacht in Coomassie-Blau-Lésung
gefarbt und danach in Entfarbeldsung entfarbt. ®iearbelésung besteht aus 25 % (v/v)
Isopropanol (technisch), 10 % (v/v) Essigsaurehftesch) und 0,025 % (w/v) Coomassie
Blue R in destilliertem Wasser. Der Entfarber eltha,5 % (v/v) Isopropanol (technisch)

und 10 % (v/v) Essigséaure (technisch) in destikier Wasser.

2.2.3.6 Isoelektrische Fokussierung

Die Ladung eines Proteins wird durch die Aminoséubestimmt, aus denen das Protein
aufgebaut ist. Ohne Zugabe von SDS wandert eindouch nicht-ionische Detergenzien

solubilisiertes Protein in einem elektrischen Feldtsprechend seiner Nettoladung zum
positiven oder negativen Pol.

Bildet man in einer Matrix mit kleinen zwitteriowisen Peptiden durch Anlegen einer
Spannung einen pH-Gradienten aus, wandert ein iRrotediesem pH-Gradienten bis zu

seinem isoelektrischen Punkt. Hier ist seine Ladglegch Null, daher erfolgt keine weitere

Wanderung. Die Spannweite des pH-Gradienten windhddie zugegebenen Zwitterionen

bestimmt und kann entsprechend des zu analysierdeleichs gemischt werden.

Probenaufbereitung fur die Fokussierung

Das zu analysierende Proteinmaterial wurde 1:1Lysis-Losung gemischt, 5 Minuten bei
RT geschittelt und 5 Minuten bei 13.000 rpm abzfesgiert. Fur die Fokussierung von
pflanzlichen Proteinen wurde als pH-Referenz Skmletkel Aktin (Kaninchen) in einer
Konzentration von 0,2 bis 0,4 pg pro Ansatz zugeset

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem isoele&tesn Punkt fand in 1,2 mm weiten
Glasrohrchen statt.

Vorbereitung der Fokussierungsmatrix

Glaskapillaren mit einer lichten Offnung von 1,2 nwurden an einem Ende dicht mit
Parafilm (American National Can Company) verschdosand mit einer 100 pL Hamilton
Spritze mit 100 pL Acrylamid-Mischung befillt. Lbfasen am verschlossenen Ende der

Kapillare wurden durch leichtes Klopfen entfernandch mit wenig Wasser Uberschichtet.
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Nach der Polymerisation wurde das Wasser abgenomnuméndurch Lysis-Losung ersetzt.
Die Stabchen kdnnen tber Nacht bei RT gelagerteverd

Die Lysis-Losung wurde abgenommen und das Stabaohedie Kammer gesteckt. Die

gewulnschte Menge Probe wurde aufgetragen und wtigsimit 0,02 M NaOH lberschichtet.

Der obere Trog der Elektrophoresekammer wurde B2 8 NaOH gefllt. In den unteren

Trog wurde 0,01 M Phosphorsaure gegeben und flr6diem lange Laufstrecke eine
Spannung wie folgt gewabhilt:

30 Minuten 100 Volt

150 Minuten 200 Volt

15 Minuten 400 Volt

Nach dem Lauf wurden die Kapillaren bei -20 °C eingren, die Proben kénnen bis zur
Verwendung bei dieser Temperatur gelagert werden.

Die Auftrennung nach Protein-Grol3e erfolgte serireur Fokussierung auf einem SDS-
Acrylamid-Gel. Dazu wurde ein Sammelgel mit nureeiasche auf ein Acrylamid-Gel

gegossen. In die Tasche wird flussiger Molekulaigkts-Standard gefiillt.

Ampholine: Fa. LKB — Pharmacia,

pH Bereiche: 3,5 bis 10; 5 bis 8; 4 bis 6; 5 bis 7

Fur die IEF-Acrylamid-Losung wurden 15,1 bis 17,Harnstoff p.a. (8 bis 8,2 M) in 3 mL
Ampholin-Mischung (z. B. 2 mL 3,5 — 10, 1 mL 5 5 8)mL Acrylamid-Mischung (28,8 %
(w/v) Acrylamid, 1,6 % (w/v) Bis-Acrylamid), 6 mLQL% (v/v) NP 40 in KO und 4,6 mL
dest. Wasser geldst, portioniert und bei -80 °@efiroren.

Die Lysis-Losung zur Solubilisierung der Proteimghélt 14,3 g Harnstoff p.a. in 0,5 mL
Ampholin Mischung, 1,25 mB-Merkaptoethanol, 5 mL 10 % (v/v) NP 40 in®iund 10 mL

dest. Wasser. Auch diese L6sung wurde portioniggteingefroren bei -80 °C gelagert.

2.2.3.7 Eindimensionale isoelektrische Fokussierung

Um den isoelektrischen Punkt gereinigter Proteime vergleichen, ist es moglich die
Fokussierung in einer Gelkassette durchzufiihrerzuDaurde die Acrylamid-Ampholin-
Mischung wie fur ein SDS-Gel zwischen 2 Glasplatyegossen und auspolymerisiert. Die
Dicke des Gels betrug 0,5 mm, die Abdichtung desd¢tte erfolgte mit Agarose. Der Kamm,
der die Taschen bildet, wurde zuvor eingesetzkaila separates Sammelgel bendtigt wurde.
Die Polymerisation erfolgte in ca. 1 Stunde bei ®le Proben wurden wie unter 2.2.3.7
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beschrieben hergestellt und aufgetragen. Der Spayswerlauf war wie oben angegeben. Es

erfolgte eine Farbung mit Coomassie-Blau oder 8ifteerfarbung.

2.2.3.8 Immunblot

Um Proteine in Pflanzen oder Saugetierzell-Extnaktemunologisch nachweisen zu kénnen,
wurden die in SDS-Gel aufgetrennten Proteine aufokiellulose Uberfuhrt. Dazu gibt es
unterschiedliche Methoden. Neben dem Diffusions-Bki dem die Proteine aus dem SDS-
Gel nur durch Diffusion auf die Nitrozellulose Utsagen werden, kann die Ubertragung auch
elektrophoretisch erfolgen. Hier wurde d&mi dry Verfahren eingesetzt um die Proteine auf
die Nitrozellulose zu Ubertragen. Da die ProtemeGel mit der negativen Ladung des SDS
versehen sind, kdnnen sie durch eine senkrechtiaelflache angelegte Spannung auf eine
darunter liegende Nitrozellulosemembran Ubertragerden. Zellulosenitrat bindet aufgrund
seiner Struktur und Ladung Proteine relativ fese Ritrozellulosemembran kann dann mit
Antikdrpern gegen bestimmte Proteine inkubiert ainese wiederum mit unterschiedlichen
Methoden detektiert werden.

Durchfuhrung:

Filterpapiere (GB 002 190 g/cm Schleicher und Skhweurden auf die Grof3e des Gels
zurechtgeschnitten und entsprechend dem skizzieAafbau mit den angegebenen
Pufferlosungen getrankt. Die ebenfalls auf Gelgr@@schnittene Nitrozellulose (Protran
BA85, Porengrol3e 0,45 um; Schleicher und Schuelfderin destilliertem Wasser getrankt.
Alle Komponenten wurden auf der Graphitplatte, die Kathode dient, entsprechend der
Abbildung (s.u.) aufgeschichtet. Die Luftblasen satien den einzelnen Schichten kdnnen
durch sanftes Rollen mit einer Glaspipette entferettden. Die obere Elektrodenplatte wurde
aufgelegt und der Aufbau mit einem Gewicht beschvi@er Transfer wurde mit 60 mA pro
40 cnf fir 1 Stunde durchgefiihrt.

Anode

_— 3 Lagen Filterpapier Lsg.C

I/ ungefarbtes Gel
IIIIIIllllllllllllllllllllllllll/ Nltroze“ulose

|\ 1 Lage Filterpapier Lsg. B

_\ 2 Lagen Filterpapier Lsg. A
Katode

Schichtung deSemi dry Blots
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Losungen fur de®emi dry Blot:

A: 300 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol

B: 30 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol

C: 25 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol, 40 m&Aminocapronsaure

Nach Ende des Transfers kann das Acrylamid-GelGoamassie Blau gefarbt werden, um
die Vollstandigkeit des Transfers zu Uberprufene Mitrozellulose wurde zweimal mit

destilliertem Wasser gewaschen und mit 1:50 verghirfPonceau-Rot-Losung fir 5 Minuten
unter leichtem Schitteln gefarbt. Ponceau-Rot himdeersibel an Proteine und kann im
basischen Milieu mit hoher lonenstarke abgewascherden, wie z.B. in basischer Tris-
Losung. Durch die Farbung konnen die Banden deskédsr sowie die einzelnen

Proteinspuren markiert werden. Nach dem Entfarbemrdev die Nitrozellulose zur

Blockierung der Bindungskapazitat mit einer 3 %i@®A-Losung in PBS fur eine Stunde
bei RT inkubiert.

Der erste Antikérper wurde in 0,5 % (w/v) BSA in Berdunnt und fur 1 bis 3 Stunden bei
RT oder auch fur 16 Stunden bei 4 °C inkubiert. &mgdener Antikérper wurde durch
waschen mit 0,5 % (w/v) Milchpulver in PBS-Tweertfemt. Nach dreimaligem Waschen
fur je 10 Minuten wurde die Verdinnung des 2. Adtgers in 0,5 % (v/v) BSA in PBS auf
die Nitrozellulose gegeben. Die Inkubation erfoldie 1 Stunde bei RT. Danach wurde
dreimal mit Milchpulver-PBS-Tween gewaschen. Vor bikubation mit dem ECL-Reagenz
wurde zweimal mit TBS gewaschen. Die Inkubation detm ECL-Reagenz erfolgte nach
Vorschrift.

Lésungen fur den Immunblot:

Ponceau-Rot-L6sung (Sigma ) 1:50 in dest. Wass@limnt

Tris-Base 50 mM in dest. Wasser

3 % (w/v) BSA in PBS (fertige Losung bei -20 °C gamiert eingefroren lagern)
0,5 % (w/v) BSA in PBS (fertige Losung bei -20 °@rgoniert eingefroren lagern)
0,02 % (v/v) Tween 20 in PBS mit 0,5 % (w/v) Magéampulver (bei 4 °C lagern)
Der TBS-Puffer enthalt 137 mM NaCl und 10 mM Trigdthat einen pH von 7,3.

2.2.3.9 Enzym vermittelte Chemolumineszenz (ECL)
Auf die mit TBS gespiilte Folie wurde in der Dunlatkmer ECL-L&sung (1mL / 40 &BM
Chemoluminescence Blotting Substrate oder Lumi-LiBlus, Roche, Mannheim) gegeben
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und nach 60 Sekunden bzw. 5 Minuten Inkubations#egesaugt. Die Nitrozellulose wurde
zwischen transparente Plastikfolien gelegt undgehnChemolumineszenz-Intensitat fir 10
Sekunden bis zu 30 Minuten in einer Kassette mit-E@m (HyperfilmECL, Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England) ingxibi Der Spezialfilm wurde in
Rontgenfilm-Entwickler und Fixierer (Kodak x-ray Weoper LX 24 und Kodak X-ray Fixer
AL4 Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) entwicketduixiert und nach dem Wassern
luftgetrocknet.

2.2.4 Kulturen tierischer Zellen

Die Zellkulturarbeiten wurden in einer Sterilbankei$-Guard, (The Baker Company,
Sanford, USA) in einem flur Zellkulturarbeiten spdiziausgestatteten Labor durchgefihrt.
Medien und Medienzusatze wurden als sterile Fexidykte vom Hersteller bezogen.
Schalen, Réhrchen und Flaschen wurden von der Riume bezogen. Glaspipetten wurden

nach dem Spulen mit Watte gestopft und fur 3 Starme 180 °C sterilisiert.

2.2.4.1 Passagieren, Einfrieren und Auftauen adhanger Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen wie z.B.sZooder Neuro2a wurden durch
Behandlung mit Trypsin-EDTA (PAA, Linz) in Suspemsigebracht und je nach Bedarf mit
Medium verdiinnt und in Flaschen bzw. Schalen mitkiglasern weiter passagiert. Die
Temperatur fur das normale Passagieren der Zediend37 °C und die G®Battigung 7,5 %.
Das verwendete Medium war DMEM mit 4,5 g/l Glucosel L-Glutamin (PAA) sowie 10 %
(v/v) FCS Gold (fotales Kalberserum, PAA), 1 % nedsentielle Aminosauren (PAA) und
1 % 100x Penicillin/Streptomycin (PAA). Fur die Betdlung der Neuro2a Zellen wurde das
Trypsin 1:1 mit PBS verdinnt.

Um eine Zellsuspension einzufrieren, wurden die fimypsin abgelosten Zellen mit 5
Volumen Medium versetzt um die Trypsin-Aktivitat mioppen. Die Suspension wurde
abzentrifugiert (5 Min bei 2000 rpm), das Zellsedith auf Eis abgekthlt und mit 1 mL
CellCulture Freezing Medium (Invitrogen, Groningenjt 10 % (v/v) DMSO suspendiert.
Die Zellsuspension wurde in vorgekuhlte Einfrieméiiten gegeben und sofort bei -80 °C
eingefroren. Nach 24 Stunden wurden die Probeltigsitjem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurde eine Zellkulturflasche mit vosgemtem Medium geflllt und das
Kryordhrchen rasch bei 37 °C aufgetaut, der Inbafort in das Medium gegeben und bei 37
°C inkubiert. Nach 16 bis 24 Stunden wurde das Mmadjewechselt.
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2.2.4.2 Transfektion tierischer Zellen

24 Stunden vor der Transfektion wurden die Zellandie Kulturschalen mit sterilen
Deckglasern ausgesét. In eine Schale mit 30 mm Hbwesser wurden 3 Deckglasern mit
einem Durchmesser von 10 mm gelegt, in eine 60 rohal® konnten 8 Deckglaser gelegt
werden. Die Zelldichte wurde so gewahlt, dass dideri nach 24 Stunden zu 50 bis 70 %
konfluent waren.

Die Transfektion wurde mit Lipofektamin und Plusa@enz (Invitrogen, Karlsruhe)
entsprechend den Angaben des Herstellers durchggeldch 3 Stunden Inkubationszeit bei
37 °C ohne Serum wurde das DMEM-Medium mit demagien Volumen Medium mit 20 %
(v/v) Serumkonzentration aufgefullt. Die Zellen \wan weiter bei 37 °C inkubiert oder zu
30 °C gestellt. Nach einer festgelegten Inkubatieitsvurde die Transfektion beendet oder
die Zellen wurden von 30 °C zu 37 °C gestellt umgl ldkubation bei dieser Temperatur

fortgesetzt.

2.2.4.3 Zellgewinnung fir den Immunblot

Nach Beendigung der Inkubation wurde das Mediuneabmmen und die darin enthaltenen
Zellen abzentrifugiert. Die Kulturschale wurde eammit PBS gewaschen und die
enthaltenen Zellen zum Zellsediment gegeben, abfagiert und der Uberstand vollstandig
abgenommen. Diese Zellfraktion wurde in einigensvehen getrennt von den adharenten
Zellen untersucht.

Die Deckglaser wurden aus der Kulturschale genomonah fixiert. Die in der Schale
verbliebenen Zellen wurden mit einem Silikonschaddggeschabt und mit wenig PBS in ein
Reaktionsgefald tberfihrt und abzentrifugiert (si2l2e3.2). Beide Zellproben wurden ohne

PBS bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C gelage

2.2.4.4 Analyse der abgeldsten Zellen im Kulturmedm

Um zu uberprifen, ob im Medium der transfiziertenltfren je nach Mutante eine
unterschiedliche Anzahl transfizierter, nicht mabharent wachsender Zellen war, wurde der
Uberstand verschiedener Transfektionsversuche aifmgiert und die darin enthaltenen
Zellen auf einen zuvor mit Cell-Tak (BD Biosciencegell- und Gewebekleber aus
polyphenolischen Proteinen extrahiert adgtilus edulis) beschichtetes Deckglas gegeben.
Nach 1 bis 2 Stunden bei RT wurde der Uberstan@sshmt und eine Antikorperfarbung
durchgefuhrt.
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2.2.4.5 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Die Expression der Plasmide in den Zellen konnteldden Nachweis des Hullproteins mit
spezifischen ersten Antikdrpern gezeigt werdenstasden verschiedene erste und zweite
Antikdrper zur Verfugung. Andere Zellbestandteilenkten durch weitere z. T. gekaufte
Antikdrper dargestellt werden. Eine gleichzeitigar&ellung von 2 Antigenen war immer
dann mdglich, wenn ein Antikérper aus Kaninchen mitem aus der Maus kombiniert
werden konnte.

Die mit PBS gewaschenen Deckglaser wurden in Malti8chalen gelegt, die Fixierung
erfolgte zur Darstellung des Hullproteins mit -ZD Methanol fur 1 bis 2 Minuten oder mit
3,7 % (w/v) para-Formaldehyd-Losung in PBS bei Rl X5 Minuten. Nach der Fixierung
wurde dreimal mit PBS gewaschen. Die Methanol-fiele Zellen wurden dann fur weitere
20 bis 30 Minuten in PBS belassen. Para-Formaldékiate Zellen wurden mit 0,2 % (v/v)
Triton in PBS fur 10 Minuten permeabilisiert, dahaeurde dreimal mit PBS gewaschen.

Fur die Inkubation mit dem ersten Antikorper wurdk® Deckglaser in eine feuchte Kammer
gelegt und 25 bis 40 pL Antikdrperverdiinnung in 4 %v/v) BSA in PBS auf das Deckglas
pipettiert. Die Inkubation erfolgte fur 1 bis 3 8tlen bei RT oder fir 16 Stunden bei 4 °C.
Die Deckglaser wurden dreimal mit PBS gewaschen derdzweite Antikdrper in der vom
Hersteller empfohlenen Verdinnung aufpipettiereddr Antikdrper wurde fir eine Stunde
bei RT im Dunkeln inkubiert. Danach wurde einmat RIBS gewaschen und fiur 10 Minuten
mit Hoechst Stain (Hoechst 33258, Sigma B 2261)erai bis-Benzimid Derivat, zur
Darstellung der Kerne gefarbt. AnschlieBend wurdie Deckglaser dreimal mit PBS
gewaschen und mit Elvanol luftblasenfrei eingedebké Praparate wurden dunkel bei 4 °C
gelagert.

Die Auswertung erfolgte an einem Axiophot-Fluoreszaikroskop der Fa. Zeiss. Die
Dokumentation mit einer Digitalkamera Coolpix 99tkdh. Die Bearbeitung der digitalen
Bilder erfolgte mit der Software Adobe Photoshdp zw. 7.0.

Ldsungen fur die Immunfluoreszenz:

PBS (siehe 2.2.3.2)

Methanol p.a. -20 °C

0,2 % (v/v) Triton in PBS

0,5 % (w/v) BSA in PBS

Hoechst Stain 1 mg/mL Stammldsung, vor Gebrauc@Din PBS verdiinnen
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Die p-Formaldehyd-Ldsung wurde wie folgt angesetzt:

24 g p-Formaldehyd wurden in 530 mL dest. Wasser6® °C geldst und einige Tropfen 1
M NaOH zugegeben bis die Losung klar wurde. Naah ébkihlen auf RT wurden 60 mL
10x konzentriertes PBS zugegeben. Der pH-Wert wilgerprift und bei Bedarf auf 7,3

eingestellt. Die Losung wurde portioniert und b&0-°C gelagert.

Elvanol, ein Eindeckmedium auf wassriger Basis,d&welbst hergestellt. Dazu wurden 10 g
Moviol 4-88 (Granulat, wasserldslicher Polyvinylahol (PVAL) mit unterschiedlichem
Polymerisations- und Hydrolysegrad) in 40 mL PBSpsdiert und 24 Stunden bei RT
geruhrt. Es wurden dann 20 mL 100 % Glycerin, fiuiadie Mikroskopie (Merck), zugegeben
und das Gemisch weitere 24 Stunden bei 4 °C gerDiet L6sung wurde eine Stunde bei
15.000 rpm, (Rotor SS 34, Sorvall) 4 °C abzentidttg Der Uberstand wurde vorsichtig
abgekippt und portioniert bei 4 °C gut verschlosgelagert.

2.2.4.6 Hemmung der proteasomalen Aktivitat in ZeKulturzellen

Um den Proteinabbau in den lebenden Zellkultureellas unterbinden, wurde der

Proteasomen-Inhibitor MG 132 (N-CBZ-Leu-Leu-Leudjn8igma) zugesetzt. Bei diesem
Inhibitor handelt es sich um ein kleines synthéigsc Peptid (MW 475,6), welches das
Proteasom blockiert.

Die Substanz wurde in DMSO in einer Konzentratioon vlI0 mM gelést und dem

verwendeten DMEM-Medium in einer Endkonzentratiam\Vi0 uM frisch zugegeben. In

dieser Konzentration wird der proteasomale Probdiaa gehemmt, die Zellen bleiben aber

vital.

2.2.4.7Manipulationen zur Steigerung der Anzahl Hillprotein positiver Zellen

Eine Mitomycin-Behandlung der Zellen (Sigma, 10mig/Medium) nach der Transfektion

sollte die Teilung der Zellen verhindern und denelntransient transfizierter Zellen stabil

halten. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz-Unténsngen zeigten keine Steigerung der
HP-positiven Zellen, jedoch eine Veranderung ddikéme, ebenso war die Morphologie

vieler Zellen atypisch.

Eine Kotransfektion von gleichen Konzentrationemgare- und GFP-Plasmiden sollte

zeigen, ob bei gleicher Konzentration fir beidesPli@e die Anzahl der positiven Zellen fur
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beide Plasmide gleich ist. Nach Inkubation bei @0ftir 48 Stunden wurden die Zellen mit
para-Formaldehyd fixiert, da eine GFP-Darstellumg Nethanol-fixierten Zellen nicht
maoglich war. Im Praparat war eine deutlich hoherezahl GFP-positiver Zellen als
Hullprotein-positiver Zellen zu sehen. Da die Deltsng des Hullproteins mit para-

Formaldehyd allerdings nicht optimal war, wurdesdieAnsatz nicht weiter verfolgt.

Ein weiteres kurzes Markierungspeptid ist der Pislydine Tag, hier wurden 6 Histidine in
Folge an das C-terminale Ende der Polypeptidkedtéiggt. Er bietet neben seiner geringen
Lange auch den Vorteil, dass man so markierte iptéer eine Ni-Chelat-Komplex-Matrix
aus dem Zellextrakt reinigen kann (Hochuli et 8087). Die Markierung der Hullproteine in
Séaugerzellen mit dem His-6-Tag sollte die Nachwariséit verbessern und eine Aufreinigung
und Analyse der produzierten Hullproteine ermdglithDie bei 30°C l6slich-diffus in der
Zelle vorliegenden Hullproteineulgare und Ni2068 waren mit der His-6-Markierung in den
Neuro2A Zellen atypisch klumpig, der eingesetzté &his-6-Antikdrper reagierte zudem
unspezifisch mit anderen Zellbestandteilen. Mitsdie Methode konnte keine bessere

Darstellung des Hullproteins oder eine Aufreiniguleg Hullproteins erreicht werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierung von anti-TMV-Antikdrpern

Um das TMV und seine Hiullproteinmutanten in pflactzén und tierischen Extrakten
untersuchen zu konnen, wurde ein polyklonaler unehnere monoklonale Antikorper
hergestellt.

Ein Kaninchen wurde mit intaktenvulgare-Virus subkutan immunisiert, durch vier
Injektionen im Abstand von je vier Wochen wurde Argikorperproduktion weiter angeregt.
Das Serum der terminalen Blutenthahme des Kanischearde im Immunblot mit
dissoziiertem TMV und Extrakten von infiziertem umigdht infiziertem Blattmaterial getestet.
Mit den Extrakten infizierter Blatter gab es nodheedeutliche Reaktion in einer Verdinnung
von 1: 5000.

