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1 EINFUHRUNG 1

1 Einfiihrung

1.1 Einleitung

Pflanzliche Zellen weisen neben dem Kern-Genom zwei weitere, in verschiedenen Kom-
partimenten vorliegende Genome auf. Bei Plastiden wird diese genetische Information als
Plastom bezeichtet, bei Mitochondrien spricht man hingegen vom Chondriom. Urséchlich
fiir diese in den Organellen befindlichen Genome ist nach der Endosymbiontentheorie die
Aufnahme einst eigenstindiger Organismen in die Ureukaryontenzelle. Als Vorlaufer der
Mitochondrien wird ein a-Purpurbakterium angenommen, der Ursprung der Plastiden hin-
gegen konnte ein phagocytiertes Cyanobakterium gewesen sein (Gray und Doolittle, 1982;
Yang et al., 1985; Gray, 1992; Dyall et al., 2004).

Beim Vergleich der Kodierungskapazitéiten der Genome der Organellen mit den urspriing-
lich eigenstdndigen Organismen ist der Verlust an genetischer Information in den Mito-
chondrien und Plastiden auffillig. Generell weisen die Plastidengenome heutige Pflanzen
eine Grofle von 120 bis 160 kb auf (Palmer, 1990; Whitfeld und Bottomley, 1993). Die Ko-
dierungskapazitit des Plastoms beschriankt sich auf lediglich 5% der plastididren Proteine
(Martin et al., 2002). Zu den vom Plastom kodierten Proteinen zéhlen einige Proteine der
Komplexe der Transkription und Translation sowie der Photosynthese.

Pflanzliche Chondriome sind mit einer Grofie von 200-2400 kb wesentlich groler als die der
Protisten (5,7-76 kb), Tiere (14-42 kb) oder Pilze (18-176 kb) (Backert et al., 1997; Gray et
al., 1998). Die aufféllige Differenz der Grofie der mitochondrialen Genome der Pflanzen ist
auf den hohen Anteil an Intronen und duplizierten Sequenzen in der mitochondrialen DNA
sowie die zwischen den kodierenden Regionen gelegenen intergenische Sequenzabschnitte
zuriickzufithren (Backert et al., 1997; Unseld et al., 1997). Die Kodierungskapazitét des mit-
ochondrialen Genoms ist jedoch auch bei Pflanzen beschriankt. So enthélt das Chondriom
von Arabidopsis thaliana mit einer Grofie von 366 kb lediglich Gene fiir einige Untereinhei-
ten der Enzyme der oxidativen Phosphorylierung, einige ribosomale Proteine, rRNA und

tRNA-Sequenzen, jedoch nicht fiir eine RNA-Polymerase (Unseld et al., 1997).
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Viele einst mitochondrial bzw. plastidédr kodierte Gene sind inzwischen im Kerngenom lo-
kalisiert. Im Anschluss an die Autonomie des phagozytierten Prokaryonten erfolgte der
Transfer des Grofiteils der Gene des aufgenommenen Bakteriums in den Kern des Wir-
tes (Martin und Herrmann, 1998). Einige Hinweise deuten auf einen heute noch aktiven
Transfer der genetischen Information des Plastoms in den Kern hin (Baldauf und Pal-
mer, 1990). Bei Leguminosen kann der erfolgte Gen-Transports vom Mitochondrion zum
Kern mit einigen Zwischenstufen beobachtet werden (Nugent und Palmer, 1991; Adams et
al., 1999). Mitunter liegen nach einem erfolgten Transfer der kodierenden Gensequenz des
coz2 Gens in das Kerngenom noch inaktive Gene im Chondriom vor (Adams et al., 1999).
In anderen Féllen wird die bereits im Kern lokalisierte Sequenz jedoch nicht exprimiert.
Hier erfolgt die Transkription und Translation des mitochondrialen Gens weiterhin in den
Mitochondrien selbst (Adams et al., 1999).

Ein solcher Transfer der genetischen Information vom Organell in den Kern ist mit der
Notwendigkeit des Erwerbs der grundlegenden Regulationsstrukturen der nukleédren Trans-
kription und der cytoplasmatischen Translation verbunden (Brennicke et al., 1993). Die im
Cytoplasma translatierten Proteine miissen zudem eine Importsignalsequenz enthalten, um
von den fiir Mitochondrien (Truscott et al., 2003) wie Plastiden (Soll und Schleiff, 2004)
bekannten Komplexen in die Organellen transportiert zu werden. Dieses aquirierte Signal-
peptid muss zudem in den Organellen wieder entfernt werden. Die Komplexizitit dieses
Prozesses ist fiir das bei Soja kernlokalisierte coz2 Gen untersucht (Daley et al., 2002a).
Zudem scheint mitunter eine Verdnderung der Eigenschaften des Proteins notwendig zu
sein. So weist das vom kernlokalisierten cox2 Gen exprimierte COX2 Peptid bei Soja, im
Gegensatz zu dem mitochondrial kodierten Protein, eine geringere Hydrophobizitéit auf
(Daley et al., 2002b). Erst durch diese Erhohung der Hydrophilie wird ein Import des im
Cytoplasma synthetisierten COX2 Proteins in die Mitochondrien moglich (Daley et al.,
2002b). Die komplexe Verteilung der genetischen Information, der Makromolekiilsynthe-
se und des Proteinbedarfs in Abhéngigkeit von physiologischen Parametern und externen
Einfliissen setzt eine koordinierte Interaktion der einzelnen beteiligten genetischen Systeme

voraus.



1 EINFUHRUNG 3

Bei der Biogenese von Enzymkomplexen mit unterschiedlichen Kodierungsorten in der Zelle
ist eine Koordination der Expression der einzelnen Komponenten notwendig, um eine aus-
gewogene Stochiometrie zu erreichen. Den Einfluss der Entwicklung auf die Mitochondrien
verdeutlicht die Reaktion der Organellen auf den erhchten Energiebedarf wéahrend des Pol-
lenwachstums und der Pollenreifung. Hier kommt es zur antherenspezifischen Erhchung der
Transkription mitochondrialer wie auch nukledrer Gene, die fiir mitochondriale Proteine
kodieren (Huang et al., 1994; Smart et al., 1994; Leon et al., 1998). So wurde eine sechs bis
zehnfache verstirkte Transkriptionaktivitdat einiger fiir mitochondriale Enzyme kodieren-
der Kerngene in generativen Geweben ermittelt (Huang et al., 1994; Grohmann et al., 1996;
Heiser et al., 1996). Vorraussetzung fiir eine solche Modulation der nukledren Transkrip-
tion sind entwicklungsspezifisch regulierbare Promotoren der in den Kern transferierten

mitochondrialen Gene (Zabaleta et al., 1998; Lohrmann et al., 2001).

1.2 Transkription und RNA-Prozessierung in Organellen
1.2.1 Transkription des Plastoms und Chondrioms
1.2.1.1 Transkription mitochondrialer Gene

Die Transkription in Mitochondrien von Saccharomyces cerevisiae erfolgt durch eine 145 kDa
grofle RNA-Polymerase. Diese éhnelt den aus nur einer Untereinheit bestehenden T3, T7
und SP6 RNA-Polymerasen der Bakteriophagen und wird durch das im Nukleus lokali-
sierte mpo4l Gen kodiert (Greenleaf et al., 1986; Kelly et al., 1986; Masters et al., 1987).
Es wurden bereits cDNA Sequenzen mit hoher Ahnlichkeit zum rpo4l Gen der Hefe fiir
die dicotylen Pflanzen Chenopodium album (Weihe et al., 1997) und A. thaliana (Hedtke
et al., 1997) beschrieben. Die Expression von Reportergenen, bei denen eine Fusion der
Importsequenzen der A. thaliana und C. album RNA-Polymerasen mit der fiir das griin
fluoreszierende Protein (GFP) kodierenden Sequenz vorlag, deuten auf einen Import der
Proteine in Mitochondrien hin (Hedtke et al., 1997, 1999). Alle bislang bekannten mito-

chondrialen Genome photosynthetischer Eukaryoten weisen keine Sequenzbereiche mit Ho-
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mologien zu Sequenzen der RNA-Polymerasen auf. Demnach ist davon auszugehen, dass
die RNA-Polymerasen der Mitochondrien im Kern kodiert vorliegen. Allein bei dem Pro-
tisten Reclinomonas americana sind Teile einer aus mehreren Untereinheiten bestehenden
RNA-Polymerase im Chondriom anzutreffen (Lang et al., 1997).

Die Analyse der mitochondrialen Transkripte von S. cerevisiae ermoglichte die Identi-
fizierung eines konservierten Nonanukleotid-Motivs 5° ATATAAGTA(+1) 3’ (Osinga et
al., 1982), welches ausreichend und essentiell fiir die Initiation der Transkription ist. Die
Promotoren des Chondrioms Hoherer Pflanzen hingegen zeigen wenig Sequenzhomologien.
Untersuchungen an in vivo synthetisierten Transkripten ermoglichten, ebenso wie in vitro
Transkriptions-Systeme, die Identifizierung einiger Bereiche der Transkriptionsinitiation
bei Zea mays (Mulligan et al., 1988, 1991; Rapp und Stern, 1992; Rapp et al., 1993; Caoi-
le und Stern, 1997), bei Gylcine max (Brown et al., 1991), Pisum sativum (Binder et
al., 1995), Triticum aestivumn (Covello und Gray, 1991), Solanum tuberosum (Binder et
al., 1994; Giese et al., 1996; Remacle und Marechal-Drouard, 1996) Oenothera berteriana
(Binder und Brennicke, 1993) und Sorghum bicolor (Yan und Pring, 1997).

Ahnlich zu dem Nonanukleotid mitochondrialer Promotoren der Hefe konnte fiir die Initia-
tion der Transkription in der dikotylen Pflanze Oenothera berteriana eine konservierte
Sequenz 5° CRTAaGaGA (+2) 3’ ermittelt werden (Binder und Brennicke, 1993). Dieses
Motiv liegt ebenso im 5’-Bereich der Transkriptionsstartpunkte mitochondrialer Gene von
G. maz (Brown et al., 1991) und P. sativum (Binder et al., 1995; Giese et al., 1996) vor.
Mitochondriale Promotoren monokotyler Pflanzen sind hingegen weitaus weniger konser-
viert. Neben dem Konsensusmotiv 5° CRTA 3’ (Mulligan et al., 1988; Covello und Gray,
1991) wurden noch weitere, degenerierte Motive 5> AATA 3’ sowie 5 CTTA 3’ als Sequen-
zen fiir den Transkriptionsstart ermittelt (Yan und Pring, 1997). Alleiniges konserviertes
Merkmal aller mitochondrialer Promotoren scheint daher eine konservierte Sequenz 5" YR-

TA 3’ zu sein.
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1.2.1.2 Transkription in Plastiden

In Plastiden kommen mehrere RNA-Polymerasen vor. So konnten eine 16sliche und eine
DNA-gebundene, transkriptionsaktives Chromosom (TAC) genannte, RNA-Polymerase-
Aktivitat in Plastiden nachgewiesen werden (Briat et al., 1979; Gruissem et al., 1983).
Innerhalb des TAC-Komplexes konnte bereits eine Untereinheit der plastidéir kodierten
RNA-Polymerase (PEP, , plastid encoded RNA polymerase”) detektiert werden (Suck et
al., 1996). Diese RNA-Polymerase, die aus mehreren Untereinheiten besteht, weist eine
Ahnlichkeit zu der RNA-Poylmerase in Bakterien auf. Die von der plastidir kodierten
RNA-Polymerase erkannten Promotoren entsprechen dem -10/-35 o'*-Typ (Gruissem und
Zurawski, 1985; Tonkyn und Gruissem, 1993).

Es gab schon frith Hinweise auf kernkodierte RNA-Polymerasen. Sowohl in Ribosomen-
freien Plastiden der Hordeum vulgare Mutante albostrians (Hess et al., 1993), als auch in
Hitze-gebleichten, Ribosomen-defizienten Keimlingen der Gerste (Falk et al., 1993) konnte
eine plastiddare RNA-Synthese nachgewiesen werden. Zudem ist auch eine nukleédr kodierte,
plastiddre RNA-Polymerase aus Spinat biochemisch charakterisiert (Lerbs-Mache, 1993).
Aufgrund der nukledren Kodierung dieser RNA-Polymerase muss ein Import dieses Pro-
teins in die Plastiden erfolgen. Eine solche Translokation der RNA-Polymerase konnte
bereits gezeigt werden (Hedtke et al., 1997).

Die Promotoren dieser nukleér kodierten, plastidaren RNA-Polymerasen (NEP, , nuclear
encoded RNA Qolymemse“) erkennen zur Initiation der Transkription ein konserviertes
Motiv 5 YATAGAATAA 3’ (Kapoor et al., 1997; Hiibschmann und Boérner, 1998; Miyagi
et al., 1998). Demnach erkennen die nukledr kodierten RNA-Polymerasen der Plastiden
wie die der Mitochondrien ein konserviertes Sequenzmotiv 5> YRTA 3’.

Je nach dem Typ des Promotors plastididrer Gene konnen verschiedene Genklassen unter-
schieden werden. Die Klasse I Gene, zu denen z.B. die fiir die Proteine der Photosystheme
I und IT kodieren Gene gehoren, werden bei N. tabacum von der plastidarkodierten RNA-
Polymerase transkribiert (Hajdukiewicz et al., 1997). Neben diesen liegt bei den Genen der

Klasse II ein Promotor fiir die Initiation der Transkription sowohl durch die nukledrko-
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dierte, wie auch die plastiddrkodierte RNA-Polymerase vor. Die dritte Klasse plastidirer
Gene hingegen wird allein durch die nukleér kodierte RNA-Polymerase transkribiert. Im
Gegensatz zu Mitochondrien, die mono- oder bicistronische Transkripte aufweisen, kom-
men in Plastiden, dhnlich wie in Bakterien, auch in einem Operon angeordnete Gene und

demnach polycistronische mRNAs vor (Whitfeld und Bottomley, 1993).

1.2.2 Prozessierung organellidrer Transkripte

Die Transkripte der Plastiden wie Mitochondrien unterliegen vielféltigen Prozessierungs-
reaktionen. Hierzu zédhlen endo- und exonukleolytische Verdnderungen der 5- und 3’-
Nichtkodierungsbereiche ebenso wie das Spleifien von Intronen aus Mosaikgenen wie auch
die RNA-Edierung. Die letzeren Prozesse verdndern die kodierende Information der Trans-
kripte selbst, wéhrend die Prozessierung der nichttranslatierten Sequenzen die Struktur
und Stabilitdt der RNA betriftt.

Plastidédre und mitochondriale Transkripte weisen an ihrem 3’-Ende héaufig palindrom-
artige Sequenzen auf (Schuster et al., 1986), fiir die eine Stamm-Schleifen-Formation als
Sekundéarstruktur in Frage kommt. Solche Stamm-Schleifen-Strukturen dienen in Bakteri-
en und tierischen Mitochondrien als Terminatoren der Transkription (Clayton et al., 1984;
Cheng et al., 1991; Cohen, 1995; Nudler et al., 1995). In Plastiden und pflanzlichen Mito-
chondrien hingegen agieren sie als Prozessierungssignale und Transkript-stabilisierende Ele-
mente (Stern und Gruissem, 1987; Kaleikau et al., 1992; Sugita und Sugiura, 1996; Dom-
browski et al., 1997). Protein-Komplexe, die an diese Regionen binden, enthalten Exo-
sowie Endonukleasen, die Prozessierung katalysieren oder kontrollieren (Hsu-Ching und
Stern, 1991; Manley und Proudfoot, 1994; Drager et al., 1996; Sugita und Sugiura, 1996).
Die Dissoziation der Proteine von der RNA fiihrt zur Degradation der Transkripte durch
Nukleasen. Eingeleitet wird der Abbau der RNA durch die Polyadenylierung der Transkrip-
te. Dieser Degradationsweg ist sowohl in Prokaryoten (Carpousis et al., 1999), Plastiden
(Kudla et al., 1996; Hayes et al., 1999; Schuster et al., 1999) und Mitochondrien (Kuhn et
al., 2001; Gagliardi et al., 2001) nachgewiesen. Im Gegensatz dazu spielt die Polyadenylie-
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rung nukledrer mRNA eine Rolle im Export der RNA aus dem Kern, in der Initiation der
Translation und bedingt zudem die Stabilitéat dieser Transkripte (Wahle und Ruegsegger,
1999).

1.2.2.1 Spleiflen der Transkripte in Mitochondrien und Plastiden

Aufgrund der Primérsequenz, der Sekundérstruktur sowie der katalytischen Eigenschaften
konnen organelldrer Introne der Gruppe I oder Gruppe IT unterschieden werden (Saldanha
et al., 1993). So benétigen die Intronen der Gruppe I zur Exzision ein freies, spezifisch an
die RNA gebundenes Guanosin als Co-Faktor (Cech und Bass, 1986). Bei den Intronen
der Gruppe II hingegen {ibernimmt ein am 3’-Ende des Introns gelegenes Adenosin die
Funktion des Guanosins (Sharp, 1994).

Einige wenige Gene des Plastoms bzw. Chondrioms enthalten Intronen der Gruppe I. So
wurden diese im psbA Gen der Plastiden von Chlamydomonas reinhardtii (Herrin et al.,
1991), in der plastiddren Leucin-tRNA (Kuhsel et al., 1990) und im mitochondrialen coz1
Gen einiger Pflanzenarten (Cho et al., 1998) nachgewiesen.

Die Gruppe II Intronen hingegen sind weit verbreitet in Eubakterien, Mitochondrien und
Chloroplasten und kommen sporadisch in Archaea vor (Michel et al., 1989; Ferat und Mi-
chel, 1993; Dai und Zimmerly, 2002; Toro, 2003). Es handelt sich um grofe, katalytische
RNAs, die durch kleine Bereiche konservierter Sequenzen sowie eine konservierte struktu-
relle Organisation von sechs grofien helikalen Doménen und charakteristische Interaktionen
der Doménen definiert sind (Michel et al., 1989; Michel und Ferat, 1995; Qin und Pyle, 1998;
Bonen und Vogel, 2001). Sowohl in mRNA, tRNA wie auch rRNA Genen eukaryontischer
Organellen und Eubakterien wurden diese Intronen nachgewiesen (Michel und Ferat, 1995;
Martinez-Abarca und Toro, 2000; Bonen und Vogel, 2001). Einige Hinweise deuten auf
einen gemeinsamen Vorfahren der Introne der Gruppe II und der nukleédren pre-mRNA In-
trone hin (Sharp, 1991; Michel und Ferat, 1995; Villa et al., 2002). So weisen beide Typen
von Intronen eine dhnliche Chemie des Spleilvorgangs und &hnliche RNA-Strukturen in

den katalytischen Regionen (Valadkhan und Manley, 2001) auf. Zudem wurde in beiden
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Fillen die Katalyse der Reaktionen in Verbindung mit RNA-gebundenen Magnesium-Ionen
gebracht (Sontheimer et al., 1997; Gordon et al., 2000).

Die Exzision der Gruppe II Introne aus den Primértranskripten erfolgt iiber zwei Trans-
esterreaktionen dhnlich dem Mechanismus des Spleiflens nukledrer Transkripte. Die 2’-
Hydroxylgruppe eines im Intron gelegenen Adenosins greift die 5-Spleifistelle an. An-
schliefend erfolgt ein nukleophiler Angriff der 3’-OH-Gruppe des stromaufwirts gelegenen
Exons auf die 3’-Spleifistelle. Das agierende Adenosin liegt 7 bis 8 Nukleotide vor dem 3’-
Ende des Introns innerhalb der Doméne VI (Peebles et al., 1986; Schmelzer und Schweyen,
1986). Letztlich liegt ein exzisiertes Intron als Lariat mit einer internen 2’-5’-Verkniipfung
und einem kurzen Nukleotidschwanz vor.

Untersuchungen an selbst-spleiflienden Intronen der Gruppe 11, bei denen einzelne Doménen
deletiert wurden, zeigten, dass die Doméne VI von essentieller Bedeutung fiir die Bildung
des Lariats ist (Koch et al., 1992; Hollinder und Kiick, 1999). Im Gegensatz zu dem in
dieser Doméne liegenden Adenosin ist die Doméne VI jedoch innerhalb der Gruppe der
Intronen nicht stark konserviert (Michel et al., 1989).

Bei der Analyse der exzisierten Intronen wurden Lariate fiir 16 verschiedene Transkripte
in Plastiden aus Gerste nachgewiesen (Vogel und Borner, 2002). Dem gegeniiber liegt das
Intron der trnV mRNA nach der Exzision als lineares Molekiil vor. Lariate wurden fiir
das Intron dieses Transkripts nicht detektiert (Vogel und Borner, 2002). Im Intron der
trnV Transkripte fehlt das Adenosin fiir die Ausbildung des Lariats (Learn et al., 1992).
Mutationen, welche die Lariatbildung beim Spleifien der mitochondrialen al5y Transkripte
in Hefe verhindern, fithren ebenso zur Exzision linearer Intronen (van der Veen et al., 1986;
Jarrell et al., 1988; Podar et al., 1998). Folglich scheint eine Co-Existenz beider Varianten
bei der Exzision der Intronen in den Organellen vorzuliegen.

Im Gegensatz zum Ribonukleoprotein-katalysierten Spleiflien der nukledren Introne wur-
de ein Selbstspleifien einiger Gruppe II Introne in vitro beobachtet (Peebles et al., 1986;
van der Veen et al., 1986; Schmelzer und Schweyen, 1986). Aufgrund des nachgewiesenen
Einflusses einer Kern-Mutation auf das Ausbleiben des in wvivo Spleiflens eines in vitro

selbstspleifenden mitochondrialen Introns (Collins und Lambowitz, 1985), ist jedoch da-



1 EINFUHRUNG 9

von auszugehen, dass in vivo eine Protein-Interaktion fiir die Katalyse notwendig ist. Das
Spleilen der Transkripte in Plastiden von Algen und Pflanzen ist ebenso abhéngig von

Kern-kodierten Faktoren (Choquet et al., 1988; Hess et al., 1994; Jenkins et al., 1997).

1.2.2.2 RNA-Edierung mitochondrialer und plastididrer Transkripte

Der Prozess der Edierung von Transkripten ist ein Vorgang, der in verschiedenen geneti-
schen Systemen fiir die Reifung der mRNA essentiell ist (Brennicke et al., 1999). Abhéngig
von der Natur der Verdnderung der RNA kann hierbei der Typ der Insertions-/Deletions-
Edierung von dem der Konversions-Edierung unterschieden werden.

Fiir die Transkripte der Kinetoplasten-DNA der Trypanosomen ist die Insertion- bzw.
Deletion von Uracil-Nukleotiden in die von der DNA transkribierten RNA beschrieben
(Benne et al., 1986). Die Positionsinformation fiir diesen Prozess wird durch kleine, in
trans agierende Molekiile, sogenannte ,, guide“-RNAs geliefert. Bei Physarum polycephalum
ist hingegen eine Insertion von Cytosinen in die RNA beschrieben (Mahendran et al., 1991).
Zusétzliche Guanosine kommen bei Transkripten einiger Paramyxoviren vor (Vidal et al.,
1990).

Basenkonversionen liegen nur bei wenigen Transkripten von Sdugern (Niswender, 1998)
sowie Drosophila (Hoppengardener et al., 2003) vor. Dem gegeniiber wird eine Vielzahl
der Transkripte pflanzlicher Organellen durch eine solche Transition in der RNA ediert.
Es handelt sich hierbei um einen posttranskriptionalen Prozess, bei dem meist Sequenz-
verdnderungen von C nach U, seltener von U nach C beobachtet werden (Meier et al.,
1996; Brennicke et al., 1999; Bock, 2000). Mitunter ist die RNA-Edierung eine notwendige
Voraussetzung fiir die Reifung der Primértranskripte (Marchfelder et al., 1996; Marechal-
Dourad et al., 1996). Aufgrund der meist in der kodierenden Sequenz gelegenen Edierungs-
positionen fiithrt die RNA-Edierung zur Aufrechterhaltung der konservierten Aminoséure-
sequenz (Begu et al., 1990; Bock et al., 1994; Zito et al., 1997; Sasaki et al., 2001). Bei
den RNA-Edierungen innerhalb der kodierenden Sequenzen kommt es mitunter erst zur

Generierung eines Stopp-Kodons (Kempken et al., 1991; Wintz und Hanson, 1991). Eben-



1 EINFUHRUNG 10

so erfolgt mitunter die Prozessierung des Triplets ACG, so dass dann erst das Startkodon
ATG in der mRNA vorliegt (Chapdelaine und Bonen, 1991).

Bei Landpflanzen wurde die RNA-Edierung von Transkripten zuerst in Mitochondrien
(Covello und Gray, 1989; Gualberto et al., 1989; Hiesel et al., 1989), dann in Plastiden
(Hoch et al., 1991; Kudla et al., 1992) beschrieben. In pflanzlichen Organellen ist der
Vorgang der Edierung der Transkripte unter den Landpflanzen weit verbreitet (Hiesel et
al., 1994; Freyer et al., 1997). Die Edierung von Transkripten der Organellen konnte bei
Angiospermen, Gymnospermen wie auch Bryophyta nachgewiesen werden (Hiesel et al.,
1994; Freyer et al., 1997; Kugita et al., 2003).

Hinsichtlich der Edierungsfrequenz unterscheiden sich Mitochondrien und Plastiden erheb-
lich voneinander. Fiir mitochondriale Transkripte des Chondrioms von A. thaliana sind
441 (Giege und Brennicke, 1999) RNA-Edierungsstellen beschrieben. 491 C zu U Austau-
sche sind fiir das Transkriptom von Oryza sativa (Notsu et al., 2002) und 427 fiir das
von Brassica napus (Handa, 2003) bekannt. Plastiddre RNAs hingegen weisen lediglich 27
Edierungspositionen bei Z. mays (Maier et al., 1995), 26 bei Pinus nigra (Wakasugi et al.,
1996), 31 (Hirose et al., 1999) bzw. 34 (Chateigner-Boutin und Hanson, 2003) bei Nicotiana
tabacum und 21 bei O. sativa (Notsu et al., 2002) auf. Wihrend bei Marchantia polymorpha
bislang keine RNA-Edierung beschrieben wurde, sind fiir die Plastiden eines weiteren Moo-
ses, Anthoceros formosae, 509 C zu U ebenso wie 433 U zu C RNA-Edierungen beschrieben
worden (Kugita et al., 2003). Die Haufigkeit der edierten Kodone betrigt bei mitochondria-
len Transkripten zwischen drei bis fiinfzehn Prozent, bei den RNAs der Plastiden lediglich
0,13 Prozent der Kodone der Transkripte.

Die Translation nicht vollstéindig edierter Transkripte in Mitochondrien scheint von Gen
zu Gen verschieden. Bei Petunia hybrida konnten mittels Antikérpern, die gegen die von
unedierten und edierten mRNAs abgeleiteten Proteine gerichtet wurden, sowohl ,, unedier-
te“ wie ,edierte“ RPS12 Proteine in Mitochondrien und Ribosomen nachgewiesen wurden
(Lu et al., 1996). Dem gegeniiber waren keine ,unedierten“ RPS13 Proteine in Mitochon-
drien oder Ribosomen detektierbar (Williams et al., 1998), obwohl der Edierungsgrad der

zugrundeliegenden rps13 Transkripte heterogen und nicht vollstdndig war. Williams et al.
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(1998) diskutieren daher die Moglichkeit, dass partiell edierte mRNAs zwar translatiert
werden, dann aber eine Degradation der assemblierten Enzymkomplexe mit ,,unedierten*
Proteinen erfolgt.

Allgemein scheint der Grad der Edierung mitochondrialer Transkripte zwischen verschie-
denen mRNAs zu variieren. Fiir viele Transkripte ist eine vollstdndige RNA-Edierung be-
schrieben. So konnten komplett edierte Cytosine bei gespleifiten Transkripten der Cyto-
chrom ¢ Oxidase Untereinheit 2 (coz2) (Yang und Mulligan, 1991; Grosskopf und Mulligan,
1996), bei der mRNA der ATP Synthase Untereinheit 9 (atp9) (Begu et al., 1990; Schus-
ter und Brennicke, 1990; Grosskopf und Mulligan, 1996) sowie der NADH Dehydrogenase
Untereinheit 4 (nad4) (Lamattina und Grienenberger, 1991) nachgewiesen werden. Dem
gegeniiber wurden lediglich partiell edierte mRNAs einiger anderer Gene identifiziert (Co-
vello und Gray, 1990; Kempken et al., 1991; Lu und Hanson, 1992; Grosskopf und Mulligan,
1996).

Die Edierungsreaktion scheint durch Enzyme katalysiert, da eine Degradation der Pro-
teine zum Ausbleiben der RNA-Edierung in Lysaten von Mitochondrien fithrt (Araya et
al., 1992). Eine Exzision der Nukleotide oder ein Austausch scheint im Fall der RNA-
Edierung bei Hoheren Pflanzen nicht vorzuliegen, wie Untersuchungen zur Biochemie des
Edierungsprozesses in in vitro Edierungssystemen zeigten. Das a-Phosphat des Cytosins
bleibt wéhrend der Prozessierung erhalten (Rajasekhar und Mulligan, 1993; Yu und Schus-
ter, 1995). Zudem kann eine Transglykosylierung ausgeschlossen werden (Yu und Schuster,
1995). Folglich ist bei der RNA-Edierung von einer oxidativen Deaminierung oder Transa-
minierung auszugehen (Rajasekhar und Mulligan, 1993; Yu und Schuster, 1995). Bislang
konnte jedoch in Pflanzen kein solches, die Deaminierung der organelldren Transkripte ka-
talysierendes Enzym isoliert und charakterisiert werden. Aufgrund der auf der Basis eines
fiir Mitochondrien aus P. sativum entwickelten in vitro RNA-Edierungssystems erhaltenen
Daten scheint eine Helikase bei der Prozessierung der atp9 RNA beteiligt zu sein (Takenaka
und Brennicke, 2003). Die Unabhéngikeit des an der RNA-Edierung beteiligten Enzyms
von Zink-Ionen deutet hingegen nicht auf eine durch Deaminasen katalysierte Reaktion hin

(Takenaka und Brennicke, 2003).
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Natiirlich vorkommende Fusionen der kodierenden Sequenzen verschiedener mitochondria-
ler Gene erméglichten bislang die Analyse der RNA-Edierung der Transkripte dieser ver-
schiedenen chiméren Gene im Vergleich zu den der Fusion zugrundeliegenden mRNAs
(Gualberto et al., 1991; Kumar und Leving, 1993; Nivison et al., 1994). Aufgrund dieses
Ansatzes wurde angenommen, dass 5’-flankierende Sequenzen einen kritischen Einfluss auf
die Erkennung der Edierungsstelle haben (Williams et al., 1998; Kubo und Kadowski, 1997;
Mulligan et al., 1999).

Mangels der Moglichkeiten, Mitochondrien in Pflanzen gentechnisch zu manipulieren, sind
bislang hauptséchlich Daten zu den die Spezifitdt der RNA-Edierung vermittelnden cis-
Faktoren fiir Plastiden bekannt. Untersuchungen der die 31 Edierungsstellen bei N. tabacum
umgebenden Sequenzen zeigten keine offensichtlichen Konsensussequenzen oder auffalligen
Sekundérstrukturen (Hirose et al., 1999). Die Analyse einiger Edierungsstellen plastidarer
Transkripte wie psbL (Chaudhuri et al., 1995; Chaudhuri und Maliga, 1996), ndhB (Bock
et al., 1996, 1997; Hermann und Bock, 1999) und rpoB (Reed et al., 2001) in transgenen
Ansétzen weisen auf die fiir die Edierung notwendigen, meist, aber nicht ausschliefSlich
im 5’-Bereich der Edierungsstelle gelegenen cis-Elemente hin. Dem gegeniiber ist fiir die
Edierung der das Apolipoprotein B kodierenden mRNAs (apoB) bei Séugetieren bekannt,
dass die notwendigen cis-Elemente in der 3’-Region der Edierungsstelle lokalisiert sind
(Mehta und Driscoll et al., 2002).

Der fiir die RNA-Edierung in Plastiden notwendige Sequenzabschnitt bei der Edierungs-
stelle der psb mRNA ist auf einen Bereich von -16 bis +5 (Chaudhuri und Maliga, 1996)
und fiir die ndhB mRNA auf einen Abschnitt von -42 und -2 eingegrenzt (Bock et al.,
1996). Dariiber hinaus wurde jedoch auch eine Abhéngigkeit der Edierung von stromauf
gelegenen Sequenzen nachgewiesen (Bock et al., 1996, 1997).

Die an der RNA-Edierung beiteiligten trans-Faktoren kénnten die spezifische Erkennung
der Edierungsstelle durch kleine RNA-Molekiile erlangen, was der Charakterisitik des Vor-
gangs bei der Edierung mitochondrialer Transkripte in Kinetoplasten entspriche (s.o.).
Die Ausbleibenden Edierung in einem in vitro System fiir pflanzliche Mitochondrien nach

der Hydrolyse der RNA (Araya et al., 1992) konnte auf die Beiteiligung von RNA bei der
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Erkennung der Edierungsstelle hindeuten. Fiir Plastiden konnte zumindest eine plastidére
Kodierung dieser RNAs bislang fiir das psbL. Transkript ausgeschlossen werden (Bock und
Maliga, 1995).

In vitro Untersuchungen unter Verwendung von Plastidenlysaten ermoglichen bereits den
direkten Nachweis der Interaktion der cis-Elemente verschiedener Edierungsstellen mit den
jeweiligen an der RNA-Edierung beteiligten trans-Faktoren. Fiir die Prozessierung der psbE
bzw. petB Transkripte wurde gezeigt, dass Nukleotide im Bereich von -15 bis -1 bzw. -20 bis
-1 direkt stromauf der Edierungsstelle fiir die Bindung des trans-Faktors benttigt werden
(Miyamoto et al., 2002). Durch UV-Quervernetzungsversuche der an diese cis-Elemente
der psbL respektive petB mRNA bindenden trans-Faktoren konnte bereits die spezifische
Bindung von Proteinen mit einer Grofle von 56 kDa (psbL) und 70 kDa (petB) detektiert
werden (Miyamoto et al., 2002).

Obwohl das RNA-Edierungssystem von Plastiden und Mitochondrien einige Eigenschaften
teilt, konnte keine RNA-Edierung plastidédrer Transkripte in Mitochondrien nachgewiesen
werden (Zeltz et al., 1996). Ebenso wurden mitochondriale RNAs in Plastiden nicht ediert
(Sutton et al., 1995). Demnach scheinen die Erkennungssequenzen bzw. die trans-Faktoren

fiir die RNA-Edierung spezifisch fiir die Organellen zu sein.

1.3 Problemstellung

Der Prozess der RNA-Edierung ist eine in Mitochondrien haufig vorkommende Modifizie-
rung mitochondrialer Transkripte. Die Verdnderung der Nukleotidsequenz ist eine zwingen-
de Voraussetzung fiir die Expression der organelldren Proteine. Durch die Basenkonversion
wird die von dem mRNA kodierte Aminoséresequenz der des homologen Proteins anderer
Organismen dhnlicher (z. B. Bock et al., 1994).

Zur stabilen Transformation von Plastiden sind mehrere Methoden etabliert (Svab et al.,
1990; Svab und Maliga, 1993). Die Anwendung dieser Techniken fiithrten bereits zur Identi-
fizierung von Sequenzen, die fiir die RNA-Edierung plastidédrer Transkripte notwendig sind
(vgl. Kap. 1.2.2.2). Genetische Verdnderungen an Mitochondrien in planta hingegen sind

bislang aufgrund des Mangels an geeigneten Selektionsmarkern nicht moglich.
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In vitro Systeme unter Verwendung von Lysaten der Mitochondrien kénnten an Stelle der
in planta Ansétze die Charakterisierung der an der RNA-Edierung beteiligten cis- wie
trans-Faktoren ermdoglichen. Der Nachweis der biochemischen Grundlage, der oxidativen
Deaminierung der Cytosine im Verlauf der RNA-Edierung, konnte so bereits ermittelt wer-
den (siehe Kap. 1.2.2.2). Bislang ist jedoch die Effizienz der Prozessierung in diesen in vitro
Versuchen mit einer maximalen Edierungsrate von 6% (Araya et al., 1992) relativ gering.
Daher kann mit diesen Systemen keine eingehende Analyse des Einflusses von verédnderten
cis-Sequenzen auf die Edierungsrate vorgenommen werden.

