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Viroide: Eine Klasse subviraler Krankheitserreger
Von Hans J. Gross und Detlev Riesner!”

Infektidse, hiillproteinfreie Ribonucleinsiaure-Molekiile konnten in jiingster Zeit als Erreger
von Krankheiten héherer Pflanzen entdeckt und charakterisiert werden. Es handelt sich dabei
um ringformige, aus ca. 360 Nucleotiden aufgebaute Ribonucleinsiuren, die als Viroide be-
zeichnet werden. Damit ist den Viren und Bakteriophagen eine Klasse noch kleinerer infektic-
ser Agentien zur Seite gestellt. Viroide sind die ersten eukaryotischen Krankheitserreger, deren
chemische Struktur vollstindig beschrieben werden konnte. Sie haben strukturelle und dyna-
mische Eigenschaften, die an anderen Nucleinsiduren bisher nicht beobachtet wurden. Das am
besten untersuchte Viroid PSTV (,,potato spindle tuber viroid“) besteht beispielsweise aus ge-
nau 359 Nucleotiden, die durch weitgehende Watson-Crick-Basenpaarung ein Stidbchen bil-
den, in welchem kurze Doppelhelices mit ebenfalls kurzen ungepaarten Bereichen abwechseln.
Die Dynamik der Viroide ist durch zwei Eigenheiten charakterisiert: Die auergewohnliche
Kooperativitit wird durch die Bildung stabiler Aste garantiert, und die Hauptkonformations-
inderung ist ein Ubergang zwischen einer gestreckten und einer verzweigten Struktur.
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1. Einleitung

Als Viroide bezeichnet man eine neue und eigenstindige
Klasse von Pathogenen, die sich von Viren und Bakteriopha-
gen durch das Fehlen eines Hiillproteins und durch ihre un-
gewohnliche Kleinheit unterscheiden (Abb. 1). Als Krank-
heitserreger wirtschaftlich bedeutender Nutzpflanzen sind
sie von erheblichem 6konomischem Interesse; als infektiGse
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und pathogene Ribonucleinsiduren mit vorher nicht beob-
achteten Eigenschaften sind sie zugleich attraktive Objekte
molekularbiologischer Forschung.

[*] Priv.-Doz. Dr. H. J. Gross

Abb. 1. Groflenvergleich des ,,potato spindle tuber viroid“ (PSTV) mit Viren
und dem Bakterium Escherichia coli.
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schen Klimazonen auf. In den gemifBigten und kalten Zonen
kommen sie in Gewichshauskulturen vor. So befallen sie die
Kartoffel""?, Citruskulturen®4, die Chrysantheme® "), die
Gurke!®, Kokospalmen® %, den Hopfen!'"), die Zierpflanze
Columnea erythrophae'® und den Avocado-Baum!"l. Auf
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der Suche nach den Erregern dieser Pflanzenkrankheiten
wurde um 1971/72 von amerikanischen!"4, kanadischen®®
und deutschen Forschern®! gefunden, daB hiillproteinfreie
Ribonucleinsduren von bisher ungeahnter Kleinheit das in-
fektiose Agens sind. Die Existenz freier infektioser Nuclein-
sduren als Erreger von Pflanzenkrankheiten war seit Anfang
der sechziger Jahre bekannt. Von einem neuen Erregertyp
konnte man aber erst sprechen, als 1971/72 die auf3erordent-
lich geringe Grofie dieser Pathogene nachgewiesen wurde.
Die neuen Krankheitserreger wurden als Viroide (viro-
id=Virus-dhnlich) bezeichnet!'. Der Name ist vor allem
deshalb gerechtfertigt, weil die nach einer Inkubationszeit
von Wochen oder Monaten (eventuell auch von Jahren) auf-
tretenden Symptome einer Viroid-Infektion durchaus denen
dhneln, die von den lange bekannten Pflanzenviren erzeugt
werden: Hemmung des Wachstums und Verkriimmung oder
auch Gelbfiarbung der Bliitter. Auch die Friichte und Knol-
len der befallenen Pflanzen konnen verindert sein, z. B. gel-
be Gurken oder spindelformige Kartoffeln.

Viroide scheinen sich iiberwiegend durch die Titigkeit des
Menschen auszubreiten, und zwar durch die Werkzeuge, die
zum Beschneiden, Veredeln, Ernten etc. verwendet werden.
Auch eine Ubertragung der Infektion ohne Einwirkung des
Menschen, z. B. durch Bliitenstaub bei der Befruchtung, ist
recht wahrscheinlich.

Insbesondere sind manche Pflanzenkulturen in Entwick-
lungslindern durch Viroid-Infektionen erheblich gefihr-
det. So werden auf den Philippinen beispielsweise Kokospal-
men-Haine durch das Cadang-Cadang-Viroid vernichtet.
Eine Behandlung von Pflanzen mit Krankheitssymptomen
ist bisher nicht moglich. Man ist daher bestrebt, die Ausbrei-
tung zu verhindern und Viroid-freie Pflanzen fiir die Gewin-
nung von Saatgut zu finden.

Viroide konnten bisher nur in héheren Pflanzen nachge-
wiesen werden. Ausgehend von der allgemeinen Verbreitung
der bekannten Krankheitserreger (Viren, Bakterien, Myco-
plasmen etc.) kann jedoch mit der Moglichkeit gerechnet
werden, daf3 Viroide oder dhnliche Krankheitserreger auch
bei Mensch und Tier gefunden werden.

An Viroiden konnte zum ersten Mal die chemische und
physikalische Struktur eines Krankheitserregers eukaryoti-
scher Herkunft detailliert ermittelt werden. Damit ist eine
wesentliche Voraussetzung fiir Untersuchungen zur Replika-
tion und pathogenen Wirkung von Viroiden erfiillt. Im fol-
genden werden hauptsiachlich Strukturuntersuchungen be-
schrieben, da diese einen gewissen Abschluf3 erreicht haben;
die Vorstellungen zur Replikation und Pathogenese bewegen
sich dagegen noch weitgehend im Bereich der Hypothesen
und werden daher nur kurz am Schluf3 behandelt. Leser, die
stirker an biologischen und mikrobiologischen Details inter-
essiert sind, seien auf spezielle Ubersichten hingewiesen!'¥.

2. Biochemische Charakterisierung

Viroide als kleine, infektise und hiillproteinfreie Ribo-
nucleinsiuren wurden unabhingig voneinander durch vier
Arbeitsgruppen entdeckt: T. O. Diener, Beltsville, USA!'], R,
P. Singh, Fredericton, Kanada'®, H. L. Singer, Gieflen®!
und J. S. Semancik, Riverside, USA". Auf diesen neuen Er-
regertyp wurde man vor allem durch einige seiner Besonder-
heiten aufmerksam. Im Gegensatz zu vielen Viren und Bak-
teriophagen waren die neuen Erreger hochempfindlich ge-
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gen RNA-abbauende Enzyme (RNasen), verhielten sich je-
doch ungewohnlich resistent gegen organische Losungsmit-
tel. Daraus schlol man auf die Existenz einer sehr einfach
gebauten Ribonucleinsiure. Nach Injektion von Viroid-Pri-
paraten entwickelten Versuchstiere keine Antikdrper gegen
etwa vermutete Viroid-spezifische Proteine. Auffallend war
die hohe Beweglichkeit der Erreger im elektrischen Feld und
ihre geringe Mobilitit im Zentrifugalfeld, woraus man auf
ein ungewdhnlich geringes Molekulargewicht schlieen
konnte. Von der Beobachtung erkrankter Pflanzen im Kar-
toffelfeld sowie im Citrus- oder Kokospalmen-Hain bis zur
Isolierung reiner Viroide war es jedoch noch ein weiter
Weg.

Bevor erfolgversprechende Untersuchungen begonnen
werden konnten, muflten Testpflanzen gefunden werden, die
sich im Gewichshaus in grofler Zahl anziehen lassen und auf
eine Viroid-Infektion moglichst schnell mit eindeutigen
Symptomen reagieren. Zunidchst muflite man sich z. B. beim
Citrus-Exocortis-Viroid mit jungen Citrus-Stecklingen be-
helfen, die erst Monate nach der Infektion Symptome zeigen.
Bald wurde jedoch in der jungen Tomatenpflanze ein giinsti-
gerer Wirt gefunden. Unter optimalen Bedingungen kann
man bereits nach wenigen Wochen Symptome beobachten.
AuBlerdem hat die Tomate eine weitere, sehr willkommene
Eigenschaft: Die meisten der bisher bekannten Viroide las-
sen sich auf ihr vermehren und bringen Symptome hervor,
wie sie in Abbildung 2a zu sehen sind.