Der so erhaltene polyklonale Kaninchen-AntikorpEM&Rb erkennt im Immunblotulgare-
HP sowie alle anderen bisher getesteten TMV-Vagianin der Immunfluoreszenz mit
transfizierten Zellen erkennt der aTMVRb-Antikérpeias TMV-HP in l6slicher und
unléslicher Form sowie die parakristalline Form Wégdtyp-HPs (Sengbusch, P.v. 1965).

In Zusammenarbeit mit S. Buchmeier und B. M. JockusTechnische Universitat
Braunschweig konnten mehrere monoklonale Antikormeeh der Immunisierung der Maus
mit intaktem Virus gewonnen werden, von denen f(#&, 7A, 3C, 2F, 4F) verwendet
wurden. Deren Titer lag im Immunblot zwischen 1ud 1:2000. Aus der Immunisierung
mit A-Protein (durch Alkali-Behandlung gewonneneimiere des TMV-HP) wurden vier
Antikdrper weiter charakterisiert (3B.1C, 6C, 2Dgren Titer zwischen 1:10 und 1:5000 lag.
Um die Bindungsepitope der monoklonalen Antikérpgrzugrenzen, wurden einige dieser
Antikdrper im Immunblot mit drei TMV-Wildstdammen upstet, die sich in ihrer
Aminosaurezusammensetzung deutlich vom ebenfallsngesetzten wvulgare-Typ
unterscheiden. Verwendet wurden dazu neben dend&tihVildstammvulgare die TMV-
WildstammeDahlemense, U2 und HRG.

Da sich die Sequenzen der TMV-Stamme in weiten iBeea@ unterscheiden (Schilde-
Rentschler, 1968), muss der Antikdrper 2F in eirgmitop des Hullproteins binden, dessen
Sequenz fir alle Stamme gleich ist. Antikorper 3@dbt in einem Bereich, der fimlgare,
Dahlemense und U2 die gleiche Aminosauresequenz hat. Diekénpier 3B und 2D erkennen
ein Epitop, das spezifisch nur im TMXidgare vorkommt. Der Antikbrper aus dem

Kaninchen erkennt alle getesteten Virus-VariantBa. es sich um einen polyklonalen
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Antikdrper handelt, enthalt er Immunglobuline mitnterschiedlicher Spezifitat.
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Abb.5 Reaktion verschiedener anti-TMV-Antikbrper mit SDS-denaturierten
Hullproteinen von TMV-Varianten

Reaktion der monoklonalen und des polyklonalen K&mpers (Rb) mit SDS-denaturierten
Hullproteinen der getesteten Virus-Stammggare =V, Dahlemense = D, U2 = U, Holmes
Ribgrass (HRG) = H

Von den gegemulgare Viruspartikel erzeugten monoklonalen Antikérpery, 8C und 2F
(obere Reihe) zeigt 2F eine starke Reaktion ménallier Virusstdmmen. Der Antikdrper 3C
reagiert gut mivulgare und Dahlemense-Hullprotein, schwécher mit U2 und nicht mit HRG.
Der dritte getestete Antikorper 4A reagiert mitgare und Dahlemense, nicht aber mit U2
und HRG.

Von den gegenvulgare-A-Protein erzeugten monoklonalen Antikérpern (vatdreihe)
wurden 3B und 2D getestet. Beide zeigen nurvuligare Hullprotein eine Reaktion, nicht
mit den VirustyperDahlemense, U2 oder HRG.

Vul g MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI EL| NLCTNAL GNQFQTQQARTVWQRQFSEVWKPSPQVT 60
Dahl  MSYSI TSPSQFVFWSSVWADPI ELLNVCTSSLGNQFQTQQART TVQQOFSEVWKPFPQST 60
w2 MPYTI NSPSQFVYLSSAYADPVQLI NLCTNAL GNQFQTQQART TVQQQFADAVKPVPSMI 60
HRG  NMSYNI TSSNQYQYFAAM/\AEPTAI\/L NQCVSALSQSYQTQAARDTVRQQFSNL LSAI VTPN 60

* Kk k. I 3 . ckk Kk koK * * %

Vul g VRFPDSDFKVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQANPTTAETLDATRRVDDATV 120
Dahl  VRFPGDVYKVYRYNAVLDPLI TALLGTFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATV 120
U2 VRFPASDFYVYRYNSTLDPLI TALLNSFDTRNRI | EVDNQPAPNTTEI VNATOQRVDDATV 120
HRG ORF PETGYRMYI NSAVLKPLYESLMKSFDTRNRI | ETEEESRPSASEVANATOQRVDDATV 120

* k * . * * % . k. s kkkkkkk Kk %k * .k s kk s kkkkkkk

Vul g Al RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGLVWISGPAT 159
Dahl Al RSAI NNLVNELVRGTGLYNONTFESMSGLVWWISAPAS 159
U2 Al RASI NNLANEL VRGTGVFNQAGFETASGLVWI TTPAT 159
HRG Al RSQ QLLLNELSNGHG.MNRAEFEVL- - LPWATAPAT 157

*** * . * * % * % E * % kKoo R

Abb. 6 Sequenzvergleiclvulgare, Dahlemense, U2 und HRG

Vergleich der in Abb.5 gezeigten Hullproteine ausIVI vulgare, Acc.Nr.: NC_001367

(Vulg), Dahlemense, Acc.Nr.: AJ429084 (Dahl), UZ;cANr.: M34077 und HRG, Acc.Nr.:

AF185272. Identische AA: *, homologe AA. Rot: hydrophobe AA, magenta: positiv
geladene AA, blau: negativ geladene AA. Es gibt gldwidentische Bereiche als auch
Sequenzabfolgen, die abweichend valgare sind.
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3.2 Verhalten und Wirkung von TMV Hiillprotein in Pf lanzengewebe

3.2.1 Loslichkeit des TMV-Hullproteins bei Raumtemgratur und 30 °C und Reaktion
der Pflanze auf unldsliches Hullprotein

Wurde Nicotiana tabacum var. Samsun nn mit temperatursensitiven Mutamehuliert und
die produzierten Hullproteine durch einen Wechsal ldkubationstemperatur von RT zu >
30 °C denaturiert, konnte ein Anstieg der ChapersBis#®70 und HSP18 in der Pflanze
beobachtet werden. Als Kontrolle dieser Reaktiorrden mit vulgare infizierte Pflanzen
untersucht. Die Ergebnisse der Untersuchungen wurdeffentlicht:

Mutants of tobacco mosaic virus with temperatumesgee coat proteins induce heat shock
response in tobacco leaves

Molecular Plant and Microbe Interaction 2001, 14004-7

Die HS-Reaktion der Tabakpflanze wurde eingehendietersucht. Dabei wurden im

unléslichen Sediment der mit temperatursensitiverutaviten infizierten Pflanzen

ubiquitinierte Proteine gefunden. Denaturierte TMUHproteine werden in der Tabakpflanze
ubiquitiniert, native I6sliche Hullproteine bleib&ei von Ubiquitin.

Misfolded plant virus proteins: elicitors and taigef ubiquitylation

FEBS letters 545 (2003)229-232

3.2.2 Beziehung zwischen isoelektrischem Punkt undminosdureaustauschen bei
mutierten TMV-Hillproteinen aus Tabakpflanzen

Die isoelektrischen Punkte (IEPs) des Hullproteans gereinigtem Virus des Wildstamms
vulgare, und seiner Mutanten wurde durch eindimensionateelektrische Fokussierung
bestimmt. Bei der Analyse der verschiedenen TMV-HPsckusch & Wiegand, 2003)
konnten die nach einem Aminosdureaustausch, angedsene Seitenketten beteiligt sind,
erwartete Verschiebung des IEP dargestellt werdgne Verminderung der negativen
Nettoladung, z. B. durch D19A, D19G oder N140K h&tvierwartungsgemal eine
Verschiebung des IEP ins Basische.

Die Mutante Nill18 zeigt dabei ebenso wie das dirdmermutagenese erzeugte Pendant
P20L; einen IEP von 5,4 vergleichbar mit der Mutafie/um mit dem Ladungsaustausch
D19A, obwohl der P20L Austausch nicht mit einer wagsanderung verbunden ist. Das
ungewohnliche Ladungsverhalten der Mutante Nill8 r wachon bei der
Harnstoffgelelektrophorese (Jockusch 1966a) bedbaalorden.
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Abb. 7 Isoelektrische Fokussierung von Virus-Variaten

Oben: Gereinigte, harnstoffdissoziierte TMV-Varimtwurden in einem 1D-Gel analysiert.
Marker fir den IEP war Aktin (Ac., IEP: 5,1). Awgtinung vom Basischen (OH-) zum
Sauren (H+). Die Varianten mit Ladungsveranderurgjed gekennzeichnet (*). Die Stamme
U2 und Dahlemense unterscheiden sich in ihrer Gleichgewichtspositarfgrund ihrer von
vulgare abweichenden Sequenz.

Unten: Immunblots nach isoelektrischer Fokussiervran Extrakten aus infiziertem
Blattgewebe. Als Referenz wurde der Probe tierisechéktin aus Kaninchenmuskel (Ac.
IEP 5,1) zugesetzt und mitfokussiert. Der in dend@au-Rot-Farbung sichtbare Proteinfleck
wurde markiert (*). Auch hier ist die VeranderurgsdEP der Mutante P20s&ichtbar.

3.2.3 Verhalten von PnL bzw. PnS TMV-Mutanten in de Pflanzenzelle und Reaktion
der Pflanzenzelle auf die Hullproteine

Durch Primermutagenese erzeugte TMV-Mutanten (Ftagedorn, 2004), in deren cDNA
fur das HP gezielt Codons fur die Proline (P) dédigfioteins an den Positionen 20, 54 und
56 durch solche fiir ein Leucin (L) ersetzt wordenarem, wurden auf ihre
Temperatursensitivitat untersucht. Dazu wurdenrR#a vonNicotiana tabacum Samsun n/n
mit den in ihrem Temperaturverhalten bekannten drfirutanten Nil118 (P20L), Ni1196
(P63S), Ni1927 (P156L) sowwilgare als Kontrolle und den neu erzeugten Mutanten R20L
P54L und P56L inokuliert, zunéachst 24 Stunden Bei@ belassen und dann je eine Pflanze
bei 23 °C und bei 30 °C gehalten. Nach 3 bis 5 magerden die primar infizierten Blatter

geerntet. Die Extrakte wurden durch niedertourigatéfugation in l6sliche Uberstand (U)
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und unlésliches Sediment (S) getrennt und die Fma&h auf einem SDS-Gel auf ihren TMV-
HP-Gehalt analysiert.

23 °C 30 °C
® 6 o RS SR
M <° J é\\\ Q%Q\)Q‘Jb‘\)g‘)b\)g\,\\q gx\gm M M % N é\\ Q’LQ\)Q‘JD‘X)Q‘JQ) D é\\Q M
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Abb. 8 Losliche und unldsliche TMV-Hullproteine nach Inkubation der Wirtspflanze
bei 23 °C und 30 °C

Auftrennung der Fraktionen durch ein 12,5 % SDS-EAGlentifizierung des TMV-HP
durch die Molekularmasse. Pfeilspitze: Vergleicasdard reines TMV-HP; M = 17,6 KDa.
Im Uberstand der Extrakte von den bei 23 °C gehalteTMV-infizierten Pflanzen war eine
bei allen Stammen etwa gleiche Konzentration dskclien Hullproteins, wahrscheinlich in
Form von Virionen zu finden. Der Uberstand der 8@i°C gehaltenen Pflanzen zeigt ein
anderes BildVulgare Hullprotein lag in I6slicher Form vor, Ni118, P20Qind P54L zeigten
im Uberstand kein I6sliches Hiullprotein, d.h. diddatanten sind temperatursensitiv (ts),
(Jockusch, 1964, 1966a). Der Extrakt der bei 3@ékaltenen P56L infizierten Pflanze zeigte
ebensoviel 16sliches Hillprotein wie bei 23 °C. gttigen war beim Extrakt aus Ni1196 (ts)
infizierten Blattern bei 30 °C eine deutliche Retimk des I6slichen Virus-Hullproteins zu
sehen. Ni1927 verhielt sich bei 30 °C ahnlich wikgare, die Menge loslicher Hullproteine
bzw. Virusteilchen war nicht reduziert, die Mutans¢ temperaturresistent (tr) (Jockusch,
1964, 1966).

51



Ergebnisse

Im unl6slichen Sediment war bei 23 °C nur in denobeén Ni118 (P20L) und den vitro
erzeugten Mutante P20imit dem gleichen Aminosaureaustausch Hullproteinekennen.
Der Austausch P20L fihrt zu einer drastischen dseerung der Konformation des TMV-
HP, die sich bereits bei der niedrigen, nicht psesimen Temperatur bemerkbar macht
(Jockusch & Wiegand, 2003). Die Analyse des bei@@nfallenden Sediments zeigte etwas
Hullprotein invulgare infizierten Blattern. In den Sedimenten der Nilt®l P20L infizierten
Blattern ist bei 30 °C eine &hnliche Konzentratumidslichen Hillproteins vorhanden, wie in
den Sedimenten bei 23 °C. Eine deutliche Zunaheseusltslichen Virusproteins war bei
den TMV Stdmmen P54L (neu) und Nil1196 (ts. Jockud®64, 1966a) bei 30 °C zu
beobachten, diese Stamme sind temperatursensigvStamme P56L und Nil927 zeigten

kaum unl8sliches Protein im Sediment, und sind deiin der Pflanze tr.

Um auch niedrige Konzentrationen des TMV-Hullprotenachweisen zu kénnen, wurden die
beschriebenen Proben auch im Immunblot mit einemakionalen Antikérper gegen das

Hullprotein untersucht. Durch die Inkubation mihe@m Antikdrper gegen Ubiquitin konnte,

wie bereits publiziert, die Frage beantwortet wardeb bei nicht permissiver Temperatur
fehlgefaltetes, denaturiertes ts TMV-HP ubiquérh wird (Jockusch & Wiegand, 2003:

Publikation beigefugt).
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Abb. 9 Immunblot zum Nachweis des TMV-Hiillproteinsund ubiquitinierter Proteine in
Pflanzenextrakten

Reaktionen der Uberstande (U, oben) und der Sedém@) mitte, unten) der bei 23 °C
(links) und 30 °C (rechts) gewachsenen Pflanzemmmmunblot mit anti TMV2F (oben und
mitte) und mit anti Ubiquitin (unten). M = 1ug TMals Marker. Pfeilspitze: Hillprotein bei
17,6 KDa. Die Konzentration des unléslichen HP {®)izeigte einen Zusammenhang mit der
nachgewiesenen Ubiquitin-Reaktion. Schon bei einkubationstemperatur von 23 °C war
eine starke Ubiquitin-Reaktion vorhanden. Vergleiguch Jockusch & Wiegand 2003, neu
in dieser Abbildung sind die Mutanten P54L (ts) i&6L (tr?).

Im Uberstand der bei 23 °C gehaltenen Pflanzen earallen infizierten Geweben eine
Reaktion mit dem TMV-Antikorper zu sehen. Die pwsitReaktion war in allen Proben von
ahnlicher Intensitat und nur in deulgare Probe war noch eine weitere Bande bei ca. 35 KDa
zu erkennen. Bei den bei 30 °C gehaltenen Pflanz@nim léslichen Uberstand bei den

Varianten Ni118, P2QLund P54L auch mit den Antikérpern kein Hullprot@iachweisbar,
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bei vulgare, P56L und Ni1927 hat die Menge an lslichem Probeti 30 °C zugenommen,
bei Ni1196 leicht abgenommen. In den Proben volgare und P56L war wie bei der
Coomassie-Blau-Farbung deulgare-Proben eine weitere Bande bei ca. 35 KDa zu sehen,
die Molekularmasse entspricht dem Dimer des TMV-HP.

In den Sedimenten bei 23 °C war in den Proben P2@d Ni118 eine deutliche Reaktion mit
dem Antikorper zu sehen. AulRerdem waren in diegare® und in der P56L Probe eine
Bande bei 35 KDa zu finden. Im Sediment der 30 P@ben zeigtervulgare und P56L eine
schwache, bzw. eine sehr schwach positive Reakilentlich starker war die Reaktion des
Antikdrpers mit den Proben Nil118, P20und P54L sowie Nil196. Bei allen positiven
Reaktionen gab es zusatzlich zur HP-Bande mehrweleiger ausgepragte Banden bei ca. 35
KDa und hoheren Molekularmassen.

Das Vorkommen ubiquitinierter Proteine wurde mihesn Antikdrper gegen Ubiquitin
untersucht (Jockusch & Wiegand, 2003). Im Ubersterd23 °C und auch der 30 °C Proben
konnten keine l6slichen, ubiquitinierten Proteimemgewiesen werden (nicht gezeigt). In den
Proben des Sediments von 23 °C war in den Spuréha8\und P20Lund viel schwéacher
auch in der Probe P56L unldsliches, ubiquitiniefestein zu erkennen. Die Analyse der
Sedimentproben von 30 °C mit dem Ubiquitin-Antikérzeigte in drei Spurervulgare,
P56L und Nil1927, eine malig starke Reaktion mitquibin. Eine hohe Konzentration von
ubiquitinierten Proteinen zeigten die Proben NilR80L und P54L sowie Ni1196. Die nur
mit Glasperlen und Phosphatpuffer scheininokulred@ntrollpflanzen zeigten weder bei
23 °C noch bei 30 °C eine positive Ubiquitin-ReaktiEs folgt, dass die Ubiquitin-Reaktion
parallel zum Auftreten von unlgslichem, also felfddfeten, denaturiertem TMV-HP auftritt,
nicht aber eine unspezifische Reaktion auf die Vexung der Blattoberflache bei der

Inokulation ist.

3.2.4 Tryptische Stabilitat der 16slichen bzw. unlélichen TMV-Hullproteine

Die Stabilitat von intaktem Virus gegeniber einaypBinbehandlung ist lange bekannt
(Harris & Knight, 1952), lediglich das nicht im Vispartikel eingelagerte Hullprotein kann
mit Trypsin gespalten werden. Dies kann zur Unteegtung von intaktem Virus und
Hullprotein-Oligomeren im SDS-Gel dienen.

Die zu den verschiedenen Zeiten der Trypsinspalbe@7 °C entnommenen Proben wurden
auf einem 15% SDS-PAGE aufgetrennt und der Immurtadlon Nachweis des Hullproteins

mit dem monoklonalen TMV Antikorper 3C inkubiert.
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Sowohl fur den Wildtypulgare als auch fir die Mutanféavum sind im Uberstand der 23 °C
Proben grof3e Mengen Virushillprotein zu erkennaes&s liegt zum allergréf3ten Teil in
Virusteilchen vor und wurde deshalb nicht vom Tigpgbgebaut. Das tryptisch behandelte
Sediment dervulgare infizierten Blatter zeigte zu allen ZeitpunktenneigleichméaRig
schwache, positive Reaktion, bei der es sich une ¢iferunreinigung” nicht extrahierte
Virusteilchen handelt.

Im Sediment der infizierten bei 30 °C gehaltenetariZfen ergab sich fur die ts-Mutante
flavum ein anderes Bild als fiwulgare. Der Immunblot wies in der Probe nach 15 Minuten
Inkubation mit Trypsin eine starke Hullproteinbarald, aber auch noch zahlreiche weitere
Banden hoherer und niedrigerer Molekularmasse. Na@Minuten waren von diesen
positiven Reaktionen noch 2 Banden zu erkennerhy 68dMinuten waren keine TMV-HP-

Antigen mehr nachweisbar. Dies TMV-HP wurde demnacht in Viruspartikel eingebaut.

A vulgare B flavum

Uberstand Sediment Uberstand Sediment
T™VO 1 2 3 4 01234 T™VO 1234 01234

—-— -— -
| —

T™MV L
HP™ P amesesmp >N -
-

Abb. 10 Nachweis von TMV-HP und seinen tryptischerFragmenten im Immunblot in
mit Trypsin behandelten Blattextrakten

Eine gleichméaRige Hiillproteinbande (TMV-HP) sowfil den Uberstand ausigare tr (A)
als auch audlavum ts (B) infizierten Blattern. Durch die Trypsinbettbung wurde der
unterschiedliche Zustand des Hullproteins vaolgare undflavum im Sediment deutlich. M =
Marker, reines TMV, 0 = Probe vor Zugabe des TnypsiL = 15 Min nach Zugabe, 2 = 30
Min, 3 = 60 Min und 4 = 120 Minuten nach Zugabe @iggsins.

3.3 Produktion und Analyse des TMV-Hiuillproteins intierischen Zellen

3.3.1 Charakterisierung der zur Transfektion verwerdeten Vektoren

Die zur Transfektion der tierischen Zellen hergéiste Vektoren wurden zur Kontrolle der
richtigen TMV-HP-cDNA-Insertion mit EcCoRI geschmitt. Dabei entstand ein 570 bp grol3es
Fragment und durch die Behandlung mit dem Restnkgnzym Accl ein 177 bp grol3es
Fragment. Da im Vektor nur eine Schnittstelle fluccA liegt und in der cDNA des
Hullproteins eine weitere vorhanden ist, entstelttkd die Spaltung mit diesen Enzymen nur

dann ein 177 bp grof3es Fragment, wenn die Hillpra@NA in der richtigen Orientierung
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inseriert wurde. Auf diese Weise konnte die Richtuder Insertion der cDNA Uberprift

werden.

Kolonie PCR
A1l 2 3 4 5 6 7 M 8 9 10 11 12 13

Restriktionsanalyse
EcoRI Accl

MT1T12 3 456 78 910M 1 23 45 6 7 8 910

Abb. 11 Kontrolle der HP-Klone durch Kolonie PCR und Restriktionsanalyse

A: PCR-Ergebnis von 14 getesteten weil3en KolonemBlau-Weil3-Selektion. Sechs davon
sind fur den Nachweis der Hullprotein-cDNA positdie 500 bp Bande des Markers ist
durch (*) markiert.

B: Agarosegel mit gereinigtem und EcoRI (links) ode&cl (rechts) gespaltenem Plasmid.
Die Markerbande bei 500 bp wurde markiert (*), Bieilspitze zeigt auf das Accl Fragment
bei 177 bp. Der Restvektor pTarget ist im oberetb&eich zu erkennen.

Klone mit einem Insert in der richtigen Orientiegukonnten fiir fast alle gewinschten
Vektoren produziert werden. Lediglich die Herstejueines Vektors mit der Hullprotein

Mutation P63S und der Vektor mit der cDNAlgare und der Mutation K68R scheiterte. Mit
den aus den Klonen gereinigten Plasmiden wurden7-Zelen und andere Zelllinien

transfizierten. Die in den Zellen produzierten Igidteine konnten in der Immunfluoreszenz
mit verschiedenen anti TMV-Antikdrpern nachgewieseerden. In den Gesamtextrakten
transfizierter Zellen wurden die mutierten TMV-Hiibteine durch Immunblot ebenfalls
nachgewiesen.
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3.3.2 Charakterisierung des Birkenpollen-Profilen BiPro)-Markierungspeptids

Um Proteine in einem Expressionssystem nachweisektnnen, konnen sie mit einem
Peptid N-terminal oder C-terminal markiert werddn. dieser Arbeit wurde ein 10
Aminosauren gro3es Peptid aus Birkenpollen-ProfilifB8 KDa), im Folgenden als BiPro
bezeichnet, (Wiedemann et. al. 1996; Rudiger £1887) eingesetzt.

Das C-terminal an das Hullprotein fusionierte BHRtarkierungspeptid wurde dber die
Primersequenz angehangt und konnte mit dem monaldonanti BiPro-Antikorper

nachgewiesen werden. Durch das BiPro-Markierunggp&pnnte die Nachweisbarkeit des
in den Zellen produzierten Hdllproteins in der Inmmfluoreszenz und im Immunblot

erheblich gesteigert werden.