Sowohl die Enzymkomplexe der Transkription, wie auch der Translation, sind in Mitochon-
drien mit Membranen assoziiert (Fox, 1996). Dies kénnte die Ursache fiir die geringe Effizi-
enz der Prozessierung in Lysaten der Mitochondrien sein. Im Gegensatz zur Edierungsrate
in in vitro Versuchen (vgl. Kap. 1.2.2.2), sollte in intakten Organellen eine effiziente RNA-
Edierung ablaufen, da alle an der Prozessierung beteiligten Faktoren in ihrem natiirlichen
Kompartiment vorliegen.

Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Methode zum Einbringen von Fremd-DNA
in isolierte pflanzliche Mitochondrien mittels Elektroporation auf Grundlage der Daten
zu tierischen Mitochondrien (Collombet et al., 1997) etabliert und charakterisiert werden.
Zudem sollte ein System zu Aufrechterhaltung der in organello Transkription von tierischen
Mitochondrien (Enriquez et al., 1996) auf solche aus Z. mays iibertragen werden. Neben
der Synthese von mRNA sollte insbesondere das Spleifien der mitochondrialen Transkripte
wie auch die RNA-Edierung in isolierten Mitochondrien untersucht werden.

Die Kombination des Einbringens von fremder oder verdnderter DNA in die isolierten Mito-
chondrien in Verbindung mit der Transkription dieser Fremdgene kénnte dann die Identifi-
zierung und Analyse der an der RNA-Prozessierung beteiligten cis-Faktoren erméglichen.
Deshalb sollte zunéchst die Transkription der in die Mitochondrien eingebrachten Fremdge-
ne untersucht werden. Nachfolgend sollte die Analyse des Spleilens und der Edierung der
Transkripte dieser Fremdgene in den isolierten Mitochondrien erfolgen. Durch Verénde-
rungen der die Edierungsstelle umgebenden Sequenzen wire so die Determinierung von

potentiellen cis-Sequenzen moglich.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Organismen

Bakterien:

FEscherichia coli (K12) XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F? proAB lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")]®
Bullock et al., 1987; Stratagene, Heidelberg

Pflanzen:

Arabidopsis thaliana Linie Columbia 0

Sorghum bicolor Linie IS1112C

Zea mays Linie Kampala, Nickerson SA

2.1.2 Oligonukleotide

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten und fiir die Sequenzierung von DNA, fiir die orts-
gerichtete Mutagenese sowie zur Amplifizierung von Transkripten wurden die in Tab. 1

aufgefiithreten Oligonukleotide bei der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide.

Die unterstrichenen Bereiche kennzeichnen Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen.

Bezeichnung Sequenz [5° - 3] Spezifitit

FK75 CCA AAT GCA TGG CAA TCC TT S. bicolor, Z. mays atpb
FK98 CCA GAC CGG TTA ATG CTA G S. bicolor, Z. mays atp6
FK102 TTT ATC GCG CTC ATC ATA ACC S. bicolor atp6-1

FK343 CCG CAA AGG ATT GTT CAT GG Z. mays cox2
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Bezeichnung Sequenz [5° - 3]

Spezifitit

FK344
FK351

FK352

FK356
FK357
FK433
FK434
FK435

FK436

FK441
FK442

FK443
FK444
FK457
FK458

FK498

FK500

FK501

FK503

FK529
FK530

FK531

ACG TGA TTG ACC CAA TTC TGG

GGG GGG CGG CCG GCG CCT TAC CAC ACC AAC
CACC

GGG GGG CGG CCG CCT GAG GCA AAG GCG AAT
CCC

GCT GTA CCT GGT CGT TTA AAT CAA

GAT TAA TTG ATT GGA TAC CCG AGA AC

GGG GGA TCC CCA ACT CTA CCC ACG CTT CGG
GGG GAT ATC GTA CAG ATC TCT TAG AGG CTG
GGG AAG CTT TAG CAT TAA CCG GTC TGG AAT
TAG

GGG GGA TCC AAC ACA AGC AAG TTG AAC TTA
C

GGG CTC GAG CCA ACT CTA CCC ACG CTT CG
GGG GGA TCC CAT CTC ATC GTA CAG ATC TCT
TAG

GGG GGA TCC GAC AGT ATA GCT CAT ATG AG
GGG GGA TCC TTT CTT TCA CGG TAA CTG CC
GGG ATA TCA TGG ACA GTA TAG CTC ATA TGA G
GGA AGC TTT TAC TCA TTT TGA TGG AGA TTT
G

GGC TCG AGC ATA GAA GTC AGA GAG GGA GGA
A

GGG ATA TCA GCC CCT TGG ATC AAT TTG GAA
CCG ATA TCT TTC TTT CAC GGT AAC TGC CTA
CCG ATA TCT TCT GTT ACT GGT CCG CCG CCT
CC

GGG ATA TCT ACA GGT TCG TCG CCT CCA G
GGG ATA TCA GCC CAT TGG ATC AAT TTG GAA
TTC

GGG ATA TCC TAT GAT TGG CTC CTC GTIT TTT
ATG C

Z. mays cox?2

A. thaliana cox?2

A. thaliana cox2

NN N =

. thaliana cox?2
. thaliana cox?2
. mays atpb 5 NCS
mays atp6 5 NCS
mays atp6 3> NCS

Z. mays atp6 3> NCS

Z. mays atp6 5 NCS

N

bicolor
bicolor

bicolor

bicolor

S. bicolor

S. bicolor

S. bicolor

mays atp6 5 NCS

atp6 ,, prepiece
atp6 3° NCS
atpb ,,prepiece’

atp6 , core”

atp6 5 NCS

atp6 , core”

atp6 3° NCS

Z. mays atpb ,,prepiece”

S. bicolor

‘

atpb ,, prepice’

Z. mays atpb ,,core”

Z. mays atpb , core”
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Bezeichnung Sequenz [5° - 3’ Spezifitit

FKb532 GGC CCG GGA GTC ATT TTG CAT AAT TGC ATA S. bicolor atp6 3> NCS
AAA AC

FK553 TAA TAC TAC TAG GCC CCA CCA C S. bicolor atp9

FKb554 AGA ACG GAT2 GGT GGT CAG CAT S. bicolor atp9

FK566 ACC ATC TTT CCT AGT ATC ATC TCG A A. thaliana cox2

FK573 CCA TAT GTA GTT CTC TTC CAG S. bicolor atp6 3> NCS

FK576 AAG ATA GAT ACC TAC TTA AGT TTG S. bicolor atp9

FK683 ACAGCTCCAGCCGCTCACTG A. thaliana cox?2

FK592 GTG CCA AAT GCA TTT CAA TCC TT Z. mays atp6 3’ NCS

FK593 CGA AAC AAT GTC ATG TCG CG S. bicolor atp9

FK660 GAT ATC ATG GAT AAC CAA TCC ATT TTC Z. mays nad9

FK661 GAT ATC TTA TCC GTC GCT ACG CTG TTC C Z. mays nad9

FK683 ACA GCT CCA GCC GCT CAC TG A. thaliana cox2 Intron

2.1.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.1.3 aufgefiihrt (Plasmidkarten

sieche Anhang, Abb. 27 und 28).

Tabelle 2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide.

Plasmid

Charakteristik

Referenz

pAF1

pBluescriptIl SK+

pMon

pTE231

pFW224

S. bicolor atp6-1
Klonierungsvektor

Derivat des pBluescript, T-Klonierungsvektor

pMon-Derivat mit 728 bp inseriertem gfp-Fragment

Transposon Restless

Mullen et al., 1992
Stratagene, Heidelberg
Borovkov und Rivkin,
1997

Engmann, pers.
Mitteilung

Windhofer, 2002
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Plasmid Charakteristik Referenz

pTJ246 A. thaliana cox2 Fragment in pBluescript diese Arbeit

pJG257 Z. mays atp6 5’- und 3’-Bereich diese Arbeit

pMS282  chiméres atp6 Gen: 5 NCS atp6 aus Z. mays mit diese Arbeit
wprepiece, | core“ und 3’ NCS des atp6-1 aus S. bicolor

pIB306 chiméres atp6 Gen: 5’ und 3’ NCS atp6 aus Z. mays mit diese Arbeit
,prepiece” und , core* des atp6-1 aus S. bicolor

pIB323 chiméres atp6 Gen: 5’ NCS atp6 und ,, prepiece* aus Z. mays diese Arbeit
mit ,,core* und 3’ NCS des atp6-1 aus S. bicolor

pIB325 chiméres atp6 Gen: , prepiece” des atp6 aus Z. mays mit diese Arbeit
5 NCS, ,,core und 3’ NCS des atp6-1 aus S. bicolor

pIB334 chiméres atp6 Gen: 5’ und 3’ NCS sowie ,,core®“ des atp6 diese Arbeit
aus Z. mays mit , prepiece* des atp6-1 aus S. bicolor

pMS381 S. bicolor atp9 Gen diese Arbeit

2.1.4 Membranen und Papiere

Filterpapier

Nylonmembran

Macherey-Nagel (Diiren)

Perkin Elmer, NEN Liefescience (Rodgau -

Jiigesheim)

Nitrocellulose-Membranfilter ~ Schleicher & Schuell (Dassel)

18



2 MATERIAL UND METHODEN 19

2.1.5 Chemikalien
Acrylamid / N,N’-Methylenbisacrylamid 19:1 AppliChem (Darmstadt)

Cordycepin 5’-triphosphat Sigma (Miinchen)

Digitonin Fluka (Selze)

Hygromycin B Calbiochem (Bad Soden)
Rinderserumalbumin Serva (Heidelberg)

Oligomycin Sigma (Miinchen)

MitoTracker Orange CM-H TMRos Molecular Probes (Leiden, Niederlande)

Alle sonstigen Chemikalien wurden, sofern nicht anders angeben, von den Firmen BioRad
(Miinchen), Roche (Mannheim), Merck (Bad Soden), Qiagen (Hilden), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Miinchen) bezogen.

2.1.6 Radiochemikalien

[@3?P]-dCTP spez. Aktivitét: 110 Thq/mmol (=3000 Ci/mmol): [@3°S]-dATP spez. Akti-
vitét: >37 Thq/mmol (>1000 Ci/mmol); [a3*P]-UTP spez. Aktivitéit: 30 Thq/mmol (800
Ci/mmol) (Amersham Buchler)

2.1.7 Nahrmedium fiir Escherichia coli

Zur Anzucht von E. coli (siehe 2.1.1) wurde autoklaviertes (121°C, 1 bar Uberdruck) Luria-
Bertani (LB) Medium (1% w/v Pepton, 0,5% w/v Hefeextrakt, 0,5% w/v NaCl, pH 7,5
mit NaOH) verwendet (Sambrook et al., 1989). Festmedium enthielt zudem 1,5% (w/v)
Agar-Agar. Zur Selektion des Ausgangsstammes E. coli XL1 Blue wurde das Medium mit
Tetracyclin (12,5 mg/1) versetzt. Zur Anzucht von Transformanten wurde das Medium in
Abhéngigkeit der vom Vektor (siehe 2.1.3) vermittelten Resistenz mit einem Antibiotikum
(Ampicillin 50 mg/1) supplementiert. Fiir die , Blau-Weiss-Selektion* wurde das Medium
zusitzlich mit X-Gal (40 mg/1) und IPTG (0,2 mM) versetzt.
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2.1.8 Enzyme

In Tab. 3 sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme aufgefiihrt.

Tabelle 3: Ubersicht iiber die verwendeten Enzyme.

Enzym

Firma

DNasel
DNasel, RNase-frei
Restriktionsendonukleasen

Dpnl, Xeml

Roche (Mannheim)

Roche (Mannheim), MBI Fermentas (Leon-Rot)
Qbiogene (Heidelberg)

NewEngland Biolabs (Beverley, USA)

Shrimps Alkalische Phosphatase (SAP) Roche (Mannheim)

Sequenase
T4-DNA-Ligase
Tag-DNA-Polymerase

United States Biochemical (Cleveland, USA)
Qbiogene (Heidelberg)
Roche (Mannheim), Qbiogene (Heidelberg)

2.1.9 Haufig verwendete Puffer und L6sungen

Denhardts (1x)

SSPE (1x)

Taurin (1x)

TBE (1x)

MOPS (1X)
Aqua dest., DEPC-behandelt

0,02% (w/v) Polyvinylpyrrolidon, 0,02% (w/v) Ficoll,
0,02% (w/v) RSA

180 mM NaCl, 10 mM Na-phosphat, 1 mM EDTA,

pH 7.4

28,5 mM Taurin, 0,5 mM EDTA, 8 mM Tris-HCI

100 mM Borsédure, 2 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI,

pH 8,3

20 mM MOPS, 5mM Na-acetat, 1 mM EDTA, pH 7,0
0,1% (v/v) Diethylpyrokarbonat, Inkubation iiber Nacht
bei 37°C, 20 min bei 121°C und 1 bar Uberdruck

autoklaviert
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2.2 Methoden
2.2.1 Kultur- und Anzuchtsbedingungen

Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor

Samen von A. thaliana und S. bicolor (siehe 2.1.1) wurden in Pflanzschalen auf Erde aus-
gebracht und in einem Licht-Dunkelzyklus (16 h Licht, PPFD (Photosynthetisch aktive
Photonenfluss-Dichte) 100 pmol m2s1 8h Dunkel) bei 25°C angezogen.

Escherichia col:
Die Anzucht der E. coli-Kulturen erfolgte auf LB-Festmedien (siehe 2.1.7) oder in LB-
Schiittelkulturen (250 rpm) bei 37°C iiber Nacht.

Zea mays

Die Anzucht der etiolierten Sprosse von Zea mays (siehe 2.1.1) erfolgte, nach drei-stiindi-
gem Quellen des Saatguts, iiber 9-11 Tage in Hydrokultur in Vermiculit (Baustoffhandel
Rieck, Neumiinster) oder Isoself (Baustoffhandel BAHR, Kiel) bei 25°C im Dunkeln.

2.2.2 Transformation von Escherichia col:

Elektrokompetente E. coli Zellen (Stratagene, Heidelberg) wurden durch Elektroporation
mit dem , Gene Pulser II“ (BioRad, Miinchen) nach dem Protokoll des Herstellers trans-
formiert. Die Transformation erfolgte hierbei unter Standardbedingungen (Spannung: 1,8
kV, Widerstand: 200 €2, Kapazitat: 25 uF) in einer Elektroporationskiivette (Spaltbreite:
3 mm) mit 100 ng Plasmid-DNA oder 1/10 Volumen eines zuvor durch Filterblattdialyse
oder Reinigung mit Hilfe des ,, Gelextraktions- und PCR-Reinigungs-Kit* (Macherey-Nagel,

Diiren, siche Kap. 2.2.5) entsalzten Ligationsansatzes.
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2.2.3 Isolierung von Nukleinsiduren
2.2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus FEscherichia col:

Die Préaparation von Plasmid-DNA in kleinem Mafistab erfolgte mit dem ,,NukleoSpin
Plasmid“-Kit (Macherey-Nagel, Diiren) ausgehend von 3 ml E. coli Ubernachtkulturen
(siehe 2.2.1) nach Angaben des Herstellers.

Grofere Mengen Plasmid-DNA aus 25 ml Ubernachtkulturen von E. coli wurden mit dem

»JETstar Plasmid Midi Kit“ nach dem Protokoll der Firma Genomed (Lohne) isoliert.

2.2.3.2 Extraktion von Gesamt-DNA aus Pflanzen

Gesamt-DNA aus Pflanzen wurde in Anlehnung an ein Protokoll von Lecellier und Sillar
(1994) prapariert. Hierzu wurde Blattmaterial mit fliissigem Stickstoff im Morser homoge-
nisiert und mit Extraktionspuffer (1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2% w/v SDS, 10 mM Tris-
HCI, pH 8,0) versetzt. Nach einer ersten Phenolysierung durch Ausschiitteln des Homoge-
nats mit dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylakohol (25:24:1) zum Abtren-
nen von Proteinen wurde der nach einer Zentrifugation (4°C, 13000 x g, 10 min) erhaltene
wissrige Uberstand zum Abbau der vorhandenen RNA mit DNase-freier RNaseA versetzt
und bei 37°C iiber eine Stunde inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte eine weitere Phe-
nolysierung mit dem Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch sowie eine nachfolgende
Extraktion der Phenol-Anteile aus dem nach der Zentrifugation (4°C, 13000 x g, 10 min)
erhaltenen wissrigen Uberstand mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1). Die Fillung der
DNA erfolgte mit 1/10 Volumen 8 M Ammoniumacetat und 2,5 Volumen Ethanol bei -
80°C iiber mindestens 30 Minuten. Durch eine Zentrifugation (14000 x g, 4°C, 30 min)
konnte ein Prizipitat erhalten werden, welches mit 70% (v/v) Ethanol (-20°C) gewaschen
und erneut durch Zentrifugation sedimentiert wurde. Das so erhaltene DNA-Prézipitat

wurde nach dem Trocknen in 10 mM Tris-HCI1 pH 8,0 gelost.
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2.2.3.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

Die Isolierung von RNA aus Pflanzen in kleinem Mafistab erfolgte nach Hoge et al. (1982).
Blattmaterial wurde unter Stickstoffkiihlung im Mérser zerrieben und mit kochendem Ly-
sepuffer (0,2 M Na-borat, 30 mM EDTA, 1% w/v SDS, pH 9,0) aufgeschlossen. Proteine
wurden durch eine nachfolgende zweimalige Phenolysierung entfernt, die Nukleinsduren an-
schlieBend mit 1/10 Volumen 8 M Ammoniumacetat sowie 2,5 Volumen absolutem Ethanol
iiber mindestens 30 Minuten bei -80°C gefiillt. Die Priparation der RNA erfolgte dann,
ausgehend von dem nach der Fallung der gesamten Nukleinsduren erhaltenen Prézipitat,
selektiv mit 2 M Lithiumchlorid bei 4°C iiber Nacht. Anschliefflend konnte die so angerei-
cherte RNA durch eine Zentrifugation (14000 x g, 4°C, 30 min) sedimentiert und mit 70%
(v/v) Ethanol von Salzresten gereinigt werden. Nach einer erneuten Zentrifugation wur-
de die RNA getrocknet und in DEPC-behandeltem Wasser aufgenommen. Die Lagerung
erfolgte bei -80°C.

2.2.4 Gelektrophorese
2.2.4.1 DNA-Gelelektrophorese

DNA wurde in 0,8 bis 2%(w/v)-igen Agarosegelen in 1x Tris-Borat-EDTA-Puffer (vgl.
2.1.9) nach Sambrook et al. (1989) gelelktrophoretisch aufgetrennt. Als Grofenstandard
diente HindIII-hydrolysierte A-DNA, ein 100 bp-Marker oder ein erweiterter 100-5000 bp-
Marker (MBBL, Bielefeld).

2.2.4.2 RNA-Gelelektrophorese

Zur Denaturierung wurde die aufzutrennende RNA zunéchst mit Ladepuffer (56% v/v
Formamid, 11% v/v MOPS (10X), 18% v/v Formaldehyd, 7% v/v Aqua dest., 7% v/v
Glycerin, 0,5% w/v Bromphenol Blau, 0,5% w/v Xylencyanol) 5 min bei 60°C inku-
biert und nachfolgend bei 4°C gehalten. Die Auftrennung erfolgte dann in 1%(w/v)-igen
Formaldehyd-Agarosegele in MOPS-Puffer. Als Groflienstandard wurde ein RNA-Marker
(MBI Fermentas, Leon-Rot) verwendet.
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2.2.4.3 Polyacrylamidgele

Die Sequenzanalyse erfolgte in vertikalen 5%-igen (w/v) Polyacrylamid-Harnstoffgelen mit
Dickegradient (BioRad Sequigen Apparatur, BioRad, Miinchen) nach Herstellerangaben
unter Verwendung von Taurin-Puffer (siehe 2.1.9). Wihrend aller nach der Elektrophorese
erfolgten Schritte (Waschen, Trocknen, Exposition) verblieb das Gel auf der mit Bind-Silan
behandelten Glasplatte.

2.2.5 Reinigung und Gel-Elution von DNA

Die Reinigung von DNA aus einer PCR-Probe bzw. Ligation erfolgte ebenso wie die Elution
von DNA aus einem Agarosegel mit dem ,,NucleoSpin Extract“-Kit der Firma Macherey-
Nagel (Diiren) nach Angaben des Herstellers.

Alternativ wurde die Elution kleiner DNA-Fragmente nach der ,, Zentrifugations*“-Methode
nach Heery et al. (1990) bzw. der , freeze and squeeze“-Methode nach Thuring et al. (1975)

vorgenommen.
2.2.6 Hydrolyse von DNA

Die Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen erfolgte in dem vom Hersteller
(Qbiogene, Heidelberg) empfohlenen Puffer nach Sambrook et al. (1989).

2.2.7 Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten erfolgte mit Hilfe des Enzyms SAP (Shrimps
Alkalische Phosphatase) nach dem Protokoll des Herstellers (Roche, Miinchen).

2.2.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde unter Verwendung der T4-DNA Ligase nach
Angaben des Herstellers (Roche, Qbiogene, Heidelberg) durchgefiihrt. Zur Klonierung von

Taq-PCR Fragmenten wurde ein mit der Restriktionsendonuklease Xc¢ml hydrolysierter
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und damit mit T-Uberhéingen vorliegender Klonierungsvektor pMon (Borovkov und Riv-
kin, 1997) benutzt. Pfu-PCR-Produkte enthalten keine Adenin-Uberhéinge und wurden
daher in den mit den Restriktionendonukleasen EcoRV oder Smal (ergeben glatte Enden)
linearisierten pBluescript II SK+ inseriert. PCR-Fragmente, die durch eine Amplifikation
von Plasmid-DNA erhalten wurden, wurden zuvor mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und aus dem Gel eluiert (vgl. Kap. 2.2.5). Alternativ wurde die urspriingliche Plasmid-
DNA durch Hydrolyse (siehe Kap. 2.2.6) mit der Restriktionendonuklease Dpnl, deren
Aktivitat von der Methylierung der DNA abhéngig ist, entfernt.

Fiir weitere Klonierungen wurde linearisierte Vektor-DNA bei Ligationen mit phosphory-
lierten Enden, wie sie nach Hydrolyse von zwischenklonierten Fragmenten mittels Restrik-
tionendonukleasen erhalten werden, zuvor dephosphoryliert (siehe Kap. 2.2.7), um eine

Selbst- bzw. Religation des Klonierungsvektors auszuschlieflen.

2.2.9 Radioaktive Markierung von DNA

DNA-Fragmente, die als Sonde zur DNA-DNA-Hybridisierung dienten, wurden mit Hilfe
des ,DECA prime I1“ Kits (Ambion, Auston) unter Einsatz von [a32P]—dCTP (siehe 2.1.6)
nach dem entsprechenden Protokoll markiert. Uberschiissige, nicht eingebaute Nukleotide

wurden durch Gelfiltration iiber eine Sephadex-G50-Séule abgetrennt.

2.2.10 Southern-Blot und DNA-DNA-Hybridisierung

Im Anschluss an eine gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten (vgl. 2.2.4)
erfolgte nach 30-miniitiger Denaturierung (1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH, pH 13) und 30-
miniitiger Neutralisierung (2 M NaCl, 1 M Tris-HCI, pH 5,5) der Transfer der DNA
nach Southern (1975) mit 20x SSPE (siehe 2.1.9) auf eine Nylonmembran (siehe 2.1.4).
Koloniefilter-Hybridisierungen wurden nach einer Methode von Grundstein und Hogness
(1975) durchgefiihrt. Die Fixierung der DNA an der Membran erfolgte durch einen UV-
Quervernetzung mit Hilfe des ,, UV-Stratalinkers® (Stratagene, Heidelberg). Nach einer
Vorhybridisierung (5x SSPE, 0,2% w/v SDS, 1x Denhards-Losung, 50% v/v Formamid)
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iiber etwa 2 Stunden bei 37°C erfolgte die Hybridisierung nach Zugabe der [a32P]—markierten
DNA-Sonde (vgl. 2.2.9) iiber Nacht bei 37°C. Unspezifisch gebundene DNA-Sonde wur-

de durch Waschen der Membran in 5x SSPE (vgl. 2.1.9) und 0,2% (w/v) SDS bei einer

Temperatur von 50 bis 70°C entfernt. Die Exposition der getrockneten Membran mit Fuji-

Ray RX Rontgenfilmen erfolgte in Expositionskassetten (,,Quanta Fast Detail“, Dupont,

Wilmington) bei -80°C fiir ein bis 20 Tage.

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode
Sanger et al. (1977). Hierzu wurde das ,,Sequenase Version 2.0 Sequencing Kit“ (United
States Biochemical, Cleveland, USA) nach Vorschrift des Herstellers unter Verwendung von
[a35S]-dATP (siche 2.1.6) eingesetzt. Abweichend vom Protokoll wurde die durch asymme-
trsiche PCR (vgl. 2.2.12) erhaltene einzelstrangige DNA keiner Denaturierung unterzogen.
Auftragssequenzierungen wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) durchgefiihrt.

2.2.12 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
2.2.12.1 Standard-Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion erfolgte verdndert nach Saiki et al. (1988) und Kawasa-
ki und Wang (1998). Gesamt-DNA (60 ng) oder Plasmid-DNA (0,1 - 1 ng) wurden in
einem Gesamt-Volumen von 50 pl in 1x PCR-Puffer (15 mM MgClQ, 500 mM KCI, 100
mM Tris-HCI, pH 8,3, Qbiogene, Heidelberg) mit 10 mM dNTPs (Qbiogene, Heidelberg)
und je 5 pmol der Oligonukleotide sowie einer Einheit Tag-Polymerase (Qbiogene, Heidel-
berg) zur Amplifizierung im ,, MiniCycler* (MJ Research Inc., Hess. Oldendorf), im ,, PT'C
100% (MJ Research Inc., Hess. Oldendorf) oder dem ,, Mastercycler gradient” (Eppendorf,
Hamburg) eingesetzt. Fiir Klonierungs-PCRs wurde an Stelle der Tag- die Pfu-Polymerase
(Stratagene, Heidelberg) verwendet. Das PCR-Programm sah eine Anfangsdenaturierung
von 2 min bei 94°C vor. AnschlieBend folgten 43 Zyklen von Denaturierung (1 min, 94°C),
Hybridisierung (1 min) und Elongation (72°C). Die Hybridisierungstemperatur wurde den
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verwendeten Oligonukleotiden angepasst und betrug zwischen 50 und 58°C. Die Ermittlung
der optimalen Hybridisierungstemperatur erfolgte, wenn nétig, im ,, Mastercycler gradient®
(Eppendorf, Hamburg). In Abhéngigkeit von der verwendeten Polymerase und dem zu

amplifizierenden DNA-Fragment wurde die Elongationszeit gewahlt.

2.2.12.2 Asymmetrische PCR

Um einzelstriangige DNA zur Sequenzierung von PCR-Produkten zu erhalten, wurde eine
asymmetrische PCR durchgefiihrt. Hierzu wurde 0,2 bis 5 ul aus einer vorhergehenden
PCR als Matrize fiir eine nachfolgende PCR eingesetzt, bei der eines der Oligonukleotide
im Uberschuss vorlag (10 pmol : 0,04 pmol).

2.2.12.3 Inverse Polymerase-Kettenreaktion

Die inverse PCR wurde durchgefiihrt, um die eine bekannte Sequenz flankierenden DNA-
Sequenzen zu amplifizieren. Die Oligonukleotide wurden fiir die PCR von den bekannten
Sequenzbereichen abgeleitet und sind in die Richtung der unbekannten Sequenz gerichtet.
Als Matrize wurde Gesamt-DNA mit geeigneten Restriktionsendonukleasen hydrolysiert
und anschliefend mittels T4-DNA Ligase ligiert. Bei entsprechenden, mit sich selbst li-
gierten Molekiilen erfolgte dann in der nachfolgeneden PCR eine Amplifizierung durch die
zugesezte Pfu-Polymerase (Stratagene, Heidelberg) ausgehend von den aus dem bekannten

DNA-Bereich heraus gerichteten Oligonukleotiden.

2.2.12.4 Reverse-Transkription-PCR (,,One Step-RT-PCR*)

Zur Amplifikation von cDNA aus Gesamt-RNA wurde das ,,One Step RT-PCR Kit“ (Qia-
gen, Hilden) benutzt. Die Synthese erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die als Matrize
eingesetzte RNA wurde zuvor mit einer RNase-freien DNasel (Roche, Miinchen; MBI Fer-
mentas, Leon-Rot) nach dem Protokoll des Herstellers behandelt und nacher mittels PCR

auf DNA-Kontaminationen mit spezifischen Oligonukleotiden iiberpriift.
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2.2.13 In vitro RNA-Synthese

Die Synthese von RNA in vitro erfolgte mit dem , T7 Transcription Kit“ (MBI Fermentas,
Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers.

2.2.14 Mitochondrien-spezifische Methoden
2.2.14.1 Isolierung von Mitochondrien aus Zea mays

Die Priparation der Mitochondrien aus neun Tage alte, etiolierte Mais-Sprosse (vgl. 2.2.1)
erfolgte nach Newton (1994). Hierzu wurden die Sprosse zunéchst durch Besprithen mit
Meliseptol (50% v/v Isopropanol, 0,5% v/v Glyoxal) und eine anschlielende Inkubation
(15 min) in Hypochlorit-Losung (3% aktives Chlor) desinfiziert. Nach fiinfmaligem Waschen
des Materials mit kaltem Wasser erfolgte der Aufschluss in Puffer A (0,5 M Saccharose, 5
mM EDTA, 1% w/v BSA, 0,0175% v/v -Mercaptoethanol, 50 mM Tris-HCI, pH 7,5) im
Mixer (Waring Blender) durch drei kurze Mix-Impulse (3 x 2 sec.). Nachdem grobe Be-
standteile durch Filtrieren durch vier Lagen Mull abgetrennt worden waren, erfolgte eine
differentielle Zentrifugation der Suspension. Der Uberstand nach 10-miniitiger Zentrifugati-
on bei 1000 x g (4°C) wurde erneut zentrifugiert (20 min, 15900 x g, 4°C). Das so erhaltene
Sediment wurde in Puffer A resuspendiert, im Potter homogenisiert und auf diskontinuier-
liche Saccharosedichtegradienten (52%, 40%, 36% und 20% w/v Saccharose in Puffer A)
gegeben. Durch die nachfolgende Ultrazentrifugation in einem Ausschwingrotor (Centricon
T-1065, Kontron (Milan, Italien), Rotor TST 28.36, 24.000 rpm, 1 h, 4°C) konnten die
Mitochondrien aufgereinigt werden. Nach dem Verdiinnen der Mitochondrienfraktion mit
Puffer A wurden die Organellen durch eine Zentrifugation sedimentiert (15 min, 9000 x
g, 4°C). Die so erhaltenen Mitochondrien wurden mit Puffer A resuspendiert. Nicht so-
fort verwendete Organellen wurden mit Glycerin add 10% (v/v) versetzt und bei -80°C

gelagert.
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2.2.14.2 In wvitro Elektroporation isolierter Mitochondrien

Die Elektroporation isolierter, pflanzlicher Mitochondrien erfolgte in Anlehnung an das
Protokoll fiir tierische Mitochondrien (Collombet et al., 1997). Isolierte Organellen wurden
zuvor zweifach mit 0,6 M Saccharose gewaschen, mittels zehn-miniitiger Zentrifugation
(4°C, 10000 x g) sedimentiert und in 0,6 M Saccharose resuspendiert (Endkonzentration
300 pug Mitochondrienprotein (vgl. 2.2.15) in 25 ul 0,6 M Saccharose). Nach Zugabe von 3
ug Plasmid-DNA erfolgte die Elektroporation mittels ,, Gene Pulser 11¢ (BioRad, Miinchen)
in Elektroporationskiivetten (Spaltbreite 1 mm). Soweit nicht anders angeben, wurde die
Elektroporation unter Standardeinstellungen mit einem Widerstand von 400 Q, 25 uF
Kapazitdt und einer Feldstirke von 18 kV cm ! durchgefiihrt. Die Organellen wurden
anschlieflend in 0,6 M Saccharose aufgenommen und durch Zentrifugation (10 min, 10000

x g, 4°C) sedimentiert.

2.2.14.3 Solubilisierung der dusseren mitochondrialen Membran von Mitochon-

drien mittels Digitonin

Zur Solubilisierung der d&usseren mitochondrialen Membran wurden die Mitochondrien nach
der erfolgten Elektroporation mit 0,3 mg Digitonin pro mg Mitochondrienprotein bei 4°C

inkubiert. Hieran schloss sich dann die DNasel-Behandlung an.

2.2.14.4 Hydrolyse nicht DNasel-geschiitzter Plasmid-DNA nach erfolgter Elek-

troporation von Mitochondrien

Mitochondrien wurden im Anschluss an eine Elektroporation mit 10 pug DNasel in 100 pul
DNase-Puffer (0,6 M Saccharose, 1 M Natriumacetat, 50 mM Magnesiumsulfat, pH 5,0)
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieSfend wurde die DNasel durch eine
30-miniitige Behandlung mit 25 g Pronase in 180 pl Pronase-Puffer (1 mM EDTA, 0,15 M
NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4) bei 37°C fiir 15 min inaktiviert.
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2.2.14.5 In organello Inkubation von Mitochondrien

Auf Grundlage der Daten von Enriquez et al. (1996) wurde die in organello Inkubation
isolierter Mais-Mitochondrien vorgenommen. Der verwendete in organello-Puffer (25 mM
Saccharose, 75 mM Sorbitol, 100 mM KCI, 10 mM K HPO , 50 mM EDTA, 5 mM MgCl,,
10 mM Glutamat, 2,5 mM Malat, 10 mM Tris, pH 7,4) enthielt, so nicht anders angegeben,
1 mM ADP. Die Inkubation der Organellen erfolgte nach einmaligem Aquilibrieren in einem
Endvolumen von 500 ul pro 250 ug Mitochondrienprotein (vgl. 2.2.15) iiber ein bis fiinf
Stunden bei 25°C.

Zum Nachweis der Respirationsaktivitéit der isolierten Mitochondrien unter den beschriebe-
nen Inkubationsbedingungen wurde dem in organello Puffer der mitochondrienspezifische,
erst in der oxidierten Form fluoreszierende Farbstoff MitoTrackerOrange CM—H2TMROS
(Molecular Probes, Leiden) in einer Enkonzentration von 25 nM zugegeben. Nach einer
Aquilibrierung der Organellen in dem supplementierten Puffer und einer nachfolgenden
Inkubation iiber 30 min bei 25° wurden die Mitochondrien mittels Fluoreszenzmikroskopie
untersucht (vgl. 2.2.17).

Die Untersuchung der Transkriptionsaktivitdt der isolierten Mitochondrien in dem beschrie-
benen in organello Puffer erfolgte durch Inkubation der Mitochondrien (1 mg Mitochon-
drienprotein) in 500 pl des mit 100uCi [0432P]—UTP supplementierten Respirationspuffer

iiber einen Zeitraum von bis zu drei Stunden.

2.2.14.6 Isolierung von Nukleinsduren aus Mitochondrien

Zur Isolierung von Nukleinsduren aus Mitochondrien wurden die Organellen (250 ug Mito-
chondrienprotein, siehe 2.2.15) sedimentiert (10 min, 10000 x g, 4°C) und anschliefiend in
180 pl Wasser resuspendiert. Nach Zugabe von SDS (Endkonzentration 2% w/v) wurde eine
Phenolysierung zur Entfernung der Proteine vorgenommen. Die Féallung der Nukleinsduren
erfolgte mit Ethanol. Die so erhaltene DNA wurde in 10 mM Tris-HCI, pH 8,0 resuspen-
diert. Zur Préparation von RNA wurde diese aus der Losung der Gesamt-Nukleinsduren

selektiv mit 2M Lithiumchlorid gefallt.
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2.2.15 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976) mit Hilfe des
Proteinkonzentrations-Testsystems ,, BioRad Protein Assay* (BioRad, Miinchen) in einem
kolorimetrischen Gesamtproteinbestimmungstest. Als Proteinstandard diente Rinderserum-

albumin.

2.2.16 Enzym-Aktivitatsmessungen
2.2.16.1 Cytochrom-Oxidase

Die Aktivitiat der Cytochrom.-Oxidase wurde photometrisch anhand der Anderung des
Absorptionsverhaltens des Cytochrom, in reduziertem und oxidiertem Zustand nach Col-
lombet et al. (1997) bestimmt. Direkt vor der Messung wurde das Cytochrom, reduziert.
Nach Zugabe von 0,08 mM Cytochrom,, zu 1 ml Reaktionslosung (10 mM Kaliumphosphat,

pH 7) konnte die Absorptionsianderung bei 550 nm gemessen werden.