Abb. 2. a) Symptome des Viroid-Befalls. Links gesunde, rechts befallene Toma-
tenpflanze. b) Infektiosititstest auf Tomatenpflanzen. Die charakteristischen
Wachstumshemmungen bei den mittleren Pflanzen zeigen, daB die zur Beimp-
fung benutzten Fraktionen Viroid enthielten. Von hinten nach vorne wurde mit
steigenden Konzentrationen infiziert. (Die Aufnahme wurde freundlicherweise
von Prof. Sanger, GieBen, zur Verfigung gestellt.)
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Alle Viroide werden nach einem im Prinzip dhnlichen
Schema isoliert!"*'*): Blattmaterial wird homogenisiert, mit
Phenol extrahiert, und die in der wirigen Phase verbleiben-
den Nucleinsduren werden mit Ethanol ausgefillt. Dieses
Nucleinsdureprazipitat, das die Infektiositdt enthilt, wird
durch mehrere Fillungs- und Extraktionsschritte von hoch-
molekularen Nucleinsiuren und insbesondere auch von Po-
lysacchariden befreit, welche die Reinigung erheblich er-
schweren. Durch mehrfache priparative Polyacrylamid-Gel-
elektrophorese kann daraus eine Nucleinsdure isoliert wer-
den, die infektids ist und die in gleichartigen Priparationen
aus gesunden Pflanzen fehlt. Bei der Ausarbeitung der Rei-
nigungsverfahren mufiten nach jedem Schritt die Viroid-hal-
tigen Fraktionen im biologischen Infektiosititstest identifi-
ziert werden; das bedeutet, da man zur Analyse eines Frak-
tionierungsschrittes ganze Serien von Pflanzen infizieren
und mehrere Wochen auf Krankheitssymptome warten
mufte. Ein solcher Serientest ist in Abbildung 2b zu sehen.
Heute kann in Routinereinigungen das Aufireten der Viroid-
Bande bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese als sicherer
Nachweis fiir Viroide dienen!**!. Die Reinigung ist nach wie
vor sehr aufwendig und die Ausbeute duflerst gering. Als
Durchschnittswert mag gelten, daf8 aus 5000 infizierten und
erkrankten Pflanzen nur etwa 0.1 mg reines Viroid erhalten
werden kann. Es mufiten daher biochemische und physika-
lisch-chemische Strukturuntersuchungen an Viroiden mit
auflerordentlich kleinen Substanzmengen durchgefiihrt wer-
den.

Fiir viele Untersuchungen ~ man denke besonders an die
Sequenzierung - ist eine radioaktive Markierung von Viroi-
den oder Viroid-Fragmenten unerldfilich. Mehrere grund-
sitzliche Schwierigkeiten waren hierbei zu iiberwinden: Es
war zwar moglich, Viroide in vivo mit dem radioaktiven
Phosphorisotop 3P zu markieren!"®); wegen der langsamen
Vermehrung der Viroide und wegen der zeitraubenden Iso-
lierung erhielt man dabei jedoch ein Material, dessen spezifi-
sche Radioaktivitit fiir detaillierte Strukturuntersuchungen
viel zu gering war.

Durch chemische Markierung in vitro kann radioaktives
5-Iod-cytosin erhalten werden. Diese Methode ist mehrfach
bei Viroiden benutzt worden!'”'%}; sie ist jedoch nur be-
schrinkt anwendbar, da nur Cytosin enthaltende Fragmente
markiert werden. Allgemein anwendbar bei Viroiden ist bis-
her nur die enzymatische 3?P-Markierung in vitro*'-?’.. Die-
se Methode beruht auf der Ubertragung des [v->?P]-
Phosphats aus [y->*P]-ATP auf die freie 5’-Hydroxygruppe
von Nucleinsiuren und Nucleinsiure-Fragmenten durch 5'-
Polynucleotid-Kinase aus T4-Phagen-infizierten E.-coli-Bak-
terien. Damit mufiten jedoch folgende Nachteile und Er-
schwernisse in Kauf genommen werden: 1. [y->?P]-ATP von
hoher Reinheit und spezifischer Aktivitdt mufite regelmafiig
im Labor synthetisiert werden. 2. 5'-Polynucleotid-Kinase
muflte aus T;-Phagen-infizierten Bakterien absolut frei von
Ribonucleasen isoliert werden. 3. Die kurze Halbwertszeit
von 3?P zwingt stindig zu schnellem Arbeiten. 4. Die Viroid-
Priparate hatten mdoglichst rein zu sein, da die Gefahr be-
steht, dal kontaminierende Nucleinsduren in vitro bevorzugt
markiert wiirden.

Eine sehr exakte Charakterisierung einer Viroid-Probe
kann durch Spaltung mit spezifischen Ribonucleasen und
anschlieBende Markierung der so erzeugten Oligonucleotide
am 5’-Ende mit [**P]-Phosphat erreicht werden. Die zweidi-
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mensionale Trenaung des Oligonucleotidgemisches und an-
schlieBende Autoradiographie fihrt zu einem ,,Fingerprint*
(Abb. 3), der wohl den sichersten Nachweis der Reinheit der
Viroid-Priparationen erméglicht®!l, Schon wenige Prozent
Verunreinigung durch eine RNA des Wirtes fithren zur Ent-
stehung vieler zusitzlicher Oligonucleotide, die sich in Form
zusitzlicher schwarzer Flecken im Autoradiogramm be-
merkbar machen. Auch kénnen anhand dieser Fingerprints
verschiedene Viroid-Spezies identifiziert werden. So wurde
auch zum ersten Mal nachgewiesen, daB die Viroide, die ver-
schiedene Pflanzenkrankheiten verursachen, eine unter-
schiedliche Nucleotidsequenz besitzen miissen!'”-2,

Abb. 3. Fingerprint der Oligonucleotide von PSTV nach Spaltung mit RNase T,.
PSTV wurde mit RNase T, hydrolysiert, und die 3'-terminalen Phosphatreste
der resultierenden Oligonucleotide wurden mit Phosphatase entfernt. Nach
Inaktivierung der Phosphatase wurden die Oligonucleotide mit [y->?P]-ATP und
5’-Polynucleotid-Kinase in vitro radioaktiv markiert und zweidimensional ge-
trennt; 1. Dimension: Elektrophorese bei pH=3.5/5000 V auf Celluloseacetat-
streifen [67]; 2. Dimension: Homochromatographie an DEAE-Cellulose-Diinn-
schichtplatten [68]. Die markierten Oligonucleotide wurden durch Autoradiogra-
phie sichtbar gemacht (vgl. auch Abschnitt 4.1). B bedeutet die Position des
blauen Farbstoffs Xylen-Cyanol nach optimaler Laufzeit.

3. Physikalische Eigenschaften
3.1. Molekulargewicht

Die Gro8le der Viroide konnte bereits abgeschitzt werden,
als deren Isolierung noch lingst nicht abgeschlossen war.
Dazu wurden die Sedimentationsgeschwindigkeit im Sac-
charosegradienten und der R-Wert bei Gelelektrophoresen
mit den entsprechenden Werten von Ribonucleinsduren be-
kannten Molekulargewichts verglichen!"*424. Die Position
der Viroid-Banden mufite wie beschrieben in langwierigen
Infektiosititstests ermittelt werden. Bei den genannten Me-
thoden wird primir die Beweglichkeit der Viroide mit denen
anderer Nucleinsiuren verglichen; das Molekulargewicht
kann demnach nur dann verlidBlich bestimmt werden, wenn
Viroid und Ribonucleinsdure homologe Strukturen haben,
wihrend etwa der Vergleich von kugel- mit stibchenformi-
gen Molekiilen zu falschen Werten fithrt. Da zunichst die
Form der Viroide unbekannt war, versuchte man teilweise,
das Problem durch vollstandiges Umwandeln der Nuclein-
siure in die einheitliche Struktur des statistischen Knauels
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zu umgehen®’!, Wie spiter gezeigt wurde, stimmt selbst die
Struktur geknduelter Viroide nicht mit der anderer gekniu-
elter Ribonucleinsduren iiberein. Daher ist es auf der einen
Seite nicht verwunderlich, da8 die Molekulargewichtsanga-
ben in der Literatur von 25000 bis 130000 reichten; auf der
anderen Seite wurde aber trotz der grofSen Ungenauigkeit
eindeutig nachgewiesen, dafl die neuen Krankheitserreger
etwa eine GroBenordnung kleiner als der Nucleinsidureanteil
der kleinsten Phagen waren und es sich auch von der Grofle
her um eine neue Klasse molekularer Krankheitserreger
handeln mufBte. Inaktivierung der Viroide durch UV-Licht
oder ionisierende Strahlen ergaben einen strahlensensitiven
Trefferbereich mit einem Molekulargewicht von etwa
100000161,

Nach der vollstindigen Reinigung der Viroide konnte das
Molekulargewicht in der analytischen Ultrazentrifuge, in der
die Konzentrationsverteilung durch die optische Absorption
gemessen wird, bestimmt werden!'*). Die Methode des Sedi-
mentations-Diffusions-Gleichgewichtes ergibt das Moleku-
largewicht unabhingig von jeder Voraussetzung iiber die
Form des Molekiils. Diese Untersuchungen fiithrten fiur die
verschiedenen Viroide zu Molekulargewichten zwischen
110000 und 127000. Fiir das Viroid der Spindelknollensucht
der Kartoffel (potato spindle tuber viroid, abgekiirzt PSTYV),
das in Abschnitt 4 eingehend diskutiert wird, wurde
127000 + 5000 gefunden.