Abb. 12 Vergleich der Nachweisempfindlichkeit des rdi BiPro und des anti TMV-Rb
Antikdrpers in mit vulgare transfizierte Zellen.

A zeigt die Reaktion der transfizierten Zellen ieuitti BiPro. Es sind 3 stark positive Zellen
gezeigt (*) und 5 positive bis schwach positivel&el(Pfeile). B zeigt die Reaktion mit anti
TMV-Rb im gleichen Bildausschnitt. Hier sind nuredilrei mit anti BiPro stark positiven
Zellen (*) auch positiv. Die Reaktion mit anti TMRb ist diffus und z.T. kornig. Die Kerne
(blau) sind mit Hoechst Stain gefarbt. MaRRstabp &0

3.4 Verhalten von TMV-Hullproteinmutanten in Saugerzellen

3.4.1 Synthese von TMV-Hullprotein in transient transfizierten Saugerzellen

Alle Vektoren fihrten in den Zellen zur Produktimon Hillprotein, wie mit einem
monoklonalen anti Birkenpollen-Profilin in Zelleakten nachgewiesen werden konnte. Das
Molekulargewicht des Fusionsproteins im Immunbég Erwartungsgemal bei ca. 20 KDa.
17,6 KDa betragt das Molekulargewicht fir das TMVHHdrotein, zusammen mit den 10
Aminosauren der BiPro-Markierung (1,38 KDa) ergsiith ein rechnerisches Gewicht von
18,98 KDa. Die Konzentration des Hullproteins imdéellextrakten war je nach Mutante

unterschiedlich. Dabei spielte die Inkubationsdaaiee geringe Rolle.
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Abb. 13 Nachweis des Hdullproteins und des Ubiquite im Gesamtextrakt aus
transfizierten Saugerzellen

A: Die Reaktion des anti BiPro-Antikorpers zeigtedije nach Mutation deutlich
unterschiedliche Konzentration an TMV-Hullproteiach drei Tagen transienter Transfektion
bei 30 °C. In Spur P56L ist bei ca. 40 KDa eine imsvBiPro-positive Bande zu erkennen, die
Konzentration des TMV-HP P20L und P78L ist wesehtljeringer als die der anderen HP.
B: Blot mit anti Aktin (a Ac.) und anti HSP70. BeidProteine liegen in anndhernd gleicher
Konzentration in den Extrakten vor und zeigen datigtvergleichbare Gesamtzellzahl in den
aufgetragenen Extrakten.

C: gleichmafiges Vorkommen des Ubi-Monomers (Rig#de) und ubiquitinierter Proteine in
den Zellextrakten.

D: unterschiedliche Sensitivitat der verwendeten VIMAntikorper. mc: Mischung
monoklonaler Ak, pc: polyklonaler Ak aus Kaninchensn. Das als Marker aufgetragene
reine Virus (TMV) zeigt eine sehr starke Reaktion.

V =wulgare, 7 = P7L, 20 = P20L, usw.

Fur die Darstellung des Hullproteins in der Immunfieszenz erfolgte die Transfektion der
Plasmide in Neuro2a- oder Cos7-Zellen, die beiG®der 37 °C inkubiert wurden. Je nach
Position der Mutation, wobewvulgare als Wildtyp zugrunde gelegt war, zeigten die

produzierten Hullprotein-Varianten in der Immunftaszenz unterschiedliche Verteilungen.
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anti TMV-HP-BIiPro anti-Ubiquitin Uberlagert

vulg
tr

P7L
def.

P20L
ts

P54L
ts

P56L
ts

P78L
def.

P102L
def.

P156L

Die drei Bilder in einer Zeile zeigen den gleichgitdausschnitt. Mit anti-Bipro
Hullprotein des Wildtypsvulgare und der Hullproteinmutanten P7L, P20L, P54L, P56L,
P78L, P102L und P156L dargestellt.

Linke Spalte: in transfizierten Zellen unterschielaé, von der PnL Mutation ab
Formen nach Inkubation bei 30 °C. Mittlere Spaftarallel dazu ausgefuhrte anti Ubiquitin
Reaktion. Rechte Spalte: Uberlagerung der roten gnicien Fluoreszenz. Eine mdgliche
Kolokalisation von Hillprotein und Ubiquitin ist dth Gelbfarbung zu erkennen. Mal3stab:

Abb. 14 Vergleich zwischen den in Saugerzellen prodierten PnL HP- Mutanten

wurde das

hangige HP
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Abb. 15 Anteil der HP positiven Zellen und Loslichlkeitsindex der produzierten
Hullprotein-Varianten in der tierischen Zelle bei 30 °C

A: Der Anteil der Hullprotein positiven Zellen unt&00 bis 1000 Zellen je transfizierter
Mutante aus drei unabhangigen Versuchen wurde nbedti Um Schwankungen
auszugleichen wurde der Anteilgare-positiver Zellen auf 1 normiert.

Deutlich ist die je nach Mutante unterschiedlichezahl positiver Zellen trotz gleicher
Transfektionsbedingungen zu erkennen.
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B: Loslichkeitsindex der verschiedenen HullproteineSaugerzellen bei 30 °C. Ermittelt
wurde, in wie vielen transfizierten Zellen aussefilich l6sliches, diffus verteiltes Hullprotein
zu sehen war. Bei der Kontrolle war das GFP innalBP-positiven Zellen diffus verteilt
(definiert als 100 % loslich).

C: Korrelation zwischen Loslichkeit / Verteilung dinteil HP-positiver Zellen, bzw. der
GFP positiven Zellen.

pflanzliches Gewebe tierische Zelle
Virus Ubiquitin | HP- HP- Temp. Ubiquitin | Loslichkeits-| Para-
23 30°C| 23 30°C| Funktion| Mutante| Verhalten| 30 37°C| index kristalle
HP 30 37°C

+++ | +++| O (+) tr vulgare tr 0 (+)| 95 80 +

0 0 def. P7L ts +++| +++ | >5 >5 0

+ 0 | +++| +++ ts P20L | moderat | O + 70 20 0
Nill8 ts

++ 0 0 | +++ ts P54L ts (+) | +++| 80 50 0

++ | |+ + | moderat| P56L ts +++| +++| 5 >5 0

ts

++ | (+) | O | +++ ts P63S i
Ni1196

0 0 def. P78L ts ++ | +++| 25 5 0

0 0 def. P102L tr 0 (+) | 98 80 0

+++ | +++| O + tr P156L tr 0| (+)| 95 80 +
Ni1927

+ 0 | +++| +++ ts flavum ts ++ | +++| 15 >5 0
D19A

Tabelle 10 Verhalten der TMV-HP-PnL-Mutanten in pflanzlichen und tierischen Zellen
Die Virusbildung des Wildtypsulgare im Pflanzengewebe wurde mit +++ bezeichnet und
alle weiteren Mutanten in ihrer Virusbildung dardadzogen. O = keine Virusproduktion.
Ahnliches gilt fur die Ubiquitin-Reaktion im pflalighen Extrakt. Hier bildet die Ubiquitin-
Reaktion im Sediment der mit Nill8 infizierten Ipltan mit +++ die Referenz fur die
starkste Reaktion, 0 bedeutet keine Reaktion. Testy®erhalten: tr = temperaturresistent, ts
= temperatursensitiv, def. = defekt, auch bei nggir Temperaturen keine Virusbildung. Die
starkste Ubiquitin-Reaktion in der tierischen Zellar die des P7L-HP mit +++, alle anderen
wurden daran beurteilt. Der Ldslichkeitsindex gibie Anzahl der Zellen von 100
transfizierten an, in denen das Hullprotein diffeexteilt, 16slich, vorlag. ** Von dieser
Mutante konnte kein Vektor zur Transfektion tiehscZellen erzeugt werden.
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3.4.2 Darstellung unterschiedlicher Hillprotein-Zugandformen mit TMV-Antikorpern

Fur den Nachweis des in den Saugerzellen prodani¢ttiliproteins standen neben dem anti-
BiPro-Antikorper auch noch ein polyklonaler Antik@r gegen TMV und eine Palette von
monoklonalen anti TMV Antikérpern zur Verfiigung.

In der Immunfluoreszenzreagierte der polyklonale Kaninchen-Antikorper matlen
Hullprotein-Mutanten sowohl mit |6slich-diffus verttem als auch mit unléslich-
aggregiertem Protein in den Zellen. Die Stéarke atid®eaktion lag deutlich unter der des
BiPro-spezifischen Antikorpers (siehe auch Abb.14B)Zellen, die mitvulgare oder P156L
(tr) cDNA transfiziert waren, zeigte die Immunreaakt mit dem polyklonalen Antikorper,
aber auch die der monoklonalen Antikérper nebeardiiffusen Reaktion noch Strukturen in
Die

unterscheidet sich von den ovalen bis rundlicheoteittaggregaten der unléslichen HP-

Form feiner Nadeln an. langliche Form der Pastdl-ahnlichen Strukturen

Mutanten.
anti-TMV-2F anti-TMV-2D anti-TMV-3C
(anti-TMV-Virus) (anti-TMV-A-Protein) | (anti-TMV-Virus)
Vulgare tr diff + Para. diff ++ Rar diff+++ Para.
P7L ts agg + diff + agg++ agg +
P20L ts diff + agg + diff ++ agg diff ++ agg+
P54L ts diff ++ diff +++ diff +++
P56L ts agg + agg +t agg ++
P78L ts diff (+) agg (+ diff (+) agg (+ 0
P102L tr diff ++ diff +++ diff +++
P156L tr diff++ Para. fdf  Para. diff + Para.

Tabelle 11 Reaktion von drei monoklonalen anti TMVAntikérpern in Abhangigkeit

von der Zustandsform des TMV-HP.

Untersucht wurden die Antikdrper an transfizier@ws7 Zellen nach zwei Tagen Inkubation
bei 30 °C. Die Starke der Reaktion ist im Vergleizhm Rb-anti-TMV Antikorper
angegeben. + bedeutet eine gleich starke ReaKtyreine schwéchere Reaktion. +++ eine
viel starkere Reaktion, usw. diff: diffuses Hullgeim, agg: aggregiertes Hullprotein, Para:
Parakristalle, 0: keine Reaktion.
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Abb. 16 Nachweis von unterschiedlichen TM\Mialgare Hullproteinformen in mit TMV-
HP-BiPro transfizierten Saugerzellen.

A: Parakristall-ahnliche Strukturen (Pfeilspitzedes um das BiPro-Peptid verlangerte
vulgare-HP werden vom polyklonalen Antikdrper aTMVRb dastpiit (2.Antikorper anti
Kaninchen Cy3, rot). Gleichzeitig durchgeflihrtedbltion mit anti BiPro (2.Antikérper anti
Maus Cy2, griin) zeigt nur die diffuse Farbung (o&ePfeilspitzen) des HP. Die Nadel-
ahnlichen Strukturen werden oft erst bei h6heregké®erung (B) sichtbar und unterscheiden
sich von den klumpenférmigen Aggregaten der deraten ts Hullproteinmutanten durch
ihre langliche Form (siehe Abb.17). Weitere, gedgeBMlV oder A-Protein gerichtete
monoklonale Antikorper reagierten ebenfalls mitsdie Strukturen. Kerne: blau, Hoechst
Stain, Mal3stab: 10 pm.

a5 6 Abb. 17

e e TMV-BiPro P56L Protein-
S LR aggregate in transfizierten

K& s Saugerzellen
e . Form und Lage der P5¢
',25 ﬁ Proteinaggregate nach zv
— 'Ane s 2 Tagen Inkubation bei 30 °
L) LACLNGSTS Die Huillprotein positiver

Klumpen liegen oft i
Kernnahe und sind z.Tval
bis rund. Sie sind a
dunkle Strukturen auch i
der Phasenkontrast-
aufnahme zu erkennen. L
Uberlagerung der BiPro-
anti BiPro Reaktion mit den
Ubiquitinnachweis zeigt di
Kolokalisation durch di
gelbe Farbung.

Mafl3stab: 20 um

uberlagert uberlagert
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3.4.3 Analyse des freien Ubiquitins und der ubiquihierten Proteine in Sdugerzellen und
deren Extrakten

Da im Pflanzengewebe ein Teil des denaturiertenlpiiiieins von ts TMV-Mutanten
ubiquitiniert wird, wurden die Extrakte der tiesn Zellen auch mit einem Antikdrper gegen
Ubiquitin untersucht.

In allen Extrakten war im Immunblot eine mehr odemiger gleichmaRige Verteilung der
Molekularmasse ubiquitinierter Proteine zu erkenmdrenso war freies Ubiquitin bei ca. 8,7
KDa nachzuweisen (Abb. 13C). In verschiedenen \&rsn mit Zellextrakten konnte kein
signifikanter Unterschied in der Ubiquitinierungheelner Proteine zwischen transfizierten
und nicht transfizierten Zellen oder den einzelkkrianten gefunden werden.

Fur den zytologischen Nachweis wurden transfizidtero2a oder Cos7 Zellen mit dem
polyklonalen Antikérper gegen Ubiquitin und Ubigakonjugate inkubiert (Abb. 14, mittlere
Reihe). Die Reaktion des Ubiquitin-Antikorpers mitcht transfizierten Zellen zeigt eine
mehr oder weniger diffuse bis leicht kornige Reaktin der Zelle. Zellen, die sich in einem
Zustand vor oder nach der Teilung befinden und kggdgerundet sind, weisen Aufgrund
dieser kugeligen Form eine starkere anti-Ubiquitinereszenz auf. Zellen die mitiigare
TMV-BiPro-cDNA transfiziert wurden und in denen si&s Protein diffus vorlag, zeigten nur
bei sehr starker Expression eine etwas starkergquiini-Reaktion als die nicht transfizierten
Zellen.

In Zellen, die mit einer unldslichen Hillprotein-kdmte wie z.B. P7L (ts, bzw. def)
transfiziert waren, zeigte der Ubiquitin-Antikbrpeeben einer schwach diffusen Reaktion
auch eine Reaktion mit den Aggregaten, die auch aotinBiPro-Antikdrper erkannt wurden.
Ein ahnliches Ergebnis wurde auch mit den anddislithen oder in Klumpen aggregierten
Hullproteinen beobachtet. Anti-BiPro positive Pingggregate in den Zellen zeigten meist
auch eine Reaktion mit dem Ubiquitin-Antikoérper fidse Hullproteine in der Zelle zeigten
nur dann eine starkere Ubiquitin-Reaktion, wennkheression des HP sehr hoch war. Eine
Ubiquitin-positive Reaktion der Parakristall-ahhén Aggregate invulgare oder P156L
wurde nicht gefunden.

Um zu zeigen, das die kolokalisierte Ubiquitin-R&ak nicht auf einer unspezifischen
Reaktion mit den in den Doppelmarkierungen genotZeeitantikdrpern beruht, wurden
Kontrollen durchgefiihrt. Diese bestatigten die $péarder dargestellten Reaktion. Der fur
den Ubiquitin-Nachweis verwendete Zweitantikrpegad keine Farbung der TMV-HP-
Aggregate.
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vulgare vulgare

N

4
4

a Ubi + a Rb Cy3 a BiPro + a M Cy2

\\

A

aUbi +aM Cy2 a BiPro + aRb Cy3

Abb. 18 Reaktion der kombiniert verwendeten Zweitatikdrper auf TMV-HP positiven
Zellen.

A und A": TMV-wlgare transfizierte Zellen wurden mit anti Ubiquitin (Kiachen) inkubiert,
als 2. Antikoérper wurde eine Mischung aus anti Kahen Cy3 (rot) und anti Maus Cy2
(grtin) auf die Zellen gegeben. A zeigt die Ubiquiaktion (rot), die Abbildung 19A" zeigt
im gleichen Bildausschnitt die Reaktion des antiuM&Ly2-Antikdrpers (grin). Die starke
Ubiquitin-Reaktion (Pfeilspitzen) ist in der Dansteg fir den 2. Cy2 markierten Antikérper
nicht zu sehen.

B und B": mit TMVaulgare transfizierten Zellen wurden mit anti BiPro (Mausiubiert, es
folgte die Inkubation mit anti Maus Cy2 (griin) uawlti Kaninchen Cy3 (rot). 19B zeigt eine
Hullprotein positive Zelle, 19B" zeigt im gleichdBildausschnitt die Reaktion des anti
Kaninchen Cy3 Zweitantikdrpers. Es ist nur eindrggr unspezifische Reaktion zu erkennen.
Kerne blau (Hoechst Stain). Maf3stab: 20 um.

3.4.4 Moglicher pathogener Einfluss mutierter TMV-HPs in transfizierten Zellen
Um zu analysieren, ob die je nach Mutante unteesitich hohe Konzentration der
Hullprotein-positiven Zellen auf eine unterschietlihohe Anzahl geschéadigter und deshalb

abgelGster, transfizierter Zellen zuriickzufuhrenvairden die Uberstande der Kulturschalen
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nach erfolgter Transfektion und die darin enthaterZellen getrennt von den auf dem
Schalenboden haftenden Zellen untersucht.

Nach der Auftrennung der Proteinextrakte in SDS-EA@urde der Blot mit anti BiPro
Antikdrper und ein weiter Blot mit anti HSP70 inketi.

Die getrennt gewonnenen und analysierten Zelletaratter Uberstande lieferten im
Immunblot keinen deutlichen Hinweis darauf, dasstibemte TMV-Mutanten verstarkt im
Uberstand der Kulturen zu finden waren. Die Inkidramit anti HSP70 zeigte im Extrakt der
nicht mehr adharenten Zellen keine Reaktion undExtrakt der adharenten Zellen eine fur

alle Proben gleichmafiig starke Reaktion bei 70 KDa.

A Position des Austausch P - L
kDa V 20 54 56 156 GFP V 20 54 56 156 GFP

97 —
66 —
55 —
36 —
31 —
21 —
Silberfirbung
B Kulturaberstand adhédrente Zellen
tr ts ts ts fr tr ts ts ts fr
V 20 54 56 156GFP V 20 54 56 156 GFP
31—
20— — -
anti Bipro
Kulturaberstand adhirente Zellen

Abb. 19 Analyse von TMV-HP transfizierten abgel6ste und adhéarenten Zellen

Linke Abbildungshélfte A, B: Extrakte aus abgel@istéellen im Kulturiberstand, rechte
Halfte: Extrakte der adharenten, bei 30 °C gewantis&ellen nach zwei Tagen.

A: SDS-PAGE nach Silberfarbung, B: Immunblot mitidiPro.

Die Proteinkonzentrationen der Zellextrakte aus ldeluriiberstdnden waren relativ gering.
B: Mit anti BiPro ist in Uberstanden aus P56L tfaerten Zellen eine Reaktion bei ca. 20
KDa und bei 40 KDa zu finden. In der Probe daigare transfizierten Zellen und der P54L
Zellen sind je zwei sehr schwache Banden bei 20bend0 KDa zu erkennen.

Die Extrakte der adharenten Zellen sind positiv TllV-HP. Die mit P20L transfizierten
Zellen zeigen mit dem anti BiPro-Antikdrper eindwwache Reaktiorvulgare, P54L, P56L
und P156L zeigen eine starke bis sehr starke Remkiin den Spurenulgare, P54L und
P56L ist eine weitere Bande bei 40 KDa zu sehen.
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Die Zellkulturiberstéande der Transfektionsansatmeden fir jede TMV-Mutante getrennt
auch immunzytologisch untersucht. Die Anzahl abgfel6Zellen war bei allen untersuchten
Uberstande ahnlich. Die nicht mehr adharenten Zellerden fir die Immunreaktion n@el|

tak auf einem Deckglas fixiert und mit Antikérpern gegdie BiPro-Markierung und
Ubiquitin inkubiert.

Der Anteil transfizierter Zellen war in allen Ubtisden geringer als in den entsprechenden
adharent gewachsenen Transfektionsansatzen. DguitibiReaktion zeigte eine deutliche
Farbung der kugelig abgerundeten Zellen in den $tdeden. Die Reaktion mit anti-cleaved-
Caspase3 zum Nachweis apoptotischer Zellen waimurenigen Zellen positiv, selten in

Zellen, die auch transfiziert waren.

vulgare

Phasenkontrast o anti BiPro

Abb. 20 Abgeldste Zellen des Kulturtiberstandes trasfizierter Cos7 Zellen

Links: Phasenkontrastaufnahme der abgerundeten Zelddh des Kulturiberstandes nach
Transfektion mit TMVwulgare. Rechts: gleicher Ausschnitt nach Reaktion mii &ifro.
Kerne: blau (Hoechst Stain), der Pfeil weist ankdHP-positive Zelle. Mal3stab 20 pm.

3.4.5 Vergleich der Hullproteinproduktion und Ubiquitinreaktion in verschiedenen
Zelllinien

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Gberwiegend diellféen Cos7 und Neuro2a verwendet. In
verschiedenen Versuchen wurde getestet, ob die evelsten Zelllinien unterschiedliche
Ergebnisse in der Ldslichkeit oder der Konzentratder einzelnen Hullproteine zeigten.
Dazu wurden Cos7 und Neuro2a mulgare, P54L und als Kontrolle mit GFP transfiziert
und drei Tage bei 30 °C inkubiert.

Die TMV-Hlillproteine zeigten weder im Immunblot focdn der Immunfluoreszenz
Loslichkeiten oder Konzentrationen die zwischen Toder Neuro2a unterschiedlich waren.
Vulgare-HP lag in allen Zelllinien in léslicher Form vor undnilImmunblot in hdéheren
Konzentrationen als das HP in den Extrakten P20&r &V8L. P7L Hullprotein wurde in
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allen Zelltypen als Proteinklumpen gefunden. Inagdsspielt die Art der Zelllinie fir das
Verhalten des TMV-HP und seiner Mutanten keine &dfin vergleichbares Ergebnis wurde
fir TMV und verschiedene Wirtspflanzen erzielt (agch 1966a).

SDS-PAGE
Silberfarbung anti Ubiquitin

anti Bipro ’ q

——— -

V 54 V 54 GFP e e ‘;’<Ubl

V 54 V 54 GFP N2a Cos7 N2aCos7 v 54 V 54 GFP
N2a Cos7 N2a Cos7 N2a Cos7 N2a Cos7

Abb. 21 Vergleich der Extrakte vulgare und P54L transfizierter Cos7 und Neuro2a
éeD”Se-nPAGE (Silberfarbung) der Extrakte von adharerdellen und Immunblot nach anti-
BiPro Inkubation, die Pfeilspitze markiert das Hpiditein bei ca. 20 KDa. Der parallel
durchgefiihrte Ubiquitin-Nachweis zeigt das Ubiquitbnomer (Pfeilspitze Ubi) und eine
Vielzahl ubiquitinierter Proteine.

V = wlgare, 54 = P54L.

3.4.6 Zeitlicher Verlauf der TMV-Hullprotein-Konzen tration in Saugerzellen

Die Untersuchungen zum Verlauf der HP-Produktion Saugerzellen wurden fur die
Immunblot-Analyse mit den Vektorewulgare (tr, l6slich) und P7L (ts, unldslich)
durchgefuhrt. Um das Hullprotein nachzuweisen warBgtrakte der Zellen nach 24, 48 und
72 Stunden Inkubation bei 30 °C auf einem 15 % &2@Haufgetrennt. Mit dem anti HSP70
Antikdrper konnte die Konzentration des HSP70/HSGi@0den Zellproben dargestellt
werden. Mit anti Ubiquitin wurde die im Laufe demkubationszeit auftretenden
Veranderungen des Ubiquitinierungs-Musters in dansfizierten Zellen untersucht.

Der Nachweis der ubiquitinierten Proteine lasst Merlauf des Versuches keine
Besonderheiten erkennen. Die Zunahme der Bandesitide der ubiquitinierten Proteine
vom Tag Null bis Tag drei ist fur alle drei eingegen Plasmide identisch, also auch fir die
mit GFP transfizierte Kontrolle, sowie fur die nichansfizierten Kontrollzellen.