2.2.16.2 Fumarase

Die Aktivitdtsmessung der Fumarase, einem Leitenzym fiir die mitochondriale Matrix, wur-
de anhand der Absorptionsdnderung aufgrund des Umsatzes von L-Malat photometrisch
bei einer Wellenldnge von 240 nm bestimmt. Das Reaktionsgemisch enthielt je 20 pl der
Gradientenfraktion in 100 mM Tricin (pH 7,5) und 0,02% (v/v) Triton. Durch Zugabe von

5 mM Malat wurde die enzymatische Reaktion gestartet.

2.2.17 Mikroskopische Untersuchungen
2.2.17.1 Fluoreszenzmikroskopie

Der Nachweis der Respirationsaktivitiat der Mitochondrien in wvitro erfolgte nach Inku-
bation der Organellen in einem mit dem Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Orange CM-
H, TMRos (Molecular Probes, Leiden) supplementiertem in organello Puffer (vgl. 2.2.14)

mittels Fluoreszenzmikroskopie unter Verwendung des ,, Axiophot* Mikroskops (Zeiss, Je-
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na) mit entsprechendem Filtersatz. Zur Aufnahme der mikroskopischen Abbildungen wurde

die ,,ImageAccess“-Software in Verbindung mit einer Sony 3CCD Iriskamera eingesetzt.

2.2.17.2 Elektronenmikroskopie

Zur Anfertigung elektronenmikroskopischer Aufnahmen erfolgte die Fixierung isolierter
Mitochondrien iiber Nacht bei 4°C nach Elias und Miller (1975). Nach 2-maligem Spiilen
in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer wurde eine Behandlung mit 1% (w/v) OsO, iiber 1 h vorge-
nommen. Im Anschluss wurden die Proben 2-malig in 0,1 M Na-Cacodylatpuffer iiber 5 min
gewaschen, dann wurde das Material durch Inkubation in einer ansteigenden Ethanol-Reihe
von 50% (v/v, 2 x 10 min), 70% (v/v, 2 x 10 min), 90% (v/v, 2 x 5 min) und 100% (v/v, 4 x
20 min) entwéssert. AnschlieBend erfolgte das Trocknen in Propylenoxid (2 x 5 min). Nach
2 Stunden Inkubation in Epon/Propylenoxid (1:2) wurde die Probe in Epon/Propylenoxid
(2:1) fiir 2 Stunden iiberfithrt (Tandler und Walter, 1977). Uber Nacht wurde das Mate-
rial in reinem Epon belassen. Nach dem Wechsel des Epons erfolgte nach weiteren fiinf
Stunden Inkubation die Einbettung. Im Anschluss an das Auspolymerisieren iiber 24 h bei
70°C wurden die Proben geschnitten (Reichert Ultracut S). Nach dem Nachkontrastieren
mittels Uranylacetat erfolgten die mikroskopischen Aufnahmen am Philips CM 10 TEM
mit , Kodak electron microscope 4489 Filmen. Die Vorbereitung der Proben wurde, eben-
so wie die Anfertigung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen, von Fr. Dr. Pambor in

der Zentralen Mikroskopie des Botanischen Instituts vorgenommen.

2.2.18 Auswertung von Nukleotid- und Protein-Sequenzen

Vergleiche der Primérstruktur von Proteinen, DNA und RNA erfolgten mit dem Programm
CLUSTAL (Version W, Higgins und Sharp, 1988; Higgings et al., 1992; Thompson et al.,
1994). Das Auffinden homologer Bereiche in Protein-, DNA- sowie ¢cDNA-Sequenzen in
entsprechenden Datenbanken erméglichten die BLAST-Algorithmen (Altschul et al., 1990;
Altschul et al., 1997) sowie das FASTA-Programm (Pearson, 1990). Samtliche aufgefiihrten
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Programme stehen auf den Internet-Seiten des EBI (European Bioinformatics Institute,
http://www.ebi.ac.uk) und der SDSC' Biology Workbench (http://workbench.sdsc.edu/)
zur Verfiigung. Zur Berechnung der Sekundérstruktur von Transkripten wurde der mfold-

Server (http://www.bioinfo.rpi.edu/zuckerm/rna) verwendet (Zucker, 2003).

2.2.19 Graphische Darstellung von Vektorkarten

Zur Darstellung von DNA-Sequenzen und Vektorkarten wurde das Programm CLONE
Manager 4.1 (Scientific & Educational Software) verwendet.

2.2.20 Digitale Bildbearbeitung

Alle in dieser Arbeit dargestellten Abbildungen wurden elektronisch erfasst und bearbeitet.

Sie stimmen inhaltlich vollstdndig mit den Originaldaten oder Ergebnissen iiberein.

2.2.21 Sicherheitsbestimmungen

Die gentechnischen Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 (S1/B1) erfolgten nach dem Gentech-
nikgesetz vom 01.07.1990.
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3 Ergebnisse

In Anlehnung an die Erkenntnisse aus Arbeiten an tierischen Mitochondrien (Collombet et
al., 1996; Enriquez et al., 1997) wurde ein System entwickelt, dass es ermoglicht, Fremd-
DNA mittels Elektroporation in isolierte pflanzliche Mitochondrien einzubringen und die
in organello Transkription sowie die Prozessierung dieser Transkripte zu untersuchen.

Zunichst wurde die Uberpriifung der Reinheit der isolierten Mitochondrienpriparation
sowie die Integritéit der Organellen untersucht. Anschliessend wurde das in organello Trans-
kriptions- und wn wvitro Elektroporationssystem charakterisiert, bevor die Transkripte der

Transgene hinsichtlich der RNA-Edierung und des Spleifiens analysiert wurden.

3.1 Isolierung pflanzlicher Mitochondrien

Aufgrund der Daten zur entwicklungsabhéngigen Steigerung der Effizienz der RNA-Edier-
ung in Maiskeimlingen (Grosskopf und Mulligan,1996) wurde eine neuntégige Kultivierung
der Maiskeimlinge vorgenommen. Mitochondrien aus etiolierten Sprossen von Zea mays
wurden mittels Saccharosedichtegradientenzentrifugation in Anlehnung an Newton (1994)
sowie Logan et al. (2001) angereichert (vgl. Kap. 2.2.14). Zur Identifizierung der Bereiche
des Saccharosegradienten, die Mitochondrien enthalten, wurden Messungen der Aktivitét
von Enzymen, die in den Mitochondrien in der Matrix oder der Membran lokalisiert sind,
vorgenommen. Eine Bestédtigung der Identitdt und Integritédt der so isolierten Organellen
erfolgte durch elektronenmikroskopische Untersuchungen. Zudem wurde die Atmungsakti-

vitédt der Organellen durch eine Vitalfarbung nachgewiesen.

3.1.1 Aktivitatsmessungen mitochondrialer Leitenzyme

Einige Enzyme sind spezifisch in Mitochondrien lokalisiert und kénnen daher als Leiten-
zyme fiir diese Organellen verwendet werden. Hierzu zéhlen z.B. die Fumarase als charak-
teristisches Enzym der mitochondrialen Matrix sowie die Cytochrom. Oxidoreduktase als
Leitenzym der inneren mitochondrialen Membran. Die Aktivitdt des letzeren Enzyms wird

durch den photometrisch messbaren Umsatz von reduziertem zu oxidiertem Cytochrom,
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Abbildung 1: Bestimmung der spezifischen Aktivititen der Mitochondrien-spezifischen Enzyme Fuma-
rase sowie der Cytochrom; Oxidoreduktase.

Isolierte Mitochondrien von Z. mays wurden in einem diskontinuierlichen Saccharosedichtegradien-
ten (20%, 36%, 40% und 52% (w/v) Saccharose) aufgetrennt. 12 Fraktionen (je 1 ml) des Gradienten
(rechts) wurden zur Ermittlung des Proteingehalts und der Enzymaktivitéiten der untersuchten Leiten-
zyme entnommen. Die spezifischen, also auf den Proteingehalt bezogenen, Aktivitéiten der Leitenzyme
sind in Relation zur maximal gemessenen Enzymaktivitit (= 100%) gesetzt.

Dargestellt sind die gemittelten Werte der Enzymaktivitédten von zwei Datensétzen zweier unabhéngi-
ger Priparationen der Organellen.

bestimmt. Da eine intakte duflere Mitochondrienmembran jedoch fiir das Substrat, das
reduzierte Cytochrom. nicht permeabel ist, kann es zu keiner Oxidation des Cytochrom,
durch die Cytochrom,. Oxidoreduktase kommen, wenn die Organellen intakt sind. Somit
bietet dieser Nachweis zudem die Méglichkeit zur Analyse der Integritit der Mitochondri-
en. Zur Charakterisierung der Fraktionen des Saccharosegradienten wurden die Fraktionen

daher verdiinnt, so dass die Organellen nicht mehr osmotisch stabilisiert waren. Die matrix-
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bzw. membranlokalisierten Enzyme der lysierten Mitochondrien sollten demnach den je-
weiligen Substraten zugénglich sein.

Abb. 1 zeigt, dass bei einer Préaparation von Organellen im analytischen Mafstab die
maximale spezifische Aktivitdt der Cytochrom,. Oxidoreduktase sowie der Fumarase in
den Fraktionen der Interphase von 40% zu 52% Saccharose gemessen wurde. Offensichtlich

liegen in dieser Fraktion des Gradienten vermehrt Mitochondrien vor.

3.1.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung der isolierten Organellen

Um einen zusétzlichen Nachweis der Identitdt der aus Z. mays Sprossen isolierten Orga-
nellen zu erhalten, wurden die Fraktionen der Interphasen des Saccharosegradienten bei
36%-40% (w/v) und 40%-52% (w/v) Saccharose im Anschluss an die Zentrifugation zur

Anfertigung elektronenmikroskopischer Aufnahmen verwendet (siehe Kap. 2.2.17).

Abbildung 2: Nachweis der Identitét der isolierten Organellen mittels Elektronenmikroskopie.

Die Aufnahme der Fraktion der Interphase zwischen 36% und 40% (w/v) Saccharose weist lediglich
Membranvesikel bzw. nicht mehr intakte Mitochondrien auf (A). Demgegeniiber befinden sich in der
elektronenmikroskopischen Abbildung der Interphase zwischen 40% und 52% (w/v) isolierte, durch
die osmotisch aktive Saccharoselésung plasmolysierte Mitochondrien (B).
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Erwartungsgeméfl sind in der Fraktion zwischen 36% (w/v) und 40% (w/v) Saccharose
(siche Abb. 2) hauptséichlich Membranbestandteile bzw. nicht intakte Mitochondrien zu
erkennen. Dem gegeniiber zeigt das elektronenmikroskopische Aufnahme der Fraktion, die
bei der Dichtegradientenzentrifugation zwischen 40% (w/v) und 52% (w/v) Saccharose
bandiert, Strukturen (vgl. Abb. 2), die den Bildern von den unter &hnlichen Bedingungen
isolierten Mitochondrien entsprechen (Logan et al., 2001). Die durch die hohe Saccharo-
sekonzentration ,, plasmolysierten* Mitochondrien sind deutlich durch die Einfaltung der
inneren Mitochondrienmembran zu erkennen.

Plastiden scheinen bei der Priparation aufgrund ihrer von der der Mitochondrien unter-
schiedlichen Dichte durch die Zentrifugation aus der Organellen-Suspension entfernt zu
werden bzw. liegen nur noch als Membranvesikel vor. Auf eine Quantifizierung der Kon-
tamination bzw. auf eine weitere Aufreinigung der Mitochondrien wurde verzichtet. Zum
einen weichen die Daten zur erfolgreichen Elektroporation von Plastiden von denen fiir
Mitochondrien ab (To et al.,, 1996). Zum anderen ist der Editotyp der Plastiden von dem
der Mitochondrien verschieden (siehe Kap. 1.2.2). Eine RNA-Edierung der in organello
synthetisierten Transkripte der eingebrachten mitochondrialen Fremd-DNA sollte in Plas-
tiden nicht erfolgen, wie von Sutton et al. (1995) bereits fir Transkripte des coz2 Gens

gezeigt wurde.

3.1.3 Nachweis der Respirationsaktivitit der Mitochondrien in organello

Die isolierten Mitochondrien aus Z. mays wurden fiir eine Vitalfarbung durch den fiir Mito-
chondrien spezifischen Fluoreszenzfarbstoff MitoTracker Orange CM-H, TMRos (Molecular
Probes, Leiden) eingesetzt. Der Farbstoff ist nur in seiner oxidierten Variante fluoreszie-
rend, so dass eine Akkumulation in Mitochondrien und die nachfolgende Oxidation auf die
Identitét der Organellen, die Integritdt der mitochondrialen Membran und die Oxidati-
onsfahigkeit der Mitochondrien hinweisen.

Die isolierten Mitochondrien (1 ug Mitochondrienprotein pro ul in organello Puffer) wurden

zum Nachweis der Respirationsaktivitat in dem fiir tierische Mitochondrien entwickelten
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in organello Puffer (Enriquez et al., 1996) unter Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes Mito-
Tracker Orange CM-H TMRos (Molecular Probes, Leiden) mit einer Endkonzentration
von 25 nM inkubiert (siche Kap. 2.2.14). Mittels Fluoreszenzmikroskopie (vgl. Kap.2.2.17)
konnte gezeigt werden, dass es sich bei den isolierten Organellen um intakte, atmunsgaktive
Mitochondrien handelte (siche Abb. 3). Die Mitochondrien waren unter diesen Inkubations-
bedingungen, d.h. in dem verwendeten Puffer, in der Lage, den zugegebenen reduzierten
Fluoreszenzfarbstoff innerhalb einer Zeitspanne von 30 Minuten aufzunehmen und zu oxi-

dieren.

10 pm

Abbildung 3: Nachweis der Respirationsaktivitéit isolierter Mitochondrien.

Die isolierten, iiber eine Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation angereicherten Mitochondrien
(500 ug Mitochondrienprotein) wurden iiber einen Zeitraum von 30 Minuten in einem in organello
Puffer in Anwesenheit des in reduziertem Zustand farblosen, fiir Mitochondrien spezifischen Fluo-
reszenzfarbstoff MitoTracker Orange CM-H,TMRos (Molecular Probes, Leiden) bei einer Endkon-
zentration von 25 nM inkubiert. Die im Fluoreszenzmikroskop beobachtete Orange-Fluoreszenz der
Mitochondrien weist auf die erfolgte Aufnahme in die Organellen sowie Oxidation des Farbstoffs in
den Mitochondrien hin.
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3.2 Transkription und Prozessierung endogener mRNA in iso-

lierten Mitochondrien von Zea mays
3.2.1 Mitochondriale Transkription zn organello

Fiir die Untersuchung der Transkription fremder oder verdnderter Gene ist eine Trans-
kriptionsaktivitdt der isolierten Mitochondrien zwingend erforderlich. Die Analyse der
Transkriptionsfahigkeit der Organellen in dem in organello System erfolgte durch den Nach-
weis der Inkorporation von [a32P]—UTP in mitochondriale Transkripte in Abhéngigkeit von
der Zeit. Nach der Inkubation der Mitochondrien in dem mit [a3?P]-UTP supplementierten
in organello-Puffer (vgl. Kap. 2.2.14) tiber einen Zeitraum von 30 bis 180 Minuten wur-
de Gesamt-RNA isoliert und gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. Kap. 2.2.4). Wie die
Abb. 4 des von dem RNA-Gel angefertigten Autoradiogramms zeigt, konnte eine stetige
Zunahme héhermolekularer, radioaktiv markierter Transkripte in einem Zeitraum von drei
Stunden beobachtet werden. Da dem Puffer neben UTP keine weiteren Nukleotoide zuge-
geben wurde, ist der in den Organellen vorhandene Anteil an Nukleotiden offensichtlich
ausreichend fiir die Synthese der Transkripte iiber drei Stunden.

Erwartungsgeméf erfolgt eine Inkorporation von [a32P]—UTP nicht, nachdem die Organel-
len vor der mehrstiindigen Inkubation fiinf Minuten auf 100°C erhitzt wurden (siche Abb.
4).

Fiir tierische Mitochondrien wurde in dem in organello System eine Hemmung der mito-
chondrialen Transkription durch erhéhte Konzentrationen von ADP festgestellt (Enriquez
et al., 1996). Wie Abb. 4 zeigt, erfolgte die radioaktive Markierung der Transkripte in
isolierten Mitochondrien bei einer Konzentration von 1 mM ADP, wurde aber durch eine
hohere ADP-Konzentration (5 mM, siehe Abb. 4) im Respirationspuffer negativ beeinflusst.
Oligomycin, ein Hemmstoff der ATP-Synthase, hat einen negativen Einfluss auf die Trans-
kriptionsaktivitit der isolierten Mitochondrien. Die Inkorporationsrate von [a>2P]-UTP
ist bei Zugabe von Oligomycin (10 pug pro mg Mitochondrienprotein) im Vergleich zu der
Kontrolle ohne Zugabe des Hemmstoffs (Abb. 4, K) iiber drei Stunden minimal. Die Inhi-

bierung der ATP-Synthase sollte zu einer Reduzierung der Verfiigharkeit von ATP sowie
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Abbildung 4: Nachweis der Transkriptionsaktivitéit isolierter Mitochondrien.
Zur Untersuchung des Einflusses der ADP-Konzentration auf die Transkription wurden isolierte Mit-
ochondrien (1 mg Mitochondrienprotein) fiir einen Zeitraum von 30 bis 180 Minuten in einem mit

[a32P]—UTP versetzten in organello Puffer (je 500 ul) inkubiert. Der Puffer enthielt 1 mM respek-
tive 5 mM ADP. Zum jeweiligen Vergleich wurde eine Kontrolle (K) unter Standard-Bedingungen
inkubiert (1 mM ADP, 180 Minuten Inkubation). Die anschliessend isolierte Gesamt-RNA wurde
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Abgebildet ist das Autoradiogramm des so erhaltenen RNA-Gels.
Als Negativkontrolle wurden Mitochondrien verwendet, die vor dem Inkorporationsversuch erhitzt
wurden. Der Nachweis der Beeinflussung der mitochondrialen Transkription durch den Redoxzustand
der Organellen bzw. die Hemmung der mitochondrialen ATP-Synthase erfolgte durch Inhibierung der
ATP-Synthase mittels Oligomycin (10 pg/mg Mitochondrienprotein). (K: Kontrolle mit 1 mM ADP

ohne Oligomycin).

zu einer Verdnderung des Redoxzustandes der Organellen fithren. Demnach scheint die
mitochondriale Transkription von der Aufrechterhaltung der oxidativen Phosphorylierung
bzw. des Redoxzustandes der Organellen abhéngig zu sein.

Die Anreicherung der Organellen iiber einen Saccharosedichtegradienten sowie die zuvor
vorgenommene differentielle Zentrifugation sollte eine Kontamination der Mitochondrien-
fraktion durch isolierte Kerne sowie Etioplasten vermindern. Aufgrund der Inhibierung der
Transkription in isolierten Organellen durch Oligomycin kann davon ausgegangen werden,

dass die nachgewiesenen Transkripte nicht auf transkriptionsaktive Kerne oder membran-
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assoziierte, transkriptionsaktive Komplexe zuriickzufithren sind. In diesem Fall sollte die
in vitro RNA-Synthese nicht durch die Inhibierung der mitochondrialen ATP-Synthase ge-
hemmt werden. Eine mogliche Kontamination der Mitochondrienfraktion durch transkripti-
onsaktive Etioplasten oder plastiddre Membranen ist jedoch nicht génzlich auszuschliessen.
Bakterielle Verunreinigungen der Mitochondrienpréparatation konnten nicht nachgewiesen

werden.
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Abbildung 5: Cordycepin-vermittelte Inhibierung der Transkription in isolierten Mitochondrien von Z.
mays.

Isolierte Mitochondrien (1 mg Mitochondrienprotein) wurden in dem mit [a32P]—UTP supplementier-
ten in organello Puffer (500 pl) iiber einen Zeitraum von 90 Minuten inkubiert. Zur Untersuchung des
Einflusses von 3’-Deoxyadenosin 5-triphosphat (Cordycepin) auf die Termination der Transkription
in den Mitochondrien wurden 10 pg/ml (1), 50 pug/ml (2) sowie 100 pug/ml (3) Cordycepin zugege-
ben. Isolierte Gesamt-RNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Abbildung zeigt das von dem
getrockneten RNA-Gel angefertigte Autoradiogramm.

Zur weiteren Charakterisierung der mitochondrialen Transkription in wvitro wurde der ver-
wendete in organello Puffer mit unterschiedlichen Mengen an 3’-Deoxyadenosin 5’-tri-
phosphat (Cordycepin 5’-triphosphat) versetzt. Cordycepin wird durch die RNA-Polymerase
in die in der Synthese befindlichen Transkripte eingebaut. Aufgrund des Fehlens der 3’-
OH Gruppe verhindert Cordycepin die weitere Elongation der Transkripte. Zum Nachweis
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der Transkription in den isolierten Mitochondrien wurde der Puffer zudem mit [aSQP}—
UTP supplementiert (s.o.). Nach einer Inkubation der isolierten Organellen (1 mg Mito-
chondrienprotein) in dem mit 10 pg, 50 ug oder 100 pug Cordycepin pro ml versetzten in
organello Puffer iiber einen Zeitraum von 90 Minuten wurde Gesamt-RNA extrahiert und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Wie das Autoradiogramm des so erhaltenen RNA-Gels
(siche Abb. 5) zeigt, konnte bei Zugabe von 50 ug pro ml Corycepin (Abb. 5, 2) eine
deutliche Reduktion der Inkorporation von [a32P]-UTP im Vergleich zur Probe mit 10
ug pro ml Cordycepin (siche Abb. 5, 1) beobachtet werden. Eine weitere Reduktion der
UTP-Inkorporation ist in dem Ansatz mit der doppelten Konzentration (Abb. 5, 3) zu ver-
zeichnen. Demnach wird die mitochondriale Transkription auch durch diesen Hemmstoff

beeinflusst.

3.2.2 Spleilen von cox2 Primirtranskripten in isolierten Mitochondrien von

Zea mays

Neben einigen anderen Prozessierungsreaktionen, die z.B. die Verdnderung der 5’- und 3’-
Enden mitochondrialer Transkripte durch endo- oder exonukleolytisch wirksame Nukleasen
betreffen, ist das RNA-Spleifien in cis oder trans eine haufig vorkommende posttranskrip-
tionelle Modifizierung von Primértranskripten nukleérer, plastiddrer wie auch mitochon-
drialer Mosaikgene.

Zum Nachweis des Spleilens endogener Transkripte in isolierten Mitochondrien wurde bei-
spielhaft die Prozessierung der Transkripte des cox2 Gens iiber einen Zeitraum von fiinf
Stunden untersucht. Das coz2 Gen kodiert fiir die Untereinheit 2 der Cytochrom,. Oxidase.
Es weist innerhalb der kodierenden Sequenz ein Intron der Gruppe II auf (Fox und Lea-
ver, 1981). Durch Amplifikation der cDNA mit Oligonukleotiden, die jeweils innerhalb der
Sequenzen der beiden Exonen positioniert sind und das Intron flankieren, ist eine Differen-
zierung der gespleifiten von ungespleifiten Transkripten anhand der Groéfle der Amplifikate

moglich.
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Abbildung 6: RNA-Spleifien von Transkripten des cox2 Gens in isolierten Mitochondrien von Z. mays.
Die schematische Darstellung des coz2 Gens bzw. der ungespleifiten (A) und der gespleifiten cox2
mRNA (B) von Z. mays verdeutlicht den Gréflenunterschied der zu erwartenden cDNA-Amplifikate.
Die fiir die RT-PCR zur Amplifikation der cDNA verwendeten coz2 spezifischen Oligonukleotide
FK334/344 sind als Pfeile eingezeichnet. C Isolierte Mitochondrien wurden iiber einen Zeitraum von
60 bis 300 Minuten in in organello Puffer inkubiert. Die aus den Organellen isolierte RNA wurde, im
Anschluss an eine DNase-Behandlung, als Matrize fiir die RT-PCR mit den coz2 spezifischen, Intron-
flankierenden Oligonukleotiden FK343/FK344 eingesetzt. Zudem wurde zum Vergleich eine PCR mit
mtDNA als Matrize mit den Oligonukleotiden durchgefiihrt. Als Kontaminationskontrolle wurde eine
RT-PCR ohne Zugabe von DNA oder RNA vorgenommen (H,0).
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Aus den iiber einen Zeitraum von einer bis zu fiinf Stunden in dem in organello Puffer (vgl.
Kap. 2.2.14) inkubierten Mitochondrien wurde Gesamt-RNA isoliert. Mit Hilfe der Intron-
flankierenden Oligonukleotide FK343/FK344 konnte hiervon mittels RT-PCR (siehe Kap.
2.2.12) ein Fragment mit der Grofle von 250 bp amplifiziert werden (siehe Abb. 6). Im Ver-
gleich hierzu ergab die PCR mit DNA als Matrize ein Fragment von 1 kb. Die Grofle dieses
PCR-Produkts entspricht der zu erwartenden Griéfle eines RT-PCR Fragments, das von
ungespleiiter coz2 mRNA amplifiziert wurde. Ein RT-PCR Produkt dieser Lénge konnte
jedoch in den RT-PCR Proben nicht nachgewiesen werden, obwohl die in organello RNA-
Synthese durch Inkorporation von radioativ markiertem UTP in die mtRNA iiber die Zeit
beobachtete wurde (vgl. Kap. 3.2.1). Demnach erfolgte das Spleifien der coz2 Primértran-
skripte in den Organellen sehr effizient. Es ist jedoch nicht génzlich auszuschliessen, dass
lediglich die Analyse der zum Zeitpunkt der Isolierung der Organellen gespleifit und {iber

den Zeitraum stabil vorliegende coz2 mRNA erfolgte.

3.2.3 In organello RNA-Edierung endogener Transkripte
3.2.3.1 RNA-Edierung der nad9 Transkripte

Neben dem Spleiflen von Primértranskripten wurde zudem die RNA-Edierung endogener
Transkripte untersucht. Fiir das nad9 Transkript aus Z. mays sind bislang keine Edierungs-
stellen bekannt. Mdogliche Positionen fiir eine C zu U Transition wurden daher durch Ver-
gleiche publizierter nad9 mRNA und DNA Sequenzen ermittelt.

Das bei Z. mays im Chondriom lokalisierte nad9 Gen (NCBI ,, Accession No.“: AY506529)
kodiert fiir die Untereinheit 9 der NADH-Dehydrogenase. Die kodierende Sequenz weist eine
Grofle von 573 Nukleotiden auf. Das davon abgeleitete Polypeptid besteht demnach aus
191 Aminoséduren. Die DNA-Sequenz des Gens ist zwischen verschiedenen Arten relativ
hoch konserviert, wie der Vergleich der in den Datenbanken publizierten Sequenzen des
nad9 Gens von Lupinus luteus cv. Topaz (NCBI | Accession No.“: AF279446), Lupinus
angustifolius cv. Mirela (NCBI ,, Accession No.“: AF279448), Solanum tuberosum (NCBI
,Accession No.“: X79774), Oryza sativa (NCBI |, Accession No.“: AB076666) und Z. mays
zeigt (ohne Abb.).
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Abbildung 7: Sequenzvergleich der kodierenden Bereiche des nad9 Gens und der nad9 ¢cDNA von
Oryza sativa und Z. mays.
Zur Ermittlung potentieller Edierungsstellen in den Transkripten des nad9 Gens aus Z. mays wurde
ein Vergleich der kodierenden nad9 Sequenzen der DNA (NCBI ,, Accession No.“: AB076666) und
abgeleiteten ¢cDNA von O. sativa (Nishiwaki et al., 1995) sowie der Sequenz des Gens aus Z. mays
(,,Accession No.“: AY506529) vorgenommen. Die bekannten Edierungsstellen des nad9 aus O. sativa
sind, ebenso wie die durch die Sequenzierung der nad9 cDNA von Zea mays ermittelten Positionen
der Sequenz aus Z. mays, rot markiert.
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Bislang sind die Edierungsstellen der nad9 mRNA von S. tuberosum (Grohmann et al.,
1994; Lu und Hanson, 1996), O. sativa (Nishiwaki et al., 1995) sowie einiger Arten der
Gattung Lupinus (Rurek et al., 2003) charakterisiert. In Abb. 7 ist ein Sequenzvergleich
der nad9 DNA Sequenz von Z. mays (,,Accession No.*“: AY506529) mit der cDNA Sequenz
des Transkripts von O. sativa (Nishiwaki et al., 1995) gezeigt. Die Unterschiede von C zu
T geben einen Hinweis auf die mogliche Préasenz von Edierungsstellen im nad9 Transkript
von Z. mays.

Zur Analyse der nad9 Transkripte hinsichtlich potentieller Edierungsstellen wurden isolier-
te Mitochondrien einer Inkubation in dem Respirationspuffer (vgl. Kap. 2.2.14) {iber einen
Zeitraum von drei Stunden unterzogen. Ausgehend von der aus den Organellen isolierten
Gesamt-RNA wurde mit den nad9-spezifischen Oligonukleotiden FK660 und FK661 eine
570 bp grofie cDNA amplifiziert (ohne Abb.).

Dieses RT-PCR Produkt wurde, ebenso wie das ausgehend von mtDNA aus Z. mays am-
plifizierte PCR-Fragment, mit dem spezifischen Oligonukleotid FK660 sequenziert (siehe
Kap. 2.2.11). Die so erhaltenen Sequenzdaten zeigen erstmals, dass das nad9 Primértrans-
kript in Mitochondrien aus Z. mays einer RNA-Edierung unterliegt. An den Positionen 190
sowie 356 dominiert der Anteil von Cytosin gegeniiber Thymin in der cDNA-Probe (vgl.
Abb. 8), doch weisen die Ausschnitte der Chromatogramme der Sequenzierung deutlich
auf vorhandenes Thymin hin. Insgesamt sind somit elf Edierungsstellen im Transkript des
nad9 Gens ermittelt worden. Jede dieser Stellen liegt nicht vollstédngig ediert vor, wie die
Ausschnitte aus dem Chromatogramm der Sequenzierung (siehe Abb. 8) belegen.

Die Edierungsstellen der nad9 mRNA von Z. mays sind in der Tabelle 4 vergleichend
mit den bekannten acht Edierungspositionen des Transkripts von Oryza sativa (Nishiwaki
et al., 1995) zusammengefasst. Zudem verifiziert der Vergleich der so erhaltenen nad9
cDNA Sequenz die aus den bekannten Sequenzdaten von O. sativa (Nishiwaki et al., 1995)

abgeleiteten Annahmen zur RNA-Edierung des Transkripts aus Z. mays.
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Abbildung 8: Nachweis der partiellen Edierung der nad9 Transkripte in Z. mays.

Abgebildet sind Ausschnitte aus dem Chromatogramm der Sequenzierung des 570 bp groflen nad9
RT-PCR Produkts. Die Nummerierung der Edierungsstellen (unterstrichen) erfolgte relativ zum Start-
kodon der nad9 mRNA.



3 ERGEBNISSE 48

Tabelle 4: Ubersicht iiber die fiir O. sativa (Nishiwaki et al., 1995) publizierten und die fiir Z. mays

ermittelten Edierungsstellen des nad9 Transkripts

(RNA-Edierungsstellen sind unterstrichen; Abk.: nb. = nicht bestimmt;

+ = ediert, T > C; (4) = ediert, C > T)

Position | Sequenz [5° - 3’] | Edierung bei
0. sativa Z. mays
14 AACCAATCCAT + nb.
92 AATAGATCTG/TA n n
113 GACTACCCATT + +
167 CAAGTTTCGAT + +
190 AGTGGATCATC n (+)
223 AGTG/TGTCCATA + +
298 AATATCTCCGG + +
311 GTCAGTCCATT + +
328 AGCCGGCCGGT + +
356 GATATGTCTGG + (+)
368 CTTTCTTCCAT + +
398 CGTATATCAAC + +

3.2.3.2 Effiziente in organello RNA-Edierung der atp6 mRNA

Uber die nachweislich nur partiell erfolgte Edierung der nad9 mRNA hinaus wurde zusétz-
lich die Transkriptprozessierung am Beispiel der mRNA des atp6 Gens untersucht. Das
atp6 Gen kodiert fiir die Untereinheit 6 der mitochondrialen ATP-Synthase. Bislang sind
lediglich die RNA-Edierungsstellen des Z. mays atp6 Transkripts einer cytoplasmatisch
sterilen Linie von Z. mays (Kumar und Lewings, 1993) bekannt.

Innerhalb der kodierenden Sequenz dieser atp6 mRNA von 1245 bp befinden sich 18 Edie-
rungsstellen (Kumar und Lewings, 1993). Ein Vergleich der DNA-Sequenz des atp6 Gens
von Z. mays (Linie BN, NCBI , Accession No.“: AY506529) und der ¢cDNA (Linie B73,
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cms-C; NCBI |, Accession No.“: 711843; Kumar und Lewings, 1993) weist auf deutliche
Unterschiede der atp6 Sequenzen dieser beiden Linien im 5’-Bereich der kodierenden Se-
quenzen hin. Diese Unterschiede in dem als ,, prepiece” bezeichneten Abschnitt innerhalb des
offenen Leserahmens ist typisch fiir die atp6 Gene von Pflanzen (Mullen et al., 1992). Diese
Sequenz kodiert fiir eine N-terminale Extension des ATP6 Proteins mit unbekannter Funk-
tion. Innerhalb des zwischen verschiedenen Arten konservierten Bereichs der kodierenden
atpb Sequenz, , core“-Region genannt, sind beide Sequenzen einander dhnlicher. Auffillig
sind Unterschiede von C zu T, die bei einem Vergleich von mRNA und DNA Sequenz auf
eine potentielle Edierungsstelle hindeuten. Das atp6 Transkript aus Z. mays (Linie NB)
weist aufgrund des Sequenzvergleichs 18 potentielle Edierungsstellen auf. Auffillig ist die
mogliche Edierung des Cytosins der Z. mays (Linie NB) atp6 RNA an Position 1185, da
sie zur Einfithrung eines Stopp-Kodons (CAA — TAA) fiihrt, so dass das von dieser pro-
zessierten mRNA abgeleitete Peptid um 15 Aminoséduren gegeniiber dem von der Sequenz
des Primértranskripts abgeleiteten Proteins verkiirzt ist.

Eine Edierung der atp6 mRNA an Position 953 (bezogen auf das Startkodon) fithrt zum
Austausch des Cytosins in der Sequenz 5° AAGCUC 3’ durch ein Uracil, so dass die
Basenfolge 5° AAGCUU 3’ in der edierten mRNA zu einer Erkennungssequenz fiir die
Restriktionsendonuklease HindIIl in der cDNA fiihrt. Somit ist iiber die Hydrolysierbarkeit
der atp6 cDNAs ein erster Einblick in den Status der Edierung der zugrunde liegenden atp6
Transkripte moglich.

Gesamt-RNA wurde aus den {iber einen Zeitraum von einer bis zu drei Stunden in dem
in organello Puffer inkubierten Mitochondrien (siche Kap. 2.2.14) isoliert. Mit den beiden
innerhalb der kodierenden Sequenz gelegenen, atp6 spezifischen Oligonukleotide FK75 und
FK98 (vgl. Kap. 2.1.2, Position siche Abb. 9, A) konnten 521 bp groe RT-PCR Produkte
amplifiziert werden (siehe Abb. 9, B). Anschliessend wurde die Hydrolyse (vgl. Kap. 2.2.6)
der ¢cDNA durch die Restriktionsendonuklease HindIIl vorgenomen. Da anndhernd alle
atp6 RT-PCR Produkte durch HindIII hydrolysiert wurden (vgl. Abb.9, B), ist auf eine
fast vollstandige Edierung der atp6 mRNA an der hier betrachteten Edierungsstelle zu

schliessen.
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Abbildung 9: RNA-Edierung von Transkripten des atp6 Gens in isolierten Mitochondrien von Z. mays.
A Schema der kodierenden Sequenz (schwarzer Pfeil) des atp6 Gens aus Z. mays. Die fiir die Amplifi-
zierung der atp6 cDNA verwendeten Oligonukleotide FK75 und FK98 sind als graue Pfeile dargestellt.
B Gelelektrophoretische Auftrennung der atp6 RT-PCR Produkte vor (-) und nach (+) einer Hydroly-
se der Amplifikate durch die Restriktionsendonuklease HindIII. Die fiir die RT-PCR verwendete RNA
wurde aus Mitochondrien isoliert, die iiber einen Zeitraum von 30 bis 420 min einer in organello Inku-
bation unterzogen worden waren. C Autoradiogramm des Sequenzgels nach einer Sequenzierung des

atp6 DNA sowie cDNA Amplikons. Die in der Sequenz der atp6 cDNA verifizierten Edierungsstellen
sind durch Pfeile hervorgehoben.