3.2. Gestalt

Bei Nucleinsiuren von der Gréfe der Viroide kann durch
hochauflosende Elektronenmikroskopie die Form bestimmt
werden. Viroide erscheinen im elektronenmikroskopischen
Bild (Abb. 4a) einheitlich als Stibchen!'*-2"), Bei der fiir Ab-
bildung 4a verwendeten Priparationstechnik liegt die Lange
durchschnittlich bei 370 A und die Dicke bei 20 A.

Da die Ergebnisse der Elektronenmikroskopie unter Um-
stinden durch Priparationsartefakte beeinfluft sein kénn-
ten, wurde die Gestalt der Viroide auch in hydrodynami-
schen Experimenten unter physiologischen Bedingungen be-
stimmt!'*l. Aus der unabhingigen Ermittlung des Molekular-
gewichtes und der Sedimentationskonstante 148t sich ein
Achsenverhiltnis von 20 ableiten — in guter Ubereinstim-
mung mit den elektronenmikroskopischen Befunden.

Abb. 4. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Viroiden a) im nativen Zu-
stand: Viroide wurden bei Raumtemperatur mit Benzyldimethylalkylammoni-
umchlorid gespreitet, mit Uranylacetat kontrastiert und in Dunkelfeldbeleuch-
tung aufgenommen (,,alkyl*“ =C,,/C,, im Verhiltnis 60/40); b) im denaturierten
oder teilweise denaturierten Zustand: Viroide wurden bei 70 °C in Gegenwart
von Harnstoff gespreitet. Vergroferung 92 500fach.
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3.3. Ringstruktur der Nucleotidkette

In Abschnitt 5 wird detailliert diskutiert werden, wie die
Bildung von Watson-Crick-Basenpaaren zu wohldefinierten
Strukturen von Viroiden fithrt. Hier sei so viel vorwegge-
nommen, daB die charakteristische Doppelhelix, die aus zwei
gegenlaufigen Stringen aufgebaut ist, sowohl zwischen zwei
individuellen Strangen als auch durch Riickfaltung eines
einzelnen Stranges entstechen kann. Um die Struktur des
Nucleotidstranges ohne Basenpaarung zu untersuchen, wer-
den die Basenpaare durch Harnstoff, durch Formamid oder
durch hohe Temperatur getrennt und der Nucleotidstrang
auf Wunsch mit Formaldehyd fixiert; danach kann er im de-
naturierten Zustand untersucht werden. Dabei wurde gefun-
den, daB das Molekulargewicht im denaturierten und im na-
tiven Zustand gleich ist!'*! — also kénnen Viroide nur aus ei-
nem einzigen Strang bestehen.

Auf den elektronenmikroskopischen Bildern von hochrei-
nen denaturierten Viroiden waren die Stringe fast aus-
schlieBlich als Ringe zu sehen!'® (Abb. 4b). Die Vermutung
lag nahe, daB3 es sich um kovalent geschlossene Ringe han-
delte, denn unter den Priparationsbedingungen sollten alle
Basenpaare dissoziiert sein. Das Ergebnis konnte auch rein
chemisch bestitigt werden!*: Die in Abschnitt 2 beschriebe-
ne 5'-Phosphorylierungsreaktion gelingt nimlich am nativen
Viroid nicht, und die versuchte Metaperiodat-Oxidation der
vicinalen 2'- und 3’-OH-Funktion der Ribose am freien 3'-
Ende mit anschlieBender B*H7;-Reduktion, die jedes freie
3’-OH-Ende einer Ribonucleinsdure markiert, fiihrt bei Vi-
roiden ebenfalls nicht zu radioaktivem Einbau. Die Entdek-
kung der kovalent geschlossenen Ringstruktur der Viroide,
die durch elektronenmikroskopische Untersuchungen ande-
rer Laboratorien und an anderen Viroid-Spezies inzwischen
bestitigt wurde?™2%] darf als groBe Uberraschung gewertet
werden, denn kovalent geschlossene RNA-Ringe waren vor-
her in der Natur nicht gefunden worden. Nur bei DNA wa-
ren bisher Ringe bekannt, jedoch mit viel groBeren Moleku-
largewichten. Kiirzlich wurden auch zirkulire RNA-Mole-
kiile unterschiedlicher GroBe im Cytoplasma einiger eukary-
otischer Zellen gefunden™); als Strukturbeweis dienten je-
doch bisher nur elektronenmikroskopische Aufnahmen.

Viroid-Priparationen enthalten neben den zirkuliren Mo-
lekiilen einen je nach Priparationsmethode variierenden An-
teil linearer Molekiile!'>2%, Lineare Molekiile kénnen sehr
leicht durch Mg?*-katalysierte Spaltung aus Ringen entste-
hen, und die so erzeugten linearen Viroid-Stringe sind sehr
wenig oder gar nicht infektios®”; in welchen Mengen jedoch
lineare Viroide natiirlicherweise in der befallenen Pflanzen-
zelle vorkommen, etwa als Vorstufe beim Reifungsproze
von Viroiden, ist nicht geklirt!*®3!,

4. Nucleotidsequenz von PSTV

Die vollstindige Primirstruktur eines Viroids, des Erre-
gers der Spindelknollensucht der Kartoffel, wurde 1978 zum
ersten Mal ermittelt’®®.. Diese Arbeit mag zunichst im Ver-
gleich zur Sequenzierung des Bakteriophagen MS2B? mit
seinen fast 3600 Ribonucleotiden als relativ einfach erschei-
nen, aber es war, wie bereits erwidhnt, im Gegensatz zum
MS2-Phagen beim Viroid keine *?P-Markierung in vivo
moglich. AuBlerdem stand die Viroid-RNA nur in minimalen
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Mengen zur Verfugung. Da bei Viroiden bisher auch keine
vollstindige enzymatische Umschreibung mit definiertem
Anfang in komplementire DNA moglich ist, konnten auch
nicht die chemischen DNA-Sequenzierungsverfahren ange-
wendet werden, die in den letzten Jahren bis zur Routine
ausgearbeitet worden sind®*, Mit einer Sequenzierung allein
nach 3?P-Markierung in vitro (siche Abschnitt 2) muBte da-
her ein relativ neuer und wenig erprobter Weg beschritten
werden.

4.1. Vollstindige Hydrolyse mit spezifischen Ribonucleasen

Ein Fingerprint von PSTV nach vollstindiger Hydrolyse
mit Ribonuclease T,, die auf der 3’-Seite von Guanosin spal-
tet, wurde bereits in Abbildung 3 gezeigt. Wird die Spaltung
mit pankreatischer Ribonuclease vorgenommen, die auf der
3’-Seite von Pyrimidinen spaltet, dann erhilt man einen an-
deren charakteristischen Fingerprint®'l. Die 40 5-**P-mar-
kierten Oligonucleotide des ,,RNase T,“-Fingerprints (Abb.
3) und die 32 entsprechenden Oligonucleotide des ,,pankre-
atischen“ Fingerprints wurden einzeln eluiert. Von jedem
Oligonucleotid wurde zunichst das 5'-terminale Nucleotid
identifiziert. Vollstindige Hydrolyse der einzelnen Oligonu-
cleotide mit Nuclease P,*% ergibt 5'-Mononucleotide, von
denen nur dasjenige jeweils eine 5’-*’P-Markierung trigt,
welches vom (markierten) 5-Ende des Oligonucieotids
stammt. Dieses wird durch Diinnschichtchromatographie
it authentischen Nucleotiden und Autoradiographie des
Chromatogramms identifiziert. Die Reihenfolge der Nucle-
otide eines 5-*’P-markiesten Oligonucleotides erhilt man
durch kontrollierte Spaltung mit Nuclease P,. Diese Spal-
tung muf} so gelenkt werden, daf3 im Idealfall bei den mei-
sten Oligonucleotiden statistisch nur eine der Phosphodi-
esterbindungen gespalten wird, wobei ein geringer Anteil
iitberhaupt noch nicht angegriffen wird. Das Gemisch der
Abbauprodukte wird wieder durch Elektrophorese und
Chromatographie zweidimensional getrennt und das Chro-
matogramm autoradiographiert. Die elektrophoretische Mo-
bilitdt von Oligonucleotiden in der ersten Dimension hingt
von der Basenzusammensetzung ab. Die Laufstrecke der Oli-
gonucleotide in der zweiten Dimension ist annihernd umge-
kehrt proportional der Kettenlinge, d. h. das lingste Oligo-
nucleotid hat die geringste chromatographische Beweglich-
keit. Der Verlust eines oder mehrerer Nucleotide vom 3'-
Ende duBlert sich in der Autoradiographie des entsprechen-
den Chromatogramms durch ein spezifisches Abbau-Muster
(Abb. 5a). Daraus kann die Nucleotidsequenz unter Beriick-
sichtigung der Abstinde und Winkel zwischen aufeinander-
folgenden Abbauprodukten direkt abgelesen werden.