Der Blot mit anti HSP70 zeigt eine gleichmé&Rige IRea in den drei Extrakten nach 24
Stunden, nach 48 bzw. 72 Stunden und eine leickdgye8ung der Reaktionsstarke der

Extrakte im Laufe der Inkubationszeit.
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Erst nach 48 Stunden zeigte darlgare Extrakt eine starke und der P7L Extrakt eine salwa
positive Reaktion mit anti BiPro. Diese Reaktiommafir vulgare ebenso wie fir P7L nach

72 Stunden Inkubation zu, die Starke #lglgare-Reaktion lag nach 72 Stunden weiterhin
Uber der der P7L Reaktion.

1d 2d 3d
A kDal v 7 G6llv 7 Ggllv 7 Gol

Abb. 22 Synthese vor

e

S5— = HP in Saugerzellen
36— S8 A: Allgemeine Zunahme
31 _'h der ubiquitinierter

e ¥ Proteine im Vdauf des
21 - Versuches.
14 B: Die HSP70 Konzen-
6:}.,'_" tration nimmt unabhéang

' vom transfizierten Plas-

| 1d " 2d " 3d | mid zu.

B 97 VAR G BT C. steigende Konzen-
R e e — o N1 [V tration des produzierte
55 Hullproteins.

—1d - 2d _ 3d V: wigare, 7: P7L, G

C V76 V7IG6GV 7G60 GFP, 0: untransfizieri
21— e T BiPro Zellen.

14 —

Zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der ingg#zellen produzierten Proteine wurden
ebenfalls Immunfluoreszenzen durchgefiihrt. In eingmer 48 bzw. 72 Stunden
durchgefuhrten Versuch wurden in zeitlich defireartAbstdnden Deckglaser aus einem
Transfektionsansatz entnommen, fixiert und mit &mfro und anti cCaspase3 inkubiert. Die
Expression der Plasmide wurde bei 30 °C und béiC3verfolgt.

Die friheste, durch Immunfluoreszenz nachweisbagedé¢ an Hullprotein wurde bei 37 °C
nach ca. 9 Stunden gefunden. Nach 18 Stundenrsiaten Praparaten bei 30 °C transfizierte
Zellen zu finden. Der zeitliche Verlauf der AnzahlP positiver Zellen war in der
Versuchsreihe bei 37 °C anders. Die Anzahl posit&adlen bei 37 °C stieg nach 24 Stunden
nicht weiter an und war geringer als in den paeild’raparaten bei 30 °C Inkubation. Bei
einigen Mutantenyvulgare, P56L, P102L, P156L und der Kontrolle GFP stieg dahl
positiver Zellen nach 48 Stunden Inkubation noclsnaal. Die anderen Mutanten, P7L, P20L,
P54L, P78L undlavum zeigten einen geringen Verlust an positiven Zellaoh 48 Stunden.
Gleichzeitig mit dem Hullprotein erfolgte der Naakiw der aktivierten Caspase 3. Die Anzahl
cCaspase3 positiver Zellen war bei 37 °C Inkubatemperatur im Allgemeinen hoher als

bei 30 °C Inkubationstemperatur. Zu Beginn des Meies lag die Anzahl cCaspase3
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positiver Zellen bei beiden Temperaturen niedrajeram Ende des Versuches. Die Zahl der
Hullprotein und cCaspase3 positiven Zellen war gch transfizierter TMV-Mutante

unterschiedlich und zeigte auch eine zeitliche Algingkeit.

30 oC 20
< 18
= 16
9L 14
g 10 °
g .
%8 ‘
T4
0

P7L P20L P54L P56L P78L P102L P1%5G6L GFP

20

s7ec % N
S 16
C
2 14
Q
E 12
2 101
8 g
T °
% 4
= 2 [ ] * .
[
0
\ -  P20L P54L P56L P78L P1156Lfla. GFP

Abb. 23 Zeitlicher Verlauf der HP-Produktion in Sédugerzellen bei 30 °C und 37 °C
Saugerzellen wurden mit den PnL Mutanten transfiziad bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert
und zu den Zeitpunkten Oh, 3h, 9h, 18h, 24h, 4&hhe Inkubation bei 37 °C auch nach 72h
Deckglaser entnommen und die Zahl der HP posit&adlen pro 100 Zellen ausgezéhlt. Sehr
deutlich ist die geringe Anzahl HP positiver Zelleg 37 °C zu erkennen.
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30°C
z .
3 e
2.
g A 7 7 I 7r A_
R VA NP S 2
V. P7L P20L P54L P56L P78L P102l5kifla. GFP
37°C 1

(o]

cCasp3 pos Zellen [%9]
N

ZA\‘R ‘Vj\ ] afl\j A fhl'v ”

V P7L P20L P54L P56L P78L P102L ei1Sla. GFP

Abb. 24 cCaspase3 positive Zellen bei 30 °C und 3¢

Die Anzahl cCaspase3 positiver Zellen fur je 100etewurde fir die Zeitpunkten 3h, 9h,
18h, 24h, 48h und bei Inkubation bei 37 °C auchhn@ic und 72h bestimmt. Bei 37 °C
Inkubationstemperatur sind mehr Zellen cCaspasegiypals im Ansatz bei 30 °C. Die
Anzahl cCaspase3 positiver Zellen unterscheiddt bigi 30 °C Inkubation zwischen den
einzelnen Mutanten kaum, wahrend bei 37 °C nur insadz der GFP transfizierten Zellen
wenig cCaspase3 positive Zellen zu finden sind.
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30 °C
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Abb. 25 cCaspase3 Reaktion in HP positiven Zelldrei 30 °C und bei 37 °C

Anzahl der cCaspase3 positiven Zellen pro 100 HBitiger Zellen fir die einzelnen

Zeitpunkte und Transfektionsansatze. Die Durchfiigrder Transfektion bei 37 °C fuhrt in
allen Hullprotein-Ansatzen zu mehr cCaspase3 pesifiHP positiven Zellen als bei 30 °C.
Die Zahl der cCaspase3 positiven GFP produziereZadien ist bei beiden Temperaturen
annahernd gleich.

3.4.7 Nachweis der aktivierten Caspase 3 in trangierten Zellen im Immunblot

Um zu analysieren, ob die in den Zellen im Laufe ldkubation ansteigende Konzentration
der Hdullproteine eine apoptotische Wirkung auf diellen hat, wurden die Extrakte im
Immunblot mit einem Antikdrper gegen die gespalietive Form der Caspase 3 inkubiert.
Die Reaktion des antleaved-Caspase3-Antikérper zeigt einen Anstieg der aétien
Caspase 3 in den transfizierten Zellen. Die anerrsag entnommenen Probangare, P7L
und GFPNS transfizierter Zellen lassen alle eifevsch positive Reaktion fur die aktivierte
Caspase 3 erkennen. Nach 48 Stunden ist diesei®ediit vulgare und P7L transfizierte

Zellen etwas starker geworden, wahrend die cCa8gReaktion fur die GFPN3 transfizierten
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Zellen mit der von Tag 1 vergleichbar schwach hletm dritten Tag der Inkubation ist in
denwulgare transfizierten Zellen eine starke Reaktion mit darti cCasp3 Antikdrper und in
den P7L transfizierten Zellextrakten eine etwaswsahere Reaktion zu erkennen. Der
Nachweis der gespaltenen Caspase 3 in den GFPhSiziarten Zellen zeigt eine geringere
Konzentration, die nur wenig starker ist, als dieaRion des Antikdrpers mit nicht

transfizierten Zellen, die ebenfalls drei Tage utlfr gehalten wurden.

kDa 1d 2d 3d

I | | I
9,7_\/7 Ghv 7 GIv7 G O

66 —
55

36—
31—

21— &
14—

anti cleaved Casp3

Abb. 26 cCaspase3 Reaktion in Saugerzellextrakten

Nachweis der aktivierten Caspase3 (Pfeilspitzd)atalextrakten. V =wulgare, 7 = P7L, G =
GFP transfizierte Zellen, 0 = 3 d untransfiziertdl&n, alle inkubiert bei 30 °C. Die Reaktion
des Antikorpers zeigt eine deutliche zeitliche Afngkeit der Reaktion und Unterschiede
zwischen TMV-transfizierten und GFP-transfizierigeilen.

3.4.8 Verhalten temperatursensitiver TMV-Hullprotein-Varianten in Sdugerzellen

In Pflanzen bei Temperaturen von 30 °C produziertesnperatursensitives Hullprotein ist
zum grof3ten Teil unldslich. Weiterhin findet eindigitinierung des Hullproteins statt
(siehe 3.2). Mit den verschiedenen PnL MutanterdemiVersuche zur Léslichkeit des TMV-
Hullproteins und dem unterschiedlichen Temperatinaiéen in Sdugerzellen durchgefihrt.
Da in Saugerzellen keine TMV-RNA vorhanden ist, kém keine Viruspartikel gebildet
werden

Cos7 Zellen wurden mitulgare (tr, 16slich), P54L (ts, bei hoher Temperatur wthiéh) und
P103L(tr, 16slich) transfiziert. Die Zellen konnte&® h bei 30 °C das Hillprotein bilden,
danach wurden die Kulturschalen zu 37 °C gestalit nach 15 Min, 30 Min, 45 Min, 60
Min, 90 Min, 120 Min, 240 Min und 360 Min Deckglasenthommen und mit anti BiPro,
kombiniert mit anti Ubiquitin, inkubiert.

Die Anzahl der mitvulgare transfizierten und mit anti BiPro dargestelltetetiebenden

Zellen sank in den ersten 90 Minuten nach dem W&der Inkubationstemperatur, stiegt
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nach 120 Minuten wieder an, und fiel nach 360 Menubei 37 °C wieder ab.

Fur die Mutante P54L ergab sich ein anderes Bildhk&nd der erste 60 Minuten bei 37 °C
anderte sich die Zahl der HP produzierenden Zé&demm, erst nach 60 Minuten zeigte sich
ein deutlicher Abfall der positiven Zellen, der ha&860 Minuten Werte unter 1 % erreichte.
Die TMV-Mutante P102L zeigte ebenfalls eine Abnahiee Anzahl HP positiven Zellen.
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Abb. 27 Reaktion transfizierter Saugerzellen auf teperatursensitive Hullproteine

Zellen, die 40 Stunden bei 30 °C Hiuillprotein bildemnten, wurden weitere 6 Stunden bei
37 °C inkubiert und zu bestimmten Zeitpunkten Déé&&egr entnommen und das Hullprotein
nachgewiesen. Die Zahl der HP positiven Zellen @ Zellen wurde bestimmt indem je
Ansatz ca. 500 bis 1000 Zellen ausgezahlt wurdemllen Versuchsreihen fallt die Anzahl
HP positiver Zellen nach der Erhéhung der Inkubretiemperatur ab.

Beurteilt wurde auch, nach welcher Zeit die bei°80in Saugerzellen I6slich vorliegenden
Hullproteine vonwvulgare, P54L und P102L bei 37 °C aggregieren und ob uadnaeine
Ubiquitinierung der Huillproteine stattfindet.

Bei 30 °C Inkubationstemperatur war dasgare Hullprotein hauptséchlich diffus in den
Zellen verteilt, in wenigen Zellen kamen zuséatzkbkinere Aggregate vor. Nach 90 Minuten
bei 37 °C traten vermehrt Granula in den positiZetien auf, nach 6 Stunden zeigten fast
alle vulgare HP positiven Zellen HP-Granula auf einem diffussipeen Hintergrund. Zu
diesem Zeitpunkt war auch eine in diesen Aggregptsitive Ubiquitinreaktion zu sehen.

Bei der Hullproteinvariante P54L setzte nach 45 i&m bei 37 °C eine Verklumpung des
Hullproteins ein, nach 60 Minuten waren in vieleell@n Aggregate, zu diesem Zeitpunkt
fand sich auch eine fein-klumpige Ubiquitinreaktioneinigen der positiven Zellen. Nach 4
Stunden bei 37 °C waren kaum noch diffus positigen im Préaparat, die Proteinklumpen
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wurden gro3er und die kolokalisierte Ubiquitinreaitstarker. Dieser Versuch zeigt, dass das
Hullprotein der ts-Mutante sich in der Saugerzelieers verhélt als das des tr Wildtyps
vulgare. Ein Teil der Ubiquitin-immunreaktivitat kolokalest mit der TMV-HP Reaktion,
besonders, wenn sie in klumpigen Aggregaten vdrlieg

Das Hullprotein der TMV-Mutante P102L (tr) wird b&d °C Inkubationstemperatur zu 99 %
diffus in der Zelle dargestellt. Bei Erh6hung dexmiperatur auf 37 °C sah man nach 30
Minuten eine starkere Ubiquitinreaktion in den H¥siiven Zellen. Das Hullprotein war
nicht klumpig, sondern wolkig ungleichmafig in diglle verteilt. Nach 90 Minuten traten
erste kleine Aggregate auf, deren Anzahl in denhst@n Stunden zunahm. Auch die
Ubiquitinreaktion nahm etwas zu, die Anzahl der pigsitiven Zellen mit hauptsachlich
diffus verteiltem HP war nach sechs Stunden bei@7m Vergleich mitvulgare und P54L

hoher.

Zeit (min) bei 37 °C
60

vulg.

P54L

P102L
tr

Abb. 28 Aggregation und kolokalisierte Ubiquitin-Reaktion des HP als Reaktion auf
Temperaturerhéhung

Uberlagerte Aufnahmen vowulgare (tr, oben), P54L (ts, Mitte) und P102L (tr, unten)
transfizierten Cos7 Zellen nach 45 Min (links), 80n (mitte) und 240 Min (rechts).
Hullprotein-Nachweis mit anti BiPro (grin) und Ubitjnreaktion mit anti-Ubiquitin (rot).
Durch die Uberlagerung erscheinen Bereiche, di¢iRiund Ubiquitin positiv sind, gelb.
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Vulgare zeigt eine leichte Verklumpung des Hullproteing$ diifus positivem Hintergrund.

Die Ubiquitinreaktion in dervulgare-HP positiven Zellen ist relativ schwach. Die Mutan

P54L aggregiert in Lauf von vier Stunden starkee, dbiquitinreaktion der Aggregate ist
nach dieser Zeit gut zu erkennen. Die HP-Mutant®2Plzeigt eine sehr schwache
Verklumpung nach 4 Stunden bei 37 °C.

Kernfarbung blau (Hoechst Stain), Maf3stab: 20 um.

3.4.9 Das Hitzeschockprotein HSP70/HSC70 in TMV-Hiprotein-transfizierten Cos7-
Zellen

Im Immunblot wurde kein Unterschied in der Konzahtn des Chaperon-Proteins
HSP70/HSC70 in transfizierten oder nicht transfiele Zellen gefunden. Auch die mit
unterschiedlichen HP-Mutanten transfizierten Zellmigten untereinander im Immunblot
keine Unterschiede im Gehalt an HSP70 (Abb.14B, )23Be Reaktion des HSP70-
Antikdrpers zeigte in der Immunfluoreszenz mit gf@rerten und fir zwei Tage bei 30 °C
gehaltenen Zellen keine auffallige Reaktion. DaPABHSC70 war weiterhin diffus in der
Zelle verteilt. Wurden die transfizierten Zellenchader Produktion der Hullproteine fur 48
Stunden bei 30 °C danach bei 37 °C inkubiert, kemrdch drei Stunden 30 Minuten eine
Reaktion des HSP70 Antikorpers im Bereich der ehtstden HP-Aggregate gezeigt werden.
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48 h 30 °C 3h30min 37 °C
TMV-HP HSP70 TMV-HP HSP70

vulg.
tr

P54L
ts

Ps6L
ts

P102L
tr

Abb. 29 Nachweis des HSP70/HSC70 in TMV-Hdullproteimpositiven Cos7 Zellen

Kernfarbung (Hoechst Stain, blau) tberlagert mit T&1V-Hullprotein- (rot) oder HSP70-
Reaktionen (grin) der mitlgare (tr), P54L (ts), P56L (ts) und P102L (tr) trangfizen Cos7
Zellen. Das Hullprotein wurde mit anti-TM-Rb naclkgesen, der zweite Antikdrper war
anti-Rb-Cy3 konjugiert (rot). HSP70 wurde mit einemonoklonalen Mausantikdrper
nachgewiesen, zweiter Antikorper war anti-Maus-Ck@njugiert (grin). Im linken
Abbildungsteil ist die HP Reaktion der Zellen n&hStunden bei 30 °C gezeigt, im rechten
Bildteil die HP Reaktion nach weiteren drei StundhMinuten bei 37 °C. Ein starkerer
HSP70 Nachweiss ist im Bereich der Hullprotein-Aggate nach Inkubation bei 37 °C zu
erkennen. Maf3stab: 10 pm.
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3.4.10 Analyse von Proteinextrakten TMV-HP transfizerter Saugerzellen durch 2D-
Gelelektrophorese

Die Coomassie-Farbung der nach Ladung und Molegevaicht im SDS-PAGE
aufgetrennten Proteinextrakte transfizierter Zeliengte zwischen den mit TMV-Mutanten
transfizierten und nicht transfizierten Zellextrakt keine sichtbare Verédnderung. Daher
wurde die Lokalisation der Proteine TMV-HP, Ubiguitund HSP70 mit Antikdrpern
Uberpruft.

Der berechnete isoelektrische Punkt des Hullpreteonvulgare ist mit 5,1 etwas niedriger
als der des Aktins mit 5,2 (Q61276_Mouse). Mit d@&iPro-Peptid liegt dieser Wert
rechnerisch bei 5,13. Fir die Mutation P56L soflex pH-Wert des Proteins wie der des
vulgare Proteins sein, da durch die Mutation PnL keine uregveranderung stattfindet.
Erwartungsgemal unterscheidet sich die PositionPd&d Hullproteins nicht von der des
vulgare Proteins.

Der 2D-Blot, der mit anti-Ubiquitin inkubiert wurdeeigt, dass die Menge des monomeren
Ubiquitins in mitvulgare oder P56L transfizierten Zellen gleich ist. DePlHes Ubiquitins
liegt zwischen 6,9 und 7,2, der des HSP70 beiéxpdsy.org).
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Abb. 30 SDS-PAGE und Immunblot von Extrakten transfzierter Zellen nach
isoelektrischer Fokussierung

2D-Gele von Zellextrakten TMV-HRulgare-BiPro und P56L-BiPro transfizierter Zellen (A,
A’) zeigen keine sichtbaren Unterschiede im Proteister. Die Unterschiede der HP-
Konzentration (B, B") sind ebenso wie die Untersdkiin den Immunblots mit anti HSP70
(D, D) und anti Ubiquitin (E, E") minimal. Ledigh die Aktinkonzentration (C, C") zeigt
eine sichtbar starkere Reaktion im Extrakt aus R&&hsfizierten Zellen.

Der IEP fur das HP der TMV-Mutantevum ist basischer, da durch die Mutation D19A eine
Ladungséanderung im Vergleich zum Wildtyplgare vorliegt, der IEP liegt rechnerisch bei
5,40 bzw. 5,44 mit BiPro-Markierungspeptid.

Versuche mit der aus Tabakpflanzen gereinigten svinutante Ni118 (P20L) bzw. mit der
durch Primermutagenese erzeugten Mutante P20gaben einen basischeren als den

berechneten IEP des Hullproteins. Daher wurden &aatiextrakte, die mit der cDNA fur
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vulgare als Wildtyp undflavum als Referenz transfiziert waren, mit dem IEP délgroteins

P20L aus Saugerzellen im 2D-Gel verglichen.

Wie schon in Abb. 8 fir die in Tabakpflanzen praduen Virushillproteinaulgare, flavum

und P20L dargestellt, zeigte dieses in der Sadugerzelleymiede Protein mit der Mutation

P20L eine Verschiebung des isoelektrischen Purddesinem basischeren pH, ahnlich dem

des Hullproteins fir die Mutanteavum.
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Abb. 31 Vergleich von in
Saugerzellen produzierten
TMV- wulgare, P20L  oder
flavum Hullprotein

Coomassie gefarbtes 2D SDS-
PAGE von Cos7 Zellextrakt. D
Pfeilspitze zeigt auf das i
Extrakt vorhandene Aktin (Ac
A’: die mit anti BiProinkubierte
Nitrozellulose. B,C: fokussierte
Cos7 Zellextraktvon mit P20L
und flavum cDNA transfizierter
Zellen, der Immunblot wurde
anti  BiPro inkubiert. De
unerwartete IEP des P2
Hullproteins ist, wie die Referel
flavum, basischer algulgare.

3.4.11 Extrahierbarkeit der TMV-Hullproteine aus kultivierten tierischen Zellen

TMV -Loslichkeitsversuche an Extrakten aus infiziertetatlBewebe hatten gezeigt, dass

denaturiertes und ubiquitiniertes Hullprotein demperatursensitiven Mutanten aus den

Blattern mit wassrigen Puffern nicht zu extrahienear (Abb. 8 und 9).
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Die Loslichkeit des HP in den tierischen Zellen deuiin drei Stufen getestet, ebenso wurde
das verbleibende Sediment untersucht. Die Zelleenvanitvulgare und weiteren PnL TMV-
Mutanten transfiziert. Nach drei Tagen Inkubati@n 80 °C wurden die Zellen geerntet und
sequenziell extrahiert.

Die Uberstande der Extraktionen mit 50 mM Tris, PB&en oder RIPA-Puffer, sowie das
Zellsediment nach der Extraktion und als Verglalen Zellgesamtextrakt wurden auf einem
15 % Acrylamid Gel aufgetrennt, auf Nitrozellulo&bertragen und mit dem anti BiPro-

Antikdrper inkubiert.
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Abb. 32 Unterschiedliche Léslichkeit der Hullprotenmutanten aus Séaugerzellen

Links: Ponceau-Rot gefarbte Nitrozellulose, rechitismunblot nach Inkubation mit anti-
BiPro zur Darstellung der Fusionsproteine TMV-HMRRI. Die Menge und Ldslichkeit der
TMV-Mutanten ist in Abhangigkeit inrer Temperatunsgivitat unterschiedlich. Die Mengen
der HP P20L und P78L sind im Vergleich zum vulgdfe-drastisch reduziert, wie der Blot
des Totalextrakts zeigt. Tr Hullproteine wielgare und P102L haben eine gute Ldslichkeit,
wéhrend ts-Mutanten wie P20L und P56L schlechtdbsind.
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Die mit Ponceau-Rot gefarbte Nitrozellulose zegjtee gleichmalRige Beladung der Gele mit
Proteinextrakten, dabei ist das TMV-HP-Bipro nielg spezifische Bande zu erkennen. Der
Nachweis des Hiullproteins im Gesamtextrakt durchi-BiPro zeigte die bekannten
unterschiedlichen Konzentrationen der einzelneripgritein-Mutanten (siehe Abb.13A). Die
Totalextrakte der mit den Mutanten P20L (ts) un8lP{tlef.) transfizierten Zellen waren nur
sehr schwach positiv fur das HP, die Zellextralde Transfektionen mit P7L (def.), P56L (ts)
und P78L wiesen zusétzlich noch eine weitere Bémilea. 40 kDa auf.

Wie im Immunblot weiter zu erkennen war, wurden di@lproteine vonvulgare (tr), P54L
(magRig ts) und P102L (tr) schon mit 50 mM Tris zgriafdten Teil aus den Zellhomogenaten
extrahiert. Die Hullproteine von P7L (def.) und R2(@s) wurden in geringerem Malde
extrahiert, P56L (ts) und P78L (def.) liel3en siagh%0 mM Tris kaum extrahieren.
PBS-Tween Extraktionspuffer konnte aus den Extrakten vulgare und P102L weitere
nachweisbare Mengen Hullprotein extrahieren, intlagu geringerer Menge aus P54L-
transfizierte Zellen. Die folgende dritte Extraktionit RIPA-Puffer extrahierte aus den
Zellsedimenten der 2. Extraktion nur noch weniglptitein, einevulgare Hullprotein-Bande
war schwach zu erkennen, alle anderen Reaktionesnvedoenfalls nur schwach.