Dieser erste Einblick in den Edierungsstatus der atp6 Transkripte wurde durch die Se-
quenzierung der cDNAs bestéitigt. Das in Abb. 9 (C) dargestellte Autoradiogramm zeigt
das Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der Sequenzreaktion. Sowohl das
von RNA erhaltene RT-PCR Fragment, als auch das von DNA amplifiziertes atp6 PCR-

Produkt wurden sequenziert. Das Autoradiogramm dokumentiert die Sequenzunterschiede
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die Edierungsstellen des atp6 Transkripts aus Z. mays (CMS-C, Kumar und
Levings, 1993) sowie die im in organello System beobachtete RNA-Edierung der atp6 Transkripte.

(RNA-Edierungsstellen sind unterstrichen; Abk.: nb = nicht bestimmt, + = ediert)

Position | Sequenz [5° - 3’] | Edierung in organello
480 ATATTGGCAAG nb
515 TCCTTGTCTAT nb
530 TCACTCTCGGT nb
584 GGAAAGTCAGT nb
635 TTCGTGCCGAA nb

704 TGCATCTCGGT +
722 ACTTTTTCGTT +
730 GTTATTTCGTA +
737 CGTAATCCCCA +
738 GTAATCCCCAG +

931 AATCTCTCATT nb
953 TTAAGCTCAGG +
995 CATAGTTCAGT nb
1124 GCTATATCACA nb
1132 ACAAGCTCATG nb
1139 CATGTTTCTAC nb
1148 ACGATCTCAAT nb
1175 GATGCTACAAA nb.
1185 TCTCCATCAAA nb.

zwischen DNA und RNA an fiinf Positionen, bei denen Cytosine in der DNA Sequenz
durch Thymine in der cDNA Sequenz substituiert sind.

3.2.4 Edierung de novo synthetisierter RNA in isolierten Mitochondrien

Sowohl bei der Untersuchung des RNA-Spleifiens der coz2 mRNA (siehe Kap. 3.2.2), wie
auch der RNA-Edierung der atp6 Transkripte (vgl. Kap. 3.2.3) konnte eine effiziente Pro-
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zessierung der Primértranskripte in isolierten Mitochondrien in dem betrachteten Zeitraum
von bis zu sieben Stunden nachgewiesen werden. In Hinblick auf den Nachweis der erfolg-
ten Inkorporation von [@3*P]-UTP in synthetisierte Transkripte (vgl. Kap. 3.2.1) deutet
dies darauf hin, dass auch die in isolierten Mitochondrien neu synthetisierte mRNA prozes-
siert wird. Nicht auszuschliessen ist jedoch, dass der Anteil stabiler Transkripte weit iiber
dem der neu transkribierten mRNA liegt, so dass die Analyse der RNA-Edierung bzw.
des RNA-Spleifiens hauptséchlich auf bereits zum Zeitpunkt der Isolierung vorhandener
prozessierter RNA beruht.

Zur Analyse der RNA-Edierung von Transkripten, die nachweislich wahrend der in organel-
lo Inkubation (siche Kap. 2.2.14) synthetisiert werden, erfolgte die in organello Markierung
der sich im Zustand der Synthese befindlichen mtRNA mittels Biotin. Isolierte Mitochon-
drien aus Mais wurden hierzu in dem mit Biotin-16-UTP versetzen in organello Puffer
inkubiert. Nach einer Inkorporation des Nukleotid in die neu synthetisierten Transkripte
kann diese markierte RNA anschliessend aus dem Isolat der gesamten Nukleinsduren selek-
tiv iiber eine Interaktion mit Streptavidin angereichert werden. Hiermit kann ausgeschlos-
sen werden, dass die Analyse der Prozessierung der Transkripte lediglich auf dem Nachweis
der Stabilitdt bereits vor der Inkubation vorliegender edierter Transkripte erfolgt.

Durch Kontrollen konnte ausgeschlossen werden, dass bei der Isolierung von markierter
RNA auch nicht mit Biotin markierte RNA isoliert und untersucht wurde. Zum einen
wurde RNA aus Mitochondrien, die in Abwesenheit von Biotin-16-UTP inkubiert worden
waren, isoliert und mit paramagnetischen Partikeln versetzt. Dariiber hinaus wurden Nu-
kleinsduren aus den mit Biotin-haltigem Puffer inkubierten Mitochondrien isoliert. Beide
RNA-Fraktionen wurden, wie auch die Biotin-markierten und mit Magnetpartikeln ver-
setzten RNA-Isolate, mehrfachen Aufreinigungen unterzogen. In beiden Kontroll-Ansétzen
konnte wiahrend der anschlieBenden RT-PCR mit den atp6 spezifischen Oligonukleotiden
FK75 und FK98 keine atp6 cDNA amplifiziert werden. Eine Kontamination der mit Biotin-
markierten und an die paramagnetischen Partikel gebundenen RNA durch unmarkierte
Transkripte konnte damit ausgeschlossen werden.

Nach der Inkubation der Organellen in dem mit Biotin-16-UTP supplementierten in or-



3 ERGEBNISSE 33

+ Biotin-UTP
- Magnetp.
- Biotin-UTP
+ Magnetp.

AAAGCTTA

B C

Abbildung 10: In organello RNA-Edierung von de novo synthetisierten Transkripten des atp6 Gens in
isolierten Mitochondrien von Z. mays.

A Auftrennung der RT-PCR Produkte nach Amplifikation der atp6 cDNA ausgehend von isolierter,
mit Biotin-UMP markierter Gesamt-RNA aus einer Inkubationsreihe der Mitochondrien iiber ein bzw.
drei Stunden. Das 521 bp grofie RT-PCR Fragment wurde unbehandelt (-) und nach einer erfolgten
Hydrolyse durch die Restriktionsendonuklease HindIII als Test auf die erfolgte RNA-Edierung aufge-
tragen. B Der Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Sequenzierung der cDNA-Produkte bestéitigte
die partielle Edierung der atp6 Transkripte an Position 953 nach einer Stunde in organello Inkubation
der Mitochondrien (B, Edierungsstelle ist unterstrichen). Dem gegeniiber weist das Chromatogramm
der Sequenzierung des RT-PCR Produkts nach einer drei stiindigen Inkubationszeit der Organellen
hingegen auf eine vollstindig edierte atp6 mRNA hin (C, Unterstriche: Edierungsstelle).

ganello Puffer {iber einen Zeitraum von einer und drei Stunden wurde die Gesamt-RNA
aus den Organellen isoliert. Uber die Interaktion von Streptavidin und Biotin konnten die
Biotin-markierten mRNAs isoliert werden. Diese wurden dann fiir eine RT-PCR (siche

Kap. 2.2.12) mit den atp6-spezifischen Oligonukletiden FK75 und FK98 (vgl. Kap. 2.1.2)
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eingesetzt. Nachfolgend erfolgte die Hydrolyse (siehe Kap. 2.2.6) der so erhaltenen 521 bp
groflen cDNA mit der Restriktionsendonuklease HindIIl. Die nach einstiindiger Inkubati-
on der Organellen extrahierte, Biotin-markierte RNA lieferte ein RT-PCR Produkt, das
nicht vollstandig durch HindIIl hydrolysiert werden konnte. Die nur partiell erfolgte Edie-
rung der atp6 Transkripte wurde durch eine Sequenzierung des Amplifikationsprodukts
bestétigt. Eine anndhernd vollstédndige Hydrolyse konnte hingegen bei der RT-PCR Pro-
be ermittelt werden, die von RNA aus den iiber drei Stunden inkubierten Mitochondrien
erhalten wurde. Demnach lagen fast alle Transkripte des atp6 Gens an der untersuchten
Edierungsstelle prozessiert vor. Durch eine Sequenzierung der cDNA konnte dieser erste
Eindruck iiber den Edierungsstatus bestéatig werden (siehe Abb. 10, B, C). Demnach nimmt
der Grad der Edierung der atp6 Transkripte iiber die Zeit zu.

3.3 Elektroporation isolierter Mitochondrien

Notwendige Voraussetzung fiir die Analyse der an der Transkriptprozessierung in intakten
Mitochondrien beteiligten cis-Faktoren ist es, fremde oder verdnderte DNA in die Organel-
len einzubringen. In Anlehnung an die vorliegenden Daten zur Elektroporation tierischer
Mitochondrien von Collombet et al. (1997) wurde ein System fiir pflanzliche Mitochondrien

etabliert und charakterisiert.

3.3.1 Abhingigkeit der in vitro Elektroporation isolierter Mitochondrien von

der Feldstirke

Um die fiir eine Elektroporation pflanzlicher Mitochondrien optimalen Bedingungen zu er-
mitteln, wurde die Feldstérke bei sonst konstannten Bedingungen variiert. Hierfiir wurde
die Standardeinstellung fiir die Elektroporation (400 €2 Widerstand und 25 uF Kapazitét)
von den fiir tierische Mitochondrien (Collombet et al., 1997) ermittelten Ergebnissen iiber-
nommen. Bei gleichbleibendem Plattenabstand des Kondensators (Spaltbreite der Kiivette:
1 mm) wurde so eine Versuchsreihe mit steigender elektrischer Spannung vorgenommen.

Um eine spezifische Detektion der in die Organellen eingebrachten DNA zu erméglichen,
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wurde das 3,7 kb grofie Plasmid pTE231 (siehe Kap. 2.1.3) verwendet. In diesem Plasmid
liegt die fiir das GFP (griin fluoreszierende Protein) kodierende Sequenz im Klonierungsvek-
tor pBluescript IT SK+ (Stratagene, Leiden) vor (Engmann, pers. Mitteilung). Aufgrund
der Sequenzunterschiede zwischen der Plasmid-DNA und der mtDNA ist ein selektiver
Nachweis der in die Organellen eingebrachten Fremd-DNA moglich.

Im Anschluss an die Elektroporation der Mitochondrien (jeweils 250 pg Mitochondrienpro-
tein) mit gleichen Mengen Plasmid-DNA (je 3 ug) wurde nicht geschiitzte, freie Plasmid-
DNA durch Inkubation des Ansatzes mit DNasel hydrolysiert. Eine Inaktivierung der DNa-

sel (siehe Kap. 2.2.14) durch eine Behandlung mit Pronase (vgl. Kap. 2.2.14) ermdoglicht

G DNA|0kV |0,5kV|1,0kV|1,5kV| 2,0kV

Abbildung 11: Untersuchung zur Lokalisation der durch Elektroporation in die Mitochondrien einge-
brachten Plasmid-DNA in Abhéngigkeit von der Feldstéirke.

Isolierte Mitochondrien (250 ug Mitochondrienprotein) wurden in Anwesenheit von 3 ug Plasmid-DNA
(pTE231) einer Elektroporation bei steigender Feldstirke (Spannung von 0 bis 2 kV) unterzogen. Im
Anschluss an eine selektive Solubilisierung der dusseren mitochondriellen Membran mittels des Deter-
genzes Digitonin erfolgte die Hydrolyse der DNA mit DNasel. Die dann vorliegende DNase-geschiitzte
Gesamt-DNA wurde extrahiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und fiir einen Southern-Blot zur
Hybridisierung mit einer radioaktiv Sonde gegen das verwendete Plasmid eingesetzt. Zum Vergleich
wurden DNA-Proben aus den Digitonin-behandelten (D) wie unbehandelten (-) Mitochondrien auf-
getragen. Als Negativkontrolle wurden Mitochondrien ohne Zusatz von DNA einer Elektroporation
ausgesetzt (O DNA).
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nachfolgend die Isolierung der Gesamt-DNA. Der von der gelelektrophoretisch aufgetrenn-
ten Gesamt-DNA angefertigte Southern-Blot (vgl. Kap. 2.2.10) wurde mit einer [a32P]
radioaktiv markierten Sonde (siehe Kap. 2.2.9) gegen das Plasmid pTE231 hybridisiert.
So konnte die nach der Elektroporation vorliegende, vor der Hydrolyse durch die DNasel
geschiitze Plasmid-DNA nachgewiesen werden (siche Abb. 11).

Prémisse fiir die beabsichtigte Expression der in die Organellen eingebrachte Fremd-DNA
ist die Lokalisation der rekombinanten DNA in der mitochondrialen Matrix. Nur so sollte
eine Transkription der DNA des Fremdgens moglich sein. Die Untersuchung zur Loka-
lisation der Plasmid-DNA in den Mitochondrien im Anschluss an eine Elektroporation
erfolgte nach Rasmusson et al. (1999). Das Detergenz Digitonin permeabilisiert unter den
gewahlten Bedingungen spezifisch die duflere Membran der Mitochondrien. Somit wird
auch die nach einer erfolgten Elektroporation im Intermembranraum der Mitochondrien
vorliegende Plasmid-DNA zugénglich fiir die zugesetzte DNasel. Die im Anschluss an die
Behandlung der Organellen mit Digitonin (siehe Kap. 2.2.14) extrahierte DNase-geschiitze
Gesamt-DNA wurde fiir die Anfertigung des Southern-Blots eingesetzt. Der Nachweis der
zur Elektroporation verwendeten Plasmid-DNA (pTE231, s.o.) erfolgte durch eine Hybri-
disierung des Blots mit der [ozgzP] radioaktiv markierten Sonde gegen das Plasmid.

Eine Hybridisierung der Plasmid-Sonde mit hochmolekularer mtDNA erfolgte nicht (siehe
Abb. 11, @ DNA). Ohne vorhergehende Elektroporation wurde offensichtlich die gesam-
te eingesetzte Plasmid-DNA wiéhrend der nachfolgenden DNasel-Inkubation hydrolysiert.
Ein Hybidisierungssignal ist in diesem Fall nicht zu beobachten (vgl. Abb. 11, 0 kV). Mit
steigender Feldstiarke lag eine zunehmende Menge Plasmid-DNA vor, die insensitiv ge-
geniiber der Hydrolyse war. Dies ist aus der zunehmende Stérke der Hybridisierungssigna-
le in Abhéngigkeit von der Spannung zu schlieen. Das Maximum an DNasel-geschiitzter
Fremd-DNA wurde im Anschluss an die Elektroporation der Organellen bei einer Spannung
von 1,5 bis 2 kV, demnach bei einer Feldstarke von 18 bis 20 kV cm™! nachgewiesen.

Wie im Autoradiogramm in Abb. 11 dargestellt, konnten auch in der isolierten DNA der
mit Digitonin behandelten Organellen Plasmid-DNA nachgewiesen werden. Bei identischen

Elektroporationsbedingungen lag in diesen Mitochondrien im Vergleich zu den unbehan-
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delten Organellen weniger Plasmid-DNA vor. Mit steigender Feldstérke nimmt jedoch auch
der Anteil an Plasmid-DNA in den so behandelten Proben zu. Folglich kénnte die erhéhte
Feldstérke mit einem Optimum von 18 bis 20 kV cm™! dazu fithren, dass ein erhohter Anteil

der in die Mitochondrien eingebrachte Plasmid-DNA in der Matrix vorliegt.

3.3.2 In wvitro Elektroporation von Mais-Mitochondrien in Abhingigkeit von
der Grofle der Plasmid-DNA

Das Einbringen von Fremd-DNA in isolierte Mitochondrien kénnte von der Grofie und
der Konformation der verwendeten Plasmid-DNA abhéngig sein. Dies wiirde fiir die nach-

folgend geplanten Experimente zur heterologen Expression von Fremd-DNA in isolierten
Mitochondrien eine Reglementierung in Bezug auf die Groéfle der in die Organellen einzu-

bringenden DNA bedeuten.

Um zunéchst den Einfluss der Konformation der zur Elektroporation isolierter Mitochon-

drien verwendeten DNA zu testen, wurde bei gleichbleibenden Elektroporationsbedingungen
(Standardbedingung: 25 uF Kapazitit, 400 Q Widerstand, 20 kV et Feldstéirke) Fremd-

DNA in Form des Klonierungsvektors pBluescript IT SK+ (vgl. Kap. 2.1.3) in linearisiertem
sowie superspiralisiertem Zustand eingesetzt. Das Plasmid weist eine Grofle von 3 kb auf.

Die mit der Plasmid-DNA (je 3 ug) vermischten Mitochondrien (jeweils 250 g Mitochon-

drienprotein) wurden nach der erfolgten Elektroporation (siehe Kap. 2.2.14) mit DNasel
inkubiert, um die nicht von einer Membran geschiitzte DNA zu hydrolysieren. Nach Inakti-
vierung der DN Ase durch Pronase wurde die gesamte DNA isoliert und gelelektrophoretisch
(siche Kap. 2.2.4) aufgetrennt. Der hiervon angefertigte Southern-Blot (vgl. Kap. 2.2.10)

wurde mit einer [a?’Q]P—markierten Sonde (vgl. Kap. 2.2.9) gegen das verwendete Plasmid
hybridisisiert.

In Abb. 12 ist das so erhaltene Autoradiogramm gezeigt. Sowohl bei Verwendung linearer
wie auch kovalent geschlossener, zirkuldrer pBluescript II SK+ Plasmid-DNA zur Elek-
troporation konnte in der isolierten Gesamt-DNA das Plasmid nachgewiesen werden (vgl.

Abb. 12, A). Obwohl der Vektor vor der Elektroporation zu 99% in der kovalent geschlos-

sen zirkuldren Form vorlag, konnte offenzirkulédre sowie lineare Plasmid-DNA in der aus
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Abbildung 12: Effizienz der in vitro Elektroporation isolierter Mitochondrien in Abhéngigkeit von der
Konformation und Gréfle der verwendeten Plasmid-DNA.

Isolierte Mitochondrien (250 pug Protein) wurden mit 3 pug Plasmid-DNA fiir eine Elektroporation ein-
gesetzt. Verwendet wurde lineare wie zirkulér geschlossene DNA des Klonierungsvektors pBluescript
SK+ (3kb, Abb. A), das Plasmid pFK224 mit einer Grofie von 11 kb (Abb. B) sowie das Cosmid D9
(30 kb, Abb. C). Die nicht DNasel-geschiitzten Nukleinsiuren wurden nach Inaktivierung der DNa-
se mittels Pronase im Anschluss an eine gelelektrophoretische Auftrennung fiir einen Southern-Blot
eingesetzt. Nach einer Hybridisierung mit [agQ}P—markierten Sonden gegen die verwendeten Plasmide
konnte das abgebildete Autoradiogramm erhalten werden. Es handelt sich jeweils um zwei unabhéngi-
ge Elektroporationsversuche, bei C ist zum Nachweis der erfolgreichen Hybridisierung zusétzlich eine
Positivkontrolle dargestellt (K).

den Organellen im Anschluss an die Elektroporation isolierten Gesamt-DNA nachgewiesen

werden.
Der 11 kb grofie Vektor pFW224 und das 30 kb grofle Cosmid P9 (siehe Kap. 2.1.3)

wurden ebenfalls zur Elektroporation der Organellen (vgl. Kap. 2.2.14) verwendet, um die
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mogliche Limitierung der Elektroporation von Organellen durch die Groe der verwendeten
Fremd-DNA zu untersuchen. Das Plasmid pFW224 sowie das Cosmid D9 enthalten Fremd-
DNA aus Pilzen, so dass ein Nachweis der in die Organellen eingebrachten DNA ohne
Kreuzreaktionen mit der mtDNA ermoglicht ist.

Das Plasmid pFW224 wurde unter den gleichen Bedingungen in der kovalent geschlossenen,
zirkuldren Form (cce Form, ,, covalently closed circular®) zur Elektroporation von isolierten
Mitochondrien eingesetzt. DNase-geschiitzte Plasmid-DNA wurde dann im angefertigten
Southern-Blot (vgl. Kap. 2.2.10) durch eine [a32]P—markierte Sonde (vgl. Kap. 2.2.9) gegen
die Plasmid-DNA nachgewiesen. Auch hier konnte ein Hybridisierungssignal nachgewiesen
werden, wie das Autoradiogramm in Abb. 12 (B) zeigt. Die Grofie von 11 kb entspricht der
linearisierten Form des Plasmids. Dariiber hinaus sind Hybridisierungssignale im héhermo-
lekularen Bereich erkennbar, was fiir das Vorhandensein von offenzirkulédrer Plasmid-DNA
nach der Elektroporation spricht. Demnach lag ein Teil des zur Elektroporation einge-
setzten Plasmids in der linearen und offenzirkuldren Form, wenig jedoch in der kovalent
geschlossenen Konformation vor.

Im Gegensatz zu den 3 bzw. 11 kb groBlen Plasmiden konnte das Cosmid P9 (30 kb) nach
einer Elektroporation in der isolierten Gesamt-DNA der Mitochondrien nicht nachgewiesen
werden (vgl. Abb. 12, C).

Eine Hybridisierung der eingesetzten Sonden mit hochmolekularer DNA (mtDNA) wurde in
keinem der durchgefiihrten Versuche beobachtet. Der Nachweis der eingesetzten Vektoren
war demnach spezifisch. Folglich kann davon ausgegangen werden, dass die Effizienz des
Einbringens von Fremd-DNA in isolierte Mitochondrien mittels Elektroporation von der
GroBe der verwendeten Plasmid-DNA, nicht jedoch von deren Konformation abhéngig
ist. Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass die verwendete geschlossen-zirkulére
Plasmid-DNA im Anschluss an eine Elektroporation zum Grofiteil in der offen-zirkuléren
bzw. linearen Form vorkommt. Dies kénnte einen Einfluss auf die geplante Transkription

der eingebrachten Fremd-DNA haben.
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3.4 Transkription exogener DNA in isolierten Mitochondrien und

in organello Prozessierung fremder Transkripte

Wie in den vorhergehenden Kapiteln gezeigt, ermoglicht das in organello System die Auf-
rechterhaltung der Transkription und der Prozessierung der mRNA in isolierten Mitochon-
drien {iber einen Zeitraum von bis zu sieben Stunden. Dariiber hinaus konnte Plasmid-DNA
i vitro mittels Elektroporation in isolierte Mitochondrien, vermutlich in die mitochondria-
le Matrix, eingebracht werden. Durch die Verbindung der in wvitro Elektroporation mit der
nachfolgenden transienten Transkription der so in die Organellen transferierten Fremd-
DNA steht demnach ein System zur Verfiigung, welches die Analyse der Transkription
fremder oder verdnderter Gene und der Prozessierung dieser Transkripte ermdglichen soll-

te.

3.4.1 Expression des Arabidopsis thaliana coxr2 Gens in Mitochondrien aus

Zea mays
3.4.1.1 Klonierung des cox2 Gens von Arabidopsis thaliana

Aufgrund des beobachteten effizienten Spleiflens endogener coz2 mRNA in isolierten Mito-
chondrien von Z. mays erfolgte die Analyse der Transkription und Prozessierung von Tran-
skripten eines in die Organellen eingebrachten Fremdgens am Beispiel der coz2 Sequenz
von A. thaliana.

Die mitochondrialen coz2 Gene monokotyler wie dikotyler Pflanzen weisen meist ein Grup-
pe II Intron auf, welches die kodierenden Exone trennt. Bei den Angiospermen ist die In-
sertionsposition des Introns konserviert. Lediglich in zwei Linien der Dikotylen kommt das
Gruppe II Intron nicht mehr im coz2 Gen vor (De Benedetto et al., 1992). Einige Angio-
spermen hingegen weisen ein weiteres, im 3’-Bereich der kodierenden Sequenz gelegenes
Gruppe II Intron auf (Lippok et al., 1992; Unseld et al., 1997; Qui et al., 1998). Weder
sind die Sequenzen beider Intronen homolog, noch ist das Vorkommen des einen Introns

abhéngig von dem des anderen. Das coz2 Gen von Daucus carota beispielsweise enthélt
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beide Introne (Lippok et al., 1992). Bei Z. mays hingegen liegt nur das im 5’-Bereich der
coz2 Sequenz gelegene Intron vor (Fox und Leaver, 1981). Diese Insertionsposition ist fiir
die cox2 Sequenz der Monokotylen charakteristisch (Kudla et al., 2002). Dem gegeniiber
befindet sich in der cozr2 Sequenz von A. thaliana das mit dem Mais coz2 Intron nicht ho-
mologe Gruppe II Intron in dem 3’-Anteil der kodierenden Sequenz (Unseld et al., 1997).
Diese Divergenz der Introne zwischen A. thaliana und Z. mays sowie einige, wenn auch ge-
ringe Sequenzunterschiede innerhalb der kodierenden Sequenzen ermdoglichen eine Analyse
der Transkripte des heterolog in Z. mays exprimierten Gens aus A. thaliana.

Die zur Klonierung des cox2 Gens von A. thaliana verwendeten Oligonukleotide FK351 und
FK352 (siehe Kap. 2.1.2, Position der Oligonukleotide sieche Abb. 13) wurden aus der pu-
blizierten A. thaliana mtDNA Sequenz (NCBI ,, Accession No.“: NC 001284) abgeleitet. Im
Hinblick auf mogliche weitere Verwendungen wurden am 5’-Ende Erkennungssequenzen fiir
die Restriktionsendonuklease NotI eingefiigt (vgl. Kap. 2.1.2). Mit diesen Oligonukleotiden
wurde aus Gesamt-DNA (vgl. Kap. 2.2.3) von A. thaliana mittels PCR ein 3,2 kb grofies
Fragment amplifiziert. Dieses PCR-Produkt wurde in den Klonierungsvektor pBluescript
IT SK+ kloniert. Das so erhaltene Plasmid pTJ246 (Plasmidkarte siche Anhang, Abb. 27)
enthélt neben der 783 bp groflen kodierenden Sequenz des coz2 Gens das inserierte Gruppe
IT Intron (1344 bp) und zudem einen 579 bp grofien Anteil des 5’- und einen 526 bp grofien
Sequenzabschnitt des 3’-Nichtkodierungsbereichs des Gens (vgl. Abb. 13).

Innerhalb des 5-Bereichs findet sich an Position -210 relativ zum Startkodon die Sequenz
5 CGTA 3’ (Staudinger und Kempken, 2003), die der Konsensussequenz mitochondrialer
Promotoren (5" YRTA 3’) entspricht. Zudem weist dieser Sequenzabschnitt im 3’-Anteil
eine hohe Ahnlichkeit zum Promotor des atp6 sowie cor2 Gens (Lupold et al., 1999) aus
Z. mays auf (siche Abb. 13, B). Weniger dhnlich ist diese mogliche Promotorsequenz des
cor2 Gens aus A. thaliana dagegen der Promotorsequenz des cox2 Gens aus P. sativum
(Kuhn und Binder, 2002) oder anderer bekannter Nonanukleotidsequenzen mitochondrialer

Promotoren dikotyler Pflanzen (z.B. atp9 aus G. maz oder P. sativum (Hoffmann und

Binder, 2002)).
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FK351 FK566  FK356 FK357 ¢ FK352
I > I > [ l ] I |
-481 -210  +1 Exon 1 Intron Exon 2 + 2448
1000
A ! J
P. sativum atp9 AATAATAGCATAAGAGAAG
G. max atp9 CGAAATAGCGTAAGAGAAG
A. thaliana cox2 (pot.)  -225 GTTGGTTTCGTATATAAGA -207
Z. mays atp6 TGAATTGACGTATATAAGC
Z. mays cox2 CGCGTATATAGTA
S. bicolor atp6 C2 AGAAAACTCGTATAATAGT
B Z. mays atpA AAAAGTAACGTATTAAAAC
. 27

P. sativum 57 CGCAATA CGQTATTCATCCGAQCG TTTTTTTTGTTG

P. sativum 5’ CAGCTCGTATAGCICGCAATAGCGA---GCCTACITATCGC--TTTTTITTGTTG

A. thaliana +2397  5° GAGC-AGCCCTTCTAGCAATAGCAAACGGCCTACTTATAGCC--TTTT--CCCCTTT +2448

Z. mays +1893  5° GAGC-AGCCCTTAITGCAATAGCAAACGGCCTACTTATAGCCCTATTTATACCCTTT  +1948

C

Abbildung 13: Ubersicht iiber die Charakteristika des coz2 Gens aus A. thaliana.

Die schematische Darstellung (A) des coz2 Gens aus A. thaliana zeigt die Position des Introns (hell-
grau) sowie die Lage und Grofle der beiden Exonen (dunkle Pfeile). Die zur Klonierung des cox2
Gens aus mtDNA von A. thaliana verwendeten Oligonukleotide FK351 und FK352 wurden von der in
der Datenbank publizierten Sequenz des Chondrioms (NCBI ,, Accession No.“: NC 001284) abgeleitet
und sind in die schematische Darstellung des klonierten cox2 Fragments (A) eingefiigt. Innerhalb der
Exone sind die fiir die Analyse der Transkripte dieses klonierten Gens verwendeten Oligonukleotide
FK566, FK356 und FK357 (helle Dreiecke) positioniert. Das klonierte Gen enthélt 579 bp des 5-
und 526 bp des 3’-Nichtkodierungsbereichs. Innerhalb des Sequenzabschnittes im 5-Bereich kommt
an Position -210 relativ zum coz2 Startkodon eine Sequenz mit Ahnlichkeit zur Konsensussequenz
mitochondrialer Promotoren vor (Staudinger und Kempken, 2003). Der Vergleich dieser putativen
Promotorsequenz mit charakterisierten Promotoren mitochondrialer Gene von G. maz atp9 (Dom-
browski et al., 1999), P. sativum cox2 (Binder et al., 1995), S. bicolor atp6-C2 (Yan und Pring, 1997),
Z. mays atpA (Rapp und Stern, 1992), atp6 (Rapp et al., 1993), cox2 (Lupold et al., 1999) ist in B
dargestellt. Von den inzwischen charakterisierten Transkriptionsinitiations- und Prozessierungsstellen
an den Positionen -210, -481 (Bérner, pers. Mitteilung) liegen lediglich die Initiationsstellen an den
Position -210 und -481 innerhalb des klonierten DNA-Abschnittes. Die Ahnlichkeit der charakterisier-
ten Sequenzen am 3’-Ende der Transkripte des cox2 Gens von P. sativum (Kuhn und Binder, 2002)
und dem 3’-Nichtkodierungsbereich des klonierten cozx2 Gens aus A. thaliana sind in C abgebildet.
Pfeile markieren die Prozessierungsstellen im 3’-Bereich.

62
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Im 5’-Bereich des A. thaliana cox2 Gens liegen mehrfache Initiations- und Prozessierungs-
stellen (Borner, pers. Mitteilung). Neben der bereits erwéhnten potentiellen Promotorse-
quenz an Position -210 liegt eine weitere der insgesamt vier ermittelten Initiations- und
Prozessierungsstelle an der Position -481 relativ zum Startkodon innerhalb des hier klonier-
ten coxr2 Gens aus A. thaliana vor (vgl. Abb. 13, A). Eine Transkriptionsinitiation kénnte in
Anlehnung an die ermittelten Ahnlichkeiten der potentiellen Promotorsequenzen zwischen
A. thaliana und Z. mays moglich sein.

Im 3’-Nichtkodierungsbereich des A. thaliana cox2 Gens befindet sich ein Abschnitt, der
eine Ahnlichkeit zum Ende des coxr2 Transkripts aus P. sativum (Kuhn und Binder, 2002)
aufweist (siehe Abb. 13, C). Beim Vergleich der entsprechend homologen Sequenz aus Z.
mays mit denen aus P. sativum (Kuhn und Binder, 2002) und A. thaliana (NCBI ,, Accessi-
on No.“: NC 001284) fallen einige konservierte Bereiche auf. Ausgehend von dem zwischen
den drei betrachteten Sequenzen von A. thaliana, P. sativum und Z. mays konservierten
Sequenzbereich kann eine Stamm-Schleifenstruktur ableiten werden. Moglicherweise fiihrt
der hier aufgezeigte Sequenzbereich zur Prozessierung des endogenen coz2 Transkripts bei
Z. mays dhnlich der des cox2 Transkripts bei P. sativum. So kénnte aufgrund des Vorkom-
mens dieses Sequenzabschnitts in der 3’-Region des klonierten coz2 Gens aus A. thaliana
auch die cor2 mRNA aus A. thaliana iiber diese Sequenz einer Prozessierung und Stabi-
lisierung unterliegen, die folglich dann auch im heterologen System, in Mitochondrien von

Z. mays, ablaufen konnte.

3.4.1.2 Transkription des cox2 Gens aus Arabidopsis thaliana und Prozessie-

rung der Transkripte des Fremdgens in Mitochondrien aus Zea mays

Obschon die kodierende Sequenzen der coz2 Gene von Z. mays und A. thaliana eine ho-
he Homologie zeigen, finden sich ausreichend divergente Abschnitte, die eine spezifische
Amplifikation der Transkripte des Transgens auch vor dem Hintergrund der endogenen
coz2 mRNA von Z. mays ermdoglichen sollten. Das fiir die RT-PCR (vgl. Kap. 2.2.12) ver-
wendete Oligonukleotid FK357 (siche 2.1.2) liegt innerhalb eines solchen Abschnitts (siche
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Abb. 14) im 3’-Bereich der kodierenden Sequenz des Exon 2, so dass die cDNA Synthese

ausschliesslich aufgrund der RNA des Fremdgens erfolgen sollte.

FK356 FK357
—_‘j
Exon 1 Exon 2
1 1 1 foo
Z. mays 601 GATGCTGTACCTGGTCGTTCAAATCTTACC 631

A. thaliana 595 GATGCTGTACCTGGTCGTTTAAATCAAATC 625

kAhkhkk khkkhkhkkhkhkkhkhkk Ak khkkhkhkk, *kkk%k '* * %

FK356
Z. mays 739 TGCGGATTGGGTATCCAATCAATTAATCCT 739
A. thaliana 733 TGGTTCTCGGGTATCCAATCAATTAATCCC 766
*x K okokokkkkAKRAXA Ak k ok ok kkk  *
FK357

Abbildung 14: Schematische Darstellung der kodierenden Sequenz des cox2-Transkripts aus A. thalia-

na.
Zur Verdeutlichung der Spezifitét der fiir die spezifische Amplifizierung der cDNA der coz2-Transkripte
von A. thaliana mittels RT-PCR verwendeten Oligonukleotide FK356 und FK357 (Pfeile) sind die den
Oligonukleotiden homologen Sequenzen in der coz2-DNA-Sequenz von A. thaliana und Z. mays ver-
gleichend dargestellt. Zudem ist die Lage der Oligonukleotide im Exon 1 respektive Exon 2 innerhalb
der kodierenden Sequenz des coxr2-Transkripts von A. thaliana abgebildet (oben).

Um eine selektive Amplifikation der an der Position 740 edierten Transkripte auszuschlies-
sen, wurde die Oligonukleotidsequenz von der DNA-Sequenz abgeleitet (vgl. Abb. 14). Zur
Analyse des Spleifien des coz2 Transkripts wurde das zweite Oligonukleotid im Exon 1 po-
sitioniert. Auch hier liegen Fehlpaarungen im 3’-Bereich des Oligonukleotids im Vergleich

zur entsprechenden coz2 Sequenz aus Z. mays vor.



3 ERGEBNISSE 65

Zum Nachweis der Spezifitdt dieser Intron-flankierenden Oligonukleotide wurde zunéchst
eine RT-PCR mit RNA aus Mais-Mitochondrien als Matrize durchgefithrt. Wie Abb. 15
zeigt, kommt es hierbei nicht zur Amplifizierung eines 164 bp oder 1,5 kb groflien cDNA-
Fragments. Wahrend das 164 bp Fragement zu erwarten wére, wenn gespleifite A. thaliana
cor2 mRNA vorldge, entspriche die Lange von 1,5 kb dem RT-PCR Fragment bei der
Amplifikation ungespleifiter Primétranskripte. Erwartungsgemésf liefert eine RT-PCR mit
den beiden Oligonukleotiden und Gesamt-RNA aus A. thaliana als Matrize ein 164 bp
grofles Produkt (ohne Abb.).