4.2. Partialhydrolyse

Nun muBten die Oligonucleotide der pankreatischen und
der RNase-T;-Spaltung zu einer Gesamtsequenz geordnet
werden. Bei einer ,,normalen®, lincaren RNA wiirde man
das 5- oder das 3’-Ende enzymatisch mit [*?P]-Phosphat
markieren und mit verschiedenen Verfahren die vollstindige
Struktur von beiden Enden her vorgehend erarbeiten. Bei
der zirkuliren Viroid-RNA mubBte ein anderer Weg beschrit-
ten werden. Wenige Mikrogramm PSTV wurden unter ver-
schiedenen Bedingungen mit jeweils verschiedenen Enzy-
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Abb. 5. Sequenzanalyse 5'-*?P-markierter RNA-Fragmente. a) Das Fragment
Nr. 37 aus dem RNase-T;-Fingerprint von PSTY (Abb. 3) wurde mit Nuclease
P, (34] kontrolliert gespalten, so daB ein Gemisch von Abbauprodukten entsteht,
die alle am 5'-Terminus 3?P-markiert sind und sich in ihrer Kettenlidnge unter-
scheiden. Nach zweidimensionaler Trennung (Elektrophorese/Homochromato-
graphie) und Autoradiographie kann die Reihenfolge der Nucleotide aus den
Mobilititsunterschieden benachbarter Oligonucleotide (in 5'-3’-Richtung von
oben nach unten) direkt abgelesen werden §35). b) Das PSTV-Fragment Nr. 69
(siehe Abb. 7) wurde in acht aliquote Anteile aufgeteilt. Diese wurden mit den
RNasen U,, T, T, pankreatischer RNase (P) und Phy I kontrolliert gespalten,
um anschlieBend die Adenosine, Guanosine, Pyrimidine und Cytidine durch
Elektrophorese an Polyacrylamid und Autoradiographie lokalisieren zu konnen
[36, 37]. Die Nucleotidsequenz kann (in 5'-3'-Richtung von unten nach oben) di-
rekt aus dem Autoradiogramm abgelesen werden. X bedeutet die Position des

blauen Farbstoffs Xylen-Cyanol nach optimaler Laufzeit. Die Spaltung mit P
wurde zweimal durchgefiihrt, um optimale Bedingungen zu treffen.

l///
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|

men kontrolliert gespalten, so da moglichst viele lange
PSTV-Fragmente entstehen. Solche Bedingungen sind: Tiefe
Temperatur und/oder niedrige RNase-Konzentration, oder
hohe Salzkonzentration, wodurch die Sekundarstruktur des

Abb. 6. Trennung langer 5'->’P-markierter PSTV-Oligonucleotide. Nach kon-
trollierter Spaltung von PSTV mit Nuclease aus S. aureus und enzymatischer
Markierung der Oligonucleotide wurden diese durch zweidimensionale Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese getrennt. 1. Dimension: 10proz. Polyacrylamid,
pH =3.5; 2. Dimension: 20proz. Polyacrylamid, pH=8.3 [69, 70]. Die Oligonu-
cleotide wurden durch Autoradiographie sichtbar gemacht und durch Aus-
schneiden und elektrophoretische Elution isoliert.
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Viroids stabilisiert wird. Das Gemisch solcher langen Frag-
mente wurde dann, wiederum nach 5’-Markierung mit [**P]-
Phosphat, durch zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese getrennt. Ein entsprechendes Autoradiogramm ist
in Abbildung 6 wiedergegeben. Durch Ausschneiden winzi-
ger Stiicke konnen aus dem Polyacrylamidgel nach elektro-
phoretischer Elution gewdhnlich 50 bis 70 lange 5'-markierte
Viroid-Fragmente rein erhalten werden. Die Nucleotidse-
quenz solch langer Viroid-Fragmente aus ca. 20 bis iiber 100
Nucleotiden wurde mit elektrophoretischen Verfahren erar-
beitet, die in letzter Zeit entwickelt worden sind®¢*". Ein
aliquoter Anteil eines Fragments wird mit der Guanosin-spe-
zifischen RNase T, unter limitierenden Bedingungen gespal-
ten. Von den Abbauprodukten des urspriinglichen RNA-
Fragments werden nur diejenigen in der Autoradiographie
sichtbar, die am 5’-Ende *?P-markiert sind und am 3’-Ende
einen Guanosin-Rest enthalten. Die Anzahl der Fragmente
entspricht der Zahl der Guanosin-Reste; die Lange der Frag-
mente hingt vom Abstand dieser Guanosine vom [5'-*?P]-
Phosphat ab. Die elektrophoretische Trennung dieses Hy-
drolysats in 0.35 mm diinnen Polyacrylamid-Schichten er-
gibt ein Bandenmuster, aus dem die Anordnung von Guano-
sinen in einer Sequenz abgelesen werden kann (Abb. 5b).

) W,

Weitere aliquote Anteile des RNA-Fragments werden ent-
sprechend mit RNase U, oder mit pankreatischer RNase be-
handelt, um die Adenosine bzw. die Pyrimidine in einer Se-
quenz zu lokalisieren. Zur Unterscheidung von Uridin und
Cytidin dienen die RNase Phy I aus Physarum polycepha-
lum®® oder die Endonucleasen aus Staphylococcus aureus
und aus Neurospora crassa®. Mit RNase T,, die jede Phos-
phodiesterbindung spaltet, erhilt man das Zihlraster (Abb.
5b).

4.3. Uberlappende Fragmente und vollstindige Sequenz

Da Fragmente sequenziert wurden, die aus Partialspaltun-
gen mit Nucleasen unterschiedlicher Basenspezifitidt stamm-
ten, iiberdecken verschiedene Fragmente sehr oft den glei-
chen Sequenzabschnitt des Viroids. Die Kreissegmente in
Abbildung 7 zeigen einen grofen Teil der sequenzierten
Fragmente. Anhand der iiberlappenden Sequenzen konnten
die Teilsequenzen zur vollstindigen Sequenz des PST-Viro-
ids zusammengefiigt werden (duBerer Kreis in Abb. 7). Da
die Uberlappungen den gesamten zirkuliren Viroid-Strang
uberdecken, beweist die Sequenzanalyse endgiiltig die Ring-
struktur des PST-Viroids.

)

(GLAGUUGEUUCCUCBOAAC YAy
Ly My,

Abb. 7. Primirstruktur von PSTV. Die Nucleotide wurden im Uhrzeigersinn von 1 bis 359 numeriert. Die Klammern in den beiden du-
Beren Kreisen markieren die Produkte der vollstindigen Spaltung mit RNase A bzw. RNase T,. Die numerierten Segmente im Inneren
bezeichnen lange PSTV-Fragmente, deren Nucleotidsequenz ermittelt wurde. Aus der Kombination dieser Informationen ergibt sich
die auBen geschriebene zirkuliare Primérstruktur von PSTV.
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5. Struktur in Losung
5.1. Strukturhierarchie von Nucleinsiuren

Die Nucleotidsequenz, auch Primirstruktur genannt, ist
die unterste Stufe einer Strukturhierarchie, die als hohere
Stufen die Sekundir- und die Tertidrstruktur umfaBt. Das
Konzept einer Strukturhierarchie ist je nach Typ des Makro-
molekiils unterschiedlich, da die Strukturen durch verschie-
dene Arten von Wechselwirkungen stabilisiert werden und
sich die sterischen Restriktionen unterscheiden (fiir Proteine
vgl. ¥, Das Sekundirstrukturelement von Nucleinsiuren
ist die Watson-Crick-Doppelhelix, in der gegeniiberstehende
Adenin- und Uracil- (bei DNA Thymin-)Basen iiber zwei
sowie Guanin- und Cytosinbasen iiber drei Wasserstoffbriik-
ken miteinander verbunden sind. In Doppelhelices mit nicht
vollkommen komplementirer Sequenz treten auch Guanin/
Uracil-Paare auf. Als Sekundirstruktur einer Nucleinsiure
wird das gesamte zweidimensionale Schema aller méglichen
Basenpaare bezeichnet. Basenpaare bilden sich dabei nur
durch einfache Riickfaltung eines Einzelstranges oder durch
Zusammenlegen zweier Einzelstringe. Es sollen keine Ba-
senpaare zwischen weiter entfernten Einzelstrangbereichen,
deren Nachbarschaft in sich schon hochstrukturiert ist, ge-
formt werden. Zur Verdeutlichung wird in Abbildung 8a
eine typische Sekundirstruktur gezeigt; die zusitzlichen Ba-
senpaare in Abbildung 8b - sofern sie sterisch iiberhaupt
moglich wiren — werden dagegen nicht mehr als Sekundir-
struktur bezeichnet.

al b}

Abb. 8. Beispiele fiir die Sekundirstruktur von Nucleinsiuren. a) Nucleinsiure
mit reiner Sekundirstruktur, b) Nucleinsidure mit Sekundir- und Tertidrstruk-
tur.

Die Sekundirstruktur ist damit ein theoretisches Modell,
das den Zustand niedrigster freier Energie beschreibt und
nur ,normale* AU-, GC- und GU-Basenpaare beriicksich-
tigt.