Die Immunreaktion im verbliebenen Zellsediment ndein RIPA-Puffer Extraktion wies in
allen untersuchten Zellextrakten noch Hullprot@irunterschiedlichen Mengen nach. Bis auf
die Sedimente vomlgare und P102L hatten alle anderen Extrakte eine weBande bei ca.
40 KDa. Auch deren Starke war unterschiedlighlgare, P20L, P54L, P78L und P102L
zeigten nur noch wenig Hullprotein im Sediment, gieMutanten P7L und P56L hatten die

hdchste Konzentration von Hullprotein im Sediment.

3.4.12 Tryptische Abbaubarkeit der Hillproteine ausSaugerzellen

Cos7 Zellen wurden mit den Vektoren flur die Hulleino-Varianten Ni 2068 (maRig ts),
CP415 (ts) undwlgare (tr) transfiziert und drei Tage bei 30 °C inkubigfontrollzellen
wurden mit GFPN3 transfiziert. Der Zellgesamtextnakirde mit Trypsin bei 37 °C fir 150
Minuten inkubiert. Zum Zeitpunkt O Minuten, 30 Mirem, 90 Minuten und 150 Minuten nach
Trypsinzugabe wurden Proben entnommen und auf eiitett SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Inkubation mit anti HSP70 diente der Kontrolle d&®teinabbaus durch Trypsin. Mit anti

BiPro wurde das Hullprotein nachgewiesen.
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Abb. 33 Sensitivitat von TMV-HP mit Aminosaureaustiuschen gegen Trypsin

Reaktion der Proben mit anti HSP70. Abbildung AduB’ zeigen in einem identischen
Immunblot das in den Proben mit anti-BiPro nochhmagisbare Hdllprotein bei ca. 20 KDa.
Die Pfeilspitzen markieren weitere positive Bantenca. 40 KDa und daruber.

V = wulgare (tr) 2068 = Ni2068 (ts), 415 = CP415 (ts), GF =FGKon. = nicht transfizierte
Cos7-Zellen, Zellextrakt nicht mit Trypsin inkukier

Zum Beginn der Trypsinbehandlung (0 Min) zeigte Beaktion mit anti HSP70 eine Bande
gleicher Starke in den einzelnen Spurdnlgare Hullprotein war bei 20 KDa in hoher
Konzentration vorhanden. Im Extrakt der Ni 206&&fizierten Zellen war neben der Bande
bei ca. 20 KDa eine weitere Bande bei 40 KDa zermmkn. Die Virusmutante CP415 zeigte
eine nur sehr schwache Reaktion bei ca. 20 KDa.

Nach 30 Minuten war in der miulgare transfizierten Probe die HP Bande und eine weitere
schwache Bande bei 40 KDa zu sehen. Der ExtrakD@&iZransfizierter Zellen zeigte eine
nur noch schwache Bande bei ca. 20 KDa. Die Sidekd3ande bei ca. 40 KDa blieb gleich.
In der mit CP415 HP-Mutante transfizierten Probe l&ine positive Reaktion mit dem anti
BiPro-Antikorper zu erkennen.

Nach 90 Min wurde die 40 KDa Bande imigare Extrakt starker, der Ni2068 Extrakt zeigte
eine nur schwache Bande bei 40 KDa. Die Kontrodle Trypsin-Inkubation, der Nachweis
des HSP70 in den Zellextrakten, war noch fir dieelmandelten Cos7 Zellen positiv, nach 90
Minuten Trypsin-Inkubation war das HSP70 weitgehabdebaut, so dass der verwendete

Antikdrper keine positive Reaktion mehr zeigt.
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Nach 2 Stunden 30 Minuten Inkubation war diélgare HP Bande bei ca. 20 KDa

unverandert stark, die Bande bei 40 KDa erschiesenttich deutlicher. In Ni2068 Extrakt

gab es nur noch bei 40 KDa eine Bande, hinzugekommagen Banden bei ca. 35 KDa und
ca. 60 KDa. Im Trypsin behandelten CP415 Extrakt @sae schwache Bande bei 40 KDa zu
erkennen.

Vulgare-Hillprotein in tierischen Zellextrakten ist sehesistent gegen Trypsin, die ts-
Mutanten sind Proteolyse-sensitiver.

3.5. Manipulationen der TMV-Hillprotein-Ubiquitinie rung und Blockade des

proteasomalen Proteinabbaus in Sdugerzellen

3.5.1 Blockade einer mdglichen Ubiquitinierung durb Austausch von Lysin-Resten im
TMV-Hillprotein

Durch Austausch eines oder beider Lysine (K53, K8)Hullprotein sollte untersucht
werden, ob sich die bisher beobachtete UbiquititoKalisierung mit dem Hullprotein-
Klumpen verandern lasst.

Bei zwei durch Primermutagenese erzeugten ProlucibeMutanten, P7L und P20L, sowie
dem Wildtyp vulgare, wurde die cDNA durch weitere Primermutagenese ifizoett. Die
Lysine an den Positionen K53 und K68 wurden einzaer beide durch Arginin ersetzt
(Hagedorn, 2004, und pers. Mitteilung). Die cDNArdel in den pTarget Expressionsvektor
kloniert und in Cos7 und Neuro2A Zellen transfiziétach drei Tagen Inkubation bei 30 °C
wurden die Zellen fur die Immunfluoreszenz fixieder die Zellextrakte auf SDS-PAGE
analysiert und mit anti BiPro und weiteren Antikénp inkubiert.

Diese Vektoren produzierten in den Saugerzellen Masdem BiPro-Peptid versehene,
mutierte Hullprotein, welches mit dem anti BiProtikidrper in Extrakten im Immunblot oder
der Immunfluoreszenz nachgewiesen werden konng Kbnzentration des Proteins war im

Immunblot je nach Varianten unterschiedlich.
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Abb. 34 Nachweis von HP und Ubiquitin in mit KnR Mutanten transfizierten Neuro2a
und Cos7 Zellextrakten

Mit KnR Mutanten transfizierte Neuro2a (A) und Cd$3) Zellextrakte wurden auf einem
12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti BiPro bikat. 17.6 KDa entspricht dem TMV-
HP aus Virus. Eine Bande bei ca. 40 KDa (*) istwenigen Mutanten zu erkennen. In Abb.
35A" und B" wurden identische Extrakte auf einemdSDS-PAGE aufgetrennt und mit anti
Ubiquitin inkubiert. Die Bande des Ubiquitinmonommést mit einer Pfeilspitze markiert. V =
wlgare, 7 = P7L, 20 = P20L.

Das HP des Wildtypsulgare wurde in einer deutlichen Bande bei ca. 20 KDa elsteglt.
Das Hullprotein der beiden Mutantemlgare (K53R) undwulgare (K53R, K68R) war in
geringerer Konzentration zu finden. Das P7L Hulipio zeigte eine gut sichtbare Bande, die
Hullproteine der Lysin-Arginin-Mutanten, P7L (K53R)ynd P7L (K68R) sowie der
Doppelmutante, P7L (K53R, K68R) war in einer hohekonzentration in den Extrakten
vorhanden als das HP der Mutante P7L. Bei den MemaR7L (K53R) und P7L (K53R,
K68R) war im Immunblot eine weitere positive Reaktbei ca. 40 KDa zu finden.

Die Reaktion des Antikorpers mit dem modifiziertéR der P20L Mutante war schwéacher als
die mit denvulgare oder P7L-Mutanten. Das Hullprotein war in der Mu&aP20L (K53R) in
etwas geringerer Konzentration nachzuweisen aBxtrakt dervulgare transfizierten Zellen.
Die Konzentration nahm im Extrakt P20L (K68R) aldumar in der Variante P20L (K53R,
K68R) noch geringer.
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Die Verteilung und Konzentration des Ubiquitinmorezsiund der ubiquitinierten Proteine in

den transfizierten Zellen zeigte zwischen den énereKnR-Mutanten keine Unterschiede.
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Abb. 35 Menge und Stabilitat der KnR-HP-Mutanten in Saugerzellen

A: Anteil der HP positiven Zellen nach drei Tagakubation bei 30 °C. Es wurden aus drei
Versuchen je Mutante ca. 500 bis 1000 Zellen gézdia die Zahl der HP positiven ermittelt.
Um Schwankungen in den einzelnen Transfektionsaas&uszugleichen, wurde die Anzahl
dervulgare positiven Zellen gleich 1 gesetzt. Fir diggare- und die P7L Lysin-Mutanten
fallt der Anteil der HP positiven Zellen durch d@mstausch eines oder beider Lysine. Im
Gegensatz dazu steigt bei den KnR Mutanten von RR0Oth den Austausch der Lysine die
Zahl der HP positiven Zellen an.
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B: Loslichkeitsindex der Hullproteine und Verandeguwer Loslichkeit durch die Mutationen.
Angegeben ist der Anteil von 100 Hullprotein-pogt Zellen, in denen das HP diffus
verteilt ist. Vulgare und P20L Hullprotein wird ohne die Lysine unlobke, die geringe
Loslichkeit von P7L wird durch die Mutationen nicregréndert.

C: Loslichkeit und Anteil positiver Zellen zeigerike Korrelation (r = 0,25).

Um die Loslichkeit und die Verteilung dieser Mutamt in den Zellen, sowie die
Ubiquitinierung zu untersuchen, wurden transfieetellen bei 30 °C inkubiert und nach drei
Tagen fixiert. Nach der Inkubation mit anti BiProduanti Ubiquitin konnte fur die Mutante
vulgare (K53R) das Hullprotein weiterhin hauptsachlichlaslicher Form diffus verteilt in
den Zellen dargestellt werden. Das Hullprotein veuedich vom polyklonalen Antikérper
sowie von den monoklonalen Antikorpern erkannt. \Mach das Lysin an Position 68 durch
Arginin ersetzt, wurde das bisher I6slich vorliederHP zum Teil in Klumpen auf einem
diffus positiven Hintergrund gefunden. Die paralielrchgefiihrte Ubiquitindarstellung war
im Bereich der Klumpen starker positiv.

Die Mutante P7L, deren temperatursensitives Hulgnobei 30 °C in Klumpen in der Zelle
vorlag, zeigte mit weiteren eingefligten Mutation&53R bzw. K68R einzeln, oder einer
Kombination beider Mutationen, weiterhin die eneteh Aggregate in den transfizierten
Zellen. Auch hier wurden alle Hillproteine, allergs etwas schwacher als in der P7L-
Mutante, vom polyklonalen und von den monoklonaetikérpern erkannt. Die Ubiquitin-
Reaktion war in den Mutanten P7L (K53R) und P7L&R®, wie in der Ausgangsmutante fur
die Hullproteinklumpen starker positiv als der irgrund. Die Mutante P7L (K53R, K68R)
zeigte eine schwache kolokalisierte Ubiquitin-Reakt

Die Hullproteinvariante P20L, die bei einer Inkubastemperatur von 30 °C in Saugerzellen
hauptsachlich als losliches Protein vorlag, warcdudie Mutationen K53R bzw. K68R
starker in Aggregaten in den Zellen zu finden. pelyklonale und auch die monoklonalen
Antikodrper reagierten schwacher mit diesen Aggregais mit denen der Mutante P20L mit
Lysinen. Die Ubiquitin-Reaktion war schwach, aberhanden. Die Mutante P20L (K53R,
K68R) wies nur eine schwache Reaktion der Aggregaik anti Ubiquitin auf. Diese
Ergebnisse wurden sowohl in Cos7 als auch in Neugeen gesehen.

Durch den Austausch der Lysine gegen Arginin wies dbsliche Hullproteirnvulgare (tr)
sowie die relativ 16sliche Mutante P20L (ts) unidisér. Die Bildung von Aggregaten in den
transfizierten Zellen ist verstarkt zu beobachteine Kolokalisation der Ubiquitin-Reaktion
mit den Aggregaten ist etwas schwacher als benldiigen Hullproteinen vorhanden. Der
Austausch der Lysine gegen Arginin verhindert dieldKalisation von Ubiquitin in den

entstehenden Aggregaten nicht.
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3.5.2 Zeitlicher Verlauf der Saugerzellen-Reaktionauf die Transfektion mit KnR
mutierten Hullprotein-Varianten und Stéarke der cCaspase3 Reaktion

In weiteren Versuchen wurde der zeitliche Verlageif Reaktion der Zellen auf die Produktion
von KnR mutierten Hullproteinen untersucht. Nach St&nden bei 30 °C waren in allen
Praparaten HP-positive Zellen zu sehen. ParallelDarstellung des Hullproteins mit anti-

BiPro wurde auch eine Immunreaktion mit einem ae@tspase3 Antikdrper durchgefuhrt.

anti BiPro anti cCasp.3 uberlagert

vulg.
K53R
K68R

P7L
K53R
K68R

P20L
K53R
K68R

GFP
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Abb.37 cCaspase3 Reaktion in Saugerzellen nach Trsfektion mit KnR Mutanten
Vorhandene oder fehlende Kolokalisation von cCaspdaktive Form) mit dem Hullprotein
oder GFP nach 72 Stunden bei 30 °C. Die Zellen amumhit den Vektoren flwulgare
(K53R, K68R), P7L (K53R, K68R), P20L (K53R, K68R)d1IGFPN3 transfiziert. Nicht alle
apoptotischen Zellen sind positiv fur das HullpnotdKerne blau (Hoechst Stain), Mal3stab:
20pum.
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Abb. 38 Zeitlicher Verlauf der HP-Produktion und Verteilung der KnR mutierten
Proteine in Saugerzellen

A: Anzahl TMV-HP-BiPro-positiver Zellen bei 30 °C126, 42 und 49 Stunden nach der
Transfektion. Dievulgare HP produzierenden Zellen zeigen nach 49 Stundarbhtion eine
geringere Anzahl positiver Zellen als zu Beginn déhlung nach 19 Stunden, alle anderen
KnR-Mutanten sowie GFP zeigen einen Anstieg der pd§itiven Zellen im
Versuchszeitraum. Je Zeitpunkt und Mutante wurderb00 bis 1000 Zellen ausgezahlt und
der Anteil der HP positiven Zellen ermittelt.

B: Anzahl der TMV-KnR Mutanten und der Kontrollenlgare und P20L, sowie GFP mit
diffus in der Zelle verteiltem HP zu den oben gettan Zeitpunkten. Bewertet wurde der
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Anteil von 100 HP-positiver Zellen, die keine siohiten Aggregate zeigten. In diesem Ansatz
zeigt sich die Veranderung der Loslichkeit durch Bubstitution eines oder beider Lysine.
Die Loslichkeit der KnR Mutanten ist nach 19 Stumdekubation héher und sinkt im
Untersuchungszeitraum.
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Abb. 39 Zeitlicher Verlauf der Anzahl cCasp3 positver Zellen

A: Anzahl der cCasp3 positiven Zellen 19, 26, 48 408 Stunden nach Transfektionsbeginn.
Der Anteil cCasp3 positiver Zellen wurde fir jed&itpunkt und Mutante unter ca. 500 bis
1000 Zellen ermittelt. In allen Ansatzen steigt dahl der cCasp3 positiven Zellen im Laufe
der Zeit an, einen geringen Anstieg zeigen nurR#6L Mutante ohne Lysine und die GFP-
Kontrolle.

B: Anzahl der cCasp3 positiven Zellen bezogen @0fHP positive bzw. GFP positive Zellen

je Zeitpunkt und Mutante. Fur alle Ansétze ist dihl Hullprotein positiver und cCasp3

positiver Zellen nach 19 und 26 Stunden sehr getind steigt erst nach 42 Stunden
Inkubation bei 30 °C an. Die Mutanten P7L, K53R WL, K53R, K68R erreichen Werte

von 15 % cCasp3 und HP positiven Zellen.
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3.5.3 Hemmung der proteasomalen Aktivitat in Saugeellen durch MG 132 mit Beginn

der Transfektion

Die Auswirkungen des Proteasomen-Inhibitors MG &8Rtransient transfizierte Zellen und
den Abbau des TMV-Hullproteins wurde in zwei veisdenen Anséatzen untersucht. Zum
einen wurde der Inhibitor zu Beginn der Transfaktzngegeben (Abb. 40), in einem anderen
Ansatz erst nach der Transfektion und ProduktianTdéV-Hullproteine (Abb. 42).

Die Zellen wurden mit den Vektoren fur TMV-HP-BiPvalgare (tr), P54L (ts), P56L (ts?)
und zur Kontrolle mit GFP transfiziert und mit M@ ®ehandelt. Als Kontrolle dienten
Zellen, die nicht mit MG 132 behandelt waren. Ddamilbitor wurde dem Ansatz direkt nach
der Transfektion zugesetzt und der Verlauf derdfnptoduktion und die Reaktion der Zellen
Uber 60 Stunden beobachtet. Zu den Zeitpunkten2%9,32 und 60 Stunden nach der
Transfektion wurde mit anti BiPro-Antikérper die MYHP positiven Zellen und mit anti

cCasp3 die cCaspase3 positiven Zellen dargestellt.
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Abb. 40 Verhalten der HP-produzierenden Zellen in Anwesenheit des

Proteasominhibitors MG 132

Reaktion der transfizierten Zellen bei 30 °C inesirZeitraum von 60 Stunden. Der Inhibitor
MG132 war den Medium sofort nach der Transfektiogesetzt worden.

A: Anzahl der Hullprotein produzierenden Zellen ritsatz des Inhibitors (dunkle Kreise)
und ohne Zusatz (helle Kreise). Mit MG 132 war dehl der HP positiven Zellen fir alle
untersuchten Hullprotein-Mutanten und GFP geriraggiohne Zusatz.

B: die Anzahl der cCasp3 positiven Zellen pro 1@0leh. Dafiir wurde die Zahl der cCasp3
positiven Zellen unter 500 bis 1000 Zellen bestimbie transfizierten aber unbehandelten
Ansétze zeigen weniger cCasp3 positive Zellen @slcansfektionsanséatze, denen MG 132
zugesetzt wurde.

C: Zahl der cCasp3 positiven Zellen pro 100 TMV-H&sitiven Zellen. Es wurde, wenn
maoglich, der Anteil der cCasp3 positiven Zellenaunt00 HP positiven Zellen bestimmt.
Waren weniger als 100 positive Zellen im Praparatde der Anteil cCasp3 positiver Zellen
auf 100 berechnet. In allen Ansatzen ist die Zahlapoptotischen, cCasp3 positiven Zellen
unter den transfizierten Zellen mit Inhibitorzushéher.

D: Die diffuse Verteilung des produzierten Hullggiois in 100 transfizierten Zellen wurde
beurteilt und die Anzahl diffus positiver Zellengageben. Durch Zugabe des Inhibitors wird
die Verteilung des HP wenig beeinflusst.

94



Ergebnisse

Vulgare-Hullprotein wurde von weniger als 0,2% der Zelgonduziert, P54L oder P56L HP
produzierten nur ca. 1% der Zellen, GFP positivamanoch 4 % der Zellen nach 60 Stunden
Inkubation.

Die Anzahl der cCaspase3 positiven Zellen war int valgare bzw. GFP-transfizierten
Ansatz zum Zeitpunkt der ersten Messung nach 18dstuwesentlich héher als im mit P54L
bzw. P56L transfizierten Ansatz. Diese Tendenztsetich bis zum Ende der Messung nach
60 Stunden weiter fort.

Die Zahlen der HP bzw. GFP positiven Zellen die iniibitor-Zusatz durch Apoptose
absterben war bereits nach 19 Stunden Inkubatioesdéar die P56L transfizierten Zellen im
Vergleich mit den anderen Ansatzen hoch. \kiligare stieg dieser Wert erst nach 25 Stunden
Inkubationszeit, fur P54L und GFP-produzierendelefelerst nach 32 Stunden. Ohne
Inhibitor zeigte die Anzahl transfizierter und c@aspositiver Zellen einen erwarteten
Verlauf, sie stieg fur die HP produzierenden Zebem bis zu 5 % an, fur die GFP-Kontrolle
blieb dieser Wert unter 1 %.

Die diffuse Verteilung des HPs bei 30 °C, fudlgare (tr) und die GFP-Kontrolle
hauptsachlich l6slich, fur P54L (ts?) groldtentddslich und fur P56L (ts) groltenteils
unléslich, wurde durch die Zugabe des Proteasomieibitors zu Beginn der Transfektion
kaum beeinflusst.

Die Reaktion des Ubiquitin-Antikdrpers war in deellgn, die l6sliches Hullprotein diffus
verteilt enthielten unauffallig, dhnlich den nidinénsfizierten Zellen. Eine mit Hullprotein
kolokalisierte Ubiquitinreaktion gab es in den PJ6) positiven Zellen, hier wurden die HP-
Aggregate auch vom Ubiquitin-Antikdrper wie in desrhergehenden Versuchen erkannt.
Der Zusatz des proteasomalen Inhibitors MG 132 egi einer Transfektion beeinflusst
nicht nur die Produktion des Hullproteins oder d&BP, sondern vermutlich auch das
Uberleben transfizierter Zellen. Alle Ansatze zeigvon Beginn der Untersuchung nach 19
Stunden bis zum Ende des Versuchs nach 60 Stunel@gev TMV-HP positive Zellen, mehr
apoptotische Zellen und eine héhere Anzahl apuioér, HP oder GFP positiver Zellen. Das
Verhalten der Hiullproteine in der Zelle, diffus ode amorphen Aggregaten, veréandert sich

durch den Inhibitor nicht.
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3.5.4 Hemmung der proteasomalen Aktivitdt von Saugeellen durch MG 132 nach

Transfektion und Produktion der Hullproteine

Abb. 41 Transfizierte Zellen
nach Zugabe des Proteasom-
Inhibitors MG 132
Uberlagerung des Hullprotein-
Nachweises (grin) und d
cCasp3 Reaktion (rot) mit d
Kernfarbung (Hoechst Stai
blau). Kolokalisierte HP und
cCasp3 Reaktionenerscheinel
gelb. Den Zellen wurde ¢
Stunden nach der Transfekti
bei 30°C 1uM MG 132
zugesetzt und die Reaktion
Zellen uber weitere 46 Stund
PS6L verfolgt. Nach 46 Stunde
ts Inkubation erscheint d
Zellmorphologie verandert. I
gibt sowohl bei den TMWHP
transfizierten Zellen als auch t
der GFPKontrolle vermehr
abgerundete Zellen.
Mafl3stab: 20pum.

Vulg.
tr

GFP

In einem weiteren Versuch wurde die Auswirkung dekibitors MG 132 auf bereits
transfizierte und Hullprotein-produzierende Zellentersucht. Der Inhibitor wurde den
Ansétzen erst zugesetzt, nachdem die Zellen schdBtdnden bei 30 °C inkubiert worden
waren und Uber einen Zeitraum von weiteren 46 Snndie Reaktion der transfizierten
Zellen auf die Inhibierung der Proteasome untersurie Zahl der TMV-HP positiven Zellen
wurde 1 bis 46 Stunden nach der Zugabe des Inksbib@stimmt. Gleich behandelte
Kontrollen ohne Inhibitor-Zusatz wurden zu den geitkten nach 1 Stunde, 11 Stunden und
46 Stunden untersucht. Ebenfalls wurde die AnzahlaCasp3 positiven Zellen im Ansatz
der HP bzw. GFP transfizierten Zellen ermittelte Merteilung des Hullproteins und des GFP
in der Zelle wurde ebenfalls Gber diesen Zeitraeurteilt.
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Abb. 42 Auswirkung des Inhibitors MG 132 auf Hullprotein- oder GFP-produzierende
Zellen

A: Zeitlicher Verlauf der Hullprotein- und GFP-Prddion mit (dunkle Kreise) und ohne
(helle Kreise) Inhibitorzugabe Uber 46 Stunden. Bile Ansatze nimmt die Zahl der
transfizierten Zellen mit MG 132 Zugabe zu. Ohnhibitor nimmt die Zahl der positiven
Zellen leicht ab oder bleibt, wie fir die GFP-Kaike, konstant.