Zur Analyse der Transkriptprozessierung des im Plasmid pTJ246 vorliegenden klonierten
cox2 Gens aus A. thaliana in isolierten Mitochondrien aus Z. mays wurde eine Elektro-
poration der Organellen unter Verwendung der pTJ246 Plasmid-DNA vorgenommen. Die
Elektroporationsbedingungen orientierten sich an den bei Charakterisierung des Elektro-
porationssystems gewonnenen Daten (vgl. Kap. 3.3). Isolierte Mitochondrien (250 ug Mit-
ochondrienprotein) wurden mit 3 ug pTJ246 DNA versetzt und einer Feldstérke von 20 kV
cm! ausgesetzt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Mitochondrien in dem in orga-
nello Puffer (vgl. Kap. 2.2.14). Nach 30 respektive 60 Minuten Inkubationszeit wurde
Gesamt-RNA aus den Organellen isoliert (siehe Kap. 2.2.14). Die zuvor mit DNase behan-
delte RNA wurde als Matrize fiir eine RT-PCR mit den fiir A. thaliana cox2 spezifischen
Oligonukleotiden FK356/FK357 eingesetzt. Wie die gelelektrophoretische Auftrennung der
RT-PCR-Produkte in Abb. 15 (A) zeigt, konnte ausschliesslich ein 164 bp grofies Fragment
amplifiziert werden. Zum Groflenvergleich wurde das Plasmid pTJ246 fiir eine PCR mit den
gleichen Oligonukleotiden eingesetzt. Aufgrund des in dem cox2 Gen vorliegenen Introns
entspricht die Grofe dieses PCR-Produkts (1,5 kb) der des erwarteten RT-PCR-Amplikons
von ungespleiffitem Priméartranskript.

Zur naheren Charakterisierung der cDNAs hinsichtlich des erfolgten RNA-Spleifiens und
der RNA-Edierung wurde die coz2 cDNA sequenziert (siehe Kap. 2.2.11). Wie das Auto-
radiogramm des Sequenzgels (siehe Abb. 15, B) zeigt, konnten die Sequenzbereiche des
Exons 1 sowie des Exons 2 nachgewiesen werden. Demnach bestétigt die Sequenzierung

die erwartete Prozessierung des cox2 Transkripts. Zudem ermoglicht das Autoradiogramm
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Abbildung 15: Transkription und Prozessierung der Transkripte des A. thaliana coz2 Gens in isolierten
Mitochondrien aus Z. mays.

Nach einer Elektroporation isolierter Mitochondrien aus Z. mays mit der das coz2-Gen aus A. thaliana
enthaltenden Plasmid-DNA pTJ246 wurde eine Inkubation der Organellen iiber einen Zeitraum von
30 und 60 Minuten in Respirationspuffer vorgenommen. Aus den so behandelten Mitochondrien wurde
Gesamt-RNA isoliert und, nach dem Ausschluss von DNA-Kontaminationen, fiir eine RT-PCR mit den
Oligonukleotiden FK356 und FK357 eingesetzt. Wie die gelelektrophoretische Auftrennung der RT-
PCR-Produkte (A) zeigt, konnte ein 164 bp grofes cDNA Fragment amplifiziert werden. Ausgehend
von der zur Kontrolle verwendeten, aus unbehandelten Mitochondrien von Z. mays isolierten RNA
konnte unter gleichen Bedingungen mittels RT-PCR kein Produkt gleicher Gréfie erhalten werden (A,
mtRNA). Zum Vergleich wurde eine PCR mit der A. thaliana cox2 DNA vorgenommen (A, DNA).
Das amplifizierte Fragment mit einer Gréfle von 1,5 kb entspriiche der erwarteten Fragmentlinge
bei Amplifikation ungespleifiter cox2 RNA. Zur ndheren Charakterisierung der Amplifikate wurde
das RT-PCR Produkt (60 min Inkubation der eletroporierten Mitochondrien) einer Sequenzierung
unterzogen. Wie das Autoradiogramm des Sequenzgels (B) zeigt, konnten an zwei Stellen Nachweise
fiir die erfolgte Edierung (C—U) erbracht werden. Sequenzbelege fiir die Divergenz des cDNA-Bereichs
von der cox2 Sequenz aus Z. mays sind durch senkrechte Striche markiert. Die Position der Exonfusion
ist hervorgehoben. (Abk.: M = Marker)
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den Nachweis des transgenen Unrsprungs der amplifizierten cDNA. An zwei Positionen,
in denen sich die Sequenz des cox2 Gens von A. thaliana und Mais unterscheidet, liegt
eindeutig die Nukleotidfolge der A. thaliana coxr2 Sequenz vor (siche Abb. 15, B).
Auffillig ist eine Abweichung der ermittelten cox2 cDNA Sequenz im Bereich der Fusion der
beiden Exonen (5" TGCCT 3’) von der publizierten mRNA-Sequenz des reifen coz2 Trans-
kripts an dieser Stelle (5° TGTCT 3’). Um auszuschliessen, dass dieser Unterschied der
cox2 Sequenzen durch die Analyse der im heterologen System erhaltenen cox2 Transkripte
bedingt ist, wurde eine Amplifizierung der coz2 cDNA aus Gesamt-RNA von A. thaliana
vorgenommen. Die Sequenzierung des mit den Oligonukleotiden FK356/357 erhaltenen
RT-PCR Produkts bestétigte den Unterschied der ermittelten von der publizierten Sequenz
(Daten nicht gezeigt). Demnach kann ein Artefakt durch die Transkription des coz2 Gens
in Mitochondrien von Mais ausgeschlossen werden.

Neben der Untersuchung des RNA-Spleiflens ermoglicht das coz2 Gen aus A. thaliana
aufgrund der 15 Edierungsstellen (Giegé und Brennicke, 1999) im cox2 Transkript zudem
die Analyse der cox2 RNA-Edierung in dem verwendeten transienten Expressionssystem.
Wie das Autoradiogramm in Abb. 15 zeigt, sind die zwei innerhalb des amplifizierten

Bereichs gelegenen Edierungsstellen vollstéandig ediert.

3.4.1.3 Nachweis der Identitéit der in organello erhaltenen cox2 Transkripte

Um PCR-Artefakte bei der Amplifikation der cDNA des Fremdgens aufgrund des mitunter
beobachtbaren Wechsels der RNA Matrize bei reversen Transkriptionen auszuschliessen,
wurden Kontroll-Versuche durchgefiihrt. Hierzu wurde zunéchst in vitro ein Transkript
des A. thaliana cox2 Gens synthetisiert (vgl. 2.2.13). Das Gen liegt im Klonierungsvektor
pBluescript IT SK+ (vgl. 2.1.3) vor, der eine in vitro Transkription der inserierten Fremd-
DNA durch T3- und T7-Polymerasen erméoglicht. Zur Erzeugung gleichférmiger linearer
Transkripte wurde das Plasmid pTJ246 mit der Restriktionsendonuklease Sacl hydrolysiert
(siche Abb. 16). Hiervon ausgehend konnten RNAs erhalten werden, die den gesamten

Bereich des klonierten coz2 Gens aus A. thaliana reprisentieren. Diese cox2 RNA enthielt
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demnach neben der kodierenden Sequenz das zwischen den Exonen gelegene Intron sowie
den gesamten 5’- und 3’-Nichtkodierungsbereich.

Die in vitro Transkripte wurden anschliessend fiir eine RT-PCR mit den beiden Oligonu-
kleotiden FK356 und FK357 eingesetzt. Sollte withrend der cDNA Synthese ein Uberlesen
der Intronsequenz an den Intron-Exon-Grenzen durch die reverse Transkriptase erfolgen,
wiirde das erhaltene PCR-Produkt die Grofle des gespleifiten coz2 Transkripts aufweisen.
Wie Abb. 16 zeigt, ist die amplifizierte cDNA jedoch 1,5 kb gro8 und entspricht demnach
der erwarteten Grofle des RT-PCR Produkts des cox2 Primértranskripts. Demnach liegt
kein RT-PCR-Artefakt vor, welches ein Spleiffen des cox2 Transkripts durch einen Wechsel
der Matritze oder ein fehlerhaftes Binden des Oligonukleotids vortduschen wiirde.

Da in der RNA Population aus den transienten Expressionsversuchen die RNA des endoge-
nen cox2 Gens neben der des Fremdgens aus A. thaliana vorliegt, wire zudem der Wechsel
der Matritze zwischen den beiden coz2 Transkripten unterschiedlichen Ursprungs wahrend
der reversen Transkription moglich. Dieses sollte ausgeschlossen werden, indem die ausge-
hend von dem Plasmid pTJ246 in vitro transkribierte coz2 RNA mit einem Uberschuss an
mitochondrialer RNA aus isolierten Organellen von Z. mays versetzt wurde. Diese Popu-
lation an RNAs sollte dem Verhéltnis in der Probe nach transienter Expression des sonst
in die Organellen eingebrachten cozr2 Fremdgens entsprechen. Bei der anschliessend durch-
gefiihrten RT-PCR konnten lediglich Produkte mit einer Gréfle von 1,5 kb amplifiziert
werden, wie in Abb. 16 deutlich wird. Dieses Produkt entspricht der erwarteten Grofle
des Amplifikats, wenn coz2 Primértranskripte vorligen. Demnach ist davon auszugehen,
dass ein RT-PCR Artefakt durch einen Wechsel der RNA-Matrize in einer heterogenen
Population von A. thaliana cox2 Transkript und RNA aus Mitochondrien von Z. mays

ausgeschlossen werden kann.
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Abbildung 16: Ausschluss artefiziell generierter coz2 RT-PCR Produkte.

Die in vitro Transkription erfolgte mittels T7-RNA-Polymerase ausgehend von der mit der Restrik-
tionsendonuklease Sacl linearisierten Plasmid-DNA pTJ246, die das A. thaliana cor2 Gen enthilt.
Die schematische Darstellung (oben) zeigt das cox2 Gen mit Lage der Sacl-Erkennungssequenz, des
T7-Promotors sowie der Position der Oligonukleotide FK356 im Exon 1 und FK357 im Exon 2. Zur
Untersuchung eines moglichen Wechsels der Matritzen-RNA zwischen dem coz2 aus A. thaliana und
Z. mays wahrend der RT-PCR wurde zunéchst das erhaltene cor2 Transkript zum einen allein (1),
zum anderen mit einem Uberschuss an mtRNA aus Z. mays gemischt (2) fiir eine RT-PCR mit den
Intron-flankierenden, A. thaliana cox2 spezifischen Oligonukleotiden FK356 und FK357 eingesetzt.
Zum Nachweis der in 2 eingesetzten Z. mays mtRNA wurde eine Amplifikation des Fragments der
Mais coz2 ¢cDNA mit dem Oligonukleotidpaar FK343/344 mittels RT-PCR vorgenommen (3). Als
Kontaminationskontrolle wurde eine RT-PCR ohne Zusatz von RNA durchgefiihrt (4). Um ein mogli-
ches artefizielles RT-PCR Produkt aufgrund eines wihrend der RT-PCR vorkommenden Uberlesens
der cox2 Intronstruktur auszuschliessen, wurde das in vitro synthetisierte cox2 Transkript fiir eine
RT-PCR eingesetzt. Die Produkte einer PCR von DNA (7), sowie einer RT-PCR von coz2 in vi-
tro Transkript (5) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und weisen eine Gréfie von 1,5 kb auf.
Als DNA-Kontaminationskontrolle wurde eine PCR mit dem in vitro Transkript vorgenommen (6).
(Abk.: M = Marker)
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3.4.1.4 Analyse der RNA-Edierung der cox2 Transkripte des Fremdgens im

heterologen Expressionssystem

Zur weiteren Untersuchung der Edierung der coz2 Transkripte von A. thaliana in Mito-
chondrien von Z. mays wurde zur Amplifikation eines groBleren cDNA-Fragments ein wei-
teres, innerhalb der kodierenden Sequenz des Fremdgens und stromaufwarts von FK356
gelegenes Oligonukleotid FK566 (vgl. Kap. 2.1.2) fiir die RT-PCR verwendet. Auch dieses
Oligonukleotid sollte aufgrund der Sequenzunterschiede zwischen A. thaliana und Z. mays
im Bereich der homologen Sequenz zur spezifischen Amplifikation eines 506 bp grofien A.
thaliana cox2 cDNA-Fragments fiithren.

Nach der erfolgten Elektroporation der Mitochondrien aus Z. mays mit dem Plasmid
pTJ246 (vgl. Kap. 2.1.3) wurde die Inkubation der so behandelten Organellen in dem
Respirationspuffer (siehe Kap. 2.2.14) {iber einen Zeitraum von drei Stunden vorgenom-
men. Anschliefend wurde die gesamte RNA aus den Mitochondrien isoliert. Die nachweis-
lich DNA-freie RNA wurde dann fiir eine RT-PCR mit dem A. thaliana cox2 spezifischen
Oligonukleotidpaar FK357 und FK566 eingesetzt. Die Amplifikation des 500 bp groflen
cox2 cDNA Fragments weist auf das erfolgte Spleifien der cox2 Primértranskripte des
Transgens in den Mitochondrien von Z. mays hin (ohne Abb.).

Eine nachfolgende Sequenzierung (vgl. Kap. 2.2.11) der RT-PCR-Produkte zeigte, dass der
amplifizierten cDNA tatséchlich Transkripte des in die Organellen eingebrachten Fremd-
gens zugrunde liegen (sieche Abb. 17, A). Das Chromatogramm der Sequenzierung belegt
eindeutig den Sequenzunterschied zum endogenen cox2 Gen an drei Positionen. Im Gegen-
satz zum Adenin 326 (relative Position bezogen auf das Start-Kodon der A. thaliana coz2
cDNA-Sequenz) befindet sich bei Z. mays an dieser Stelle ein Guanin. Statt des Guanin
331 und Thymin 396 bei A. thaliana weist Z. mays ein Thymin bzw. ein Guanin an den
entsprechend vergleichbaren Positionen auf.

Dariiber hinaus belegen die Sequenzdaten die Edierung der A. thaliana cox2 mRNA in
Mitochondrien aus Z. mays. Wie in Abb. 17(A) gezeigt, liegt das Cytosin 379 ediert vor.

Eine weitere Sequenzierung der cox2 cDNA belegte zudem die Edierung dreier weiterer
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Abbildung 17: Ausschnitte aus den Chromatogrammen der Sequenzierung der coz2 cDNA.

Nach einer Elektroporation der Mitochondrien von Z. mays mit dem Plasmid pTJ246 konnten mit
den Oligonukleotiden FK357/FK566 RT-PCR Produkte amplifiziert und sequenziert werden. A Ab-
gebildet sind drei Ausschnitte aus dem Chromatogramm einer Sequenzreaktion. An drei Positionen
liegt ein Beleg fiir den Sequenzunterschied der cDNA von der cox2 Sequenz aus Z. mays vor. Zwischen
diesen Stellen konnte die Edierung des Cytosins C379 nachgewiesen werden. B Die Sequenzausschnitte
einer weiteren Sequenzierung verifizieren die Edierung an drei weiteren Positionen (abgebildet ist die
revers komplementiire Sequenz). C Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus der kodierenden
Sequenz (Exon 1) und dem Intron des coz2 Gens von A. thaliana. Die Position der Oligonukleotide
FK356 im Exon 1 und FK386 im Intron der coz2 Sequenz wird durch Pfeile (grau) angezeigt. D Mit
dem Oligonukleotidpaar FK356/FK683 (vgl. C) wurde ein RT-PCR-Produkt ungespleifiter A. thalia-
na cox2 Transkripte erhalten. Der Ausschnitt des Chromatogramms zeigt die partielle Edierung des
zwei Nukleotide vom Intron entfernt gelegenen Cytosins.
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Cytosine (C476, C557 und C581). Die Ausschnitte der Chromatogramme sind in Abb. 17
(B) dargestellt. Fiir jede dieser analysierten Edierungsstellen ist charakteristisch, dass die
Sequenz der Transkripte im Bereich der Edierungsstelle zwischen Arabidopsis und Mais
vollkommen identisch ist. Zusammenfassend sind die im heterologen System nachgewiese-
nen Edierungsstellen in Tabelle 6 vergleichend mit den publizierten Edierungsstellen der
cox2 Transkripte von Z. mays (Yang und Mulligan, 1991) und A. thaliana (Giegé und
Brennicke, 1999) dargestellt. Wihrend nur eine Edierungsstellen des cor2 Transkripts von
A. thaliana in der cox2 Sequenz von Z. mays als Thymin bereits in der DNA Sequenz vor-
liegt, weist die mRNA von A. thaliana fiir sieben Edierungsstellen des Z. mays Transkripts
solche priedierten Positionen auf (vgl. Tab. 6, ped.).

Durch die Kombination des fiir das A. thaliana cox2 Transkript spezifischen Oligonukleo-
tids FK356 mit einem im Intron der cozr2 Primértranskripte gelegenen Oligonukleotids
FK683 (vgl. 17, C) konnte ein RT-PCR Produkt mit einer Gréfie von 300 Nukleotiden
amplifiziert werden (ohne Abb.). Die Sequenzierung dieses Fragments belegte die partielle
Edierung der zwei Nukleotide im 5’-Bereich der Exon-Intron Grenze gelegenen Edierungs-
stelle C696 (siche Abb. 17, D) in ungespleifiten Primértranskripten des A. thaliana coz2

Geuns.
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Tabelle 6: Vergleich der Edierungsstellen von Z. mays (Yang und Mulligan, 1991) und A. thalia-

na (Giegé und Brennicke, 1999) sowie der Edierung der A. thaliana cox2 RNA in isolierten Mais

Mitochondrien

(RNA-Edierungsstellen sind unterstrichen; Abk.: + = ediert, - = nicht ediert,

ped. = préediert, nb. = nicht bestimmt, (N) = identische Position, aber

divergierende Nukleotide bei Z. mays coz2)

Position bei

Sequenz [5° - 3’]

Position bei

Edierung

A. thaliana Z. mays in organello
- CTTCGTTCATT 14 nb.
24 GGTTATTCCTC - nb.
25 GT(C)T(G)ATTCCTCA 31 nb.
27 TATTCCTCACA - nb.
71 TTAGGATCTCA 7 nb.
138 TCTTCCTCATT - nb.

ped. TTCGTATCACG 167
ped. CGTATCACGGA 169
253 G(A)ATTC(A)TTCGGA 259 nb.
261 GGACCATCTTT - nb.
278 ATCATCTCGAT - nb.
- GTCATTCCATT 284
379 ATGGTATCGGA 385 +
ped. AGTTATACGAT 449
- AGATGATCCAG 466 -
ped. GATGATCCAGA 467
476 GGTCAATCACG 482 +
ped. TGTAACACCCG 550
557 GATGTACCTCA 563 +
581 CCTTCCTCAGG 587 +
ped. GGTCGTTCAAA 620
ped. TCCATCTCGGT 638
698 GCCTTTACGCC 704 +
721 AGCTGTTCCTA - nb.
742 TGGTTCTCGGG ped.
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3.4.2 Transkription des atp6-1 Gens aus Sorghum bicolor in isolierten Mito-

chondrien aus Zea mays

Wie in Kap. 3.2.3 bereits gezeigt werden konnte, werden Transkripte des endogenen atp6
Gens in den Organellen bis zu sieben Stunden vollstédndig ediert. Zudem erwies sich das
Testsystem der Hydrolyse der atp6 cDNA mit der Restriktionsendonuklease HindlIII als gut
geeignet, einen ersten Hinweis {iber den Edierungsgrad der der RT-PCR zugrundeliegenden
atp6 Transkripte zu erhalten. Deshalb wurde zur weiteren Untersuchung der atp6 Edierung
die Transkription eines in die Mitochondrien eingebrachten atp6 Gens untersucht.
Aufgrund einer Duplikation im Chondriom von A. thaliana kommen zwei Kopien des atp6
Gens vor (Marienfeld et al., 1996). Fiir lediglich eine Kopie ist eine Edierungsstelle annotiert
(Unseld et al, 1997), weshalb eine Klonierung des atp6 Gens aus A. thaliana fiir die Analyse
der RNA-Edierung in Mitochondrien aus Mais nicht in Betracht kam. Ahnlich der Situation
bei A. thaliana liegen bei Sorghum bicolor (Linie IS1112C) zwei Kopien des atp6 Gens
(atp6-1, atp6-2) in der mitochondrialen DNA vor (Mullen et al., 1992). Im Gegensatz zu
der geringen Edierungsrate der A. thaliana atp6 Transkripte weisen die Transkripten der
beiden Kopien atp6-1 und atp6-2 der Hirse 19 Edierungsstellen auf (Kempken et al., 1991)
Das Plasmid pAF1 triagt ein 5 kb groBes BamHI Fragment des atp6-1 Gens aus S. bi-
color (Mullen et al., 1992). Im 5~ und 3’-Bereich der kodierenden Region befinden sich
nichttranslatierte Sequenzen (Mullen et al., 1992), die eine Initiation der Transkription,
die 5’- und 3’-Prozessierung sowie die Stabilisierung der Transkripte ermdglichen sollten.
Das Konstrukt wurde freundlicherweise von Dr. Pring fiir die Transkriptanalyse der atp6-1
mRNA Prozessierung in Maismitochondrien zur Verfiigung gestellt.

Auch wenn eine Transkriptinitiation in dem beschriebenen in organello Ansatz auch auf-
grund der im verwendeten Klonierungsvektor vorhandenen Sequenzen (z.B. der T3- und
T7-Promotoren) erfolgen konnte, sollte die Mdoglichkeit fiir eine korrekte Initiation der
Transkription des S. bicolor atp6-1 Gens in Mitochondrien aus Mais bestehen. Die be-
schriebene Promotorsequenz des atp6 aus Z. mays (5° CGTATATA 3’) zeigt eine groBlere
Ahnlichkleit zu dem ermittelten Promotor der Kopie 2 des S. bicolor atp6 Gens (5° CG-
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TATAAT 3’; Yang und Pring, 1997) als zu der Promotorsequenz des atp6-1 (5" CT-
TACAATG 3’; Yan und Pring, 1997). Demnach weicht der atp6-1 Promotor aus S. bicolor
am stirksten von der Konsensus-Sequenz (5 YRTA 3’) ab, wird aber dennoch in Mito-
chondrien der Hirse erkannt. Demnach konnte auch eine korrekte Transkriptionsinitiation
im heterologen System, d.h. in Mitochondrien aus Z. mays moglich sein.

Wihrend das 3’-Ende des S. bicolor atp6-1 Transkripts bereits durch Nuklease S1-Kartier-
ung charakterisiert ist (Kempken, 1996), ist die im 3’ nichttranslatierten Bereich fiir die
Stabilisierung des atp6 Transkripts bei Z. mays vorliegende Sequenz bislang nicht ana-
lysiert. Vergleichende Untersuchungen der in dieser Arbeit ermittelten Sequenz des 3’-
Nichtkodierungsbereiches des atp6 Gens von Z. mays (vgl. Kapitel 3.4.3) und der atp6-1
Sequenz aus S. bicolor zeigen Gemeinsamkeiten in einem potentiell fiir die Transkript-
stabilisierung verantwortlichen Bereich. Innerhalb der im atp6 Transkript zwischen S.
bicolor und Z. mays konservierten Bereichs der untranslatierten Sequenz konnte es zur
Ausbildung einer doppelten Stamm-Schleife-Struktur kommen. Folglich kénnte die in den
Mitochondrien von Z. mays vorliegende mRNA des atp6-1 Gens aus S. bicolor iiber diese
Doppel-Stamm-Schleifen Struktur stabilisiert werden.

Das Plasmid pAF1 wurde in die aus Z. mays isolierten Mitochondrien durch Elektropo-
ration (vgl. Kap. 2.2.14) eingebracht. Nach einer Inkubation in dem in organello Puffer
iiber zwei respektive drei Stunden wurde Gesamt-RNA aus den Organellen isoliert. Hier-
von konnte mittels RT-PCR mit dem Oligonukleotidpaar FK102/FK98 (siehe 2.1.2) ein
850 bp grofies Fragment amplifiziert werden (vgl. Abb. 18). Das Oligonukleotid FK98 hy-
bridisiert in einem zwischen den Arten relativ hoch konservierten Bereich der kodierenden
Sequenz des atp6 Gens. Dem gegeniiber wird die spezifische Amplifikation der cDNA des
Transgens durch das Oligonukleotid FK102 erzielt. Die zu FK102 homologe Sequenz liegt
innerhalb des 5’-Bereichs der kodierenden Region (,,prepiece® genannt), die fiir die zwischen
den Arten wenig konservierte aminoterminale Extension kodiert (Mullen et al., 1992). Der
spezifische Nachweis der Transkripte des Fremdgens mittels RT-PCR zeigt, dass die Tran-
skription des S. bicolor atp6-1 Gens in den Organellen aus Z. mays iiber einen Zeitraum

von 120 bis 180 Minuten erfolgt.
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Abbildung 18: Transkription des Sorghum bicolor atp6-1 Gens in Mitochondrien von Z. mays.

A Schematische Darstellung des atp6-1 Gens aus S. bicolor. Abgebildet ist die kodierende Sequenz
(schwarz gefiillter Pfeil) sowie die fiir die Amplifikation der cDNA verwendeten Oligonukleotide FK102
und FK98 (graue Pfeile). B Ausschnitt aus der S. bicolor atp6-1 Sequenz im Vergleich zum homologen
Bereich des atp6 Gens aus Z. mays zur Veranschaulichung der Spezifitit des Oligonukleotids FK102.
C Das Plasmid pAF1 (trigt das atp6-1 Gen aus S. bicolor) wurde mittels Elektroporation in isolierte
Mitochondrien eingebracht. Nach einer Inkubation iiber 120 bzw 180 Minuten wurde Gesamt-RNA iso-
liert und fiir eine RT-PCR mit den Oligonukleotiden FK102 und FK98 zur spezifischen Amplifikation
der atp6-1 cDNA eingesetzt. Die Edierung der S. bicolor atp6-1 mRNA generiert eine Erkennungs-
sequenz fiir die Restriktionsendonuklease HindIIl in der cDNA. Zur Analyse des Edierungsgrades
der Transkripte sind RT-PCR-Proben mit (4+) und ohne (-) eine vorherige Hydrolyse der cDNA mit
HindIII gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Ebenso wie die Edierung des Transkripts des endogenen atp6 an Position 953 kommt es bei
erfolgter Edierung des Transkript des Transgens zu einem C—U Austausch an der dquiva-
lenten Stelle. Auch diese Edierung sorgt fiir die Generierung einer Erkennungssequenz fiir

die Restriktionsendonuklease HindlIIl in der cDNA, so dass mittels Hydrolyse der cDNAs
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ein erster Eindruck iiber die erfolgte RNA-Edierung an dieser Position gewonnen werden
kann. Wie Abb. 18 zeigt, sind sdmtliche RT-PCR-Produkte nicht durch die Endonuklease
HindIII hydrolysierbar. Folglich scheinen die Transkripte des Fremdgens an dieser Position
nicht ediert zu sein. Eine Sequenzierung der cDNAs aus der RNA-Probe der einstiindigen
Inkubation der Organellen bestétigte die offensichtlich nicht erfolgte RNA-Edierung der
atp6-1 Transkripte (ohne Abb.).

3.4.3 Transkription chimirer Konstrukte des atp6 Gens in isolierten Mito-

chondrien von Zea mays

Wie bereits erwéhnt, unterscheiden sich die Gene der beiden Gattungen hauptséchlich in
den Sequenzen des 5'- und 3’-Nichtkodierungsbereichs. Dariiber hinaus liegt ein Unterschied
im 5’-Bereich der kodierenden Sequenz (als , prepiece” bezeichnet) vor, der zu einer bei
allen Arten verschiedenen N-terminalen Extension des ATP6 Proteins fiithrt (Mullen et al.,
1992). Der relativ konservierte Bereich der kodierenden Sequenz weist zwischen S. bicolor
und Z. mays jedoch auch einige Unterschiede in der Basensequenz auf (Sequenzvergleich
siche Anhang, Abb. 29). Zur Analyse des Einflusses der stark verschiedenen 5’- und 3’-
Nichtkodierungssequenzen auf die Edierung der S. bicolor atp6 Transkripte wurden diese
Abschnitte der Gene zwischen S. bicolor atp6-1 und atp6 von Z. mays ausgetauscht.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung war die Sequenz des 5’- und 3’-Nichtkodierungsbereichs
des atp6 Gens aus Z. mays nicht charakterisiert (die Sequenz des Z. mays Chondrioms (NC-
BI ,, Accession No.“: AY506529) stand erst Ende 2003 in der Datenbank zur Verfiigung).
Daher erfolgte zunéchst die Klonierung des atp6 Gens aus Z. mays mit den bis dahin
unbekannten 5- und 3’-Nichtkodierungsbereichen. Nach den Ergebnissen von Haouazine-
Takvorian et al. (1997) sollte ein BamHI-Fragment der mtDNA aus Z. mays einen ca. 1,7 kb
grofien 5’-Bereich sowie einen etwa 300 bp langen Anteil der 3’-Nichtkodierungsregion nebst
der kodierenden atp6 Sequenz umfassen. Zunichst wurden diese Daten durch eine Hybridi-
sierung eines von der mit BamHI hydrolysierten mtDNA der fiir diese Arbeit verwendeten

Maislinie angefertigten Southern-Blots iiberpriift (ohne Abb.).
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Zur Amplifikation des unbekannten Bereichs in der 5’- und 3’-Region des atp6 Gens wurde
eine inverse PCR vorgenommen. Hierzu wurde die aus Mitochondrien von Mais isolierte
mtDNA mittels BamHI hydrolysiert. Eine nachfolgende Ligation der linearen mtDNA mit-
tels T4-Ligase sollte teilweise selbstligierte, zirkuldre Fragmente ergeben. Durch eine PCR
mit den im konservierten kodierenden Bereich des atp6 Gens (NCBI , Accession No.“:
M16223) lokalisierten, nach auflen gerichteten Oligonukleotiden FK373 und FK374 konnte
so ein 2,1 kb grofles PCR-Fragment amplifiziert werden. Das PCR-Produkt wurde in den
Klonierungsvektor pBluescript 1T SK+ (siehe Kap. 2.1.3) eingebracht und liegt als Plasmid
pJG257 (Plasmidkarte siehe Anhang, Abb. 27) vor. Durch die Sequenzierung des so erhal-
tenen Plasmids wurde die Nukleotidsequenz des atp6 Gens im 5’ wie 3’-Bereich jenseits
der kodierenden Sequenz erhalten.

Ausgehend von der nun bekannten Sequenz konnten Oligonukleotide fiir die Amplifikation
des atp6 Gens abgeleitet werden. Von der aus Z. mays Mitochondrien isolierten mtDNA
(siehe Kap. 2.2.14) wurde unter Verwendung des Oligonukleotidpaars FK433/FK436 der
5- und 3’-Anteil sowie die kodierende Sequenz des atp6 Gens mittels PCR amplifiziert. Das
so erhaltene 2044 bp grofle PCR-Produkt wurde in den Klonierungsvektor pBluescript 11
SK+ eingebracht und liegt als Plasmid pBM313 (Plasmidkarte siehe Abb. 28 im Anhang)
vor. pBM313 enthélt einen 590 bp groBen Anteil des 5’-Bereichs des atp6 Gens aus der hier
untersuchten Z. mays Linie, die kodierende Sequenz des atp6 Gens sowie 220 Nukleotide
des 3’ nichttranslatierten Bereichs. Die Sequenz des erhaltenen atp6 Gens wurde mit den
fiir die Linie W182BN (CMS-SC, NCBI ,, Accession No.“: M16223) sowie fiir die Linie B73
(CMS-C, NCBI ,, Accession No.*“: Z11843) publizierten Sequenzen verglichen. Der Vergleich
weist auf eine hohere Homologie des zwischen den Arten weniger konservierten ,, prepiece*
Bereichs der hier ermittelten atp6 Sequenz mit der publizierten Sequenz der Linie Linie
W128BN hin. Eine vollstdandige Homologie zeigt die erhaltene Sequenz hingegen im Ver-
gleich mit der 2003 publizierten alp6 Sequenz der Z. mays Linie NB (NCBI ,, Accession
No.“: AY506529; vgl. Anhang, Abb. 30).

Um den 5’-Nichtkodierungsbereich des S. bicolor atp6-1 Gens zu verdndern, wurden 590 bp

der 5’ nichttranslatierten Sequenz aus Z. mays mit den Oligonukleotiden FK441 und
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Abbildung 19: Chimire Konstrukte des atp6 Gens.

Zur Analyse des potentiellen Einflusses der zwischen den atp6 Sequenzen von S. bicolor (schwarze
Pfeile/Linien) und Z. mays (graue Pfeile/Linien) divergierenden Bereiche des atp6 Gens auf die Edie-
rung der Transkripte wurden die in der Sequenz unterschiedlichen 5’-Bereiche allein (A: pMS282)
oder in Verbindung mit dem 3’-Nichtkodierungsbereich (B: pIB306) von Z. mays mit der kodierenden
Sequenz des atp6 Gens aus S. bicolor neu kombiniert. Im Plasmid pIB323 (C) liegt eine Substitu-
tion des 5-Nichtkodierungsbereichs und des fiir die aminoterminale Extension kodierende Bereichs
(,,prepiece®) des S. bicolor atp6-1 durch den von Z. mays vor. Lediglich der ,, prepiece“-Anteil von S.
bicolor wurde im Plasmid pIB325 (D) gegen den entsprechenden Teil aus Z. mays ausgetauscht. Der
zwischen S. bicolor und Z. mays relativ hoch konservierte Berich der kodierenden Sequenz (,, core®)
von Z. mays wurde im Plasmid pIB334 (E) mit der iibrigen Gensequenz von S. bicolor kombiniert.
Die zur Amplifikation der jeweiligen Fragmente verwendeten Oligonukleotide sind annotiert (graue
Dreiecke).

79
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FK442 unter Verwendung des Plasmids pJG257 mittels PCR amplifiziert. Zudem wur-
de ein 1492 bp Fragment der kodierende Bereich und die 3’ nichttranslatierte Sequenz
des atp6-1 Gens aus S. bicolor mittels PCR mit dem Oligonukleotidpaar FK443/FK444
und dem Plasmid pAF1 als PCR-Matrize erhalten. Aufgrund der durch die Oligonukleoti-
de eingebrachten Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen konnten die beiden
Fragmente zu einem chiméren atp6 Gen neu kombiniert werden. Das so erhaltene Plasmid
pMS282 (Plasmidkarte sieche Abb. 27), tragt demnach ein chiméres atp6 Gen mit der 5'-
Nichtkodierungssequenz aus Mais sowie der kodierenden und 3’ nichtkodierenden Sequenz
aus S. bicolor (Ubersicht iiber die vorgenommenen Klonierungen der chiméren atp6 Gene
sieche Abb. 19).

Fiir die Konstruktion des Plasmids pIB306 (Karte des Plasmids siche Anhang, Abb. 28)
wurde ein 962 bp grofler Bereich der 5’ nichttranslatierten Sequenz (FK433/FK434) sowie
ein 364 bp grofles Fragment des 3’-Nichtkodierungsbereichs des atp6 Gens aus Z. mays
amplifiziert. Die vollstdndige kodierende Sequenz des atp6-1 Gens der Hirse wurde mit
mittels PCR mit den Oligonukleotiden FK457/FK458 erhalten und mit dem 5’- und 3’-
Bereich des Gens aus Z. mays kombiniert.

Da neben der Nichtkodierungssequenz auch der zwischen S. bicolor und Z. mays ver-
schiedene 5-Bereich der kodierenden Sequenz, der ., prepiece*-Anteil, einen Einfluss auf
die RNA-Edierung der atp6 Transkripte des S. bicolor Gens in Maismitochondrien haben
konnte, wurde dieser im Konstrukt pIB323 (Plasmidkarte siehe Anhang Abb. 28) gegen
die entsprechende Sequenz aus Z. mays ausgetauscht. Hierzu wurde mittels PCR ein 1012
bp Fragment des 5’-Nichtkodierungsbereichs sowie der ,, prepiece“-Region des Z. mays atp6
Gens mit den Oligonukleotiden FK433/FK503 amplifiziert. Das 885 bp grofle Fragement
des ,, core“-Sequenz sowie 114 Nukleotide der 3’-Nichtkodierungsregion des S. bicolor atp6-
1 Gens wurden mit den Oligonukleotiden FK500 und FK501 amplifiziert und mit dem atp6
Fragment von Z. mays ligiert.

Das Konstrukt pIB325 (vgl. Plasmidkarte Abb. 28 im Anhang) hingegen besteht aus dem
944 bp groflen Fragment des 5’ nichtkodiernden Bereichs (FK498/FK499) des atp6-1 Gens
aus S. bicolor. Der ,prepiece“-Anteil (432 bp) des Z. mays alp6 wurde mit den Oligonu-
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kleotiden FK502 und FK503 amplifiziert. Die beiden Fragmente wurden nachfolgend mit
dem im Plasmid pIB323 vorliegenden ,, core“-Anteil des S. bicolor atp6-1 Gens sowie dem
3’ nichttranslatierten Bereich fusioniert.