Wenn als Tertidrstruktur allgemein die dreidimensionale
Struktur eines Makromolekiils bezeichnet wird, besitzt kon-
sequenterweise jede Nucleinsiure eine Tertidrstruktur. Wir
mochten hier eine etwas engere Definition benutzen: Mit
Tertidrstruktur werden solche Strukturen bezeichnet, die
durch Wechselwirkungen hervorgerufen werden, die nicht
durch die Sekundirstruktur bedingt sind. Als Beispiel wire
die Zusammenfaltung der Kleeblatt-Sekundirstruktur der
Transfer-RNA zur kompakten Tertidrstruktur, wie sie aus
der Rontgen-Strukturanalyse bekannt ist'*"%%, zu nennen.
Jedes chemische oder physikalische Experiment zur Ermitt-
lung der Struktur ist ein Test auf Sekundir- und Tertidr-
struktur gleichzeitig.

5.2. Sekundirstruktur von PSTV

Die Suche nach der energetisch giinstigsten Sekundir-
struktur vollzieht sich in zwei Schritten: Zunichst werden sy-
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stematisch Modelle mit hohem Basenpaarungsgrad entwor-
fen, und dann wird fir jedes dieser Modelle die Differenz
der freien Energie im Vergleich zum vollig ungepaarten Zu-
stand berechnet. Fiir den ersten Schritt hat sich ein halb
computerisiertes, halb graphisches Verfahren!®*!, das fiir die
Anwendung auf eine Ringstruktur geringfiigig modifiziert
wurde, bewihrt!*!. Bei diesem Verfahren werden in einer
Matrizendarstellung alle méglichen intramolekularen Heli-
ces aufgelistet und aus diesen Helices Gesamtstrukturen ent-
worfen. In erster Niherung gilt als Kriterium fiir eine giinsti-
ge Gesamtstruktur eine moglichst hohe Gesamtzahl an Basen-
paaren, wobei aber auch Strukturen mit 10-20% weniger

Tabelle 1. Stabilititsparameter von Ribonucleinsiuren. Die Werte fiir die
Gleichgewichtskonstanten sowie Reaktionsenthalpien und -entropien koénnen
aus der Literatur entnommen werden [45]. Die Parameter der Fortsetzung von
Basenpaaren (siehe 1) hiingen nicht nur vom Typ des zu schlieBenden Basenpaa-
res ab, sondern auch vom Typ des vorhergehenden. Zur Schleifenbildung (siche
2) tragen der Faktor vy, der die Wahrscheinlichkeit der Basenpaarung nach An-
niherung der Basen auf einen bestimmten Abstand beschreibt, und die Schlei-
fengewichtsfunktion p (p+ 1) bei, die die Wahrscheinlichkeit der Anniherung im
Hinblick auf die Geometrie der Schleife beschreibt. 1, = Gesamtzahl der Nucle-
otide des Molekiils.

1) Basenpaarung

5GGe SGas San:  experimentell
CcC cu  Jyu

2) Schieifenbildung

a) Haarnadeln
p<13: experimentell,

y-@ip+l
Monte-Carlo-Rechnungen —

p=13: p(p+1)=0319-p~3/2
b) Interne Schleifen

r=8: experimentell
r>8 pi=p(r+1)

¢) Einseitige Schleifen

t=8: experimentell
t>8: pu(t)y=p(t+1)

3) Basenpaarung in Ringen

I.)
P CERI IR @ < G
p (koo n

Basenpaaren in den zweiten, quantitativen Schritt zur Be-
rechnung der freien Energie einbezogen werden.

Dazu betrachtet man die Gesamtstruktur als Produkt einer
vielstufigen Folgereaktion bekannter Elementarreaktionen
und addiert alle Beitrige zur freien Energie der Gesamt-
struktur. Die Elementarreaktionen mit ihren thermodynami-
schen Grofien — aus vielen Untersuchungen an Oligonucle-
otiden bekannt - sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Abbildung 9 zeigt die giinstigste Sekundirstruktur des
PST-Viroids?>#4, Diese Struktur ist energetisch weit vor al-
len anderen Moglichkeiten ausgezeichnet. Geringfligige Ver-
schiebungen in Bereichen kleiner Helices und groBer Schlei-
fen sind moglich, aber thermodynamisch unwahrschein-
lich*4, Strukturen mit Verzweigungen nach Art des Sche-
mas in Abbildung 8 verringern die Zahl der Basenpaare um
mindestens 30 und ergeben eine um 50% ungiinstigere freie
Energie. Bei tiefen Temperaturen ist die thermodynamisch
giinstigste Struktur diejenige mit der groftmoglichen Zaht
von Basenpaaren. Tatséichlich konnte nach Abschluf der Se-
quenzierungsarbeiten ein Modell allein aufgrund maximaler
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Abb. 9. Struktur von PSTV. Oben: Basenpaarungsschema; unten: dreidimensionale Darstellung.

Basenpaarung unter Beriicksichtigung der chemischen und
enzymatischen Zuginglichkeit der einzelstringigen Regio-
nen (vgl. Abb. 10) angegeben werden®, das mit dem ther-
modynamisch optimierten Modell fast iibereinstimmt.

5.3. Experimente zur Sekundir- und Tertifirstruktur von
PSTV

Eine Reihe von chemischen, physikalischen und enzyma-
tischen Methoden, die bereits an anderen Nucleinsiduren er-
folgreich angewendet wurden, konnten mit geringfiigigen
Modifikationen fiir Viroide iibernommen werden. Sie sollen
hier nicht im Detail beschrieben werden; ihre prinzipielle
Methodik ist vielmehr in der schematischen Darstellung in
Abbildung 10 angedeutet. Hinzuzurechnen sind die thermo-
dynamischen und kinetischen Methoden, denen Abschnitt 6
gewidmet ist. Es wurden auch NMR-Untersuchungen durch-
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| ’ L Tt
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|
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Abb. 10. Struktursonden fiir Viroide. {>: Zuganglichkeit der Doppelhelices fur
Farbstoffbindung [44, 46] und doppelstrangspezifische Nucleasen [47}; bei PSTV
sind allerdings die Doppelhelices zu kurz, um von der doppelstrangspezifischen
RNase 111 gespalten zu werden [47]. ¢=: Zuginglichkeit der ungepaarten Berei-
che fiir enzymatische Spaltung [22, 23], chemische Modifikation von Cytidin zu
Uridin mit Bisulfit {22, 23] sowie Oligonucleotidbindung [48]. a: Linge im elek-
tronenmikroskopischen Bild {13, 25k a/b: Achsenverhiltnis aus der unabhingi-
gen Bestimmung des Molekulargewichtes und des Sedimentationskoeffizienten
[15].

Asp Lys

Ser

gefithrt, die jedoch aufgrund der geringen Auflésung der
Spektren nur die Tatsache der hohen Basenpaarung ohne
weitere Details bestitigen konnten!*”l,

Von den in Abbildung 10 angedeuteten Untersuchungen
sollen die Experimente zur Oligonucleotidbindung etwas ni-
her beschrieben werden, da die hier benutzte methodische
Variante speziell fur die Untersuchungen an Viroiden ent-
wickelt wurde!*®l. Als besonders effektive Oligonucleotide
wurden nidmlich spezifische Transfer-RNAs verwendet, die
iiber ihre Anticodontripletts Basenpaare mit komplementi-
ren Anticodontripletts®®! oder mit einzelstringigen Berei-
chen anderer Nucleinsiduren bilden konnen. Dabei werden
Bindungskonstanten zwischen 10° und 10° Mm~' erreicht,
etwa eine bis zwei GrofSenordnungen iiber denen von Tri-
oder Tetranucleotiden. Die Bindung kann in einigen Fillen
spektroskopisch, sonst hydrodynamisch verfolgt werden. Auf
diese Weise wurde eine Reihe einzelstringiger Bereiche in
der Viroid-Struktur auf ihre Zuginglichkeit zur Bindung an
spezifische tRNAs hin abgetastet; die Ergebnisse sind in Ab-
bildung 10a zusammengestellt. Wenn immer Bindung ge-
mif dem Sekundirstrukturmodell moglich sein sollte, wurde
sie auch experimentell verifiziert.

Die Ergebnisse aller Untersuchungen lassen sich auf einen
einfachen Nenner bringen. Die Geometrie (aus Elektronen-
mikroskopie und Hydrodynamik), die freie Zuginglichkeit
der doppelstringigen Bereiche fiir die Farbstoffbindung und
die freie Zuginglichkeit der einzelstringigen Bereiche fiir
chemische Modifikationen, enzymatische Spaltung und
Oligonucleotidbindung zeigen eindeutig, daf3 das PST-Viro-
id keine zusitzliche Tertidrstruktur besitzt, die die Geome-
trie verandern oder die freie Zuginglichkeit einschrinken
konnte. Man kann daher das Sekundirstrukturmodell un-

Pre

Abb. 10a. Bindung von spezifischen Transfer-RNAs an ungepaarte Bereiche von PSTV. Fiir alle eingezeichneten tRNA-Spezies wur-
de experimentell Bindung nachgewiesen. Fiir zwei weitere Spezies, bei denen keine Bindung nachgewiesen werden konnte, existiert
auch keine zum Anticodon komplementire Sequenz in einer ungepaarten Region von PSTV [48]. tRNAS™, (RNAL* und tRNAP"®
enthalten im Anticodon-Bereich seltene Nucleotide, deren optische Absorption oder Fluoreszenz sich durch die Bindung an das Viroid
charakteristisch dndert und die zu einer direkten optischen Titration benutzt wurden.
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mittelbar als Grundlage einer dreidimensionalen Darstel-
lung benutzen (Abb. 9b). Niherungsweise bleibt der Ein-
druck eines Stiicks Doppelhelix erhalten; die internen Ein-
zelstrangbereiche sind die UnregelmiBigkeiten in der Struk-
tur, die einerseits dem Molekiil eine gewisse Flexibilitit ver-
leihen, andererseits aber, wie die tRNA-Bindung zeigt, als
wechselwirkungsaktive Bereiche anzusehen sind.