B: Anzahl der apoptotischen Zellen. Nach 46 Stunbhubation ist in den Ansatzen, in
denen l6sliches Protein produziert windjlgare und GFP, die Zahl der cCasp3 positiven
Zellen auf 25 % gestiegen.

C: Anteil cCasp3 positiver Zellen von 100 Hullpriotdozw. GFP positiven Zellen. Fir die
vulgare und P56L-HP produzierenden Zellen ist mit Inhibiteine Steigerung der
apoptotischen Zellen zu verzeichnen. Die GFP-Kdletreeigt keine Veranderung in der
Anzahl der apoptotischen Zellen durch MG 132.

D: Loslichkeitsindex der Hillproteine und des GRRIen Saugerzellen nach Inhibitorzugabe.
Von 100 transfizierten Zellen ist der Anteil derllZe mit diffus verteiltem HP/GFP
angegeben.

Die Zugabe des Inhibitors MG 132 steigerte in diedéersuch die Zahl der HP- oder GFP-
positiven Zellen im Vergleich zu den parallel ustehten Kontrollen ohne
Proteasominhibitor. Ohne Inhibitor nahm die Zahi H® positiven Zellen ab, die Zahl der
GFP positiven Zellen schwankte in diesem Zeitrawnsezhen 10 und 15 %. Die Reaktion mit
dem cCasp3 Antikorper lag in den Praparaten, diddsiiches Protein wieulgare oder GFP
produzieren nach 46 Stunden bei 25 bzw. 30 %. Diséfze mit der Mutante P54L, die bei
30 °C hauptsachlich léslich produziert wird und ddutante P56L, die hauptsachlich
unldslich produziert wird, zeigten nach 46 Stuntldgaubation mit MG 132 einen Anteil von
ca. 10 % Caspase3 positiven Zellen. Ohne HemmumgPd&teasome lag die Zahl der

apoptotischen Zellen zwischen 5 und 1 %.
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Die Zahl der Hullprotein bzw. GFP und cCasp3 pwsiti Zellen hat im Ansatz mit MG 132

einen schwankenden Verlauf, ahnlichen wie in ders&zen der zu den Zeitpunkten 1
Stunde, 11 Stunden und 46 Stunden ohne Inhibitatzustersuchten Kontrollen.

Die Verteilung der Hullproteine und des GFP wurdect Zusatz des Proteasominhibitors in
diesem Versuch nur im Ansatz der P56L transfizierfllen veréandert. Das P56L HP,
welches bei 30 °C denaturiert und in AggregatedeinZelle liegt, wurde mit MG 132 Zusatz
verstarkt diffus verteilt in der Zelle angefarbtieDL6slichkeit sank erst im Verlauf von 46
Stunden auf 5 % ab.

Die Zugabe des Proteasomeninhibitors nach der Rtiodudes Hullproteins oder GFP fihrt
zu einer hoheren Anzahl transfizierter Zellen, eimerstarkten Apoptose bei Hullprotein-
positiven Zellen und erhoht die Anzahl der Zelleih diffuser Verteilung des TMV-HP P56L.

Ohne Proteasominhibitor Mit Proteasominhibitor
HP u. HP HP Protein HP HP HP u.
cCasp. | Loslichkeit | Produktion Produktion | Loslichkeit cCasp.
pos. % % pos.
Zugabe mit Beginn der Transfektion
+ 95 +5 +++ Vulg. ((+)) 95 +5 ++
(+) 95+5 ++ P54L (+) 95+5 ++
+ 5+5 ++ P56L (+) 5+5 +++
((+) 100 +++ GFP + 100 ++
Zugabe nach der Transfektion
++ 95 +5 + Vulg. ++ 95 +5 +++
+ 95 +5 + P54L ++ 50+5 +
++ 5+5 + P56L + 5+5 ++
(+) 100 ++ GFP +++ 100 ((+))

Tabelle 12 Zusammenfassung der Ergebnisse der Trafektionen mit bzw. ohne
Proteasominhibitor MG132.

Veranderungen im Vergleich zur nicht inhibierten ntolle sind in rot dargestellt. Die
Angaben ohne Inhibitor der beiden Ansatze sindtrilitekt vergleichbar, da es sich einmal
(oben) und den Inkubationszeitraum von 3 bis 60n&a handelt und im unteren
Tabellenbereich um den Zeitraum von 40 bis 86 Stantach der Transfektion der Zellen.
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4. Diskussion
4.1 Methodische Aspekte der durchgefiihrten Arbeiten

4.1.1 Auswirkungen der Kultivierungstemperatur aufdie verwendeten Zelllinien

Die ersten Transfektionen mit den TMV-HullproteidMdA Plasmiden an HEK- oder CHO-
Zellen wurden bei 37 °C durchgefuhrt. Dabei fiek diehr geringe Zahl der HP-positiven
Zellen im Vergleich zu den mit GFP transfizierteroritrollzellen auf. Die Zahl der
Hullprotein positiven Zellen lag unter 0,1 %.

Nachdem das Hullprotein durch Modifikation der cDM#t dem BiPro-Markierungspeptid
versehen war, wurde die Nachweisbarkeit der veesemen Hullproteine etwas besser, da
auch schwach positive Zellen mit dem anti BiProikirper dargestellt wurden. Insgesamt
blieb die Zahl der positiven Zellen in den unteredhchen Versuchen immer unter 1 %.

In den Infektionsversuchen mit Pflanzen war die &@enerungstemperatur fiwulgare und
flavum bzw. Ni118 (P20L) mit < 35 °C bzw. ca. 27 °C etslit worden (Jockusch 1966,
Jockusch et al., 1969). Es war notwendig, die Kidtungstemperatur so niedrig wie moglich
zu halten. Um die Proteinproduktion der temperansgiven Hullproteine in transfizierten
Séaugerzellen zu ermdglichen wurde, im Gegensatdezusonst Ublichen Temperatur von
37 °C, eine Inkubationstemperatur von 30 °C gewahlt

Die Senkung der Inkubationstemperatur auf 30 °Crtfibu einer Senkung des
Zellstoffwechsels und einer Stabilisierung der Zadtl durch Arretierung der Zellen in der
G1-Phase (Kaufmann et al., 1998 Ducommun et alQ1R0Durch die erniedrigte
Inkubationstemperatur und die verlangsamte Waclhstte wurden die transfizierten, HP-
produzierenden Zellen nicht mehr von den nichtdfiarerten Zellen tberwachsen.

Die Zahl HP-positiver Neuro2a Zellen bei 37 °C wdeutlich geringer als bei 30 °C
Inkubationstemperatur. Die Kultivierungstemperatom 30 °C hat noch weitere Vorteile. Fur
transfizierte CHO Zellen ist eine 1,7-fach hoheredaktivitat spezifisch fur das zu
produzierende Fremdprotein beschrieben worden (anoh et al. 1998).

Der Effekt einer starkeren Hullproteinproduktionr d&ansfizierten Zellen bei 30 °C,
verglichen mit den sonst ublichen 37 °C, beruhtgerf Senkung der Temperatur, da dieser
Effekt bei allen getesteten TMV Mutanten sowie d&fh zu sehen ist. Die unterschiedliche
Anzahl positiver Zellen, die fur die einzelnen Muiten bei 30 °C gezahlt wurden, ist auf das
in den Zellen produzierte Hullprotein und die jeNga Eigenschaft (I6slich/unldslich)
zurtckzufuhren. Lediglich die GFP produzierendemtalzellen zeigten bei 37 °C und
kurzen Inkubationszeiten bis 72 Stunden die glefmeahl| positiver Zellen wie bei 30 °C.
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Die Senkung der Kultivierungstemperatur kann aucdhn &poptose fuhren. Nach einer
niedrigen, aber Uber dem Gefrierpunkt liegendemubakionstemperatur zeigen CHO Zellen
nach der Erwarmung auf 37 °C eine vermehrte Apeptagenn sich diese Zellen vor der
Abkuhlung in der logarithmischen Wachstumsphasarzkdn (Soloff et al., 1987). Fur die
hier erfolgte, milde Absenkung auf 30 °C konntender Literatur keine Hinweise auf ein
verandertes Apoptoseverhalten der Zellen gefundendem. Eine verstarkte Apoptose konnte
durch die Absenkung der Inkubationstemperatur in darchgefihrten Versuchen nicht
beobachtet werden.

Die Wirkung der auf 30 °C abgesenkten Inkubationgteratur auf das Absterben
transfizierter und nicht transfizierter Zellen zeigbb. 25. Bei 30 °C Kultivierungstemperatur
zeigen alle TMV-Mutanten sowmilgare und GFP eine Apoptoserate zwischen 0 % und 4 %.
Nach der Transfektion und weiterer Inkubation béf °@ schwankt die Zahl der
apoptotischen Zellen und erreicht fur einige MutaniVerte tber 5 %.

Bei den Zellen, die nach der Transfektion bei 3arfkibiert wurden, fallt die zu Beginn der
Transfektion gezéhlte Zahl cCaspase3 positiveredethsch auf Werte unter 1 %. Dieser
Effekt ist auf die gesenkte Stoffwechselaktivitétickzufihren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass dkaidationstemperatur, bei der transfizierte
Saugerzellen inkubiert werden, einen deutlichen el&ff auf die Konzentration
temperatursensitiver aber auch temperaturresistdtitgteine in der Zelle hat. Auch die
Wirkung der produzierten Proteine auf die Zellebist 30 °C eine andere als bei 37 °C. Eine
geringere Inkubationstemperatur als die sonst kéfic37 °C zur Produktion, Untersuchung
und Gewinnung temperatursensitiver Proteine in Ségfjen ist daher eine geeignete

Alternative, um die Zahl der transfizierten Zellamd ihre Lebensdauer in Kultur zu erhéhen.

41.2 Verwendung eines Markierungspeptids zum Nacheis transienter
Proteinproduktion

Bei der Verwendung eines Peptids zur Markierung®in Zellen produzierten Proteins ist es
wichtig, dass die Markierung die Eigenschaften diedFunktion des Proteins nicht veréndert.
Eine Beeintrachtigung des Hillproteins durch daBr&iMarkierungspeptid konnte nicht
beobachtet werden. Hullproteine mit Markierungsjgepturden ebenso in transfizierten
Zellen dargestellt wie zuvor ohne Markierung. Esnite in der Immunfluoreszenz-
Darstellung mit dem polyklonalen TMV-Antikérper adeden monoklonalen TMV-

Antikdrpern im Vergleich zum anti BiPro-Antikérpkein Unterschied in der Verteilung oder
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der Loslichkeit der Hullproteine gesehen werden. Bachweis schwach HP produzierender
Zellen verbesserte sich deutlich durch die MarkigrAbb.12). Die BiPro-Markierung
beeinflusst das Hullprotein in seinen unterschad@n Loslichkeiten vermutlich nicht.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass das verwendetekiglaingspeptid die Funktion und die
Eigenschaften des Hullproteins nicht wesentlichémdert, ist die Bildung von parakristall-
ahnlichen Aggregaten fur den WT und die Mutante@1if den transfizierten Zellen. Wirde
das Peptid die Faltung des HP verandern, wéare lspaetane Bildung der langlichen TMV-
HP Strukturen in der Zelle méglich.

Zur Aufreinigung der produzierten Hiullproteine a8&8ugerzellen wurde statt des BiPro-
Peptids das 6-His-Peptid C-terminal an die Hullpiree fusioniert (Jahnknecht et al. 1991,
Jahnknecht & Nordheim 1992). Die Saugerzellen eeigtach der Transfektion mit 6-His
markierten Hullprotein-Vektoren das in den Zellemmduziertevulgare HP nicht in einer
|6slich-diffusen Form in der Zelle verteilt, sondem Aggregaten. Daher konnte eine
Reinigung und Analyse der produzierten Hullprotemie dieser Methode nicht durchgefihrt

werden.

4.1.3 Produktion eines Fremdproteins in Saugerzelte

Werden durch Transfektion Proteine in Zellkultulzelproduziert, die sich nicht oder nur
wenig von den zelleigenen Proteinen unterscheigd¢nhr Nachweis und die Beobachtung
der Interaktion mit anderen Proteinen schwierigrdAgin zu produzierendes, zelleigenes
Protein mit einer Markierung versehen, so kannneddr Zelle oder in den Zellextrakten
durch spezifische Antikérper oder eine andere AtHiisreaktion nachgewiesen werden.

In diesem Fall konkurriert das markierte, durchnBfaktion produzierte Protein mit dem

naturlich vorkommenden, zelleigenen Protein umraktonen und Bindungspartner. Die zu
beobachtende Reaktion wird durch das interne, melrkierte Protein ,verdinnt®.

Das saugerzellfremde TMV-Hillprotein eignete sichfgaund der vielen bekannten

Mutationen und derer unterschiedlichen Temperatsigeitat gut, um die Reaktion der

Saugerzelle auf l6sliches oder bei bestimmten Teatpen aggregiertes Protein zu

untersuchen.

4.2 Verhalten von TMV-Hullprotein-Mutanten in der Pflanze

Vor Uber 40 Jahren war der durch Nitritmutagenegeugte Aminosaureaustausch P20L der

TMV-Mutante Nill8 untersucht worden. Der Austaubette drastische Auswirkungen auf
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die Stabilitdt des Hullproteins und auf das damgefsildete Virus gezeigt. Eine weitere>R
Mutation, Ni1927 mit dem Austausch P156L, zeighkeVeranderungen und verhalt sich wie
der Wildtypvulgare (Jockusch 1966a,b).

Die Mutation P20L (Ni118) fuhrt in Tabakpflanzen ewmer Hitzeschock-Reaktion (Jockusch
et al., 2001). Weitere temperatursensitive TMV-Mika wie flavum (D19A), Nill196
(P63S), CP416 (N140K) und Ni2239 (S15L) zeigen sbewie Nill8 eine positive
Ubiquitinreaktion im unléslichen Sediment der Bdatrakte infizierter, vor allem bei hoher
Temperatur (30 °C) gehaltenen Pflanzen, die auf deiquitinierung des denaturierten,
unléslichen Hullproteins beruht (Jockusch & Wiega2@03).

Die Aminosaure Prolin erzeugt aufgrund ihrer Ringdur eine grofRere Festigkeit und
erlaubt weniger Freiheiten in der Faltung der Peptkette, verhindert aber die Bildung
einer stabilen a-Helix. Diese geringere Bewegungsfreiheit sicherinee grofiere
thermodynamische Stabilitat nichithelikaler Sekundarstrukturen eines Proteins. \Wiralin
durch gezielte Mutagenese gegen andere Aminosauwsgetauscht, wie z. B. Alanin, Serin
oder Leucin, muss die Struktur des Proteins nickeiriflusst sein, wahrend sich die
thermische Stabilitat reduziert (Jockusch 1966hrd-et al., 2005). Durch den Austausch der
Proline des TMV-Hiillproteins konnte die Stabilitétd Faltung des HP sowie die Reaktion
der eukaryotischen Zelle auf temperatursensitifeddgefaltetes Protein untersucht werden.
Es gibt acht Prolinreste im TMV Hiuillprotein, nanflien den Positionen 7, 20, 54, 56, 63, 78,
102 und 156. Von diesen acht Prolinresten wurdendirrch Nitritmutagenese ersetzt, P20L
(Ni118), P63S (Ni1196) und P156L (Ni1927) (Wittmari®62). Die Mutante P20L zeigte
eine hohe Temperatursensitivitdt, P63S eine moelewstd P156L nur eine minimale
Sensitivitat im Vergleich zum Wiulgare. Dies zeigt die starke Abhangigkeit der Wirkung
eines Aminosaureaustauschs von seiner PositioeriRolypeptidkette.

Um die Rolle aller acht Prolinreste im TMV-HP sysggisch zu erforschen und die Wirkung
von mutierten Nicht-Hullprotein-Genen auszuschaltevurden durch gezielte Primer-
mutagenese die Prolinreste an den Positionen 752056, 78 oder 102 gegen Leucin
ausgetauscht und von der cDNA infektiose RNA hdsjegHagedorn, 2004). Die Infektion
von Tabakpflanzen lieferte nur fir die MutationeBOB, P54L und P56L Viruspartikel
(Hagedorn, 2004). Die Eigenschaften dieser neuensWiutanten wurden getestet und mit
den bekannten PnL, bzw. PnS Mutanten verglichen.Ichge Aminosaure fir die
Proteinstruktur wichtig ist, kann auch Uber eineeq@&nzvergleich mit anderen TMV-
Mutanten aus anderen Laboratorien und durch Vetgleait TMV-Wildstdmmen beurteilt

werden.
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Von den 8 Prolinresten im Hullprotein des TMV sihdlir die Proteinstruktur von Bedeutung
und hoch konserviert (Siehe Sequenzvergleich imafAgh Lediglich das Prolin an Position
156 der 158 Aminosauren langen Polypeptidkette nkanne Funktionsverlust durch ein
Leucin ersetzt werden. In den miteinander vergheme TMV-Mutanten allerdings ist der
Prolinrest an Position 156 konserviert. Der AustiuP78L und P102L scheinen fur die
Bildung funktionsfahiger Hullproteine auch bei nigeén Temperaturen nicht zu erlauben, da
kein vermehrungsfahiges Virus erzeugt werden konrftéagedorn, 2004). Der
Sequenzvergleich (Anhang) zeigt die Sequenzen rwi/-Mutanten mit einem P78S
Austausch, die keine Viruspartikel ausbilden kon@scc.Nr. X70858, X70884, Kuhlmann et
al., 1993).

Erstaunlicherweise ist das Prolin an Position 7 bgier TMV-Variante ausgetauscht
(Acc.Nr. AM262165 Parrella et al., 2006). Dieser TNWildstamm wird als TMVmild-green
bezeichnet und ist funktionsttichtig, hat aber inmglgch zurvulgare-Sequenz noch weitere

Aminosaureunterschiede, was offenbar den EffekiR¥dsAustausches suppremiert.

| | —COOH

Abb.43 Aminosaureaustausche in TMV-HP-Mutanten undihre Auswirkung auf die
Stabilitat in pflanzlichen oder tierischen Zellen.

Schematische Darstellung der TMV-HP Polypeptidkddie rot abgebildeten PnL Mutanten
bilden keine Viruspartikel in der Pflanze aus (deie grin gekennzeichneten PnL/S
Mutanten bilden Viruspartikel. Mutanten, die mihem schwarzen Rahmen versehen sind,
sind bekannte, durch Nitrit-Mutagenese erzeugte TWiMtanten. Schwarz abgebildet ist die
Mutation D19A, flavum, die in vielen Versuchen als Kontrolle diente. Bhiten oberhalb der
Linie sind temperaturresistent (tr), unterhalb demie sind die temperatursensitiven (ts)
Mutanten aufgefuhrt. In der Pflanze ist eine Teraparvon 30 °C nicht-permissive, wahrend
diese Temperatur in der tierischen Zelle permissiv
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P7L., def.

P102L, def

Abb.44 Dreidimensionales Modell des TMV-Hullproteirs mit Aminosaureaustauschen

Das Modell zeigt die in dieser Arbeit untersuchfeminosaureaustausche. Die Prolinreste
sind rot markiert, zu dem PnL Austausch ist das fgematurverhalten der Viren bzw. der
entsprechenden Hullproteine angegeben (tr = teryesaistent, ts = temperatursensitiv, def.
Defektmutante, keine Virusbildung). Die KnR Mutaién sind grin gekennzeichnet.

4.3 Vergleich des tierischen mit dem pflanzlichen ktersuchungssystem

In TMV-infizierten Tabakpflanzen war eine starkeigiitinierung der unléslichen Fraktion
aufgefallen. Es konnte in den Extrakten die kovi@ddbiquitin-Markierung eines kleinen
Teiles der TMV-Hullproteine durch isoelektrischekbissierung und Nachweis der Ubiquitin-
positiven Reaktion mit erwartetem Molekulargewichezeigt werden (Jockusch und
Wiegand, 2003, Abb. 4 und 5).

Ob bestimmte Hullproteine auch in der tierischetieZals unléslich erkannt und ubiquitiniert
werden, wurde mit TMV-HP-kodierenden Plasmiden tsueht. Alle TMV-Hdullproteine, die
in der tierischen Zelle bei der gewahlten Inkubadtemperatur von 30 °C als Aggregate
vorlagen, zeigten in der Immunfluoreszenz eine ladwe Ubiquitin-Kolokalisation. Diese
Reaktion konnte fir die ,klumpenférmigen“ Proteigaggate beobachtet werden, die
aufgrund ihrer Unléslichkeit in wassrigem Puffes alenaturiertes Hullprotein angesehen
werden. Die parakristall-dhnlichen Strukturen, idieulgare und P156L HP produzierenden
Zellen vorhanden waren, und vermutlich aus natiiéV-Hullprotein bestehen, reagierten
nicht mit dem Ubiquitin-Antikérper. Die Kolokalisan der Ubiquitinfarbung mit den
klumpenformigen Aggregaten wurde durch konfokalekiglskopie bestétigt. Der direkte
Nachweis der kovalenten Ubiquitinierung der unkiyséin TMV-Hullproteine konnte fir die

in Saugerzellen produzierten Proteine nicht ertiragdrden. Der Gehalt ubiquitinierter
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Proteine in unter Standardbedingungen kultivietierischen Zellen ist héher als im nicht
infizierten Tabak-Blattgewebe (Abb.9, Abb.13). Inegensatz zu Gesamtextrakt aus Wildtyp-
Mausgewebe (Leber, Hirn, Muskel) zeigen Zellkulallen einen hohen Gehalt Ubiquitin-
konjugierter Proteine. Durch den auch ohne Tranisfekhohen Hintergrund der Ubiquitin-
Reaktion in kultivierten Zellen (Abb.22) konnte kei der auftretenden Banden dem
ubiquitinierten Hullprotein, wie es bei den pflachen Extrakten mdglich gewesen war,
zugeordnet werden. Die zum Hullprotein-Nachweigjegetzten Antikdrper (anti BiPro, anti
TMV monoklonal) reagieren nur mit unkonjugiertem Hid mit Di- oder Trimeren des HP,
die in manchen Extrakten auftraten, nicht aber Wittiquitin-konjugiertem Hullprotein
(Jockusch & Wiegand, 2003). Daher konnte hohernubéeks, ubiquitiniertes HP nicht direkt
durch einen anti-Hullprotein Antikdrper nachgewreserden.

Da diese Antikdrper trotz kolokalisiertem Ubiquitiweiterhin mit den aggregierten
Hullproteinen reagieren, kann davon ausgegangememerdass die in den Saugerzellen
gebildeten Aggregate denaturiertes TMV-Hullproteined damit assoziierte Ubiquitin-
Konjugate des Hiullproteins und anderer Proteiribatten.

Die Ubiquitinierung des TMV-Hdllproteins kann thetisch an zwei Positionen erfolgen. Das
TMV-HP enthélt zwei Lysine an den Positionen 53 68dDa der N-Terminus acetyliert und
damit blockiert ist (Tsugita et al., 1960), bilddi® beiden Lysine und ein Lysin im BiPro-
Markierungspeptid moégliche Verkntpfungspunkte neitndUbiquitin.