1178 bp der S. bicolor atp6-1 Sequenz mit dem 5’-Nichtkodierungsbereich sowie dem ,, pre-
piece-Anteil wurden mit den Oligonukleotiden FK498 und FK529 mittels PCR syntheti-
siert. Die Amplifikation der , core“-Region des Z. mays atp6 Gens erfolgte mit den Oligo-
nukleotiden FK530 und FK531. Beide Fragmente liegen fusioniert mit dem 114 bp PCR-
Produkt des S. bicolor atp6-1 3’-Nichtkodierungsbereichs im Konstrukt pIB334 (Karte des
Plasmids vgl. Anhang, Abb. 28) vor.

Die so konstruierten Plasmide der chiméren atp6 Gene wurden in isolierte Mitochondri-
en eingebracht (vgl. Kap. 2.2.14). Nach einer dreistiindigen Inkubation der Organellen in
dem Respirationspuffer wurde die Gesamt-RNA isoliert. Fiir die nachfolgende RT-PCR
(siche Kap. 2.2.12) wurde jeweils ein Oligonukleotid verwendet, welches innerhalb des S.
bicolor atp6-1 Sequenzanteils der Konstrukte hybridisiert. So wurde eine spezifische Am-
plifikation der cDNA des Fremdgens erzielt. Von allen chiméren atp6 Konstrukten konnten
cDNA-Fragmente amplifiziert werden (ohne Abb.). Der Nachweis der RNA-Edierung der
Transkripte erfolgte wiederum durch die Untersuchung der Hydrolysierbarkeit der cDNA
durch die Restriktionsendonuklease HindIIl. Die gelelektrophoretische Auftrennung der
hydrolysierten wie nicht-hydrolysierten RT-PCR-Proben (siehe Abb. 20) zeigte, dass nur
unter Verwendung des Plasmids pIB323 ein ¢cDNA-Fragment des Fremdgens amplifiziert
wurde, die mit HindIIl hydrolysierbar war. Demnach lagen in dieser RNA-Population
Transkripte vor, die an der betrachteten Position ediert waren. Eine nachfolgende Sequen-
zierung des 803 Nukleotide groffen PCR-Produkts bestétigte im Chromatogramm die nur
mit geringer Effizienz erfolgte RNA-Edierung, wie in der Abbildung 20 (B) deutlich wird.
Vergleichend ist der entsprechende Ausschnitt des Chromatogramms aus der Sequenzierung
der vom Plasmid pIB325 erhaltenen cDNA dargestellt. Die Sequenzierung des mit HindIII
hydrolysierten, aus dem Gel eluierten Fragments zeigt hingegen einen héheren Anteil an

prozessierten Edierungsstellen (vgl. Abb. 20, C).
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Abbildung 20: RNA-Edierung der Transkripte chimére Konstrukte des atp6 Gens.

A Tsolierte Mitochondrien aus Z. mays wurden fiir eine Elektroporation mit dem Plasmid pIB323 und
pIB325 eingesetzt. Mit der nach einer in organello Inkubation extrahierten Gesamt-RNA wurde eine
RT-PCR mit den Oligonukleotiden FK500 und FK573 durchgefiihrt. So konnten Transkripte des in
die Organellen eingebrachten chiméren atp6 Gens erhalten werden. Gelelektrophoretisch aufgetrennt
wurden die RT-PCR Produkte vor (,,-“) und nach (,+%) einer Hydrolyse mit der Restriktionendo-
nuklease HindIIl. B Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Sequenzierung der nach in organello
Transkription von pIB323 und pIB325 erhaltenen RT-PCR Produkte. C Die HindIIl hydrolysierten
Fragmente der pIB323 ¢cDNA wurden aus dem Gel eluiert und ebenfalls sequenziert. Abgebildet ist
ein Ausschnitt aus dem Chromatogramm der Sequenzierung.

Die Chromatogramme der Sequenzierung beider cDNAs weisen an sédmtlichen, im am-
plifizierten Bereich des Transkripts gelegenen Edierungsstellen auf eine lediglich partielle
Edierung der chiméren atp6 Transkripte bei Verwendung des Plasmids pIB323 hin. Ver-
gleichend mit den Ausschnitten des Chromatogramms der Sequenzierung der vom Plasmid

pIB325 erhaltenen ¢cDNA sind die RNA-Edierungsstellen in Abb. 21 abgebildet.



3 ERGEBNISSE 83

plB323 plB325 piB323 piB325

P

521

452

" gl ! :
A\TCTCGG ATCTCGG

20

GTGCCGAA

plB323 plB325 pIB323 plB325
554 /555 554 /555
“11‘0“‘ L e II‘11‘0III S

TTEGTTATTTIC TTEGT TATT T

pIB323 plB325 pIB323 pIB325 plB323 pIB325

770
748 ) 770 812 812

CRETIE .34.0. ] ‘34.'].

CTEATT STCATT AAGCTCA AAGCTC TTCAGT TTGCAGT

748

-

Abbildung 21: RNA-Edierung der Transkripte chimére Konstrukte des atp6 Gens.

Vergleichend sind die Ausschnitte aus den Chromatogrammen der Sequenzierung der von den Plasmi-
den pIB323 bzw. pIB325 erhaltenen RT-PCR Produkte (sieche Abb. 20) gezeigt. Die Edierungsstellen
wurden hervorgehoben (unterstrichenes C) und in Bezug auf das Startkodon (1) der atp6 Transkripte
des endogenen Gens nummeriert.
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3.4.4 Expression des atp9 Gens aus Sorghum bicolor in Mitochondrien aus

Zea mays
3.4.4.1 Klonierung des atp9 Gens aus Sorghum bicolor

Die kodierende Sequenz des fiir die Untereinheit 9 der mitochondrialen ATP-Synthase
kodierenden Gens betriagt bei S. bicolor (NCBI | Accession No.“: U61165) 240 bp, bei
Z. mays lediglich 225 bp (NCBI ,, Accession No.“: AY506529). Urséchlich hierfiir ist ein
zweites Startkodon des atp9 Gens, das bei S. bicolor im 5’-Bereich des sonst in der DNA-
Sequenz des atp9 Gens verschiedener Gattungen konservierten ATGs liegt. Demnach weist
das ATP9 Protein aufgrund der zusétzlichen 15 Nukleotide evtl. bei S. bicolor eine ami-
noterminale Extension von fiinf Amoinoséuren im Vergleich zum Protein (75 Aminosauren)
aus Z. mays auf.

Im Bereich der kodierenden Sequenz des atp9 Transkripts befinden sich bei Z. mays sieben
Edierungsstellen (Grosskopf und Mulligan, 1996). Die atp9 mRNA von S. bicolor hin-
gegen weist acht zu edierende Cytosine auf (Salazar et al, 1991). Bei S. bicolor ist die
Position 238 (Nummerierung bezogen auf das Start-Kodon) auffillig, hier entsteht das
Stopp-Kodon TGA erst durch die Edierungs der RNA. Im atp9 Transkript von Z. mays
liegt das Stopp-Kodon (TAA) bereits in der DNA Sequenz kodiert vor. Neben diesem ab-
weichenden Stopp-Kodon befindet sich zudem an Position 182 der atp9 RNA aus Z. mays
eine Abweichung des Edierungsmusters zwischen Z. mays und S. bicolor. An dieser Stelle
liegt bei S. bicolor praediert ein Thymin, bei Z. mays jedoch ein zu edierendes Cytosin
vor. Die RNA-Edierung an Position 220 bei S. bicolor ist fiir die atp9 RNA aus Z. mays
nicht beschrieben. Demnach haben Z. mays und S. bicolor, wie Tab. 7 zusammenfasst,
sechs Edierungsstellen gemeinsam.

Bei S. bicolor liegt das atp9 Gen 323 bp stromab der fiir die Methionin-tRNA kodierenden
Sequenz trnfM (Yan et al., 1997). Die atp9 Transkripte weisen unterschiedliche 5-Enden
auf, die ein bis 28 Nukleotide an das 3’-Ende der trnfM Sequenz heran reichen. Aufgrund
der vorgefundenen priméren wie prozessierten Transkripte wird eine Transkriptpopulation
aus prozessierten trnfM und atp9 Co-Transkripten sowie eine Initiation der Transkription

in der trnfM Sequenz bzw. in deren 3’-Bereich angenommen (Yan et al., 1997).
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Der 5’-Bereich zeigt im Vergleich von S. bicolor und Z. mays eine hoch konservierte Se-
quenz bis Position -154 bei S. bicolor. Z. mays weist in diesen 154 Nukleotiden jedoch eine
Insertion von insgesamt 30 Nukleotiden auf. Stromaufwérts von Position -154 findet sich
keine signifikante Homologie zwischen den beiden mtDNA Sequenzen in der Néhe zum atp9
Gen. Ahnlich der Situation bei S. bicolor ist auch fiir Z. mays eine heterogene Population
an atp9 Transkripte aufgrund multipler Transkriptionsinitiationen beschrieben (Mulligan
et al., 1988).

Im 3’-Bereich des atp9 Transkripts von P. sativum liegt ein Sequenzabschnitt vor, der die
mRNA Stabilitiat bedingen kénnte (Dombrowski et al., 1997). Als potentielle Sekundérstruk-
tur kann eine doppelte Stamm-Schleifen-Struktur angenommen werden (Dombrowski et al.,
1997). Der Vergleich dieser Sequenz aus P. sativum mit der publizierten atp9 Sequenz aus
Hirse zeigt deutliche Ahnlichkeiten (vgl. Abb. 22, B). Demnach kénnte auch die atp9 RNA
der Hirse durch diese Doppel-Stamm-Schleifenstruktur stabilisiert werden.

Aufgrund dieser evtl. zur Transkriptstabilisierung notwendigen Bereiche der 3’ nichttrans-
latierten Sequenz sowie der im 5’-Bereich vorgefundenen grofien Divergenzen wurden zur
Klonierung des atp9 Gens aus der Hirse daher die Oligonukleotide FK553 und FK554 aus
der publizierten Sequenz des atp9 Gens von S. bicolor (NCBI , Accession No.“: U61165)
abgeleitet. Der so mittels PCR amplifizierte, 810 bp grofie und in den Klonierungsvektor
pBluescript IT SK+ (Stratagene, Heidelberg) eingebrachte Abschnitt des atp9 Gens um-
fasst einen 5’-Bereich von 390 bp und einen 3‘-Nichtkodierungsbereich von 130 Nukleotiden
(siehe Abb. 22). Dieses Fragment des S. bicolor atp9 Gens liegt im Plasmid pMS381 vor
(Plasmidkarte siehe Anhang, Abb. 28). Somit befindet sich zwar der 3’-Sequenzabschnitt
der das Transkript des atp9 Gens stabilisierenden Stamm-Schleifen-Struktur innerhalb der
klonierten DNA, nicht jedoch der Promotorbereich vor der bei S. bicolor vorkommenden
Methionin-tRNA. Aufgrund der von Yan et al. (1997) in S. bicolor vorgefundenen 5’-Enden
der atp9 Primértranskripte, deren 5’-Sequenz homolog war zum Sequenzbereich direkt im
3’-Bereich der trnfM, sollte eine Initiation der Transkription jedoch auch innerhalb des hier
klonierten Fragments mit einem Anteil der trnfM-Sequenz (vgl. Abb.22) erfolgen koénnen.

Die Sequenzierung des klonierten atp9 Gens zeigte innerhalb der 5’-Nichtkodierungssequenz
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Abbildung 22: Schematische Darstellung des atp9-Gens aus Sorghum bicolor.

Die zur Amplifikation des 810 bp groBen atp9 PCR-Produkts aus Gesamt-DNA von S. bicolor (Linie
IS1112C) verwendeten Oligonukleotide FK553/FK554 sind in der schematischen Darstellung (A) des
in den Plasmiden pMS343 und pMS381 vorliegenden Fragments des atp9 Gens (NCBI , Accession
No.“: U61165) ebenso wie das fiir die RT-PCR verwendete Oligonukleotidpaar FK593/FK576 als
Dreiecke eingezeichnet. Ein Vergleich der publizierten 3’-Sequenz des atp9 Gens aus S. bicolor sowie
des im Plasmid pMS343 bzw. pMS381 vorliegenden klonierten atp9 Genabschnitts mit Sequenz von P.
sativum zeigt deutliche Ahnlichkeiten in einem Sequenzbereichs (B), der fiir die Transkriptstabilitit in
P. sativum beschriebenen wurde (Dombrowski et al., 1997). In Anlehnung an die von Dombrowski et
al. (1997) aus der Sequenz abgeleitete Sekundérstruktur am Ende der atp9 Transkripte von P. sativum
(C) kann eine Ahnliche 2D-Struktur fiir die atp9 Transkripte von S. bicolor dargestellt werden (D).

sowie der kodierenden Sequenz des atp9 Gens eine vollige Ubereinstimmung mit der pu-
blizierten DNA-Sequenz. Im 3’-Nichtkodierungsbereich fielen Unterschiede auf. Ein Ver-
gleich dieser in der Sequnez abweichenden Positionen mit der veroffentlichten Sequenz des

3’-Bereichs von P. sativum zeigt, dass die Basenabfolge innerhalb der fiir P. sativum ange-
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nommenen Doppel-Stamm-Schleifen Struktur zwischen P. sativum und S. bicolor relativ
konserviert sind. Aus der ermittelten Sequenz lésst sich in Anlehnung an die fiir P. sativum
dargestellte Sekundarstruktur ebenfalls eine zweifache Stamm-Schleifen-Struktur aufzeigen

(siche Abb. 22).

3.4.4.2 Transkription des atp9 Gens aus Sorghum bicolor und Transkriptpro-

zessierung in Mitochondrien aus Zea mays

Fiir die Untersuchung der mRNA des Transgens wurden aufgrund der Sequenzunterschiede
von Transkripten des S. bicolor und Z. mays atp9 Gens die Oligonukleotide FK593 und
FK576 zur spezifischen Amplifikation aus der Sequenz des S. bicolor atp9 abgeleitet (vgl.
Abb. 22). Zur Kontrolle der Spezifitdt der verwendeten Oligonukleotide wurde eine RT-
PCR mit RNA aus Z. mays vorgenommen. Weder in der Kontaminationskontrolle, noch
in der RT-PCR Kontrolle mit mtRNA aus Z. mays (vgl. Abb. 23, A) ist ein Produkt
nachweisbar.

Zur Transkriptanalyse im heterologen System wurde das Plasmid pMS381 mit dem klo-
nierten atp9 Gen aus S. bicolor mittels Elektroporation in isolierte Mitochondrien aus
Mais eingebracht. Die aus den Organellen nach ein bis drei Stunden Inkubation in Respi-
rationpuffer (siche Kap. 2.2.14) isolierte Gesamt-RNA wurde fiir eine RT-PCR mit den
fiir das atp9 Transkript aus S. bicolor spezifischen Oligonukleotiden FK593 und FK576
eingesetzt. Wie Abb. 23 (A) zeigt, konnte so ein 300 bp grofies Fragment erhalten werden.
Demnach wird offensichtlich die Transkription auch in Abwesenheit des im 5’-Bereich der
Methionin-tRNA von S. bicolor gelegenen, in dem klonierten atp9 Fragment jedoch nicht
vorhandenen Promotors des trnfM-atp9 Co-Transkripts aus S. bicolor initiiert.

Um einen Aufschluss iiber den Status der RNA-Edierung der Transkripte des Fremdgens
zu erhalten, wurde das atp9 RT-PCR Produkt der drei Stunden Inkubations-Probe sequen-
ziert. Wie die in Abb. 23 (B) gezeigten Ausschnitte der Chromatogramme der Sequenzie-
rung belegen, befindet sich in der cDNA an Position 35, 97 und 107 ein Thymin an Stelle

des in der DNA vorliegenden Cytosins (abgebildet ist die revers-komplementére Sequenz
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pMS381

107

Abbildung 23: Transkription des atp9 Gens aus S. bicolor und Prozessierung der Transkripte in iso-
lierten Mitochondrien von Z. mays.

Die Plasmid-DNA wurde in isolierte Mitochondrien aus Z. mays mittels Elektroporation eingebracht.
Nach ein bis dreistiindiger Inkubation der so behandelten Organellen isolierte Gesamt-RNA wurde fiir
eine RT-PCR mit den fiir S. bicolor atp9 spezifischen Oligonukleotiden FK593 und FK576 eingesetzt.
Die erhaltenen 300 bp grofien RT-PCR Produkte (A) der Probe (drei Stunden Inkubation) wurden
sequenziert. Ausschnitte der Chromatogramme dieser Sequenzierung zeigen, dass unter Verwendung
des Plasmids pMS381 Transkripte des atp9 Gens aus S. bicolor erhalten wurden, die an drei der acht
Edierungsstellen (Position 35, 97 und 107) partiell ediert waren (B). Die Sequenzierung der von einer
weiteren in organello Expression des Plasmids erhaltenen cDNA Fragmente weist auf eine erfolgte
partielle Edierung an Position 107 hin (C), wihrend alle iibrigen Edierungsstellen nicht ediert waren
(ohne Abb.).

der cDNA). Demnach ist hier von einer erfolgten RNA-Edierung des Primértranskripts des
Fremdgens an diesen Positionen auszugehen. Offensichtlich liegt aber nur ein Teil der zur
cDNA Synthese eingesetzten RNA des Fremdgens in edierter Form vor, da in dem Chroma-

togramm Reste von Cytosin auffallen. Alle weiteren, im 3’-Bereich der atp9 RNA gelegenen
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Tabelle 7: RNA-Edierungsstellen in atp9 Transkripten aus S. bicolor und Z. mays:
RNA-Edierung bei heterologer Expression des S. bicolor atp9 Gens in Mitochondrien aus Z. mays

(RNA-Edierungsstellen sind unterstrichen; Abk.: + = ediert, - = nicht ediert)

Position bei | Sequenz [5’° - 3’] | Position bei | Edierung
S. bicolor Z. mays in organello
35 GCTAAATCAAT 20 +/-

97 AAACGTTCTCA 82 +/-

107 AGTTCTTCGAT 92 +/+
149 AAACAATCATT 134 -

206 TTTGCCCCAAT 182 -

ped. ATTGCATCGTT 191

220 GGCCTTTCTGA - -
227 CTGATCTCATT 212 -
238 CGTTTTCCGAT - -

Edierungsstellen lagen nicht ediert vor. Wiederholte Sequenzanalysen der cDNAs, die von
RNA aus der Expression des S. bicolor atp9 Konstrukts in isolierten Mitochondrien aus Z.
mays amplifiziert wurden, weisen jeweils auf ein Ausbleiben der Edierung der Transkripte
hin. Lediglich in einem weiteren Versuch konnte gezeigt werden, dass an Position 107 der
mRNA des S. bicolor atp9 Gens an Stelle des Cytosins auch Thymin in der cDNA vor-
kommt, was fiir eine zumindest partiell erfolgte Edierung an dieser Position spricht (vgl.
Abb. 23, C). Parallel vorgenommene Untersuchungen zur Edierung der endogenen atp6
Transkripte lielen darauf schlielen, dass die Organellen in dem betrachteten Zeitraum en-

dogene Transkripte prozessierten.
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4 Diskussion

Die Transkripte pflanzlicher Organellen, der Plastiden sowie der Mitochondrien, unterliegen
vielfélltigen Prozessierungsreaktionen. Hierzu zdhlen neben den exo- und endonukleolyti-
schen Verkiirzung der 5- und 3’-Enden der Primértranskripte vornehmlich das Spleiflien
der mRNA in cis oder trans wie auch die RNA-Edierung der Transkripte. Die beiden letz-
tern Vorgénge fiihren durch das Zusammenfiihren der Exone sowie die Umwandlung von C
nach U, seltener von U nach C, zu einer Verédnderung der Sequenz der mRNA und folglich
der von ihr abgeleiteten Proteinsequenz.

Wiéhrend durch Untersuchungen der in vivo erstellten Transkripte lediglich das Resultat
der Prozessierung analysiert werden kann, ermoglichen genetische Ansétze die Aufklarung
der biochemischen wie molekularen Grundlagen dieser Prozessierungsreaktionen. Eine Ana-
lyse der RNA-Edierung in vivo sowohl in Plastiden wie Mitochondrien weist auf einen von
der Entwicklung bzw. vom Gewebetyp abhingige Prozessierung der RNA hin (Bock et al.,
1993; Peeters und Hanson, 2002), weshalb in dieser Arbeit lediglich Mitochondrien aus
gleichaltrigen Sprossen etioliert angezogener Maispflanzen eingesetzt wurden.

Plastiden bieten, im Gegensatz zu Mitochondrien, die Moglichkeit der Analyse der RNA-
Prozessierung anhand von transplastomischen Linien. So konnten bereits in einigen transge-
nen Ansétzen eine Charakterisierung von cis-Faktoren erfolgen (siehe Kap. 1.2.2). Bislang
ist jedoch kein Verfahren zur stabilen Transformation bzw. zur Etablierung von Linien mit
genetisch verdnderten Mitochondrien bekannt.

Als alternative Methode zur Analyse der fiir die RNA-Edierung verantwortlichen cis-
Sequenzen ist die Untersuchung der Transkriptprozessierung in wvitro oder in isolierten,
intakten Organellen moglich. So konnte durch eine Analyse der in organello RNA-Edierung
in Mitochondrien von Solanum tuberosum (Yu et al., 1995) und durch in vitro Analysen des
Vorgangs in Lysaten von Weizenmitochondrien (Blanc et al. 1995) bereits eine oxidative
Deaminierung bzw. Transaminierung als Ursache fiir die Umwandlung von Cytosin zu Ura-
cil nachgewiesen werden. Die bislang entwickelten in wvitro Systeme fiir Triticum aestivum

(Araya et al., 1992; Blanc et al., 1995) und Pisum sativum (Yu et al., 1998; Takenaka und
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Brennicke, 2003) scheinen jedoch aufgrund der schlechten Effizienz der RNA-Edierung zur
Analyse der an der Prozessierung beteiligten, in cis wie trans aktiven, Faktoren nur wenig
geeignet zu sein.

Im Gegensatz zu intakten Organellen weisen in vitro Systeme vermutlich die zur Prozes-
sierung notwendigen Faktoren nicht in ausreichender Menge bzw. Konzentration auf. So
wurde aus Mitochondrien von Weizen bereits ein membranassoziierter hochmolekularer
Komplex isoliert, der in wvitro Replikations- wie Transkriptionsaktivitidt zeigt (Echever-
ria et al.,, 1991). Eine Edierung der von dem aus S. tuberosum isolierten mitochondrialen
transkriptionsaktiven Chrosmosom in wvitro synthetisierten Transkripte wurde jedoch nicht
beobachtet (Fey et al., 1999). Demnach kénnten die fiir die RNA-Edierung wichtigen trans-
aktiven Faktoren nicht an diesem Komplex gebunden vorliegen bzw. sind unter den unter-
suchten Bedingungen nicht aktiv. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit ein Ansatz zur
Analyse der Transkription und Transkriptprozessierung in isolierten, intakten pflanzlichen
Mitochondrien gewahlt. Die Kombination dieses in organello Systems mit dem Moglichkeit,
Fremd-DNA in vitro mittels Elektroporation in die Mitochondrien einzubringen, erlaubt

zudem die Analyse der in organello synthetisierten mRNAs der Transgene.

4.1 Transkription endogener Gene und Transkriptprozessierung

in isolierten Mitochondrien von mmays
4.1.1 Nachweis der Transkription endogener Gene in organello

Grundvorausetzung fiir die Aufrechterhaltung der transienten Transkription in isolierten
Mitochondrien ist die Praparation intakter Organellen aus dem verwendeten Blattmaterial.
Deshalb wurde zunéchst durch elektronenmikroskopische Aufnahmen sowie Messungen der
enzymatischen Aktivitdat von Leitenzymen der Mitochondrien nachgewiesen, dass es sich bei
den aus etiolierten Blattern von Zea mays isolierten Organellen um intakte Mitochondrien
handelt (vgl. Kap. 3.1.1 und 3.1.2).

Das fiir pflanzliche Mitochondrien adaptierte transiente Expressionssystem basiert auf

den Bedingungen des fiir tierische Mitochondrien etablierten in organello Ansatzes von
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Enriquez et al. (1991, 1996). Der verwendete in organello Puffer enthélt ein Osmotikum
sowie anorganisches Phosphat, ADP und oxidierbare Substrate, um die oxidative Phos-
phorylierung in den Organellen in dem transienten Expressionssystem zu ermdglichen. Die
Aufrechterhaltung der mitochondrialen Respiration isolierter Mitochondrien in dem ver-
wendeten in organello Puffer wurde durch den Nachweis der Aufnahme und Oxidation des
fiir mitochondrien spezifischen Fluoreszenzfabstoffs MitoTracker Orange CM-H, TMRos ge-
zeigt (siche Kap. 3.1.3).

Die isolierten Organellen aus Z. mays sind in dem verwendeten in organello System in der
Lage, endogene Gene iiber einen Zeitraum von drei Stunden zu transkribieren (vgl. Kap.
3.2.1). Dies konnte durch die Inkorporation von [a?P]-UTP in die in organello syntheti-
sierte mitochondriale Transkripte gezeigt werden (vgl. Kap. 3.2.1). Aufgrund der Zunahme
der Inkorporation von [@32P]-UTP in mitochondriale Transkripte iiber die Zeit liegt ver-
mutlich, im Gegensatz zu den ,run on“ Analysen von Muise und Hauswirt (1992), eine
de novo Synthese von Transkripten in organello vor. Vergleichbare Systeme sind fiir die
in organello Transkription in Mitochondrien aus Hefe (Groot et al., 1981; Poyton et al.,
1996), aus HeLa-Zellen (Gaines, 1996) und aus Sdugern (Inaba und Oda, 1977) beschrieben.
Die Anwendung eines solchen transienten in organello Transkriptions- Ansatzes ermdoglichte
den Nachweis der gewebeabhéngige Transkription in Mitochondrien aus dem Gehirn von
Schafen (Enriquez et al., 1993).

Das in organello System ist jedoch nicht auf die Trankription mitochondrialer Gene be-
schrankt. Auch die Translation konnte in isolierten Mitochondrien von S. cerevisiae auf-
recht erhalten werden (Poyton et al., 1996). Zudem wurde die Replikation mitochondrialer
DNA in isolierten Mitochondrien nachgewiesen (Enriquez et al., 1994).

Oligomycin vermag den F, Teil der F.F, ATP-Synthase der Mitochondrien zu hemmen
(Kagawa und Racker, 1966). Eine solche Inaktivierung ist sowohl fiir Mitochondrien aus der
Leber von Ratten (Slater und Ter Welle, 1969), als auch aus Pflanzen beschrieben (Kromer
et al., 1988; Valerio et al., 1994). Die Hemmung der ATP-Synthase durch Oligomycin hatte
einen negativen Einfluss auf die in organello RNA-Synthese (siehe Kap. 3.2.1) in isolierten

Mitochondrien von Z. mays. Bei einer Konzentration von 0,2 pug Oligomycin pro mg Prote-



4 DISKUSSION 93

in wurde eine 50%-ige Inaktivierung der ATP-Synthase bei Mitochondrien der Rattenleber
(Slater und Ter Welle, 1969) und aus P. sativum (Kromer et al., 1988) erzielt. Die ver-
wendete Konzentration an Oligomycin (10 pg Oligomycin pro mg Mitochondrienprotein)
sollte die ATP-Synthase der Mitochondrien aus Mais nahezu vollstdndig inhibieren. Da
die durch Inkorporation von [a32P]—UTP nachgewiesene in organello RNA-Synthese sen-
sitiv gegen geringe Konzentrationen des Hemmstoffs ist, kann davon ausgegangen werden,
dass die erhaltenen markierten Transkripte mitochondrialen Ursprungs sind. Bakterielle
Kontaminationen wurden durch die Desinfektion des Ausgangsmaterials und nachfolgende
Kontrolle der Keimbelastung ausgeschlossen.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass die RNA-Synthese in pflanzlichen Mitochondrien
durch den Redox-Zustand der Organellen reguliert wird (Wilson und Pearson, 1996). Fiir
Mitochondrien aus S. tuberosum ist zudem bekannt, dass eine Verminderung der mito-
chondrialen Transkriptionsaktivitdt durch eine vollstindige Reduktion des Rieske Eisen-
Schwefel Proteins des Komplexes IIT der mitochondrialen Atmungskette hervorgerufen wird
(Wilson et al., 1996). Die Inhibierung der ATP-Synthase und die damit einhergehende Re-
duktion des Ubichinons sollte in den Mitochondrien von Z. mays zu einer erhdhten Re-
duktion des Komplexes III fithren. Demnach kénnte bei den isolierten Mitochondrien aus
Z. mays eine Redox-Abhéngigkeit der RNA-Synthese in organello Ursache fiir die beob-
achtete Reduktion der Inkorporation von [a2P]-UTP in die synthetisierten Transkripte
vorliegen. Eine Inhibierung der ATP-Synthase durch Oligomycin wiirde dariiber hinaus
die Konzentration an ATP reduzieren, was ebenfalls die Transkriptionsaktivitit negativ
beeinflussen sollte.

Nachweislich erfolgte die Transkription bei einer Konzetration von 1 mM ADP, war aber
sensitiv gegeniiber einer erhthten Konzentration an ADP von 5 mM (vgl. Kap. 3.2.1).
Fiir die in organello Transkription in tierischen Mitochondrien ist der die Transkripti-
on inhibierende Einfluss einer auf 2 mM erhchten Konzentration an ADP ebenfalls be-
kannt (Enriquez et al., 1996). In Lysaten von Mitochondrien aus HeLa Zellen fiihrte eine
erhohte Konzentrationen an ATP zur Hemmung der Transkription (Fernandez-Silva et

al., 1996). Die Aufrechterhaltung des Elektronenflusses der mitochondrialen Atmungskette
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durch die Supplementierung des Puffers mit oxidierbaren Substraten kénnte zu einer fort-
laufenden Phosphorylierung des in die Organellen aufgenommenen ADPs fithren. Hierdurch
wiirde die Konzentration an ATP in den Mitochondrien stetig erhoht, zumal die Organellen
von ATP-verbrauchende cytoplasmatische Prozessen isoliert sind. Ein vergréferter ADP-
Konzentrationsgradient konnte ebenso zu einem quantitativen Export des ATP durch den
mitochondrialen ADP/ATP-Antiporter fithren, was ebenfalls die Transkription negativ be-
einflussen konnte.

Die Oxidation der im in organello Puffer enthaltenen Substrate Glutamat oder Malat
fithrt zu einer Reduktion des Ubichinonpools. Durch die nachfolgenden Enzyme der At-
mungskette kann der Elektronenfluss bei gleichzeitiger Translokation von Protonen iiber
die mitochondriale Membran erfolgen. Das so erhaltene Membranpotential wird druch die
ATP-Synthase zur Synthese von ATP aus ADP und anorganischen Phosphat genutzt.
Moglichweise fiihrt die ausserhalb der Organellen erhohte Konzentrationen von ADP zu ei-
nem vermehrten Abbau des Membranpotentials. Dies hétte eine Oxidation des Komplexes
ITI der Atmungskette sowie des Ubichinons zur Folge. Da die RNA-Synthese der Mitochon-
drien aus Z. mays sowohl durch eine Inhibierung der ATP-Synthase (s.o.), wie auch durch
erhohte Konzentrationen an ADP inhibiert wird, konnte in beiden Fiéllen eine Regulati-
on der mitochondrialen Transkription in Abhéngigkeit vom Redoxzustand der Organellen
vorliegen.

Die Transkription isolierter Mitochondrien aus Z. mays ist zudem sensitiv gegeniiber dem
Nukleotidanalog Cordycepin (3’-Deoxyadenosin 5’-triphosphat). So konnte eine Redukti-
on der Transkriptionsrate durch die Supplementation des in organello Puffers mit die-
sem Hemmstoff festgestellt werden. Eine Beeinflussung der mitochondrialen Transkription
durch Cordycepin wurde bereits fiir HeLa Zellkulturen beschrieben (Zylber et al., 1971)

und scheint auch fiir Mitochondrien aus pflanzlichen Zellen vorzuliegen.
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4.1.2 In organello Prozessierung endogener Transkripte am Beispiel der Trans-

kripte des nad9, atp6 und cox2 Gens

Neben der Transkription erfolgte auch die Prozessierung der in dem transienten System
gebildeten mitochondrialen Transkripte. Uber einen Zeitraum von bis zu fiinf Stunden
konnten gespleifite Transkripte des cozr2 Gens nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.2.2). Im
Gegensatz zu ungespleifiten cor2 Transkripten sind die gepleifiten mRNAs des coz2 Gens
bei Z. mays in planta nahezu vollsténdig ediert (Yang und Mulligan, 1991). Demnach ist
wahrscheinlich, dass auch die in isolierten Mitochondrien aus Mais in organello gespleifiten
cor2 Transkripte ediert vorliegen.

Zum Nachweis der Edierungsfiahigkeit der isolierten Organellen wurden die in isolierten Mit-
ochondrien synthetisierten Transkripte des nad9 sowie des atp6 Gens untersucht. So konn-
ten erstmals elf Edierungsstellen der nad9 mRNA aus Z. mays ermittelt werden (siehe Kap.
3.2.3). Die relative Lage der elf Edierungsstellen im nad9 Transkript von Z. mays stimmt
mit den fiir O. sativa bekannten Edierungsmuster (Nishiwaki et al., 1995) {iberein. Die
Edierung einer im 5’-Bereich der kodierenden Sequenz von Z. mays liegenden potentielle
Edierungsposition konnte nicht verifiziert werden. Bei allen untersuchten Edierungsstellen
der nad9 mRNA wurde lediglich eine partielle Edierung der nad9 Transkripte beobachtet.
Fiir S. tuberosum wurde bereits eine Population von edierten wie partiell edierten nad9
beschrieben (Grohmann et al., 1994; Lu und Hanson, 1996). Der Grad der Prozessierung
einzelner Edierungsstellen innerhalb des S. tuberosum nad9 Transkripts variierte (Groh-
mann et al., 1994), ein Muster dieser Varianz konnte nicht ermittelt werden. Auch die hier
untersuchte Edierung der nad9 mRNA Population aus Mitochondrien von Z. mays zeigt
eine graduell verschiedene partielle Edierung, auch wenn eine statistische Untersuchung
des Edierungszustandes einzelner Transkripte nicht vorgenommen wurde.

Zudem wurden die atp6 Transkripte in einer Zeitreihe der Inkubation der Organellen iiber
sieben Stunden vollsténdig ediert vorgefunden (vgl. Kap. 3.2.2). Wihrend der Edierungs-
grad der atp6 Transkripte in Petunia hybrida in vivo offensichtlich niedriger ist (Lu und
Hanson, 1994), wurde fiir Triticum aestivum ebenfalls eine annéhernd 100%-ige Edierung

der atp6 mRNA beschrieben (Kempken et al., 1991).
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Da anhand von UTP-Inkorporationsversuchen eine Synthese von RNA in den isolierten
Organellen nachgewiesen wurde (siehe Kap. 3.2.1), nach sieben Stunden aber lediglich
vollstéandig prozessierte Transkripte vorlagen, ist von einer erfolgten Edierung bzw. dem
erfolgten Spleifien auch der neu synthetisierten Transkripte auszugehen. Zudem ist fiir die
atp6 Transkripte eine erhchte Transkriptionsrate bei gleichzeitig niedrigem Transkriptspie-
gel, also eine erhohte Instabilitidt der atp6 mRNA in Mitochondrien von Mais (Muise und
Hauswirth, 1992) und A. thaliana (Giege et al., 2000) ermittelt worden. Offensichtlich
sind die fiir das Spleiflen respektive die RNA-Edierung der endogenen Transkripte verant-
wortlichen trans-Faktoren nicht nur in ausreichendem Mafl in den isolierten Organellen
vorhanden, sondern bleiben iiber den betrachteten Zeitraum auch funktionell katalytisch
aktiv.