Die Tatsache, daB3 die Struktur einer RNA wie hier bei
PSTV vollstindig durch die Wechselwirkungen der Sekun-
dérstruktur charakterisiert ist, ist wohl nicht die Regel, son-
dern die Ausnahme unter den Ribonucleinsiduren. Transfer-
RNA, Messenger-RNA, ribosomale RNA und einzelstringi-
ge virale RNA haben ausgeprigte, teilweise globulire Terti-
drstrukturen, die sich durch die zweidimensionalen Basen-
paarungsschemata nur vollig unzureichend charakterisieren
lassen. Man sollte auch nicht verschweigen, daB gerade
durch die Abwesenheit einer zusitzlichen Tertidrstruktur die
Untersuchungen an Viroiden zu eindeutigen SchluBfolge-
rungen fiihrten und PSTV (vgl. Abschnitt 6) trotz des Mole-
kulargewichts von 120000 einer exakten thermodynami-
schen und kinetischen Behandlung zuginglich ist.

Als Kronung einer Strukturbeschreibung gilt normaler-
weise die Rontgen-Strukturanalyse, die einen kompletten
Satz von Atomkoordinaten fiir ein ganzes Viroid liefern
konnte, zur Zeit aber aufgrund des Substanzmangels nicht
moglich ist. Nur von einer Einkristallanalyse kénnte man die
genaue Konformation der internen Einzelstrangbereiche er-
warten, wihrend sich mit Roéntgen-Fiberaufnahmen wohl
kaum neue Strukturdetails aufkliren lieBen. Da nach bishe-
riger Vorstellung die Einzelstrangbereiche in Losung flexibel
sind, konnte es immerhin moglich sein, daB gerade diese Re-
gionen unscharf erscheinen. Es ist also durchaus nicht sicher,
ob sich der enorme Aufwand lohnte.

6. Dynamik der Struktur

Die Eigenschaften der Strukturumwandlungen von Nu-
cleinsiuren lassen auf die beteiligten Strukturen riickschlie-
Ben. Auch in vivo sind Nucleinsduren keine starren Struktu-
ren, sondern kénnen in mehreren Konformationen funktio-
nell aktiv sein.

6.1. Denaturierungskurven

Durch Temperaturerh6hung kann eine Nucleinsidure de-
naturiert, d. h. vom doppelhelicalen Zustand in den Zustand
der gekniuelten Einzelstringe iiberfiihrt werden. Dieser
Ubergang 148t sich durch eine Absorptionserhéhung bei 260
nm leicht verfolgen; die zugehorige Kurve wird als optische
Denaturierungskurve oder — weniger exakt, aber allgemein
iiblich - als Schmelzkurve bezeichnet. Solche Kurven sind
mehrfach an Viroiden gemessen worden!'>%-31-54 Abbil-
dung 11 zeigt sie zusammen mit Kurven von tRNAP? und
doppelstringiger viraler RNAP., Phinomenologisch sind
Denaturierungskurven durch die Mittelpunktstemperatur.
(T,), also die Temperatur, bei der die Hilfte der Gesamthy-
pochromie erreicht ist, und die Ubergangsbreite (AT,,), das
Temperaturintervall zwischen den halben Hohen der Dena-
turierungskurve, die einer GauB3-Verteilung dhnelt, charak-
terisiert. Die enge Korrelation zwischen Struktur und Struk-
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turumwandlung ist unmittelbar aus dem Vergleich der drei
abgebildeten Kurven ersichtlich. Ohne auf die Theorie der
kooperativen Umwandlungen von Biopolymeren quantitativ
einzugehen (vgl. hierzu *3*758), 5ol so viel zum allgemeinen
Verstindnis vorweg geschickt werden: Bei einzelstringigen
Nucleinsduren wie tRNA und 5S-RNA denaturieren mehre-
re kurze Doppelhelices geringer Enthalpie (vgl. Abb. 8) ni-
herungsweise unabhingig voneinander, was zu einer Uberla-
gerung von mehreren breiten Umwandlungskurven fihrt. Im
Fall der homogen doppelstringigen Nucleinsiuren dagegen
denaturiert eine gro3e Zahl benachbarter Basenpaare in ei-
nem hochkooperativen ProzeB; dadurch wird die Enthalpie
vieler Basenpaare in einem einzigen Schritt umgesetzt, und
es resultiert gemiB der van’t-Hoff-Beziehung ein Ubergang
in einem sehr schmalen Temperaturbereich.

M(i&?nm) !
101
Viroid (PSTV)
0.08
ds RNA (Reovirus}

0.06

004
1002 {RNA 1

I
30 40 50 60 7 80 TI°ct

Abb. 11. Optische Denaturierungskurven von PSTV [54}, tRNA [55] und dop-
pelstringiger (ds) RNA aus Reovirus [56]. Die Kurven sind in der heute allge-
mein gebriuchlichen differenzierten Form dargestellt. Mehrstufige Uberginge
sind leicht am Auftreten mehrerer Gipfel zu erkennen. Die Interpretation der
mit II und 1II bezeichneten Bereiche der Kurve von PSTYV als getrennte Uber-
ginge folgt aus umfangreichen kinetischen Experimenten [54]. Die Kurven gel-
ten fiir pH-Wert=7 und 0.02 M Na ¥,

Viroide vereinigen zwei thermodynamische Eigenschaften,
die nach dem bisher Gesagten gegensitzlich erscheinen. Die
Umwandlungstemperatur liegt zwar im charakteristisch
niedrigen Bereich der einzelstringigen Nucleinsiuren, die
Kooperativitat der Umwandlung ist aber so hoch wie die der
homogen doppelstringigen. In kalorimetrischen Denaturie-
rungskurven, in denen die zusitzliche Warmekapazitit Ac,
gemessen wird, ergab sich ein sehr dhnlicher Kurvenver-
lauf™. Der zeitliche Ablauf der Denaturierung, der in Rela-
xationsmessungen nach dem Temperatursprungverfahren
gemessen wurde, war zu 80-90% durch eine homogene Ein-
stufenreaktion zu beschreiben, was die hohe Kooperativitit
des Ubergangs unterstreicht’®*>%, Die Denaturierungskurven
aller anderen untersuchten Viroide verhalten sich qualitativ
gleich; quantitativ weichen jedoch T, und AT,, um wenige
Grade bzw. Zehntelgrade voneinander ab*,

Frithere Rechnungen — zu einer Zeit, als die Sequenz des
PST-Viroids noch nicht bekannt war — fithrten zu einem all-
gemeinen Sekundirstrukturmodell, das diese Eigenschaften
erkldrt®. Das Modell beruhte auf den bekannten experi-
mentellen Daten iiber Viroide wie T, AT, Grof3e, Ring-
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formigkeit, G:C-Gehalt und kalorimetrisch gemessene Re-
aktionsenthalpie, basierte aber nicht auf einer speziellen Se-
quenz. Ausgehend von den Stabilititsparametern fiir Ribo-
nucleinsiuren (Tabelle 1) wurden optische Denaturierungs-
kurven berechnet und mit den experimentellen verglichen.
Gute Ubereinstimmung wurde fiir ein Modell erreicht, in
dem kurze Doppelhelices (vier bis sieben Basenpaare) und
kleine ungepaarte Bereiche (zwei bis sechs ungepaarte Ba-
sen) in einer unverzweigten Serie angeordnet waren. Ein sol-
ches allgemeines Modell ist mit dem spezifischen Modell fiir
PSTV volikommen in Einklang.

6.2. Mechanismus der Denaturierung

Die Eigenschaften der Strukturumwandlung wurden in-
zwischen nicht nur anhand eines allgemeinen Sekundir-
strukturmodells, sondern auch auf der Basis der speziellen
PSTV-Struktur interpretiert!**¢, Die verbesserte experi-
mentelle Analyse hatte gezeigt, da nach Durchlaufen der
hochkooperativen Strukturumwandlung noch zwei weitere
Strukturumwandlungen mefBbar sind (in Abb. 11 mit II und
III bezeichnet). Es miissen also nach der Dissoziation des
groBten Teils der Struktur noch Teilbereiche des Viroids ba-
sengepaart sein. Mit kinetischen Methoden konnten trotz der
geringen Hypochromie die physikochemischen Parameter
und die daraus resultierenden strukturellen Parameter der
zugehorigen doppelhelicalen Aste wie Zahl der Basenpaare,
Grofle der ungepaarten Schleife und G :C-Gehalt bestimmt
werden.