Um die Ubiquitinierbarkeit des Hullproteins an dgrsinen K53 und K68 zu verhindern, und
dadurch vielleicht Veranderungen in der Immunflsaenz zu erkennen, wurden die Lysine
in ausgewahlten Mutanten und dem Wildtyp ganz ddédweise durch Arginine ersetzt
(K53R, K68R). Die KnR-Modifikationen der TMV Hullpteine vulgare, P7L und P20L
bewirken in einigen Fallen eine Verdnderung deraidllularen Verteilung. Die Lysine an
diesen Positionen im Hullprotein sind hochkonset\8iehe Sequenzvergleich im Anhang).
Das lasst vermuten, dass die Mutation eines oderdebe Lysine zu einer
Konformationsdnderung fuhrt, die Auswirkungen aid Aggregation des Hullproteins hat
und es weniger stabil ist.

Die Mutation P7L mit defektem Hdullprotein, zeigtnei gegensatzliche Reaktion auf die
Substitution der Lysine. Das durch die Mutation Rghlgefaltete und sehr wenig I6sliche HP
wird durch die weiteren Mutationen K53R und K68Rdutlessen Auswirkungen auf die
Faltung der Polypeptidkette zunéchst l6slicher. Digfuse Verteilung in der Zelle
verschwand im Laufe eines Beobachtungszeitraumescao 50 Stunden ab. Das Lysin-

modifizierte HP zeigt aber auch nach 50 StundenigeenAggregate und eine diffuse
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Verteilung im Gegensatz zur Lysin-haltigen P7L Mié die in der Zelle fast nur in
Aggregaten vorkommt.

P7L Hullprotein mit nur einem oder ohne Lysin zeigtine, wenn auch schwachere,
Kolokalisation mit der Ubiquitinreaktion als die kéunte mit Lysinen. Das gleiche gilt fur die
Mutante P20L und ihre Lysinmodifikationen ebense Wir die Lysin-freievulgare Mutante,
die bei 30 °C zu einem kleinen Teil neben der defu Reaktion auch HP-Aggregate in den
Zellen zeigt.

Ware die Ubiquitinierung am Lysin der BiPro-Sequd®FPQRPQEI) erfolgt, ware der
Nachweis des produzierten Hullproteins mit dem 8iRntikérper sicher nicht mehr mdglich
gewesen. Eine Ubiquitinierung Lysin-freier Proteisietiber den N-Terminus mdglich und in
vielen Fallen auch nachgewiesen (Ciechanover & 8amdon, 2004). Isoelektrische
Fokussierungen haben gezeigt, dass die AcetyliedeadHP nicht nur in der Pflanze, sondern
auch in der tierischen Zelle stattfind®ulgare oder P20L-Hullproteine aus Pflanzen oder
tierischen Zellen zeigen einen identischen IP. D&danen die Lysin-freien Mutanten von
vulgare, P7L und P20L nicht ubiquitiniert werden. So kalaher angenommen werden, dass
die Lysin-freien TMV-Hullproteine mit Ubiquitin-kgogierten Proteinen zusammen in den

Aggregaten deponiert werden.

4.4 Loslichkeit der untersuchten Hullproteine in Sagerzelllinien und Vergleich mit der

entsprechenden Virusmutante in infizierten Tabakpfanzen

Die Konformation der Hullproteine in der tierischetelle zeigte in vielen Fallen eine
Korrelation zu den in der Pflanze vermehrten Virutanten und ihrer Stabilitat.

Die Hdullproteine vonvulgare und P156L sind in Zelllinien bei 30 °C unter abhén
Bedingungen zu extrahieren wie das Virus aus Pdéarellen bei 23 °C und 30 °C. Beide
bilden in tierischen Zellen mit einer hohen Hull@ia-Konzentration parakristall-&hnliche
Strukturen (Abb.16). Bei geringen Konzentrationsh das Hullprotein diffus in der Zelle
verteilt.

Die Mutation P156L wirkt sich nicht auf die (Temptur-)Stabilitat des Hullproteins aus. Die
spontane Bildung von verschiedenen Aggregaten,ilSehm@der Helix-dhnlichen Hillprotein-
Partikeln, die furvulgare HP-haltige, wassrige Losungen beobachtet wurdesg€K& van
der Schoot, 2006), kbnnte auichvivo, in Saugetierzellen stattfinden. Eine Untersuchadieg

parakristall-dhnlichen Aggregate in den transfiglerZellen im Elektronenmikroskop oder
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Polarisationsmikroskop kdnnte zeigen, ob dies, weienutet, geordnete Strukturen sind oder

eine amorphe Zusammensetzung uberwiegt.

Die Mutation P7L fuhrt in der Pflanze nicht zur Bustion von Virionen. In Saugerzellen
liegt das HP in Form von Proteinaggregaten mit gdoslich-diffusem Protein vor. Die
Loslichkeit dieses Hullproteins in S&ugerzellen water milden Bedingungen sehr gering
(Abb.32).

Diese Ergebnisse weisen auf eine erhebliche Falifgldieses Proteins hin. Das Prolin an
der Position sieben der Polypeptidkette ist fur #mmrekte Faltung und die Bildung
funktionstichtiger Viruspartikel auf der Grundladgr vulgare-Sequenz wichtig, es leitet den
Beginn der ersten Helix der Polypeptidkette eint Besatz des Prolins an dieser Position hat
einen Einfluss auf die weitere Faltung der Polypigette und fuhrt somit in tierischen

Zellen.

Das ungewohnlich temperatursensitive Verhalten diedUbiquitinierung im nicht l6slichen
Sediment der mit der TMV-Mutante Nill8 infiziert®flanze wurde durch die Herstellung
einer P20L Hullproteinmutante durch mutierte Priniéerprift. Die so erzeugte Mutante
P20L verhélt sich in der Pflanze so, wie das diNitht-Mutagenese erzeugte Pendant Ni118,
was zeigt, dass deren Temperaturverhalten in vietnadurch die Mutation im Hullprotein-
Gen und nicht durch zusatzliche Mutationen in aed&senen verursacht wird. Bei beiden ist
im SDS-Gel ca. 60% des HP im Sediment zu findee. \dénge der ubiquitinierten Proteine
im Sediment bei 23 °C korreliert mit der Menge aésht 16slichen Hullproteins (Abb.9).
Diese Korrelation besteht auch bei den Extrakterirdeibation bei 30 °C.

In der Saugerzelle produziertes P20L ist bei 30rfklibationstemperatur zu 70 % l6slich,
30 % der positiven Zellen bilden auch amorphe Agagre (Abb.15). Die Extrahierbarkeit
unter milden Bedingungen aus den tierischen Ze#iebei dieser HP-Mutante im Gegensatz
zum HP P20L aus der Pflanze gut. Es gibt in Cosf diburo2a Zellen nur eine schwache,
kolokalisierte Ubiquitinreaktion im Bereich der Aggate, die sich durch die Inkubation bei
37 °C verstarkt. Das Verhalten des P20L-TMV-HPinmstler tierischen Zelle im Vergleich
zum Pflanzengewebe um ca. 7 °C nach oben verschdemim das P20L-Hullprotein in der
Saugerzelle weniger temperatursensitiv reagiertiralsler Pflanzenzelle, kann nicht mit

Sicherheit gesagt werden.
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Ohne das stabilisierende Prolin an Position 20 viiessonders bei hdheren Temperaturen, die
Polypeptidkette flexibler. Die Fehlfaltung des P2Biillproteins hat in der Pflanze einen
drastischen Effekt in Bezug auf Loslichkeit, Ubtguerung und Virusproduktion. In der
Pflanzenzelle konnte eine Ubiquitinierung diesedlgfdteins gezeigt werden. Der direkte
Nachweis der Ubiquitinierung des in Saugerzellesdpezierten P20L Hullproteins scheiterte
an der hohen Anzahl ubiquitinierter Proteine in riikten aus Zellkulturzellen. In der
tierischen Zelle war der starkste Effekt der dieddutation die deutlich niedrigere
Konzentration dieses Hullproteins. Sowohl die Rieskim Immunblot als auch die Zahl
transfizierter Zellen in der Immunfluoreszenz wademchweg geringer als mit den meisten
anderen untersuchten TMV-Mutanten. Die geringe kotation und Anzahl HP-positiver
Zellen sowie die diffuse Darstellung des Hullpragekdnnten fur einen schnellen Abbau in
der Zelle sprechen, aber auch fiir eine hohe to&i¥¢htkung des mutierten Proteins und ein

rasches Absterben der transfizierten Zellen.

Als Kontrolle einer starken Temperatursensitivitdurde die Hullprotein-cDNA der
naturlichen TMV-Mutantdlavum zur Transfektion in Saugerzellen eingesetzt. DA3AOHP
zeigte eine vergleichbare Reaktion in den Saugetien wie das Virus in Pflanzen. Durch
den Austausch des Asp und seiner negativen Ladaggngein Ala ohne Ladung wird die
Interaktion mit dem Val51 an dieser Stelle unmdyli@hyravbhatla et al., 1998). Die
strukturstabilisierende Wirkung entfallt, das Hidlfein denaturiert und wird schon bei 30 °C

unléslich in Aggregaten in der tierischen Zelle mg@wiesen.

Von der erzeugten TMV-Mutante P54L konnten Virusigat gewonnen und gereinigt
werden (Hagedorn 2004). Die Mutante erwies sichia@igperatursensitiv (ts) und zeigte im
Immunblot ein mit den ubiquitinierten Hullproteinane z. B.flavum oder Ni118 identisches
Muster. Es kann davon ausgegangen werden, dassclesba der Ubiquitin-positiven
Reaktion um ubiquitiniertes Hullprotein handelt.

In Séaugerzelllinien transfiziert, war das Hillpiatéei 30 °C Inkubation als I6sliches, diffus
verteiltes Protein vorhanden, einige wenige Zelkaiten zusatzlich HP-Aggregate. Die
Loslichkeit des HP aus tierischen Zellextrakten guatr Wurde die Inkubationstemperatur auf
37 °C erhoht, aggregierte das Hullprotein innerhvalb 4 bis 6 Stunden (Abb.28) und konnte
zusammen mit einer deutlichen kolokalisierten Uhligreaktion immunzytologisch
dargestellt werden (Abb.14).
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Das Prolin 54 liegt zwischen der dritten und viertéelix der Hullproteinstruktur und im
gepackten Virus an der Oberflache der gestapeltesteiReinheiten. Die fehlende
Stabilisierung durch das ausgetauschte Prolin sthaht so drastisch zu sein und wirkt sich
erst bei hoheren Inkubationstemperaturen aus. Bék Rullprotein ist sowohl in der Pflanze
als auch in der tierischen Zelle eine typische tnafpirsensitive Mutante, da die korrekte

Faltung des HP bei Temperaturerh6hung nicht megpelgen ist.

Das Hullprotein mit der Mutation P56L verhielt sichder tierischen Zelle deutlich anders als
von Versuchen mit dem Virus in der pflanzlichen I&gbeobachtet worden war. In der
infizierten Tabakpflanze kommt es bei 23 °C und38ePC zur Produktion von Viruspartikeln
und nur zu einer geringen Ubiquitinierung. In dierischen Zelle war das Hullprotein bei
transienter Produktion schon bei 30 °C Inkubatiemgteratur in grof3en Proteinaggregaten zu
finden, die auch eine kolokalisierte Ubiquitinraakt hatten. Im Gegensatz zur Bildung von
Viruspartikeln und deren guter Loslichkeit in ddtaRzenzelle (Abb.8), ist die Loslichkeit
des Hdullproteins aus tierischen Zellen gering. Diesache dieses in pflanzlichen und
tierischen Zellen unterschiedlichen Verhaltens kamnhdiesen Daten nicht geklart werden.
Wichtig ware die Uberprifung der cDNA Sequenz derden Pflanzentests verwendeten
Viren, um die Mutation zu bestatigen und um weitdrgationen auszuschliel3en.

Der Austausch des Prolins an Position 56 lasshssbevie der Austausch P54L, die Bildung
von Viruspartikeln zu. Vermutlich ist eines derden Proline, entweder P54 oder P56, flir die
minimale Erhaltung der Faltungsstabilitit des Hidipins bei niedrigen Temperaturen
ausreichend. Wirden beide Proline ersetzt, konet&\trkung auf die Stabilitdt und Faltung
des Hiullproteins drastischer sein und eine Virgklih, besonders bei erhohten
Inkubationstemperaturen, verhindern. Temperatuitemd/Iutanten des TMV kdnnen in der
Natur kaum existieren, da der naturliche Wirt, Gabakpflanze, in Regionen wachst, in der

auch Temperaturen Uber 30 °C gemessen werden.

Die Mutation P78L in dervulgare-Sequenz lasst vermutlich aufgrund einer deutlich
veranderten Proteinstruktur keine Virusproduktian BPas in tierischen Zellen produzierte
P78L Hullprotein zeigte in Neuro2a oder Cos7 Zekéme gemischte diffuse und klumpige
Verteilung. Auffallig war die geringe Anzahl HP-poger Zellen in allen

Transfektionsansétzen. Eine kolokalisierte Ubigugaktion zusammen mit den Aggregaten

wurde beobachtet, war aber meist schwacher alddomeainderen untersuchten Mutanten.
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Die Mutation P78L liegt am Beginn der vierten Heties Hillproteins. Dieses Prolin ist
ebenso wie die meisten anderen Proline an ihreriljgen Positionen eine konservierte
Aminosaure (Sequenzen siehe Anhang). Zwei kiunséieeugte TMV-Mutanten, deren HP
das Prolin an dieser Position durch Serin ersstzbilden in der Pflanze keine Viruspartikel
(Acc.Nr.: X70858, X70884, Kuhlmann et al., 1993).

Das Prolin 78 liegt an einer zentralen Stelle mem aus vier Helices gebildeten Biindel. Die
Ursache flur die fehlende Stabilitdt konnte die fadhing des Hillproteins sein, da die
Bildung des vier-Helix-Bundels gestort wird. Einniieis auf eine starkere Fehlfaltung ist die
fehlende Reaktion des monoklonalen Antikorpers TNVt dieser Hillprotein-Mutante.
Wenn das Bindungsepitop des Antikérpers nicht dinek Bereich dieser Aminosaure liegt,
kann die fehlende Reaktion an der Verdnderung deduBgsepitops liegen, die durch eine
Fehlfaltung bedingt ist. Um genauere Angaben macken kdnnen, misste das
Bindungsepitop der monoklonalen Antikdrper durahegieptide walking Analyse bestimmt

werden.

Die Mutation P102L stort ebenfalls die Bildung Wamuspartikeln und ist somit eine ,defekt-
Mutante”. In der tierischen Zelle konnte das HP deit Mutation P102L bei 30 °C und 37 °C
produziert werden. Der Nachweis durch TMV-Antikdraeigte, dass das P102L-TMV-HP
erstaunlicherweise sehr gut I6slich und fast adegtiich diffus in der Zelle verteilt ist. Die
Zahl der HP-P102L positiven Zellen lag oft Gber Aezahl dervulgare-HP produzierenden
Zellen (Abb.15 A). Die gute Extrahierbarkeit ausdeansfizierten Séaugerzellen spricht fur
eine Uberdurchschnittlich gute Loslichkeit des @€irmd und kennzeichnet es als
temperaturresistent.

In der TMV Polypeptidkette bilden die Aminosaure® Bis 114 einen lockeren helikalen
Bereich mit dem P102 in der Mitte und einem danassiltierenden Knick. Der Knick leitet
von einem locker helikalen rechtsgéangigen in eitaakeren linksgangigen Bereich uber.
Diese sehr flexible Region ist selbst durch Rortigaatallographie nicht genau darzustellen
(Bhyravbhatla et al., 1998). Daher kann angenomwenden, dass die Polypeptidkette ohne
das den Knick stabilisierende Prolin flexibler sth nicht korrekt faltet und es deshalb in der
Pflanze keine Viruspartikel bilden kann. Durch dietzdem vorhandene gute Loéslichkeit
bildet dieses Hullprotein auch bei hdéheren Tempeeat in der tierischen Zelle kaum
Aggregate. Die damit verbundene geringe toxischekinig ermoglicht eine Anreicherung in

der Zelle und letztlich eine hohen Anzahl HP-pesitiZellen.
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Durch den gezielten Austausch der Proline im Hiotigin des TMV konnte die Bedeutung
dieser Aminosaure fur die Faltung und Stabilitat ghaler Virionen gezeigt werden.
Besonders die thermische Stabilitat der Proteihansdie Erhaltung der Proline gebunden.
Die aus der Mutation entstehende Temperaturseité&itider Hullproteine ist in weiten

Bereichen in pflanzlichen und tierischen Zellenajie

4.5 Isoelektrischer Punkt (IEP) der Hullproteine urd die Auswirkungen bestimmter
Aminosaureaustausche

Die Ladung einer Polypeptidkette wird durch die $wnder Ladungen der Aminoséauren
bestimmt. Dieser IEP kann theoretisch berechnetleverder ermittelte Wert muss aber nicht
immer mit dem experimentell gefundenen Wert Ubesteinmen. Modifikationen der
Polypeptidkette wie Phosphorylierungen, N-terminal&cetylierung und andere
posttranslationale Modifikationen spielen beim IERRe Rolle, lassen sich aber nicht mit
Sicherheit voraussagen.

Fur das TMV-Hullproteinvulgare errechnet sich ein IEP von 5,14. Dieser Wert kerhitrch
isoelektrische Fokussierung von Hullprotein ausemggtem Virus oder aus l6slichen
Blattextrakten bestatigt werden. Als Referenz dieBkelettmuskel-Aktin aus Saugermuskel
mit einem IEP von 5,1.

Bei den TMV-Mutantenflawum (D19A) und CP415 (N140K) konnte der bekannte
Aminosaureaustausch, der zu einer Ladungsveranglefiinrt, auch gezeigt werden
(Jockusch & Wiegand, 2003).

In frihen Versuchen mit der Virus-Mutante Ni118 veam uneinheitlicher und vomwulgare-

HP abweichender pH-Wert des Proteins aufgefalleockidksch, 1966a). In den hier
durchgefuhrten isoelektrischen Fokussierungen edigis Nil18 HP einen basischeren IEP
als nach dem pH-neutralen P20L Austausch zu erwavee. Der IEP liegt, ahnlich wie der
desflavum-Hullproteins, bei 5,4 (Abb. 7). Die durch Primetiagenese erzeugte Mutation
P20L (Hagedorn, 2004) zeigte als Virus in der Pféakeinen Unterschied zur Nitrit-Mutante
Ni118. Ebenso konnte kein Unterschied im isoels&tren Punkt der Hullproteine P20L bzw.
Nil18 gefunden werden. Beide Proteine haben einasistheren IEP als aus ihrer
Aminosaurezusammensetzung berechnet wurde.

Um zu Uberprifen, ob diese Verdnderung auf dassMimuder Pflanzenzelle beschrankt ist,
wurde auch das Hullprotein P20L aus Saugerzelléersuncht.

In Sdugerzellen synthetisiertedgare-HP hat, wie erwartet, einen isoelektrischen Puwakt

5,1, was durch den parallelen Nachweis des zetieigeAktins deutlich gezeigt werden
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konnte (Abb.31).Flavum-Hillprotein aus Saugerzellen hat, wie der AustAurl9A
erwarten lasst, einen um 0,3 Punkte basischereml&RIgare. In S&dugerzellen produziertes
Hullprotein mit der P20L-Mutation zeigt wie bei Blktion in der Pflanzenzelle einen
basischeren IEP als dadgare-HP.

Als eine Ursache fir den basischeren IEP von P20kdev eine fehlende Acetylierung
aufgrund der Mutation P20L vermutet. Die kotranelzl durchgefihrte Acetylierung von
ca. 90 % aller Proteine (Driessen et al.,, 1985)obmwgt bestimmte N-terminale
Aminosauren. Die Polypeptidkette des TMV-HP weiatin dem Start-Methionin ein Serin
auf. Diese Aminosaure, zusammen mit Ala, Met. Gigl 'hr wird sehr haufig acetyliert
(Polevodo & Sherman, 2003). In Maldi-ToF Analysess dN-terminalen Hullproteinpeptids
auswvulgare, flavum, und Ni118 bzw. P20L wurde in den meisten Fallere ébspaltung des
initialen Methionins, ebenso wie die Acetylierungesd N-Terminus gefunden. Die
untersuchten Peptide zeigen nur die erwartetenrkbiteede durch die bekannten Mutationen.
Die Vermutung, dass die Mutation P20L und die deduentstehende Fehlfaltung der
Polypeptidkette einen Einfluss auf die Acetylierdvag, konnte nicht bestatigt werden.

Eine weitere Madglichkeit zur Abklarung des unereteh isoelektrischen Punktes der
Mutanten P20L wére die Analyse anderer Mutantenzawi®. P20S oder P20G. Ist der Effekt
an den Austausch der Aminosédure P20 gebundene shét Verschiebung des pH-Wertes
auch bei Mutanten wie P20S und P20G auftreten.

Der Vorgang, der zur Verdnderung des Ladungsvenmsltdes P20L-Hullproteins aus
pflanzlichen und tierischen Zellen in der isoelsdnen Fokussierung fuhrt, scheint ein
genereller Mechanismus in pflanzlichen und tiest&Zellen zu sein. Welche Ursachen zur
Anderung der Ladung fiihren, ist weiterhin ungeklart

4.6 Stress-Reaktion der tierischen Zellen

Untersuchungen an Tabakpflanzen, die milgare, Nill8 oderflavum infiziert waren,
zeigten den Anstieg des Gehalts am Hitzeschockipret8 P70 bei den temperatursensitiven
Mutanten Ni118 odeftavum im Vergleich zu vulgare infizierten Blattern untit infizierten
Kontrollen (Rajes, 1999; Jockusch et al., 2001).

Bei 30 °C inkubierte, mit Vektoren fur TMV-HRulgare (tr) oder temperatursensitiven
Mutanten transfizierte tierische Zellen zeigtennkei Unterschied im HSP70-Gehalt. Bei
dieser Temperatur war auch keine Kolokalisation 8P 70-Reaktion mit den Hullprotein-
Aggregaten zu beobachten, der anti-HSP70-Antikorpeigte eine gleichmalig diffuse

Reaktion in allen transfizierten Zellen. Wurdemstizierte Zellen, die bei 30 °C l6sliches HP
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produziert hatten bei 37 °C inkubiert, aggregieids HP. Die entstehenden Aggregate zeigten
eine positive HSP70-Reaktion, ebenso wie die sdd@r80 °C vorhandenen und bei 37 °C
weiterhin bestehenden HP-Aggregate.

In der Literatur finden sich nur wenige, widersgriiche Angaben zur Reaktion des HSP70
bei mild erniedrigten Wachstumstemperaturen in 8Séglen. Da es sich bei dem
verwendeten monoklonalen Antikdrper um einen Amniled gegen das aisicoating ATPase
wirkende HSP70 handelt, kann Uber die Beteiligumdeaer Hitzeschockproteine der HSP70-
Gruppe keine Angabe gemacht werden. Das Vorkomnetergr HSPs in den Aggregaten

bei 30 °C ist mdglich und misste mit anderen, $igehien Antikdrpern untersucht werden.

4.7 Aggresome

Auf die Produktion missgefalteter und unléslicheotBine reagiert die Zelle mit der Bildung
von Protein-Aggregaten, die Aggresome genannt we(dehnston et al., 1998). Aggresome
enthalten neben dem betroffenen unldslichen odebrilléir-aggregierten Protein noch
Ubiquitin, HSP70, Vimentin ung-Tubulin (Johnston et al., 1998). Drei dieser Komgraten,
aggregiertes (Hull)Protein, Ubiquitin, HSP70, sowlie Lokalisation in Kernnahe konnten
fur die TMV-HP-Aggregate in Saugerzellen gezeigtrdem. Die schlechte Ldslichkeit der
Hullproteinmutanten, die amorphe Aggregate in delteZbilden, konnte nach fraktionierter
Extraktion im Immunblot gezeigt werden (Abb.32).