Durch eine in organello Inkorporation von Biotin-UTP in mitochondriale Transkripte von
Z. mays konnte zudem eine Isolierung der markierten, also wihrend der Inkubationsdauer
in den Mitochondrien in der Synthese befindlichen Transkripte erfolgen (vgl. Kap. 3.2.4).
Auch in dieser Population an mRNA wurde eine RNA-Edierung der atp6 Transkripte detek-
tiert. In Abhéngigkeit von der Inkubationszeit nahm der Anteil an edierter atp6 mRNA zu.
Demnach wird auch die neu synthetisierte atp6 mRNA ediert. Folglich reflektieren die Da-
ten zur Edierung endogener atp6 Transkripte iiber die Zeit (s.0.) nicht nur den Edierungs-
status der zum Zeitpunkt der Isolierung der Organellen vorhandenen RNA-Population. Der
wachsende Anteil der mit Biotin markierten und edierten atp6 Transkripte in Abhéngigkeit
von der Inkubationszeit deutet auf eine posttranskriptional erfolgende Edierung hin.

Die vorliegenden Daten zur Charakterisierung des in organello Systems isolierter Mito-
chondrien von Z. mays zeigen, dass eine transiente Transkription sowie die Analyse der
Prozessierung endogener Transkripte in isolierten, gereinigten Mitochondrien moglich ist.
Im Gegensatz zu der nur partiell edierten mRNA des nad9 Gens wurden vollstéindig pro-
zessierte Transkripte des atp6 sowie des cox2 Gens erhalten, weshalb sich die Verwendung
dieser beiden Gene im Hinblick auf die Transkription sowie die Prozessierung in einem

heterologen System anbietet.
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Es konnte jedoch mitunter beobachtet werden, dass die Effizienz der RNA-Edierung von der
Qualitat der praparierten Mitochondrien abhéngig war. In unabhéngigen Versuchen wurde
sowohl eine Zunahme der RNA-Edierung der atp6 Transkripte, wie auch bisweilen eine Ab-
name der Edierungsfrequenz beobachtet. Im Hinblick auf die Aussagen zur RNA-Edierung
der von den in die Organellen eingebrachten Fremdgenen erhaltenen Transkripte ist daher

eine zusétzliche Analyse des Edierungsgrades endogenen Transkripte von Bedeutung.

4.2 Exogene DNA kann mittels Elektroporation effizient in iso-

lierte Mitochondrien eingebracht werden

Die Etablierung des Elektroporationsverfahrens fiir isolierte pflanzliche Mitochondrien er-
folgte in Anlehnung an die fiir tierische Mitochondrien publizierten Methode (Collombet et
al., 1997). Den Daten von Collombet et al. (1997) entsprechend konnte mittels Elektropora-
tion Plasmid-DNA in vitro in die isolierten und aufgereinigten Mitochondrien von Z. mays
eingebracht werden (vgl. Kap. 3.3.1). Die Effizient der Translokation war abhédngig von
der Feldstérke (siche Kap. 3.3.1). So wurde ein nachweislich grofierer Anteil an Plasmid-
DNA nach einer Elektroporation von Mitochondrien bei einer optimalen Spannung von
1,8 bis 2 kV detektiert, der gegeniiber einer DNase-Behandlung insensitiv war. Die in der
vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten differieren von den fiir tierische Mitochondrien
(Collombet et al., 1997) sowie in einem fiir Mitochondrien aus Weizen (Farrée und Ara-
ya, 2001) beschriebenen Elektroporationssystem. Fiir tierische Mitochondrien wurde eine
optimale Effizienz fiir die Translokation der Plasmid-DNA in die Organellen bei einer an-
gelegten Spannung von 1,4 kV ermittelt (Collombet et al., 1997), was anndhernd dem
Wert fiir die optimale Effizienz der Elektroporation von Weizenmitochondrien von 13 kV
pro cm entspricht (Farre und Araya, 2001). Fiir Mitchondrien aus Mais und Reis wurde
hingegen eine optimale Feldstirke von 8,8 kV pro cm beschrieben (Mulligan et al., 1989).
Moglicherweise differieren die fiir die einzelnen Systeme ermittelten Spannungen fiir eine

optimale Effizienz der Elektroporation aufgrund der unterschiedlichen Mengen eingesetzter

Mitochondrien oder Plasmid-DNA.
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Das Einbringen der Fremd-DNA in die Mitochondrien von Mais war von der Gréfle der
Plasmid-DNA (vgl. Kap. 3.3.2) abhingig. Wiahrend lineare und superspiralisierte pBlues-
cript IT SK4+ DNA (3 kb) sowie ein 11 kb grofies Plasmid im Anschluss an eine Elektro-
poration in den Organellen nachgewiesen werden konnten, erfolgte keine Detektion eines
30 kb groflen Cosmids. Die in die Mitochondrien von Mais eingebrachte, in der superspira-
lisierten Form zur Elektroporation der Organellen eingesetzte Plasmid-DNA lag nach der
Isolierung aus den Mitochondrien in der linearen wie offen zirkuldren Form vor. Auch nach
der Elektroporation tierischer Mitochondrien wurden alle drei Zustandsformen der super-
spiralisiert eingesetzten Plasmid-DNA im Anschluss an die Translokation in den Organellen
nachgewiesen (Collombet et al., 1997).

Die Effizienz der Elektroporation war hingegen nicht abhéngig von der Konformation der
verwendeten DNA (vgl. Kap. 3.3.2). Die in die Organellen eingebrachte superspiralisierte
DNA war ebenso wirksam wie die linear eingesetzte DNA des Plasmids pBluespript SK+
gegen die nachfolgende Hydrolse durch eine DNase-Behandlung geschiitzt. Dem gegeniiber
wurde eine effiziente, aktive Aufnahme vornehmlich linearer DNA in isolierte Mitochondri-
en aus Solanum tuberosum beobachtet (Koulintchenko et al., 2003). Aufgrund dieser Préfe-
renz von linearer DNA des aktiven Transports der Mitochondrien aus Kartoffeln ist davon
auszugehen, dass das Einbringen der DNA mittels Elektroporation in Mais-Mitochondrien
nicht {iber einen Permeabilitdt-Komplex erfolgt. Vielmehr ist bei dem spannungsabhéngi-
gen Einbringen der Fremd-DNA in Mitochondrien aus Z. mays ein der Elektroporation von
Bakterien (Miller et al., 1988; Calvin und Hanawalt, 1988) dhnlicher Prozess der Translo-
kation der DNA anzunehmen.

Vermutlich liegt die in die Mitochondrien eingebrachte Fremd-DNA in der mitochondrialen
Matrix vor, da trotz einer Solubilisierung der &ufleren mitochondrialen Membran mittels
Digitonin ein Anteil an Plasmid-DNA vor einer zugegebenen DNase geschiitzt vorlag (siehe
Kap. 3.3.1). Collombet et al. (1997) konnten etwa 43% der zur Elektroporation eingesetzten
Plasmid-DNA nach Solubilisierung der &ufleren mitochondrialen Membran in den Organel-
len detektieren. Die in die Mitochondrien eingebrachte, zuvor mittels Digoxigenin mar-

kierte DNA wurde zudem durch eine nachfolgende Detektion mittels Antikorpertechniken
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innerhalb der Matrix lokalisieren (Collombet et al., 1997). Aufgrund der nachgewiesenen
Matrix-Lokalisation der Plasmid-DNA konnte eine Transkription von klonierten Fremd-

Genen durch den organelldren Transkriptionsapparat erfolgen.

4.3 Transkription von Fremd-DNA in isolierten Mitochondrien

Die Kombination des Einbringens von Fremd-DNA in isolierte Mitochondrien mit dem
transienten Expressionssystem ermoglicht die Analyse der Transkription der Fremd-DNA
in isolierten Mitochondrien. So konnten Transkripte des klonierten coz2 Gens von A. tha-
liana in isolierten Mitochondrien im Anschluss an eine Elektroporation mittels RT-PCR
amplifiziert werden (siche Kap. 3.4.1). Damit konnte erstmals ein Transkript einer Diko-
tylen in Mitochondrien einer monokotylen Pflanze nachgewiesen werden. Dariiber hinaus
konnte mRNA der in die Organellen eingebrachten atp6 sowie atp9 Gene aus S. bicolor
detektiert werden (vgl. Kap. 3.4.2 und 3.4.5).

Alle klonierten Gene enthielten Sequenzen im 5’- und 3’-Bereich, die eine Transkriptinitia-
tion bzw. Prozessierung der 3’-Enden der RNA ermoglichen sollten. Nicht auszuschliessen
ist hingegen, dass die Transkription unabhéngig von diesen Strukturen, d.h. unspezifisch
oder innerhalb der Sequenz des Vektor, z.B an den im pBluescript II SK+ vorliegenden
T3- oder T7-Promotoren, erfolgt. Eine Untersuchung der 5’- und 3’-Bereiche der erhalte-
nen Transkripte wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgenommen. Demnach kann keine
Aussage iiber die Funktionalitét der in dem klonierten cox2 Gen der Dikotylen A. thaliana
vorliegenden potentiellen Promotorsequenz in isolierten Mitochondrien der monokotylen

Pflanze Z. mays getroffen werden.

4.4 Spleiflen der Transkripte des Arabidopsis thaliana cox2 (Gens
in Mitochondrien von Zea mays
Aufgrund des im cozx2 Gen von A. thaliana vorliegenden Introns der Gruppe II (Unseld

et al., 1997) konnte das Spleifien der Primértranskripte des in die Mitochondrien von Z.

mays eingebrachten Fremdgens gezeigt werden (siehe Kap. 3.4.1). Im Gegensatz zu den
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Daten von Farre und Araya (2001) erfolgte das Spleifien der cox2 Transkripte sehr effizi-
ent. Wenn gleich die RT-PCR Bedingungen eine Amplifikation von cDNA ungespleifiter
Primértranskripte ermoglichen sollten, konnten weder Intronhaltige mRNAs des endogenen
cor2 Gens (vgl. Kap. 3.2.2), noch des Transgens (siche Kap. 3.4.1) nachgewiesen werden.
Bereits nach einer einstiindigen transienten Expression des in die Mitochondrien von Z.
mays eingebrachten A. thaliana cox2 Konstrukts lagen vollstandig gespleifite Transkripte
des Fremdgens vor (siche Kap. 3.4.1). Farre und Araya (2001) hingegen zeigten fiir ein in
Weizen-Mitochondrien eingebrachtes cox2 Gen eine hiervon abweichende Prozessierungs-
effizienz. Wahrend drei Stunden nach der Elektroporation von Mitochondrien aus Weizen
prozessierte und nicht prozessierte cor2 mRNA vorlag, erreichte der Anteil an gespleifiten
Transkripten erst nach 21 Stunden Inkubationszeit ein Maximum. Mdoglichweise fiihren
die abweichenden Zusammensetzungen des fiir die Weizen wie Mais Mitochondrien ver-
wendeten in organello Puffers (2 mM vs. 1 mM ADP; Succinat vs. Malat und Glutamat)
zu verdnderten Prozessierungsbedingungen. Wéhrend die Expression des Fremd-Gens und
die Prozessierung der Transkripte in Mitochondrien aus Weizen von der Supplementierung
des Puffers mit GTP und rNTPs (Farré und Araya, 2001) abhéngig ist, erfolgt die Tran-
skription und mRNA-Prozessierung bei Mitochondrien aus Z. mays ohne Zugabe exogener
Nukleotiden.

Die Daten der Sequenzierung des A. thaliana cor2 Amplikons wiesen aufgrund der beob-
achteten Diversitdat der endogenen wie fremden cox2 Sequenz auf einen eindeutigen trans-
genen Ursprung der nachgewiesenen Transkripte hin (siehe Kap. 3.4.1). PCR-Artefakte
durch einen Wechsel der Matrize wahrend der reversen Transkription oder der PCR an
sich (,, template switsching®) konnten durch Kontrollversuche ausgeschlossen werden (vgl.
Kap. 3.4.1). Zudem wurde bereits fiir das Intron des cox2 Transkripts aus Acorus calmus ge-
zeigt, dass unter in vitro Bedingungen kein Selbstspleifien erfolgt (Albertazzi et al., 1998).
Demnach kann auch fiir die cor2 mRNA aus A. thaliana eine enzymatisch katalysierte
Prozessierung angenommen werden.

Offensichtlich ist hier die bei Gruppe II Intronen konservierte Sekundérstruktur ausrei-

chend fiir die Interaktion mit den an der Prozessierung beteiligten trans-Faktoren und
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ermoglichen so eine Exzision des Introns des A. thaliana cor2 Transkripts in Mitochondri-
en von Z mays. Das Spleiflen eines in den Chloroplasten von Chlamydomonas reinhardtii
eingebrachten mitochondrialen Gruppe IIB Introns rI1 der Griinalge Scenedesmus obliquus
(Herdenberger et al., 1994) zeigt bereits die Austauschbarkeit des zum Spleifien benotigten
Organells und Wirtsorganismus.

Fiir Z. mays sind bereits drei fiir das Spleiflen von neun der siebzehn plastidaren Grup-
pe IIB Intronen notwendigen kernkodierten trans-Faktoren identifiziert worden (Jenkins
et al. 1997, Ostheimer et al., 2003). Da die Exzision der Introne der Gruppe IIB fast aus-
schlieflich von dem Vorhandensein des CRS2 Proteins sowie zweier akzessorischer Proteine
abhéngig ist (Jenkins et al. 1997, Ostheimer et al., 2003), scheinen plastidéare Gruppe II In-
trone trotz ihrer Variabilitéit in Grofle und Sequenz ausreichend gemeinsame Eigenschaften
aufzuweisen, um von einem wenig heterogenen Satz an trans-Faktoren prozessiert zu wer-
den. Mitochondriale Introne kénnten eine dhnliche Charakteristik aufweisen. Dies wiirde
die Austauschbarkeit der Wirtssysteme beim Spleiflen der Introne erkléren.

Die Verwendung des in vitro Elektroporationssystems und der nachfolgenden in organello
Inkubation erméoglichten bereits eine Charakterisierung der am Spleiflien der coz2 Tran-
skripte beteiligten cis-Sequenzen (Farre und Araya, 2002). Wihrend der Exzision des In-
trons interagieren die Sequenzen der im 3’-Bereich des Exons 1 gelegenen Intronbindestellen
I und IT mit den entsprechenden komplementaren Sequenzen der Exonbindestelle I und II
des Introns. Gerichtete Mutagenesen der Nukleotidfolge in den Intronbindestellen I und
IT bzw. den Exonbindestellen I und II verhinderten das Spleien der cozr2 mRNA (Farre
und Araya, 2002). Durch eine Verdnderung der entsprechenden Nukleotidsequenz in der
jeweils interagierenden Bindestelle konnte die Prozessierungsaktivitat restauriert werden
(Farre und Araya, 2002). Dariiber hinaus ist die Doméne VI des Introns von entscheiden-
der Bedeutung fiir das Spleiflen der cox2 Transkripte, da eine Deletion dieser Sequenz zum
Ausbleiben der Prozessierung fithrte (Farre und Araya, 2001). Auch in Plastiden ist eine
Inhibierung des Spleifiens in Abhéngigkeit von der Doméne VI beschrieben (Holldnder und
Kiick, 1999).
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Waihrend die Verwendung transgener Ansitze die Identifizierung der beim Spleiflen be-
teiligten cis-Sequenzen ermoglichen, sollten in wvitro Bindungsstudien zukiinftig auch die
Idenfizierung der an der mitochondrialen Exzision der Intronen beteiligten trans-Faktoren

erlauben.

4.5 Effiziente RNA-Edierung des Arabidopsis thaliana cox2 Tran-

skripts in Mais-Mitochondrien

4.5.1 Identische cis-Sequenzen der cox2 Transkripte von Zea mays und Ara-
bidopsis thaliana ermoglichen die RNA-Edierung im heterologen Sys-

tem

Da sowohl in Z. mays (Yang und Mulligan, 1991; Grosskopf und Mulligan, 1996), Triticum
aestivum (Covello und Gray, 1990; Kurihara-Yonemoto und Handa, 2001) sowie Petunia hy-
brida (Sutton et al., 1991) nachweislich eine annidhernd vollstindige Edierung der gespleif3-
ten cox2 Transkripte im Gegensatz zu nur partiell edierten ungespleifiten Transkripten
vorliegt, konnte eine in organello erfolgte Edierung der A. thaliana RNA in Mitochondrien
von Z. mays angenommen werden.

Durch Sequenzierung der von gespleifiten Transkripten amplifizierten coz2 RT-PCR Pro-
dukte wurde die RNA-Edierung der A. thaliana cox2 Transkripte nachgewiesen (siehe
Kap. 3.4.1). Die verifizierten C nach U Austausche erfolgten mit einer Ausnahme aus-
schlieBlich in Sequenzbereichen, bei denen im cox2 Transkript von Z. mays ebenfalls eine
Edierungsstelle vorliegt. Eine iiber die bekannten Positionen hinaus erfolgte RNA-Edierung
der Transkripte wurde nicht beobachtet. Demnach kann davon ausgegangen werden, dass
die Mitochondrien von Zea mays trans-Faktoren enthalten, welche auch die Edierungsstel-
len in den Transkripten des Fremdgens spezifisch erkennen. In einem fiir Mitochondrien
aus Weizen etablierten Elektroporations- und Expressionssystem (Farre und Araya, 2001)
konnte gezeigt werden, dass die Transkripte des eingebrachten coz2 Gens aus Triticum

timopheevi ebenfalls in einem heterologen System ediert werden (Farre et al., 2001).
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Notwendige Vorraussetzung fiir die Prozessierung der Transkripte des Fremdgens sollten
dghnliche oder identische Sequenzen im Bereich der Edierungsstelle sein. In transgenen wie
in vitro Ansétzen zur Analyse der die Edierung plastidédrer Transkripte bedingenenden
cis-Sequenzen (siehe Kap. 1.2.4) wurde der Bereich auf eine Rgion von -42 bis -2 (ndhB,
Bock et al, 1996), -16 bis +5 (psbL, Chaudhuri und Maliga, 1996) respektive -20 bis -1
(petB, Miyamoto et al., 2004) eingegrenzt. Die Verwendung des fiir Weizen Mitochondrien
etablierten in organello Systems erlaubte bereits die Identifizierung der notwendigen cis-
Sequenz fiir die Edierung des C259 der coz2 mRNA aus T. timopheevi (Farre et al., 2001).
Der fiir die Edierung notwendige 5’-Bereich beschrankt sich bei dieser Edierungsstelle auf 16
Nukleotide. In der 3’-Region ist hingegen die Sequenzfolge von maximal sechs Nukleotiden
von Bedeutung. Ein fiir Mitochondrien der Erbse entwickeltes in vitro Edierungssystem
(Takenaka und Brennicke, 2003) erlaubte die Eingrenzung des cis-aktiven Bereichs der
Edierungsstelle C20 des atp9 Transkripts auf eine Region von -15 bis -5 (Takenaka et al.,
2004). Demnach scheinen bei der RNA-Edierung in Plastiden wie Mitochondrien lediglich
die der Edierungsstelle nahen Sequenzen ausschlaggebend fiir die Katalyse der Reaktion.
Modulierend hingegen sind dariiber hianus weitere stromauf- wie auch stromabwirts gele-
gene Sequenzbereiche (Farre et al, 2001). Einige Unterschiede der Sequenz des A. thaliana
cor2 Transkripts im Vergleich zur endogenen mRNA liegen im Bereich der Edierungs-
stellen des Fremdgens. In Abhéangigkeit von der erfolgten Prozessierung der A. thaliana
coz?2 Transkripte im heterologen System ist daher eine Untersuchung des Einflusses dieser
Divergenzen auf die RNA-Edierung moglich.

In Mitochondrien aus Mais wurde die RNA-Edierung des Cytosins C379 der A. thaliana
mRNA nachgewiesen (vgl. Kap. 3.4.1). Im endogenen Transkript liegt an der vergleichbaren
Position ebenfalls eine Edierungsstelle vor (Yang und Mulligan, 1991). Demnach scheint der
Unterschied (vgl. Abb. 24, A) der cox2 Sequenz von Z. mays und A. thaliana an Position -
54 sowie -49 im 5’-Bereich dieser Edierungsstelle des transgenen Transkripts keinen Einfluss
auf die Prozessierung des Cytosins in der A. thaliana mRNA zu haben. Ebenso wird die

Edierung nicht durch die Divergenz an Position 418 inhibiert.
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Fiir die cox2 Transkripte von Z. mays sind zwei Cytosin zu Uracil-Transitionen an den
Positionen C466 bzw. C467 beschrieben (Yang und Mulligan, 1991). Sowohl die Edierung
des C467, als auch die Prozessierung beider Nukleotide in der Sequenz 5> CCA 3’ (kodiert
fiir Prolin) fithrt zu einem fiir Leucin kodierenden Triplett CTA bwz. TTA. Obwohl die
homologe Sequenz von A. thaliana ein dem C466 vergleichbares Cytosin aufweist (C460,
sieche Abb. 24, B), wird dieses nicht in Mitochondrien von Z. mays ediert. Im Gegensatz
zu der Edierunsgstelle C467 liegt bei A. thaliana ein Thymin vor, so dass diese Sequenz
hier praediert ist und ebenfalls fiir Leucin (CTA) kodiert. Moglicherweise inhibiert dieses
an Position +2 beziiglich des C460 gelegene Thymin die Edierung dieses Cytosins. Bei der
Analyse des Edierungsgrades einiger cDNA Klone des endogenen cox2 Transkripts wurden
sowohl RNA-Edierungen des C466 allein, als auch des C466 und des C467 nachgewiesen
(Yang und Mulligan, 1991). In keinem der analysierten cDNA-Produkte wurde hingegen
eine Edierung des C467 unabhingig von der Prozessierung des C466 beobachtet (Yang
und Mulligan, 1991). Dies konnte auf eine Abhéngigkeit der RNA-Edierung des C467 von
der C-U-Transition an Position C466 hindeuten. Da eine alleinige Edierung des C467 die
Kodierungseigenschaften des Tripletts verdndern wiirde, sollte dieser Prozessierungsschritt
bereits zur Aufrechterhaltung der konservierten Aminosauresequenz ausreichen. Demnach
ist die Edierung des Cytosins an Position C466 nicht zwingend notwendig. Eine Abhéngig-
keit der Edierung des C467 von der des C466 wiirde jedoch die Notwendigkeit der Prozes-
sierung auch dieses Cytosins (C466) erkliren, da das Triplett 5° TCA 3’ im Gegensatz zu
5" TTA 3’ bzw. 5> CTA 3’ fiir Serin kodiert. Entsprechend kénnte dann das bei A. thaliana
vorliegende préaedierte Thymin (T461) die RNA-Edierung des C460 behindern, da der bei
Z. mays aktive trans-Faktor moglicherweise durch die im endogenen cox2 Transkript so
nicht vorliegende Nukleotidfolge an dieser Stelle an der Katalyse behindert wird. Gerichte-
te in vitro Mutagenesen der A. thaliana coxr2 Sequenz an dieser Position in Kombination
mit einer nachfolgenden in organello Expression sollten einen Aufschluss iiber den Einfluss
dieses Thymins an Position 42 relativ zur Edierungsstelle erbringen.

In dem vergleichbaren in organello System fiir Weizen Mitochondrien wurde bereits der

Einfluss der im 5’- sowie im 3’-Bereich gelegenen cis-Sequenzen an der Edierungsstelle C259
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des Transkripts des coz2 Gens aus Triticum timopheevi untersucht (Farre et al., 2001). In
vitro Mutagenesen der Nukleotide an der Position -1 vor der Edierungsstelle verminderten
die RNA-Edierung des Cytosins. Dem gegeniiber inhibierte die Substitution des Thymins
an Position +2 die RNA-Edierung des C259. Obwohl die Edierungsstellen nicht vergleichbar
sind und vermutlich verschiedene trans-Faktoren beteiligt sind, deuten diese Ergebnisse
auch auf einen moglichen Einfluss des im direkten 3’-Bereich der Edierungsstelle C460 des
A. thaliana Transkripts gelegenen Thymins auf die Prozessierung des C460 hin.

Dariiber hinaus konnten jedoch auch die Unterschiede der Sequenzen an Position -4, -17,
-43 und -64 (vgl. Abb. 24 B) einen Einfluss auf die Edierung des C460 haben. Da die T-C
Divergenz 17 Nukleotide im 5’-Bereich der Edierungsstelle durch eine im endogenen Trans-
kript gelegene Edierungsstelle begriindet ist, entféllt dieser Unterschied in Abhéngigkeit
von der Prozessierung der Z. mays cor2 mRNA. Durch die Analyse von Konstrukten, bei
denen Nukleotide im 5’ -Bereich der Edierungsstelle C259 des 7. thimopheevi cox2 Gens de-
letiert wurden, konnte der fiir die Edierung dieser Position notwendige 5’-Sequenzabschnitt
auf einen Bereich von 16 Nukleotiden vor der Edierungsstelle begrenzt werden (Farre et al.,
2001). Demnach liegt das zwischen der coz2 Sequenz von Z. mays und A. thaliana diver-
gierende Nukleotid an Position -4 innerhalb einer eventuell auch hier fiir die RNA-Edierung
kritischen Region.

Im 3’-Bereich der Edierungsstelle liegt zudem ein weiteres zu edierendes Cytosin vor. In
Abhéngigkeit von der RNA-Edierung dieses C476 kénnte hier ebenso eine verénderte Se-
quenz vorliegen. Zudem weist die coz2 Sequenz von A. thaliana im Vergleich zur endoge-
nen mRNA an Position 433 ein Guanin an Stelle eines Thymins auf. Auch dies konnte
die RNA-Edierung beeinflussen. Aufgrund der von Farre et al. (2001) ermittelten Daten
scheint jedoch der fiir die spezifische Erkennung des zu edierenden Cytosins notwendige
3’-Bereich auf eine kritische Region von sechs Nukleotiden stromab der Edierungsstelle be-
schréankt. Falls der fiir die Edierung des C460 der A. thaliana cox2 respektive der Positionen
C466/467 der endogenen mRNA notwendige trans-Faktor bei Z. mays eine dhnliche Cha-
rakteristik aufweist, sollten die Divergenzen im 3’-Bereich keinen Einfluss auf die Edierung

dieses Cytosins haben.
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Cc379
-54 -49 +18
GGACGAGGTAGTAGTAGATCCAGCCATTACTATCAAAGCTATTGGACATCAATGGTATCGGACTTATGAGTATTCTGACT
GGACGGGGTATTAGTAGATCCAGCCATTACTATCAAAGCTATTGGACATCAATGGTATCGGACTTATGAGTATTCGGACT

B I I e S

C385

C460
-43 =17 -4 +2 +33
GAGCAGTCACTCACTTTTGACAGTTATATGATTCCAGAAGAAGATCTAGAATTGGGTCAATCACGTTTATTAGAAGTGGA
GAACAGTCACTCACTTTTGACAGTTATACGATTCCAGAAGATGATCCAGAATTGGGTCAATCACGTTTATTAGAAGTTGA

Kk hkkkkkhkhhhhhhkkkkhhhhhkhkhkhkkx Khhkhkkhkhkkhhhkhh Hkhkk Ahhhhkkhkhhhhhkhhkhkkkkhkhhkhkkkxkrkk  **

c466/7

-15 Cc476
-32 -19 -14 +17
CTTTTGACAGTTATATGATTCCAGAAGAAGATCTAGAATTGGGTCAATCACGTTTATTAGAAGTGGACAATAGAGTGGTT
CTTTTGACAGTTATACGATTCCAGAAGATGATCCAGAATTGGGTCAATCACGTTTATTAGAAGTTGACAATAGAGTGGTT
Kkkkkkkkkhkkkkkk hhkkhkkkkhkhhk K*okkk Khhkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkkkkkkkkkkkkkkk Kxkkkkkkkkkxkkx

Cc482

-13 C557
-11
TTGTACCAGCCAAAACTCATCTACGTATGATTGTAACATCTGCTGATGTACCTCATAGTTGGGCTGTACCTTCCTCAGGTG
TTGTACCAGCCAAAACTCATCTACGTATGATTGTAACACCCGCTGATGTACCTCATAGTTGGGCTGTACCTTCCTCAGGTG

Kk hkkhkhkhkhk kAR A Ak hhhh kA Ak Ak h Ak hkhk kA A hhhhhkk Kk Ak hkhhk kAR AR Ak hk kA kA A A Ak Ak hk kA kA Ak hkhkxk Ak * kK

C563

-35 Cc581 +41 +47
-37 +34 +40 +43
ATCTGCTGTACCTCATAGTTGGGCTGTACCTTCCTCAGGTGCAAATGTGATGCTGTACCTGGTCGTTTAAATCAARATCTCT
ACCCGCTGTACCTCATAGTTGGGCTGTACCTTCCTCAGGTGCAAATGTGATGCTGTACCTGGTCGTTCAAATCTTACCTCC

B e N * ok ok ok

C563

106

Abbildung 24: Vergleich der coz2 cDNA Sequenzen von Zea mays und Arabidopsis thaliana im Bereich
der Edierungsstellen C379, C460, C476, C557 und C581.
Dargestellt sind die Edierungsstellen (rot markiertes, hervorgehobenes C) C379 (A), C460 (B), C476
(C), C557 (D) und C581 (E) des gespleifiten A. thaliana cox2 Transkripts sowie die Lage der Unter-
schiede in der Nukleotidsequenz stromauf wie stromab der Edierungsposition. Die Numerierung der
divergierenden Basen erfolgte im Relation zum edierten Cytosin.
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Das Cytosin C476 der A. thaliana cox2 Sequenz entspricht dem C482 des endogenen Trans-
kripts (siehe Abb. 24, C). Eine Edierung dieser Position wurde sowohl in planta (Giege
und Brennicke, 1999), als auch in dem hier verwendeten heterologen System nachgewiesen.
Demnach scheinen die im 5’-Bereich gelegenen Sequenz-Unterschiede zwischen dem cox?2
von A. thaliana und Z. mays keinen Einfluss auf die Prozessierung zu haben. An Position
-58 liegt bei A. thaliana ein Guanin, bei Z. mays ein Adenin vor (sieche Abb. 24, C). Die
Unterschiede an den Positionen -32 bzw. -14 beziiglich des C476 kommen aufgrund der
im Z. mays gelegenen Edierungsstellen zustande. Da zudem das Cytosin C466 des Mais
Transkripts ediert werden kann, konnte auch an der Position -15 eine Abweichung der
Sequenzen bestehen.

In Mitochondrien von Z. mays wurde das Cytosin C557 des A. thaliana Transkripts ediert
vorgefunden. Demnach ist die Prozessierung unabhéngig von dem Unterschied der Sequen-
zen an Position -65, -13 oder -11 (vgl. Abb. 24, D). Fiir eines der beiden im endogenen
Transkript gelegenen Cytosine (-13) ist eine Edierung beschrieben (Yang und Mulligan,
1991). Eine Prozessierung des Cytosins an Position -11 ist hingegen nicht publiziert. Die
RNA-Edierung des endogenen Transkripts fithrt so zumindest an Position -13 zu einer
erhohten Ahnlichkeit der vor der Edierungsstelle gelegenen 5’-Bereiche beider Transkripte.
Da aber bereits fiir das endogene cox2 Transkript eine Edierung des C563 unabhéingig von
der Prozessierung des im 5’-Bereich gelegenen Cytosins beschrieben ist (Yang und Mulli-
gan, 1991), sollte die Edierung des C557 der coz2 Transkripte ebenfalls nicht von dem in
der 5’-Region gelegenen Thymins an Position -13 abhéingig sein.

Ebenso wie das Cytosin C557 wird C581 des A. thaliana Transkripts in Mitochondrien
von Z. mays ediert. Folglich kann ein Einfluss der an Position -35 sowie -37 gelegenen C-T
Unterschiede (siche Abb. 24, E) auf die Edierung dieses Cytosins ausgeschlossen werden.
Desweiteren sind die Sequenzen im 3’-Bereich dieser Edierungsstelle zwischen Z. mays und
A. thaliana verschieden. Die RNA-Edierung des Cytosins 34 Nukleotide stromabwérts im
endogenen Transkript fithrt zu einer hoheren Ahnlichkeit an dieser Position. In Anlehnung
an die Daten von Farre et al. (2001) scheint eine Inhibierung der Prozessierung durch die

stromab von sechs Nukleotiden gelegenen Divergenzen jedoch unwahrscheinlich (s.o.).
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4.5.2 Die RNA-Edierung der Arabidopsis thaliana coxr2 Transkripte in Mito-

chondrien von Mais erfolgt unabhéingig vom Spleiflen der mRNA

Eine Prozessierung des Cytosins an Position 385 des FExons 1, drei Nukleotide im 5’-Bereich
des inserierten Introns, ist bei cor2 Transkripten aus Z. mays Mitochondrien unabhéngig
vom Spleien der Primértranskripte (Yang und Mulligan, 1991). In der coz2 mRNA von
A. thaliana liegt an gleicher Stelle eine Edierungsposition vor. Das entsprechende Intron
der Gruppe II hingegen ist an einer 318 bp entfernten Stelle inseriert. In Mitochondrien
aus Mais wird das Cytosin des transgenen Transkripts jedoch ediert vorgefunden. Demnach
scheint die Prozessierung des Cytosins nicht von den im endogenen Transkript vorliegenden
Intronsequenzen abhéngig zu sein. Da zudem ungespleifite endogene coz2 Transkripte an
dieser Stelle ediert werden (Yang und Mulligan, 1991), ist auch der Einfluss der im Exon 2
gelegenen Nukleotide nicht kritisch fiir die Edierung. Moglicherweise deutet dies darauf
hin, dass ausschlieBllich zwei Nukleotide im 3’-Bereich der Edierungsstelle wichtig fiir die
Prozessierung des Cytosins sind. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass zwei
trans-Faktoren vorliegen, deren Selektivitit jeweils von den unterschiedlichen Sequenzen
im 3’-Bereich dieser Edierungsstelle abhéngig ist.

Eine vergleichbare Situation ist fiir die RNA-Edierung des Cytosins an Position 698 der A.
thaliana cox2 Sequenz zu beobachten. Diese Edierungsstelle liegt nur zwei Nukleotide ent-
fernt von der Exon-Intron-Grenze. Demnach liegt in gespleifiten Transkripten im 3’-Bereich
der Edierungsstelle eine andere Nukleotidsequenz vor als in ungespleifiten Priméartranskrip-
ten (vgl. Abb. 25, A und B). Das endogene coz2 Transkript weist an der vergleichbaren
Position ebenso eine Edierungsstelle auf (Yang und Mulliagn, 1991). Die Insertion des In-
trons bei dem coz2 Gen von Mais hingegen liegt an einer von der des Gens aus A. thaliana
verschiedenen Stelle vor (Unseld et al., 1997). Der bei der RNA-Edierung des endogenen
Transkripts aktive trans-Faktor sollte demnach fiir die im 3’-Bereich der cox2 Sequenz von
Z. mays gelegenen Nukleotidfolge spezifisch sein. Eine Edierung dieses Cytosins erfolgte
jedoch auch in ungespleifiten Transkripten des A. thaliana Transgens in Mitochondrien von

Mais. Demnach erscheint ein Einfluss der Intronsequenz im cox2 Transkript von A. tha-
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Exon 1 Exon 2
+20 +24 +28
C698 +23 +27
At TATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTGGAACTAATCATGCCTTTACGC GTGCGCCGGAAACATAGGCCACTGTTGATGCCCCCAC

At TATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTGGAACTAATCATGCCTTTACGC CTATCGTCGTAGAAGCTGTTCCTAGGAAAGATTATGG
Zm TATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTGGAACTAATCATGCCTTTACGC CTATCGTCGTAGAAGCAGTGACTTTGAAAGATTATGC

B e I R R T R ** *ok ok ok ok ok ok ok kK k

/\ c704

Exon 1 Intron

C698
At TATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTGGAACTAATCATGCCTTTACGC GTGCGCCGGAAACATAGGCCACTGTTGATGCCCCCAC
Zm TATGGTCAGTGCAGTGAGATTTGTGGAACTAATCATGCCTTTACGC CTATCGTCGTAGAAGCAGTGACTTTGAAAGATTATGC

ok ok ok kK kK ok ok ok ok ok ok ok Kk Kk ok ok ko ko kK kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ko ok * * K * * *

B Cc704

-4 C721 +5
-1 +4 +17...
At CCTTTACGCCTATCGTCGTAGAAGCTGTTCCTAGGAAAGATTATGGTTCT
Zm CCTTTACGCCTATCGTCGTAGAAGCAGTGACTTTGAAAGATTATGCGGAT

Kok khkk kA Ak hkhhkhkkk Ak hhkkkkkx kK ** K K Kk ok ok ok ok Kk ok Kk *

Abbildung 25: Sequenzunterschiede im 5’- und 3’-Bereich der A. thaliana coz2 Edierungsstellen C698
respektive C721.