Die stabilen Bereiche haben eine fiir Nucleinsiuren unge-
wohnliche Eigenschaft. Aus thermodynamischen®, enzy-
matischen!*!) und elektronenmikroskopischen Untersuchun-
gen!* geht hervor, daB sie nicht Bestandteil der nativen
Struktur sind, sondern wihrend des hochkooperativen Uber-
gangs gebildet werden. In Tabelle 2 sind die neugebildeten
Schleifenbereiche aufgelistet; berechnete und experimentelle
Werte stimmen gut iiberein. Es gibt keine Restbereiche der
nativen Struktur, fir die eine #hnliche Ubereinstimmung
hitte erzielt werden konnen.

Unter Beriicksichtigung der neugebildeten Aste lieB sich
der detaillierte Denaturierungsmechanismus von PSTV ab-
leiten (Abb. 12). In einem hochkooperativen Schritt 16st sich
die gesamte Struktur unter Neubildung von drei stabilen
Asten auf (siche dazu Tabelle 2). Die im gestrichelten Kasten

dargestellten Zustinde sind kinetische Intermedidrzustinde,
da sie nicht in mefBbaren Gleichgewichtskonzentrationen
vorliegen. Die hier gezeigte Folge der Zwischenzustinde ist
mit allen experimentellen Ergebnissen, besonders den kineti-
schen, in Einklang. Alle stabilen Aste entstehen nach dem
gleichen Prinzip (siehe Pfeile). Ein bereits denaturiertes Seg-
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Abb. 12. Denaturierung von PSTV. Die Zahlen 1-26 bezeichnen die 26 Doppel-
helices der nativen Struktur. Die Zustinde im gestrichelten Kasten (b-e) sind ki-
netische Intermedidrzustinde. Die Ubergiinge a—f, f—g und g—h entsprechen
den mit I, IT und III bezeichneten Bereichen der Denaturierungskurve in Abb.
11.

ment kann mit einem teilweise in Helices, teilweise in unge-
paarten Bereichen befindlichen Segment einen besonders
stabilen Ast bilden. Dadurch iibt der linke Teil des Molekiils
einen stark destabilisierenden EinfluB auf den rechten Teil
aus und induziert eine Art weitreichender Kooperativitit,
ohne daBl andere als die bekannten ,nichste-Nachbar-
Wechselwirkungen® (siche Tabelle 1) angenommen wurden.
Der Verlauf der Denaturierung 148t sich auch in einem ein-

Tabelle 2. Vergleich von berechneten (ber.) und gefundenen (gef.) Eigenschaften der stabilen Aste von PSTV [54]. Die Berechnungen gelten fiir 1 M NaCl. Unter diesen
Bedingungen kénnen Komplikationen vermieden werden, die aus den Polyelektrolyteigenschaften der Nucleinsduren resultieren. Die gemessenen Werte sind auf 1 M NaCl
extrapoliert [54].
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fachen AG®(T)-Diagramm darstellen (Abb. 13). Ohne Be-
riicksichtigung der stabilen Aste wiirde man fiir die native
Struktur eine zweistufige Dissoziation mit den Umwand-
lungstemperaturen T; und 73 berechnen. Ab 7} (< T) ist je-
doch die verzweigte Struktur die stabilste, die dann stufen-
weise bei den experimentell gemessenen Werten 7, und Ty
dissoziiert. Die halbgeoffnete gestreckte Struktur liegt also
bei keiner Temperatur in meBbaren Konzentrationen vor.

Die Dynamik der Viroide ist durch zwei Eigenheiten cha-
rakterisiert, die bisher an keiner anderen Nucleinsiure beob-
achtet werden konnten: Die aufiergewohnliche Kooperativi-
tit wird durch die Bildung stabiler Schleifen garantiert, und
die Hauptkonformationsinderung ist keine einfache Dena-
turierung durch Trennung von Basenpaaren, sondern ein
Ubergang zwischen einer gestreckten und einer verzweigten
Struktur.

! riec]

Abb. 13. AG?(T)-Diagramm fur die Konformationen von PSTV. Die Differenz
ist jeweils zum volistindig denaturierten Zustand gebildet. Die fette Linie gehort
zu den thermodynamisch stabilsten Strukturen. 73, Ty und Ty sind die Um-
wandlungstemperaturen der drei Ubergdnge (vgl. Abb. 11 und 12). Die diinne
Linie zwischen T, und T, gehort zu einem hypothetischen Zustand, der auftreten
wiirde, wenn blofie Dissoziation und keine Neubildung stabiler Aste moglich
wire.

7. Struktur und Funktion

Viroide sind durch eine Kombination von drei strukturel-
len Eigenschaften vor allen Ribonucleinsduren ausgezeich-
net: Zirkularitit, besondere Sekundirstruktur und Dynamik
der hochkooperativen Umwandlung. Diese drei Merkmale
sind keineswegs voneinander unabhingig zu sehen.

Wieweit 148t sich die an PSTYV erarbeitete Struktur auf an-
dere Viroide iibertragen? Bei tRNA war die Ermittlung meh-
rerer Strukturen notwendig, bis das Kleeblatt-Modell weit-
gehende Anerkennung fand. Bei den Viroiden sind wir in ei-
ner ganz anderen Situation: Aus dem Vergleich der thermo-
dynamischen Eigenschaften mehrerer Viroide®>>*! kann ge-
schlossen werden, daf sie alle nach demselben Prinzip (ent-
sprechend Abb. 9a und 9b) aufgebaut sind. Modelluntersu-
chungen an zirkuliren RNA-Molekiilen der gleichen Gréfe
und Nucleotidzusammensetzung wie Viroide, aber mit stati-
stischer Sequenz, zeigten®¥, daB solche Viroid-analogen
Strukturen 20 bis 30 Basenpaare weniger als PSTV enthal-
ten, thermisch weniger stabil sind und eine deutlich herabge-
setzte Kooperativitit der Strukturumwandlungen aufweisen.
Wie sich diese theoretische Aussage experimentell duflern
wiirde, ist in der simulierten Denaturierungskurve einer sol-
chen Zufallssequenz (Abb. 14) gezeigt. Der Unterschied
driickt sich besonders drastisch in der Kooperativitit aus.
Die vergleichenden mechanistischen Untersuchungen an Vi-
roiden!**34 haben ergeben, daB das Denaturierungsschema
nach Abbildung 12, bei dem eine verzweigte Struktur auf-
tritt, im Prinzip auf alle anderen untersuchten Viroide zu
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ibertragen ist. Dieses Schema hiitte allerdings wenig Chan-
cen, in einer Zufallssequenz verwirklicht zu sein. Die spezifi-
schen Eigenschaften miissen also fiir jedes Viroid durch eine
andere, aber spezielle Nucleotidsequenz vorprogrammiert
sein. Nur eine begrenzte Zahl von Nucleotidsequenzen fiihrt

AA(260nm} °c
aT
0,084
OO T RIRO00
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30 40 50 60
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Abb. 14. Thermodynamischer Vergleich von PSTV mit einer Viroid-analogen
Zufallssequenz. Die Kurve der Viroid-analogen Zufallssequenz (unten) ist zu-
néchst fiir 1 M Ionenstirke berechnet und dann auf die Bedingungen der gemes-
senen Kurve von PSTV (oben, vgl. auch Abb. 11) extrapoliert.

zu Molekiilen mit den Eigenschaften der Viroide. Anders als
bei tRNA sind also bei Viroiden bereits nach genauer
Kenntnis einer einzigen Struktur (Abb. 9) definierte Aussa-
gen iiber die Struktur weiterer Viroide moglich.

Bisher ist es noch nicht gelungen, den ungewohnlichen
strukturellen und dynamischen Eigenschaften entsprechende
biologisch relevante Funktionen zuzuordnen. Wir kénnen
somit iiber solche Zusammenhinge nur Vermutungen an-
stellen und mochten das weite Feld der teilweise recht gegen-
sitzlichen Hypothesen nicht systematisch abdecken.

Die Bedeutung der Zirkularitit ergibt sich aus dem Be-
fund, daB die zirkuliren Viroide um mehrere Grof3enord-
nungen infektidser sind als entsprechende lineare Molekiile
(siche Abschnitt 3). Sicherlich bietet die Ringstruktur einen
erheblichen Schutz gegen den Angriff von Exonucleasen,
also Enzymen, die einen Nucleinsidurestrang vom Ende her
abbauen.