Die Ahnlichkeit und auch die Bedingungen, unteregdedie Bildung der TMV-HP-Aggregate
erfolgt, weist auf die in der Literatur vielfaltigeschriebenen Aggresome hin. Die Bildung
von Aggressomen als Reaktion der Zelle auf unlbskc Protein ist ein universeller
Mechanismus pflanzlicher und tierischer Zellen, wahrscheinlich dazu dient, die Funktion
der Zelle auch bei grofieren Mengen denaturiert@tefie im Zytosol weiterhin zu
ermdglichen (Tanaka et al., 2004).

Eine starker schadigende Wirkung soll von den otigeen Intermediaten der missgefalteten
Proteine ausgehen (Meredith, 2005; Bulone et #&Q6p Die Schadlichkeit oligomerer
Intermediate oder der letztlich daraus entstehemiggresome kann Uber die Starke der
Apoptose der transfizierten Zellen beurteilt werden

Das Vorkommen von Aggresomen bzw. Ablagerungen woidslichem, aggregiertem
Protein (z. B.Lewy bodies) kann bei vielen neurodegenerativen Erkrankunges post
mortem untersucht werden. Die Produktion unlgslicher TMuUHprotein-Varianten in
neuronalen Zellkulturzellen bietet ein geeignetexi®ll, die frihen Stadien der Aggresomen-
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Bildung und die Beteiligung des Ubiquitin-ProteasomrAbbauweges zu untersuchen und

pharmakologische Wirkstoffe in Zellkultur zu testen

Die parakristall-dhnlichen Strukturen, die in mitigare- oder P156L-cDNA transfizierten
Zellen entstehen, sind keine Aggresome. Daflr sgredie nadelahnliche Form und das
Fehlen einer positiven Ubiquitinreaktion. DieseuBturen auswulgare-Hdullprotein oder der
P156L Mutante sind vermutlich &hnlich dem Tabakme¥&rus aus nativem Protein
aufgebaut und bestehen aus geordnet zusammengetaddiV-Hdullproteinen. Aggresome
enthalten fehlgefaltetes, zum Abbau bestimmtes pgrdiéin. Die Neigung, Parakristalle
auszubilden, scheint bailgare und dem WT-&hnlichen P156L aufgrund der nativaituig
der Hullproteine in der tierischen Zelle grof3 zunseées formieren sich Virus-&hnliche
Partikel ohne RNA, die durch weitere HP-Anlagerutightmikroskopisch sichtbare
Strukturen bilden. Ein solcher Vorgang ist auchdi@ Produktion von Hullprotein i&. coli

bei 25 °C beschrieben worden (Hwang et al., 198)en weiteren Hinweis auf die
unterschiedliche Struktur von Aggregaten und Pastatlen gibt die Reaktion mit dem
BiPro-Antikorper. Das C-terminal angehéngte BiPep#d lasst sich in den Aggregaten gut
nachweisen. Der Antikorper reagiert aber nicht mafirden Parakristallen. Durch den hier
erfolgten Virus-ahnlichen Aufbau der Struktur istsdangehangte Peptid fur den Antikdrper
nicht mehr zugénglich, obwohl der C-Terminus desiid®/irus nach aul3en zeigt.

4.8 Auswirkung der HP-Aggresome, HP-Aggregate odedes ldslichen HP auf die
Induktion der Apoptose

Die transiente Transfektion der Saugetierzellen minterschiedlichen TMV-
Hullproteinmutanten zeigte in der Immunfluoreszeitz die einzelnen Mutanten eine
unterschiedlich hohe Anzahl positiver Zellen. Dee&agebnis korreliert mit der Ldslichkeit
des produzierten Hillproteins (Abb.15). Im Immunbleurden in den Totalextrakten der
Transfektionsansatze unterschiedliche Konzentratiordes Hillproteins nachgewiesen
(Abb.13). Die mutationsspezifische Konzentratios HE korreliert nicht mit der Léslichkeit.
In Extrakten transfizierter Zellen wurde auch eint mer Zeit ansteigender Gehalt an
gespaltener Caspase3 nachgewiesen (Abb.26). Gheibhndelte, aber nicht transfizierte
Zellen, zeigten nur sehr geringe Mengen aktivie@aspase3. Dies ist ein Hinweis auf ein
verstarktes Absterben TMV-HP produzierender Zelkimch Apoptose. Insbesondere die
niedrige HP-Konzentration und die geringe AnzahlV-®M20L und P78L positiver Zellen

lieRen sich dadurch erklaren.
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Die starke Ansammlung ubiquitinierter, missgefalteProteine belastet das Proteasom und
stresst die Zelle. Dieser Stress kann zur Apoptikeen. Fir den geordneten Ablauf der
Apoptose spielt das Proteasom als Proteindegradaticheit eine wichtige Rolle (Drexler,
1997).

Die zeitabhéngige apoptotische Wirkung der PnL-artén Hullproteine auf die Neuro2a
Zellen hangt starke von der InkubationstemperatuiDee Anzahl apoptotischer Zellen steigt
erst nach 24 bis 48 Stunden auf signifikante Warte Bei 30 °C sind 5 bis 20 % aller
Hullprotein-produzierender Zellen apoptotisch. Diebt wird der Unterschied der TMV-
Hullproteine zur GFP-Kontrolle bei 37 °C Inkubatsb@mperatur. Hier sind 20 % bis 70 %
der Hullprotein-produzierenden Zellen cCaspase3tipo®ie GFP-Kontrolle hat mit 10 %
apoptotischer transfizierter Zellen bei beiden létionstemperaturen einen &hnlichen Wert.
Bei 37 °C zeigen dieulgare (tr) und P156L (tr) HP produzierenden Zellen trdtfuser
Verteilung des HP eine hdhere Anzahl apoptotiscteten als die mit (I6slichem) GFP
transfizierten Zellen. Neben der diffusen Vertegutles HPs bei 30 °C sind einige wenige
Aggregate in den Zellen mit hohem HP-Gehalt vorleandes kann angenommen werden,
dass diesen lichmikroskopisch sichtbaren Aggregatien Bildung von Nanoaggregaten
vorausgegangen ist. Die Nanoaggregate stéren digh¥siologie. Das Apoptose-Programm
der Zelle wird aktiviert und die transfizierte Zeltirbt ab. Dabei spielt es keine Rolle, ob das
jeweilige Hullprotein bei 37 °C hauptséchlich ndéslich (z. B.vulgare, P156L, P102L)
oder ob es bei dieser Temperatur in Aggregatenl(PB86L, flavum) vorliegt. Auch sehr
kleine, nicht im Aggresom deponierte Aggregateesomn die Zelle zu schadigen.

Durch die hohe Stabilitat des GFP tritt auch bei’G7und hoher GFP-Konzentration keine
sichtbare Aggregation ein, vermutlich findet au&h ohen intrazellularen Konzentrationen
keine Bildung von Nanoaggregaten aus GFP statt.

Der teilweise oder komplette Austausch der LysmeTiMV-Hullprotein zeigt bei 30 °C im
Vergleich mit den Lysin-haltigen Hullproteinen keinlrastische Veranderung der Wirkung
(Abb.35). Die Aggregation des Lysin-freien Hullpeots findet offenbar unabhangig von
einer Ubiquitinierung statt und hat kein wesenthbetderes apoptotisches Verhalten der Zellen
zur Folge als die Reaktion, die Lysin-haltige TM\HHiproteine zeigen. Die
Ubiquitinierbarkeit scheint keine Voraussetzung Bildung von HP-Aggregaten in der Zelle

ZU sein.
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4.9 Reaktion der transfizierten Saugerzellen bei lkubation mit dem Proteasominhibitor
MG 132

Die Reaktion der Zellkulturzelle auf den Zusatz &esteasom-Inhibitors MG 132, wurde in
zwei unterschiedlichen Ansatzen getestet. Zum eingarde der Inhibitor dem
Transfektionsansatz bereits nach 3 Stunden Inkubatigesetzt, sodass die Auswirkungen
auf die Synthese des Hillproteins untersucht wetdamten. In einem anderen Versuch
wurde der Inhibitor erst nach 40 Stunden Inkubatiod Hullproteinsynthese zugegeben und

die Auswirkungen auf die Zellen untersucht.

4.9.1 Einfluss des Proteasominhibitors auf die trasfizierte tierische Zelle

Die Zugabe des Inhibitors mit Beginn der Transfaktfihrt zu einer sehr geringen Anzahl
TMV-HP oder GFP positiver Zellen. Vermutlich wirduth das blockierte Proteasom der
normaleturn-over der Proteine verhindert. Die aus dem proteasomAlamau fehlenden
Aminosauren oder die Alterung der nicht kontinuddrl ersetzten Synthesemaschinerie
verhindern vermutlich die Synthese neuer Protef@ealterte und teilzerstérte Proteine
kénnen nicht abgebaut werden und schéadigen dierzell

Die Anzahl TMV-Hullprotein oder GFP produzierendapoptotischer Zellen liegt bei
inhibiertem Proteasom fuwulgare (I6slich), P54L (hauptséchlich l6slich) und GFP
(ausschliel3lich 16slich) hoher als in der paraterchgefuhrten Kontrolle ohne Inhibitor.
Diese Daten weisen auf die unter diesen Bedingusg@i schadigende Wirkung der I6slich
produzierten Proteine hin, wenn der Abbau diesetelite durch das Proteasom unterbleibt
und aufgrund der Ldslichkeit nur wenig oder keinggfegate gebildet werden. Wird das
vulgare-HP oder das GFP nicht abgebaut, scheinen aucle ditbilen und ldslichen
Fremdproteine in der Zelle eine schadigende Wirkaungaben

Die amorphen Aggregate der fehlgefalteten P54L R&EL Hullproteine scheinen die Zelle
bei inhibiertem Proteasom weniger zu belasten ats \orkommen grof3er Mengen eines
I6slichen Proteins. Die Annahme, dass durch dieréggtbildung die Zelle geschuitzt wird
(Taylor et al., 2003), weil die reaktiven oder zZAggregation neigenden Proteine durch
Aggregatbildung im Zytosol der Zelle abgekapseltdea, scheint durch diese Ergebnisse
bestétigt.

Der Proteasomeninhibitor MG 132 fordert bei 37 1€ Apoptose humaner Leukamiezellen
HL60 (Drexler et al., 1997). Eine solche Wirkunghkte in nicht transfizierten Neuro2a oder
Cos7 Zellen bei 30 °C Inkubationen nicht beobacketen.
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4.9.2 Verhalten HP- oder GFP-produzierender Zellennach Zugabe des Proteasom-
Inhibitors MG132

Drei bis funf Stunden nach Zugabe des Inhibitoesgstdie Zahl der HP oder GFP positiven
Zellen, die bereits 40 Stunden bei 30 °C trangfizsaren, deutlich an. Da die Transfektion
zu diesem Zeitpunkt abgeschlossen ist, ist der Zbhgv@ositiver Zellen auf die zuvor nicht
detektierbaren, sehr schwach positiven Zellen #aiféihren. Erst wenn durch die
Blockierung des Proteasoms der standige Proteinatimgnterbunden ist, steigt die
Konzentration des Hullproteins/GFP an.

Lediglich die Zahl der P56L HP-positiven Zellenigtedurch den Inhibitorzusatz nicht
wesentlich an, da auch schwach TMV-Hullprotein pesi Zellen mit geringer, aber in
Aggregaten vorliegender HP-Produktion zuvor gueg«ennen waren.

Ein temperatursensitives Protein wie P54L wird w@m Zellen mit inhibiertem Proteasom
zunehmend in Aggregaten abgelagert (Abb.42), ohri@132 bleibt dieses Protein bei
niedrigen Temperaturen (30 °C) weitgehend l6slidie Fahigkeit der Zelle, auch latent
instabile Proteine zu tolerieren, beruht unter amwleauf der Erkennung ihrer Fehlfaltung,
Markierung mit Ubiquitin und dem raschen Abbau tudas Proteasom. Bei gehemmtem
Proteasom, hier durch den Peptidaldehyd MG 132, ki@ Zelle die anfallenden instabilen
Proteine nicht mehr abbauen und lagert sie in Agggen ab.

Dieser Effekt kdnnte mit den Vorgéangen einiger ndegenerativer Erkrankungen verglichen
werden. Ein z. B. genetisch bedingt instabiles dmobder ein durch anhaltenden Stress
geschadigtes Protein wird bei intaktem, voll fuokgfahigem Proteasom weiterhin in der
Zelle toleriert, da es im Rahmen der Erkennunggefalteter Proteine abgebaut wird. Lasst
die Funktion des Proteasoms im Laufe des physistbgn Alterungsprozesses (Dahlmann,
2007) oder durch chronische Schadigung der Pratgdesmponenten nach, kommt es in der
Zelle zur Ansammlung des ubiquitinierten ProteiDie Zelle lagert die unldslichen Proteine
bis zum Abbau in Aggregaten und Aggresomen, unrditenen eines instabilen Proteins
mit anderen Proteinen in der Zelle zu verhindern.

Das apoptotische Absterbervulgare-HP produzierender Zellen wird durch das
funktionsuntiichtige Proteasom verstarkt. Obwohl ptséchlich |6sliches HP in den
transfizierten Zellen dargestellt wird, konnten htimikroskopisch nicht erfassbare
Nanoaggregate, wie sie bei hohen HP-Konzentrati@mstehen (Hwang et al. 1994), die
Zelle schadigen (Baglioni et al., 2006). Die Wirgugines nicht 16slichen Proteins (P56L) in

der Zelle ist hier &hnlich wie die des lichtmikrogksch I6slichen TM\ulgare Proteins.
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Diskussion

Vulgare-HP produzierende Zellen sind fur diesen Versueh,die Reaktion der transfizierten
Zelle auf I6sliche und unldsliche HP bei blockient®roteasom untersucht, keine geeignete
Kontrolle einer loéslichen HP Mutante. Als Kontrolleesser geeignet ware hier das
Hullprotein der Mutante P102L, da es bei 30 °C é&densehr gut I6slich ist, es bildet aber
keine Parakristalle aus und ist nicht temperatwitgn(Abb.28). Die Wirkung des sehr
I6slichen P102L Proteins auf die Zelle bei inhieen Proteasom ist vermutlich dem stets
l6slichen GFP ahnlicher.

4.10 SchluRbemerkung

Durch den Austausch einzelner Prolinreste gegegihem TMV-HP konnte gezeigt werden,
dass, bis auf den Austausch P156L, alle Prolinréstalie Stabilitat der Struktur des HP
wichtig sind. Durch die PnL Mutationen konnen imlaRzengewebe TMV-Hdllproteine z. T.
nicht zum intakten Virus zusammengebaut werdemleintierischen Zelle verhalten sich die
mutierten Hullproteine zum Teil temperatursensitiv.

Im Vergleich der Virusmutanten im pflanzlichen G&senit den mutierten Hullproteinen in
der tierischen Zelle, zeigt sich eine Erhéhung @enaturierungstemperatur in der tierischen
Zelle. Es entstehen amorphe Aggregate, die kowaléHtiquitinierung eines Teils des
Hullproteins konnte fur die Pflanzenzelle nachgeere werden. In der tierischen Zelle
konnte das kolokalisierte Vorkommen von Ubiquitimdu HSP70 zusammen mit den
amorphen Hullprotein-Aggregaten gezeigt werden.

Die TMV infizierte pflanzliche, wie auch die HP tisfizierte tierische Zelle stirbt ab, wenn
sich denaturiertes, unl6sliches Hullprotein in déelle ansammelt. In mit TMV-HP
transfizierte tierische Zellen wurde eine erhohtenkentration von aktivierter Caspase3,
einem Indikator der Apoptose, beobachtet.

Die Reaktion der tierischen Zelle auf temperatusgmes TMV-Hullprotein kann als

Modellsystem der menschlichen Proteinfehlfaltunigserkungen dienen.
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6.3 Abkurzungsverzeichnis

Aa
Abb.
Ac
Ak
Amp
ATP

Bp
BSA

C

cDNA

CHO
CMF-PBS, PBS
CMV

d
DEPC
DMEM
DMSO
DNA

E
ECL
E. coli
EDTA

FCS
GFP

h
HP
HSP
HR

IgG
IPTG

Kb
KDa

LB

Mg
ML

mA
mg

Amosaure(rest)
Abbildung
Actin
Antikorper
Ampicillin
Adenosintriphosphat

Basenpaare
Rinderserumalbumin

Konzentration
Copy DNA
Chinese hamster ovary
Calcium und Magnesium freie phophatfiege Saline
Cytomegalie Virus

Tag

Diethylpyrocarbonat

Dulbeccos Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Extinktion

enhanced chemoluminescence
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Fotales Kalberserum
Green fluorescent protein

Stunde

Hhiibtein
Hitzeschockprotein
Hypersensitive Reaktion

Imnglobulin G
Isopropyl-beta-D-thiogalaktosid

Arginin
Kilobasen
Kilodalton

Luria-Bertani

Mikrogram
Mikoliter
Molar
Mampere
Milligramm
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min
mL
MOPS
mMRNA

NP 40
O.D.

PCR
pl

RNA
RNase
rpm
RIPA
Rt

RT

SDS

t

TAE
TBE
TE
Temed
tg
TMV

tr

ts

Tris
Tween 20

0.N.
UPS
uv

Vv
V
var.
Vol.
WT

X-Gal

Minuten

Milliliter
3-N-morpholino-propansulfonsaure
Messenger-RNA

Nonylphenylpolyethylenglycol
Optische Dichte

Polymerase-Kettenreaktion
Isoelektrischer Punkt

Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (Upm)
Solubilisierungspuffer (RadiolmmunoPrecipitatiAssay
Raumtemperatur

Reverse Transkription

Natriumdodezylsulfat

Zeit, Zeitpunkt
Tris-Essigsaure-EDTA Puffer
Tris-Borat-EDTA-Puffer
Tris-EDTA-Puffer
N,N,N, N",-Tetramethylethylendiamin
Transgen
Tabakmosaikvirus
temperaturresistent
temperatursensitv
Tris-(Hydroxymethyl)-aminomethan
Polyddime glycol sorbitan monolaurate

Uber Nacht
Ulnitin-Proteasom-System
Ultraviolettes Licht

Volt

vulgare (TMV Wildtyp)
Varietat

Volumen

Wildtyp

5-Brom-4-chloro-3-indoyl-beta-D-galactosid

Fur Langen, Massen, Zeit und Substanzmengen wulideBl Einheiten verwendet.
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Genetischer Code

F Phe S Ser Y
F Phe S Ser 8 4
L Leu S Ser *
5 L Leu : S Ser *
L Leu P Pro H
L Leu P Pro H
L Leu P Pro Q
L Leu P Pro Q
I Ile T Thr N
I Ile T Thr N
I Ile T Thr K
M Met T Thr K
vV Vval A Ala D
VvV Vval A Ala D
VvV Vval A Ala E
VvV Val 5 A Ala E

Genetischer Code als ein-Buchstaben- und drei-Buchstaben-Darstellung.
Die Nukleotide der Codons sind farbig unterlegt, gelb = A, Adenin, blau =C
Cytosin, griin = G, Guanin und rot = T, Thymin.

2

6.4 Vektorkarten

Placz [Pmel(279)
\ r EcoRl (284)
\ | - EcoRI (302)

A ||~ Notl (309)

|II
. lacZ alpha - ccdB

A PCR4-TOPO |
) 3957 bp -'

neo (kanR)

“Ncol (1720)

Vi
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Figure 2. Vector circle map and sequence reference points.

pTARGET™ Vector sequence reference points:

Cytomegalovirus immediate early enhancer
Cytomegalovirus immediate early promoter
Chimeric intron
pTARGET™ Sequencing Primer
lacTx start codon
lacZat stop codon
lac operon sequences
lac operator
T7 promoter (-17 to +3)
Multiple cloning region
5V40 late polvadenylation signal
Phage f1 region
MNeomyein selectable marker
5V40 enhancer and early promoter
SV4) mintmum origin of rephcation
coding region of neomycin phosphotransferase
synthetic polvadenylation signal
p-lactamase (Amp7) coding region

facZ
Tl
EcoR | 1250
BamH | | 1256
MNhs | 1264
Xho | 1270
i | 1276
T oweriangs
Ema | 1283
Hion | 130
Sall 1303
Acc | 1304
Mot | 131
| EcoR | 1312 g
lacZ %
1-659
669-750
290-1022
1367-1344
1377
1053

1066-1226, 1363-14%9

1397-1413
1220-12458
1250-1323
1335-1755
1793-2252

2260-2630
2528-25593
2075-3469
3033-3581
AH75-4535

vii
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066 Ssnl
9056&-'::[' EcoRI,1

6151 Notl /)
6748,EcoRI

6742, Prvul Neol 2464

Sstl.2541

Sst],3625

viii
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6.5 Sequenzen

Sequenzen der TMVWulgare- und Mutanten-Hullproteine

vul gare NC 001367

MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VORQFSEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P7L
MBYSI TTLSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVAKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT

flavum

MBYSI TTPSQFVFLSSAVWAAPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTYV
VOQROFSEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSG. VW SGPAT

P20L
MSYSI TTPSQFVFLSSAWADL | ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT

P54L
MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKL SPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT

P56L
MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSL QVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL\VWT SGPAT

P78L
MSYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DLLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT

P102L
MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
L TTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT

P157L
MSYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGLVWITSGLAT

Ni 2068

MSYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT

CP415
MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV

VQRQF SEVWKPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVL DPLVTALL GAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VEL| RGTGSYNRSSFESSSGL VT SGPAT
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vul gare, K53R

MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VOQRQFSEVWRPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VWI'SGPAT

vul gare K53R, K68R

MBYSI TTPSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VORQFSEVWRPSPQVTVRFPDSDFRVYRYNAVL DPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P7L, K53R

MSYSI TTLSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VQROFSEVWRPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P7L, K68R

MSYSI TTLSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VQROFSEVWKPSPQVTVRFPDSDFRVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P7L , K53R, K68R

MSYSI TTLSQFVFLSSAWADPI ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VQROFSEVWRPSPQVTVRFPDSDFRVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P20L, K53R

MSYSI TTPSQFVFLSSAWADL | ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VQROFSEVWRPSPQVTVRFPDSDFKVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P20L, K68R

MBYSI TTPSQFVFLSSAWADL | ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VQROFSEVWKPSPQVTVRFPDSDFRVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

P20L, K53R, K68R

MSYSI TTPSQFVFLSSAWADL | ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTV
VQROFSEVWRPSPQVTVRFPDSDFRVYRYNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQAN
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLI VELI RGTGSYNRSSFESSSGL VW SGPAT

Ri bgrass nosaic virus strain AF103781

MBYNI TSSNQYQYFAAMAEPQAM_NQCVSAL SQSYQTQAARDT

VRQQFSNLLSAI VTPNQRFPESGYRVY! NSAVLKPLYEALMKSFDTRNRI | ETEEESR
PSASEVANATQRVDDATVAI RSQ QLLLNEL SNGHGL MNRAEFEVLLPWI TAPAT

TW U2 MB4077 M22483

MPYTI NSPSQFVYLSSAYADPVQLI NLCTNAL GNQFQTQQARTT

VQQQF ADAVKPVPSMIVRFPASDFYVYRYNSTLDPLI TALLNSFDTRNRI | EVDNQPA
PNTTEI VNATQRVDDATVAI RASI NNLANEL VRGTGVFNQAGFETASGL VW TTPAT

TW Dahl enrense AJ429084

MSYSI TSPSQFVFWESVWADPI ELLNVCTSSLGNQFQTQQARTT
VQQOFSEVWKPFPQSTVRFPGDVYKVYRYNAVLDPLI TALLGTFDTRNRI | EVENQQS
PTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVNEL VRGTGL YNONTFESMVBAL VW SAPAS

Ubi quitin Mus rmuscul us P62991

M FVKTLTGKTI TLEVEPSDTI ENVKAKI QDKEG PPDQQRLI FAGKQLEDGRTLSDYN

| KESTLHLVLRLRGG
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