Die gestreckte, aus alternierend angeordneten kurzen Heli-
ces und ﬁngepaarten, einzelstrangigen Bereichen aufgebaute
native Viroid-Struktur ist wohl als ein gelungener Kompro-
mifd zwischen maximaler struktureller Stabilitit und funktio-
neller Flexibilitat zu interpretieren. Das bedeutet, daB die
native Struktur wenig unterhalb der Umwandlungstempera-
tur noch vollkommen intakt ist, da die vollstandige Um-
wandlung aber viel leichter erreicht wird als etwa in homo-
gen doppelstringiger RNA. Aneinanderreihungen von Dop-
pelhelices und ungepaarten Bereichen, wenn auch wesent-
lich kiirzer als in Viroiden, wurden auch in Replikationsinitia-
tionsbereichen von Phagen-DNA gefunden'®®. Wir kénnen
allerdings nur vermuten, daf3 die komplexe Dynamik der
Strukturumwandlung eine Funktion bei der Replikation der
Viroide haben konnte. Bis heute sind weder die Enzyme des
Wirtes bekannt, die an der Replikation der Viroide beteiligt
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sind, noch ist eine spezifische Viroid-Replikation im zellfrei-
en System gelungen. Daf3 hierbei RNA- oder DNA-Polyme-
rasen des Wirts eine wesentliche Rolle spielen, erscheint
recht sicher: Die Viroid-RNA ist zu klein, um die Informa-
tion fiir die Synthese einer eigenen Polymerase zu enthalten.
Aus Inhibitionsversuchen hat man Hinweise, daf3 die DNA-
abhiangige RNA-Polymerase II direkt oder indirekt an der
Viroid-Replikation beteiligt ist'®'. In gesunden Pflanzen be-
wirkt Polymerase II die Synthese von Messenger-RNA. Die
Tatsache, daB Polymerase II im Zellkern lokalisiert ist,
konnte mit fritheren Befunden korrelieren, da auch das Vi-
roid in mit Zellkernen angereicherten Fraktionen gefunden
wurde®$4. Allerdings ist bisher keineswegs entschieden, ob
der zum Viroid komplementire Strang in Form von DNA
oder RNA vorliegt, ob Viroid-Sequenzen schon Bestandteil
des Genoms der gesunden Pflanze sind oder vollkommen
neu bei der Infektion in die Zelle eingebracht werden. Fiir
jede dieser — gegensitzlichen — Moglichkeiten sind in der Li-
teratur experimentelle Hinweise zu finden!®), Einige dieser
Ergebnisse haben wegen unreiner Proben und Nichtberiick-
sichtigung der speziellen Viroid-Struktur wenig Uberzeu-
gungskraft. Der Befund, da8 zum Viroid komplementire Se-
quenzen in Form von RNA vorliegen und nur in infizierten
Pflanzen zu finden sind, hat inzwischen mehreren Nachprii-
fungen standgehalten. Die zum Viroid komplementire RNA
ist allerdings weder nach Grofe noch nach Funktion weiter-
gehend charakterisiert. Intensiv ist auch nach Proteinen, die
auf Viroiden codiert sein kénnten, gesucht worden. Aus der
Sequenz von PSTV konnte man Viroid-codierte Peptide bis
zu einer Linge von 283 Aminosiuren ableiten'?’); experi-
mentell sind jedoch solche Peptide bisher nicht identifiziert
worden. Vieles spricht fiir die Hypothese, daBl Viroide nicht
als Informationstriger eines Proteins dienen, sondern allein
fir ihre eigene Struktur codieren.

8. Ausblick

Bei den Viroiden mit ihren ungewo6hnlichen strukturellen
und dynamischen Eigenschaften ist ein neuartiges Bauprin-
zip der Natur verwirklicht. Zum ersten Mal ist es gelungen,
die vollstindige molekulare Struktur eines Krankheitserre-
gers eukaryotischer Herkunft zu ermitteln, eines pathogenen
und infektidsen Molekiils, welches wahrscheinlich nur fiir
seine Struktur, nicht aber fiir eigene Proteine codiert. Da das
Prinzip der Viroid-Struktur geklirt erscheint, wird man an
mehrere Wege denken, auf denen man dieses exotische bio-
logische System weiter bearbeiten kann:

Da Replikation und pathogene Wirkung der Viroide mit
herkémmlichen Vorstellungen kaum in Einklang zu bringen
sind, wird in nachster Zeit viel in dieser Richtung getan wer-
den. Man erhofft sich nicht nur ein besseres Verstindnis der
Viroid-Funktion, sondern erwartet auch eine erweiterte
Kenntnis molekularbiologischer Grundlagen.

Der anwendungstechnische Aspekt, der fiir die Landwirt-
schaft und das Girtnereiwesen erhebliche Bedeutung hat,
wird in Zukunft stirker betont werden, zumal zu erwarten
ist, da3 man weitere Pflanzenkrankheiten als Viroid-Infek-
tionen identifizieren konnen wird. Bisher sind keinerlei
Pflanzenschutzmittel gegen diese Infektionen bekannt. Die
Kenntnis der Struktur und die fortschreitende Kenntnis der
Funktion sollte auch Moglichkeiten fiir Viroid-spezifische
Inhibitoren eréffnen.
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Nicht zuletzt sind Viroide auch fiir medizinische Probleme
von groBem Interesse. Es ist vielfach vermutet worden, daf3
Viroid-dhnliche Krankheitserreger auch bei Mensch und
Tier vorkommen. Aus dem weiten Feld der Spekulationen
sollen die Scrapie-Krankheit des Schafes, die Kuru-Krank-
heit und das Jacob-Creutzfeldt-Syndrom des Menschen er-
wiihnt werden, da zu diesen Krankheiten die meisten experi-
mentellen Ergebnisse vorliegen. Es handelt sich in den drei
genannten Fillen um degenerative Erkrankungen des Zen-
tralnervensystems, die den ,slow-virus“-Infektionen zuge-
rechnet werden und deren Erreger bisher nicht identifiziert
werden konnten. Aus den widerspriichlichen Ergebnissen ist
zumindest herauszulesen, daf3 es sich um Erreger subviraler
GrofBe handeln muB®**l. Bei solchen Untersuchungen wer-
den in zunehmendem MaBe Viroide als Arbeitshypothese
und als Vergleich herangezogen, aber erst die Zukunft wird
lehren, ob Viroide als Erregertyp auf Pflanzen beschrankt
sind oder ob Ahnliches auch bei Mensch und Tier existiert.

Die eigenen Arbeiten, die in diesem Beitrag diskutiert wur-
den, entstammen der sehr engen wissenschaftlichen Koopera-
tion mit Prof. H.-L. Sdnger (Gieflen). Aullerdem waren unsere
Mitarbeiter H. Alberty, Dr. H. Domdey, Dr. K. Henco, Dr. P.
Jank, J. Langowski, Dr. Ch. Lossow, Dr. M. Raba, U. Rokohl
und U. Wild beteiligt. Die Deutsche Forschungsgemeinschaft
und der Fonds der Chemischen Industrie haben das Projekt
groBziigig gefordert.
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Photochemische Umlagerungen und Fragmentierungen von Benzol-

Derivaten und anellierten Arenen

Von Gerd Kaupp!”

In diesem Aufsatz werden die zahlreichen, hiufig nur in der Originalliteratur genannten intra-
molekularen Reaktionen elektronisch angeregter Benzolderivate — geordnet nach Reaktionsty-
pen — systematisch analysiert. Es kénnen alle bekannten Reaktionstypen beriicksichtigt wer-
den. Sie gliedern sich in Reaktionen des Benzolrings (Ionisierung, Ringtffnung, Ringverinde-
rung), Reaktionen mit Seitenkettenbeteiligung (a-, 8-, y-Spaltungen, Homolyse, Heterolyse),
Reaktionen von Substituenten mit Seitenketten (Cyclisierung, Entalkylierung, Schutzgruppen-
abspaltung) und Reaktionen von Seitenketten mit dem aromatischen Ring (Substitution, Ad-
dition, Entaromatisierung, Cyclisierung). Die Wahl zwischen energetisch moglichen konkur-
rierenden Reaktionen wird iiberwiegend von geometrischen Faktoren bestimmt. Die Anwen-
dungen der empirischen Effekte in der priparativen Chemie sind sehr vielseitig. Zahlreiche
hier besprochene Reaktionen werden bereits industriell ausgewertet (z. B. in der Photochro-
mie, UV-Stabilisierung, Photographie, Informationsspeicherung, Druck-, Lackierungs- und
Polymertechnologie sowie Pharmazie).

1. Einleitung literatur entnommen werden. DaB3 angeregte Molekiile zwi-
schen diesen Reaktionstypen sowie Lumineszenz und che-
misch unproduktiven Desaktivierungen wihlen miissen, ist
eine Folge der meist hohen Energieiiberschiisse nach der
Lichtabsorption. Die Fiille des Materials verlangt nach einer
Ordnung. Mit theoretischen Konzepten 14t sich derzeit of-
fenbar nur ein Teil der intramolekularen photochemischen
Reaktionen der Arene systematisieren!!) — und selbst dabei

besteht die Gefahr, da3 die Untergruppe der ,,verbotenen

Das Gebiet der Arenphotochemie ist ungewohnlich stark
bearbeitet worden. Alle Benzolderivate absorbieren Licht in
bequem zuginglichen Wellenlingenbereichen. Ein grofer
Teil der vielen Reaktionstypen kann bisher nur der Original-
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