A, B. Durch die Exzision des Introns &ndert sich die Sequenz direkt zwei Nukleotide hinter der
Edierungsstelle C698 im Vergleich zum ungespleifiten Primiirtranskript (A, gespleifit; B, ungespleifit).
C. Sequenzdivergenzen zwischen dem cox2 von A. thaliana und Z. mays an der Edierungsstelle C721
des A. thaliana Transkripts.
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liana auf die Interaktion der mRNA mit einem trans-Faktor des Proteoms von Z. mays
unwahrscheinlich. Neben dem Dinukleotid GC am 3’-Ende des Exons 1 der A. thaliana
cor2 mRNA sind die 3’-Sequenzen zwischen ungespleiffitem und gespleifitem Transkript le-
diglich an Position +5 identisch. Demnach ergibt sich hieraus eine 3’-Konsensus-Sequenz
von 5’ GT(C/G)T 3’. Moglicherweise ist jedoch auch das Dinukleotid an Position +2 und
+3 im Exon 1 stromab der Edierungsstelle C698 des A. thaliana Transkripts ausreichend
fiir die Prozessierung dieses Cytosins in Mitochondrien aus Z. mays.

Ebenso erfolgt die RNA-Edierung des an der Position C721 vorliegenden Cytosins der A.
thaliana cor2 mRNA in Mitochondrien von Z. mays. Die im 5’-Bereich, 20 Nukleotide vor
dem zu edierenden Cytosin vorliegenden Insertion des Introns kénnte auch hier Sequenz-
informationen fiir die Bindung des trans-Faktors enthalten. Die Sequenz des endogenen
Transkripts der Mitochondrien von Z. mays stromaufwérts dieses Cytosins ist jedoch von
der des Transgens aufgrund der an dieser Stelle bei Mais nicht vorliegenden Insertion des
Introns verschieden. Demnach kann die jenseits des Nukleotids an der Position -20 gelegene
Sequenzinformation nicht kritisch fiir die Erkennung der Edierungsstelle sein.

Auffallig ist zudem, dass das endogene cozx2 Transkript an der Stelle, die dem der A.
thaliana cox2 Sequenz entspricht, kein zu edierendes Cytosin aufweist (vgl. Abb. 25, C).
Der Bereich, welcher das C721 umgibt, ist zwischen A. thaliana und Z. mays wenig dhn-
lich. Moglicherweise wird die RNA-Edierung des A. thaliana Transkripts an dieser Stel-
le durch einen fiir dhnliche cis-Sequenzen im mitochondrialen Transkriptom spezifischen

trans-Faktor katalysiert.

4.6 RNA-Edierung der in organello synthetisierten Sorghum bi-

color atp6-1 und atp9 sowie chimérer atp6 Transkripte

Zur Analyse der RNA-Edierung mitochondrialer Transkripte wurden neben dem coz2 Gen
aus A. thaliana zwei mitochondriale Gene von Sorghum bicolor kloniert und in Mitochon-
drien von Z. mays eingebracht. Beide Gene, atp6-1 sowie atp9, kodieren fiir Untereinheiten

der mitochondrialen ATP-Synthase. Sie weisen innerhalb der die Edierungsstellen enthal-
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tenden kodierenden Sequenz eine hohe Ahnlichkeit zu den homologen Genen von Mais auf,
so dass die RNA-Edierung der entsprechenden Cytosine im heterologen System erfolgen

sollte.

4.6.1 Potentieller Einfluss der ,,prepiece* Region des atp6 Gens auf die Edie-
rung der atp6 Transkripte

In den Mitochondrien von S. bicolor wird das atp6-1 Transkript vollstdndig ediert vor-
gefunden (Kempken et al., 1991). Im Gegensatz hierzu konnte kein C zu T Austausch in
in organello synthetisierten atp6-1 Transkripten des S. bicolor Gens nachgewiesen werden
(siche Kap. 3.4.2). Die Analyse des Edierungsgrades der endogenen atp6 Transkripte hinge-
gen zeigte, dass diese vollstindig ediert vorlagen (vgl. Kap. 3.2.3). Da der Sequenzbereich,
der die betrachtete Edierungsstelle an Position 953 des endogenen Trankripts umgibt, et-
wa 200 Nukleotide stromaufwiérts dieses Cytosins und 100 Nukleotide stromabwérts eine
vollkommene Sequenzidentitidt in Bezug auf die S. bicolor atp6-1 Sequenz aufweist (vgl.
Anhang, Abb. 29), wire ebenso eine RNA-Edierung der atp6-1 mRNA aufgrund des bisher
bekannten Einflusses der Sequenzen im nahen 5’- sowie 3’-Bereich der Edierungsstelle auf
die Prozessierung zu erwarten gewesen.

Als mogliche Ursache fiir das Ausbleiben der RNA-Edierung kommen die zwischen den
beiden Genen verschiedenen Bereiche in Betracht. Die Sequenzen der beiden atp6 Gene
unterscheiden sich sowohl in der 5’ nichttranslatierten Region, als auch im 3’ untransla-
tierten Bereich. Dariiber hinaus weisen die pflanzlichen atp6 Transkripte einen als ,,core*
bezeichneten Abschnitt der kodierenden Sequenz auf, der eine hohe Homologie zu den ver-
gleichbaren atp6 Sequenzen von Pflanzen, Pilzen und Bakterien zeigt (Mullen et al., 1992).
Charakteristisch fiir pflanzliche atp6 Gene hingegen ist eine vor diesem ,, core“-Anteil gele-
gene Sequenz innerhalb des offenen Leserahmens; die , prepiece“ genannt wird (Mullen et
al., 1992). Die Linie IS1112C der Hirse S. bicolor weist beispielweise durch eine Duplikati-
on des atp6 Gens zwei Kopien dieses Gens auf (Mullen et al., 1992). Beide unterscheiden

sich untereinander sowie auch im Vergleich zur atp6 Sequenz von Z. mays innerhalb des
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5 nichttranslatierten Bereichs sowie der Sequenz des ,, prepiece“-Anteils. Die Funktion die-
ses variablen Sequenzabschnitts ist bislang nicht bekannt.

Zur weiteren Untersuchung dieser zwischen S. bicolor und Z. mays verschiedenen Bereiche,
die moglicherweise die Edierung des S. bicolor atp6-1 Transkripts in den Mitochondrien
von Z. mays beeinflussen kénnten, wurden chimére atp6 Konstrukte angefertigt. Hierbei
wurden S. bicolor atp6-1 Sequenzen mit denen des endogenen atp6 Gens von Mais neu
kombiniert.

Die Substitution des 5’ nichttranslatierten Bereichs der S. bicolor atp6-1 Sequenz durch
die entsprechende Sequenz des atp6 aus Mais sollte zu einer erhohten Transkription die-
ses chiméaren Konstrukts fithren. Die Kopie 1 des S. bicolor atp6 Gens weist einen von
der Konsensussequenz mitochondrialer Promotoren (5" YRTA 3’) abweichende Sequenz
von 5" CTTA 3’ auf (Yan und Pring et al., 1997). In planta wurde eine vergleichsweise
niedrige Transkriptionsrate dieses Gens im Vergleich zu der bei S. bicolor (Linie IS1112C)
ebenfalls vorkommenden Kopie 2 des atp6 Gens gefunden (Kempken und Howad, 1996).
Der Promotor des atp6-2 Gens hingegen entspricht in seiner Basenfolge 5° CGTA 3’ (Yan
und Pring, 1997) der des Konsensusmotivs mitochondrialer Promotoren. Demnach kénnte
auch in Mitochondrien aus Z. mays, deren atp6 Gen ebenfalls einen typischen mitochon-
drialen Promotor (5" CGTA 3’) aufweist (Rapp et al., 1993), die Transkription des S.
bicolor atp6-1 vermindert sein. Diese reduzierte Transkriptionsrate konnte dann zu einer
nur langsamen Akkumulation der mRNA fithren. Im Falle limitierender Mengen der an der
RNA-Edierung beteiligten trans-Faktoren bzw. bei einer Konkurrenz der RNA des Trans-
gens mit den endogenen Transkripten um diese Faktoren, kénnte dies zu einer geringen
Effizienz der RNA-Edierung dieser Transkripte fithren. Die Analyse der Transkripte dieses
in organello transkribierten, im Plasmid pMS282 vorliegenden chiméren atp6 Gens hinge-
gen zeigte, dass der Austausch der 5’ nichttranslatierten Sequenz allein die Edierung dieses
Transkripts nicht restauriert (vgl. Kap. 3.4.3).

Ebenso wie eine verringerte Transkriptionsrate konnte eine Struktur im 3’-Nichtkodierungs-
bereich des S. bicolor atp6-1 Gens inkompatibel zu den an der Prozessierung des 3’-Endes

oder der Transkriptstabilisierung der mRNA beiteiligten RNA-Bindeproteinen im hetero-
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logen System sein. Eine somit vorliegende verringerte Halbwertszeit der Transkripte konnte
dann ebenfalls die Ursache fiir die beobachtete ausbleibende bzw. schlechte Edierungseffi-
zienz der atp6-1 mRNA sein.

Der Einfluss der Prozessierung der Transkripte auf die Edierung ist beispielsweise bei den
atp6 mRNAs einer CMS-Linie von Oryza sativa bekannt (Iwabuchi et al., 1993). Die zwei
im Chondriom von O. sativa vorliegenden Genkopien des atp6 Gens (N-atp6 und B-atp6)
unterscheiden sich lediglich ab Position 49 in der 3’ nichtkodierenden Sequenz. Wahrend N-
atp6 Transkripte vollstandig ediert vorliegen, erfolgt keine oder nur eine partielle Edierung
der B-atp6 mRNA. Erst die Prozessierung des 2 kb grofien B-atp6 Primértranskripts durch
ein kernkodiertes Genprodukt (RF-1, RF: | restorer of fertility*) fithrt zu einer 1,5 kb
groflen B-atp6 mRNA, die dann vollstandig ediert vorgefunden wird.

Zudem wurde fiir das nad3 Transkript bereits eine Abhéngigkeit der RNA-Edierung vom
Transkriptgehalt nachgewiesen. Ein nukledr kodiertes Genprodukt sorgt sowohl fiir eine
erhohte Menge der nad3 mRNA sowie deren gesteigerten Edierungsgrad (Lu und Han-
son, 1992). Als Ursache fiir die beobachtete geringe Edierungseffizienz der Transkripte in
Abwesenheit dieses Proteins wurde angenommen, dass eine Hydrolyse der nad3 Transkrip-
te erfolgt, bevor eine vollstandige RNA-Edierung vorliegt. Eine gesteigerte Stabilitdt und
damit eine erhohte Halbwertszeit wiirde so zu einem erhthten Anteil edierter nad3 Tran-
skripte fithren.

Die Substitution der 3’-Nichtkodierungssequenz des S. bicolor atp6-1 Gens durch die ent-
sprechende Sequenz des endogenen atp6 liegt, in Kombination mit dem endogenen atp6
Promotor, als chiméres Konstrukt in den Plasmiden pIB306 sowie pIB334 vor (vgl. Kap.
3.4.3). Die hiervon in Mitochondrien von Z. mays erhaltenen Transkripte hingegen wurden
wiederum nicht ediert vorgefunden (sieche Kap. 3.4.3). Kennzeichnend fir die Konstrukte
pIB306 sowie pIB334 ist der , prepiece“-Anteil der kodierenden Sequenz des atp6-1 Gens
der Hirse. Im Fall des pIB306 liegt zudem die als ,,core” bezeichnete, zwischen Mais und
der Hirse sehr &hnliche Region der kodierenden Sequenz aus S. bicolor vor. Demgegeniiber
weist das Konstrukt pIB334 den ,, core“-Bereich des endogenen atp6 Gens auf. Folglich

konnte der den beiden Plasmiden gemeinsame Unterschied, also die vor dem ,, core“-Anteil



4 DISKUSSION 114

gelegene , prepiece“-Region, die Ursache fiir die ausbleibende RNA-Edierung sein. Der Aus-
tausch dieser Sequenz des S. bicolor atp6-1 durch den entsprechenden Bereich des Z. mays
atp6 Gens liegt im Konstrukt pIB325 vor. Auch hier ergab die Untersuchung der mRNA
des chiméren atp6 Gens hingegen, dass keine RNA-Edierung erfolgt (siehe Kap. 3.4.3).

Erst die im Plasmid pIB323 vorliegende Kombination des 5’ nichttranslatierten Bereichs
des endogenen atp6 mit der , prepiece“~-Region des Z. mays Gens ermdglichte die Restaurie-
rung der Edierung der mRNA dieses chiméren atp6 Gens (vgl. 3.4.3). Da dieses Konstrukt
den ,,core“-Anteil der kodierenden Sequenz sowie den 3’ nichttranslatierten Bereich des
S. bicolor atp6-1 Gens tragt, konnte ein spezifischer Nachweis der Transkripte erfolgen.
Zudem weist die erfolgte RNA-Edierung darauf hin, dass die wenigen Unterschiede inner-
halb des ,,core“-Bereichs fiir die RNA-Edierung nicht kritisch sind. Vielmehr scheint die
Restaurierung der Edierung auf einen Einfluss der ,, prepiece-Region auf die Prozessierung
hinzudeuten. Durch die Kombination dieser beiden Anteile des endogenen Gens erhéht sich
der Grad der Ahnlichkeit des chimiren Konstrukts zu dem des endogenen Gens. Mogli-
cherweise beinhaltet der ,, prepiece-Anteil einen Sequenzabschnitt, der fiir die Bindung der
an der RNA-Edierung beteiligten trans-Faktoren notwendig ist. Zudem &hnelt die berech-
nete Sekundérstruktur dieses chiméren atp6 Transkripts dem der endogenen atp6 mRNA
(vgl. Anhang, Abb. 31 und 33). Ein Einfluss einer solchen Faltung der RNA auf die RNA-

Edierung kann nicht ausgeschlossen werden.

4.6.2 Das S. bicolor atp9 Transkript wird in Mitochondrien von Mais nur
partiell ediert

Neben dem atp6-1 Gen der Hirse wurde das atp9 Gen aus S. bicolor kloniert (siehe Kap.
3.4.5). Die Edierung der Transkripte des ebenfalls in die Mitochondrien aus Mais einge-
brachten atp9 Gens aus S. bicolor erfolgte lediglich an drei respektive einer (vgl. Kap.
3.4.5) von acht bekannten Edierungsstellen (Salazar et al., 1991). Dem gegeniiber ist ei-
ne vollstdndige Edierung des jeweils endogenen atp9 Transkripts in Mitochondrien von S.

bicolor (Salazar et al., 1991) und Z. mays (Grosskopf und Mulligan, 1996) beschrieben.
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Auch hier erlaubt der Vergleich der atp9 Sequenzen von S. bicolor und Z. mays in Kombi-
nation mit der nachgewiesenen Edierung des transgenen Transkript einen Riickschluss auf
mogliche Einfliisse der Sequenzdivergenzen auf die RNA-Edierung.

Der Sequenzbereich um die Edierungsstelle C20 des Z. mays atp9 Transkripts ist in einer
Region von 20 Nukleotiden stromaufwérts ebenso wie im 3’-Bereich vollkommen identisch
mit der Sequenz von S. bicolor (vgl. Abb. 26). An der Position -13 beziiglich des C82 liegt
eine Divergenz der Sequenzen vor. Da das S. bicolor Transkript an dieser Stelle jedoch
in Mais Mitochondrien ediert vorgefunden wurde, scheint dieser Unterschied keinen kriti-
schen Einfluss auf die Edierung auszuiiben. Die Abweichung in der Nukleotidsequenz an
Position +10 relativ zur Edierungsstelle C92 (vgl. Abb. 26) des Mais atp9 scheint die Pro-
zessierung der S. bicolor Transkripte im heterologen System ebenso wenig zu inhibieren.
Demgegeniiber wurde die Edierung des der Mais atp9 Edierungsstelle C134 entsprechenden
Cytosins in der S. bicolor Sequenz nicht nachgewiesen, obwohl die Bereiche stromaufwérts
sowie stromab vollkommen identisch sind (siche Abb. 26).

Auch eine Edierung des dem C191 entsprechenden Nukleotids wére zu erwarten gewesen,
wenn die Edierung einzelner Cytosine als unabhéngig von der Prozessierung anderer Edie-
rungsstellen erfolgt. Demgegeniiber wére keine Edierung des S. bicolor C219 anzunehmen,
da die Z. mays Sequenz an dieser Stelle ein Thymin aufweist (vgl. Abb. 26). Falls keine
dghnlichen zu edierenden Sequenzen im Transkriptom von Z. mays vorkommen, ein trans-
Faktor also an mehreren Edierungspositionen aktiv sein wiirde, wére es moglich, dass der
entsprechende Faktor nicht im Proteom der Mais Mitochondrien vorkommt. Gleiches ist
fiir die Edierung des C238 der S. bicolor atp9 Sequenz anzunehmen, da auch an dieser
Stelle ein Thymin in der DNA-Sequenz des Mais Gens fixiert vorkommt.

Die Edierung des C219 ist fiir die S. bicolor Sequenz beschrieben, nicht aber fiir die mRNA
aus Z. mays. Folglich kann auch hier nicht zwingend von einer Prozessierung der fremden
RNA in Mais Mitochondrien ausgegangen werden. Die Edierung des dem C212 des atp9
aus Mais entsprechenden Cytosins hingegen wére zu erwarten, da sowohl 20 Nukleotide im
Bereich stromauf der Edierungsstelle, als auch zehn Nukleotide im 3’-Bereich des Cytosins

zwischen S. bicolor und Z. mays vollkommen identisch sind (vgl. Abb. 26).
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Abbildung 26: Vergleich der kodiernden Sequenz des atp9 Gens von S. bicolor und Z. mays.

C20
ATGTTAGAAGGAGCTAAATCAATAGGTGCTGGAGCTGCTACAATTGCTTTAGCGGGAGCT
ATGTTAGAAGGAGCTAAATCAATAGGTGCTGGAGCTGCTACAATTGCTTTAGCGGGAGCT
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-13 c82
Cc92 +10
GCTGTCGGTATTGGAAACGTTCTCAGTTCTTCGATTCATTCCGTGGCGCGAAATCCTTCA
GCTGTCGGGATTGGAAACGTTCTCAGTTCTTCGATTCATTCTGTGGCGCGAAATCCTTCA

R I L R R R R R

Cl134
TTGGCTAAACAATCATTCGGTTATGCCATTTTGGGCTTTGCTCTCACCGAAGCTATTGCA
TTGGCTAAACAATCATTCGGTTATGCCATTTTGGGCTTTGCTCTCACCGAAGCTATTGCA

ER R R R R R R R

-9 Cc191 c212
TCGTTTGCCCCAATGATGGCCTTTCTGATCTCATTCGTTTTCTAA-—-————————————
TTGTTTGCCCCAATGATGGCCTTTCTGATCTCATTCGTTTTCCGATCGCATAAAAAGAAA
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C204 Cc213

GGAAAGTTCAAACTTAAG 258
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Die Sequenzen des kodierenden Bereichs des atp9 Gens von S. bicolor (NCBI ,, Accession No.“: S81080)
und Z. mays (NCBI ,, Accession No.“: AY506529) sind vergleichend dargestellt. Die jeweiligen Edie-
rungsstellen (Salazar et al., 1991; Grosskopf und Mulligan, 1996) sind hervorgehoben.

Da die Edierung der Transkripte des atp6-1 Gens erst nach dem Austausch der zwischen

Z. mays und S. bicolor divergierenden Sequenzen im 5’-Bereich erfolgte, konnte auch bei

den Transkripten des atp9 Gens eine Beeinflussung durch die unterschiedliche 5-Region

vorliegen. Die multiplen 5-Termini des atp9 Transkripts in S. bicolor weisen auf einen

Promotor hin, der innerhalb oder vor der im 5-Bereich der kodierenden Sequenz des atp9

Gens gelegenen tRNA #rnfM liegt (Yan et al., 1997). Da das in dieser Arbeit verwendete,

klonierte atp9 Fragment aus S. bicolor lediglich einen geringen Anteil des trnfM Gens

einschlieft, nicht aber den Promotor der ¢rnfM, konnte dies die Ursache fiir eine geringe

Transkriptionsrate sein.
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Falls zudem eine korrekte Prozessierung des atp9 Transkripts durch exo- bzw. endonukleo-
lytische Verdnderung des trnfM-atp9-Co-Transkripts notwendige Bedingung fiir ein stabiles
atp9 Transkript bzw. fiir die vollstdndige Edierung der mRNA ist, miisste aufgrund des
klonierten atp9 Gens von einer instabilen bzw. nicht effizient edierten mRNA ausgegangen
werden. Da im Transkriptom von Z. mays kein bicistronisches Transkrip des endogenen
atp9 Gens mit einer im 5’-Bereich gelegenen tRNA trnfM vorliegt, wére zudem die korrekte
Prozessierung eines klonierten S. bicolor trnf M-atp9 Konstrukts in Mitochondrien von Z.

mays nicht zwingend zu erwarten.

4.6.3 Wenig effiziente RNA-Edierung der fiir die Untereinheiten der ATP-
Synthase kodierenden Transkripte

Auffillig ist die nur geringe Edierungseffizienz, d.h. die partielle Edierung der Transkripte
des chiméren atp6 Gens sowie des atp9 Gens aus S. bicolor in den Mitochondrien von
Z. mays (vgl. Kap. 3.4.3 und Kap. 3.4.5). Zudem zeigt die Analyse der RNA-Edierung
der de novo synthetisierten Transkripte des endogenen atp6 Gens, dass nach einstiindiger
Inkubation erhaltene mRNA nicht vollstindig ediert vorlag (siehe Kap. 3.2.3). Moglicher-
weise deutet dies darauf hin, dass die zur in organello Inkubation gewihlten Bedingungen
einen Einfluss auf die Prozessierung der Transkripte haben, die fiir die Untereinheiten
der mitochondrialen ATP-Synthase kodieren. Da im Gegensatz zur Edierung der atp6 und
atp9 mRNA eine effizientes Spleiffen sowie eine vollstindige RNA-Edierung der A. thaliana
coz2 mRNA nachgewiesen wurde (vgl. Kap. 3.4.1), konnten die atp6 bzw. atp9 Transkripte
selektiv betroffen sein.

Eine limitierende Anzahl an trans-Faktoren konnte fiir die schlechte Edierungseffizienz
verantwortlich sein. Unter einer solchen Vorraussetzung konkurrieren die Transkripte der
endogenen Gene mit denen der eingebrachten Fremd-DNA um diese Faktoren. Ein der-
artiger Kompetitions-Effekt wurde bei der Expression einer zusétzlichen Kopie des psbL
Gens in transgenen Plastiden beobachtet (Chaudhuri et al., 1995). Dariiber hinaus zeigte
die Uberexpression der Transkripte rpoB-2 (Reed und Hanson, 1997; Chateigner-Boutin
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und Hanson, 2003) sowie ndhF-2 (Chateigner-Boutin und Hanson, 2002) in transgenen
Tabak-Linien, dass die entsprechenden endogenen mRNAs weniger héufig ediert werden.
Zudem wirkte sich die zusétzliche Genkopie negativ auf die Edierung einiger anderer, nicht
homologer Transkripte aus (Chateigner-Boutin und Hanson, 2002), was auf gemeinsame
trans-Faktoren verschiedener Edierungsstellen hindeuten kénnte. Ebenso wurde in in vitro
Studien fiir die Edierung der plastiddren psbE mRNA (Miyamoto et al., 2004) sowie des
mitochondrialen atp9 Transkripts (Takenaka et al., 2004) gezeigt, dass die Zugabe eines
Kompetitor-Fragments, welches die im 5’-Bereich der Edierungsstelle gelegene cis-aktive
Sequenz enthilt, die Edierung des Transkripts verhindert. Sollte eine solche Konkurrenz
der Transkripte der endogenen DNA sowie der eingebrachten Gene ebenso in den Mito-
chondrien von Mais auftreten, wire der Grad der Edierung der mRNA der Transgene
von deren Transkriptionsrate, der Stabilitdt der Transkripte sowie der Verfiigbarkeit der
trans-Faktoren abhéngig.

Die Stabilitdt der Transkripte konnte durch die physiologischen Bedingungen des in orga-
nello Systems verdndert werden. Bislang ist die molekulare Ursache fiir eine Modulation
der Transkriptgehalte mitochondrialer Gene oder der Translation der kodierten Proteine
in Abhéngigkeit von physiologischen Bedingungen bei Mitochondrien nicht untersucht. Bei
Spinacia oleracea ist jedoch bekannt, dass 5’ untranslatierte Bereiche plastidirer mRNAs,
die fiir Untereinheiten der plastiddren ATP-Synthase kodieren, plastidédre Polypeptide bin-
den (Hotchkiss und Hollingworth, 1999). Als Funktion dieser Protein-mRNA Wechselwir-
kung werden zwei mogliche Einfliisse auf die Expression der Gene diskutiert: Zum einen
konnten die verschiedenen interagierenden Proteine eine koordinierte Expression der Unter-
einheiten der ATP-Synthase bedingen, zum anderen konnte es durch diese Polypeptide aber
auch zu einer globalen Modulation der Expression der ATP-Synthase Gene in Abhéngigkeit
von &duBeren Bedingungen kommen. Da auch die Expression der mitochondrialen ATP-
Synthase einer solchen kontrollierten Expression mitochondrial wie kernkodierter Gene
bedarf, kénnten dhnliche Mechanismen in Mitochondrian vorliegen.

Zudem wurde fiir die mRNA des psbA Gens in Plastiden von C. reinhardtii gezeigt, dass
ein an die 5’-Sequenz der mRNA bindender Protein-Komplex eine ADP-abhéngige Serin-
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Threonin-Phosphotransferase enthélt (Danon und Mayfield, 1994). Hohe ADP-Gehalte, wie
sie im Dunkeln in Plastiden auftreten, vermitteln die Dissoziation des Proteinkomplexes
und sind damit fiir die Reduktion der Translation der pshA mRNA verantwortlich.

Fiir die Transkripte des rbcLs wie auch des atpB Gens in Plastiden von C. reinhardtii wurde
bereits ein Sequenzabschnitt von Nukleotid 38 bis 47 respektive von 31 bis 42 relativ zum 5’-
Ende des Transkripts bestimmt, der fiir die Stabilitdt und Akkumulation der beiden Trans-
kripte verantwortlich ist (Anthonisen et al., 2001). Auch einige mitochondriale Transkripte
weisen konservierte Sequenzelemente innerhalb der 5’-Nichtkodierungsregion auf (Pring et
al., 1992). Auch die Funktion dieser Sequenzen wird in Zusammenhang mit der Translation
oder Regulation gebracht (Pring et al., 1992).

Das Fehlen dieser Strukturen bei den mRNAs der klonierten Fremdgene konnte, ebenso
wie eine Inkompatiblitdt der an sie bindenden trans-Faktoren, zur Instabilitdt der entspre-
chend erhaltenen Transkripte fithren. Zudem koénnten der Redoxzustand einiger Proteine,
Thioredoxine oder auch andere Metabolite die Stabilitit der mRNAs oder die Translati-
onsfrequenz modulieren, um eine koordinierte Expression der entsprechenden mRNAs zu
erzielen. Eine vom ADP/ATP-Verhéltnis abhingige Stabilitéit der Transkripte, die fiir Un-
tereinheiten der ATP-Synthase kodieren, konnte die unter den in dieser Arbeit gewéhlten
Inkubationsbedingungen beobachtete schlechte Effizienz der Edierung der endogenen atp6
Transkripte ebenso wie die der mRNA der eingebrachten Fremdgene erkldren.

Es ist nicht auszuschliessen, dass eine direkte Beeinflussung der an der RNA-Edierung
beteiligten trans-Faktoren durch die physiologischen Bedingungen erfolgt. In in vitro Sys-
temen konnte der Nachweis der Protein-RNA-Interaktion eines trans-aktiven Faktors mit
dem fiir die RNA-Edierung notwendigen cis-Element bei den plastiddren Transkripten
petD und psbE (Miyamoto et al., 2004) sowie bei der mitochondrialen atp9 mRNA (Ta-
kenaka et al., 2004) erbracht werden. Bislang sind jedoch keine in trans agierenden, die
RNA-Edierung in Mitochondrien katalysierenden Proteine isoliert, identifiziert und néher
charakterisiert worden. Bei der Untersuchung der Parameter der atp9 Edierung wurde
jedoch in dem fiir P. sativum etablierten in wvitro System gezeigt, dass eine maximale
RNA-Edierung bei einer Konzentration an Ribonukleotiden von 15 mM erfolgt (Takenaka
und Brennicke, 2003).
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4.7 Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass exogene DNA mittels Elektroporation in iso-
lierter Mitochondrien von Zea mays eingebracht und eine Transkription der eingebrachten
wie auch endogener Gene in einem transienten System aufrecht erhalten werden kann. Da
zudem die in organello synthetisierten Transkripte einer Prozessierung unterlagen, bietet
die beschriebene Kombination beider Methoden die Moglichkeit, die Prozessierung von
Transkripten fremder oder verédnderter Gene zu untersuchen.

Die Prozessierung der Transkripte des in die Organellen eingebrachten coz2 Gens aus A.
thaliana verlief mit sehr hoher Effizienz. Aufgrund der Sequenzunterschiede im Vergleich
der A. thaliana und Z. mays cox2 Sequenz im Bereich der Edierungsstelle C460 wird
die Edierung dieses Cytosins vermutlich inhibiert. Gerichtete in vitro Mutagenesen der
divergierenden Nukleotide kénnten hier einen Einfluss der Sequenzdifferenzen auf die RNA-
Edierung zeigen.

Die bei Z. mays, nicht jedoch bei A. thaliana in den Transkripten des cox2 Gens vorlie-
genden Edierungsstellen bieten zudem die Moglichkeit einer heterologen Transkription des
cox2 Gens aus Z. mays in Mitochondrien von A. thaliana. Vermutlich liegen die fiir die
Edierung verantwortlichen trans-aktiven Faktoren nicht im mitochondrialen Proteom vor,
wenn keine Edierungsstelle im Chondriom gegeben ist. Durch die in organello Analyse der
Transkriptprozessierung des Z. mays cox2 Transkripts in Mitochondrien von A. thaliana
konnte eine Art-spezifische Edierung gezeigt werden.

Fiir das in die Mitochondrien von Z. mays eingebrachte S. bicolor atp9 oder das chimére
atp6 Konstrukt konnte lediglich eine partielle Prozessierung nachgewiesen werden. Falls
die physiologischen Bedingungen des in organello Systems einen Einfluss auf die RNA-
Edierung oder die Stabilitdt der Transkripte haben, kdnnte die Verdnderung der Pufferzu-
sammensetzung die Edierungseffizienz der atp6 bzw. atp9 mRNA in Mais Mitochondrien
verdndern. Sollten die 5’- oder 3’-Sequenzen der klonierten Gene, abhéngig oder unabhéngig
von den physiologischen Bedingungen, eine Rolle bei der Transkriptionsrate bzw. der Sta-

bilisierung der mRNA spielen, wiirde die Expression der kodierenden Sequenzen der atp6
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bzw. atp9 Gene unter Kontrolle der cox2 nichttranslatierten Bereiche moglicherweise eine
Analyse der RNA-Edierung dieser Transkripte erlauben. Die Analyse der Prozessierung
weiterer, nicht fiir die Untereinheiten der mitochondriale ATP-Synthase kodierenden Ge-
ne sollte einen zusétzlichen Einblick in die Edierungseffizienz der isolierten Mitochondrien
unabhéngig von atp6 bzw atp9 spezifischen negativen Einfliissen des in organello Systems

ermoglichen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird ein in vitro Elektroporationssystem fiir Mitochondrien
aus Mais beschrieben. Dieser Ansatz ermdoglicht es, fremde DNA in Mitochondrien einzu-
bringen. Dariiber hinaus erlaubt die nachfolgende transiente Expression der Fremd-DNA
die Analyse der in organello synthetisierten Transkripte. Zudem gestattet dieser Ansatz
die Charakterisierung der an der RNA-Edierung beteiligten, bislang wenig untersuchten
cis-Sequenzen.

Mittels Elektroporation isolierter Mitochondrien konnte die eingesetzte Plasmid-DNA un-
abhéingig von der Konformation der DNA in Mitochondrien aus Zea mays eingebracht
werden. Die Effizienz der Methode war abhéngig von der Grofie der verwendeten Plasmid-
DNA sowie der bei der Elektroporation verwendeten Feldstéarke. Das grofite erfolgreich
in die Mitochondrien eingebrachte Plasmid hatte eine Grofle von 11 kb. Ein erheblicher
Teil der in die Organellen eingebrachten Fremd-DNA war in der mitochondrialen Matrix
lokalisiert.

Die isolierten Mitochondrien waren in ein mit Glutamat und Malat sowie 1 mM ADP
versetzten in organello Puffer in der Lage, die Transkription endogener Gene iiber einen
Zeitraum von bis zu drei Stunden aufrecht zu erhalten. Die Transkriptionsaktivitat der
Organellen war gegeniiber Oligomycin, einem Inhibitor der mitochondrialen ATP-Synthase,
ebenso sensitiv wie gegeniiber hoheren Konzentrationen an ADP (5 mM). Die in diesem
System in organello in einem Zeitraum von bis zu sieben Stunden transkribierten mRNAs
wurden ediert (nad9 und atp6) sowie gespleifit (cox2).

Zudem konnten Transkripte des klonierten und mittels Elektroporation in die Organellen
eingebrachten atp6-1 sowie des atp9 Gens aus S. bicolor sowie des cor2 Gens von A.
thaliana nachgewiesen werden.

Das Spleifien des im A. thaliana vorliegenden Introns der Gruppe II erfolgte in Mitochon-
drien von Z. mays sehr effizient. Dariiber hinaus konnte die vollsténdige in organello RNA-
Edierung aller sechs Edierungsstellen des transgenen coz2 Transkripts innerhalb des un-

tersuchten Bereichs belegt werden. Im Gegensatz dazu wurde die atp9 RNA des S. bicolor
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Gens in Mitochondrien von Mais nur partiell an drei der sechs Edierungsstellen ediert vor-
gefunden. Die Transkripte des S. bicolor atp6-1 Gens hingegen wurden nicht im heterologen
System ediert.

Zur Untersuchung der die Edierung des S. bicolor atp6-1 Transkripts beeinflussenden Se-
quenzen wurden chimére atp6-Konstrukte mit Anteilen aus der 5’- und 3’-Nichtkodierungs-
sequenz sowie des ,, prepiece“- und ,, core“-Bereichs des atp6 bzw. atp6-1 Gens aus Z. mays
und S. bicolor erzeugt. In organello erhaltene Transkripte dieser Gene zeigten nur bei der
Kombination der ,, core“-Region der kodierenden Sequenz sowie des 3’ nichttranslatierten
Bereichs des atp6-1 von S. bicolor mit dem 5’-Anteil der nichtkodierenden Sequenz und des
,prepiece’ des endogenen atp6 eine zumidest partielle Edierung der in Maismitochondrien

in organello erhaltenen Transkripte.
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Summary

In order to study cis-acting components of RNA editing in higher plant mitochondria an
in organello approach has been established for mitochondria from Zea mays. Introduction
of foreign DNA into isolated organelles via electroporation in combination with transient
expression allows for analysis of transcription of the transgene and transcript processing.
Plasmid DNA has been found to be transferred into isolated electroporated mitochondria
regardless of the conformation of the plasmid. The translocation of foreign DNA across the
mitochondrial membran is limited by the size of the plasmid and the field strength used
for electroporation. Foreign DNA up to 11 kb has been detected inside the organelles after
electroporation. A significant part of the foreign DNA has been shown to be located in the
mitochondrial matrix.

Isolated mitochondria are active in transcription for up to three hours in a special in orga-
nello buffer system. The activity of organellar transcription is sensitive to oligomycin, an
ihibitor of the ATP synthase, and higher levels of ADP (5 mM). Transcripts of mitochon-
drial genes have been shown to be edited (nad9 and atp6) and spliced (coz2) in organello
for up to seven hours. Cloned genes of atp6-1, atp9 of Sorghum bicolor and cox2 of Arabi-
dopsis thaliana have been introduced into isolated mitochondria from Z. mays. Transcripts
of all transgenes have been detected.

The A. thaliana cox?2 transcripts containing a group II intron are efficiently spliced in maize
mitochondria. Furthermore sequence analysis verified RNA editing of all editing sites within
the amplified cor2 cDNA. In contrast, atp9 mRNA of the introduced gene from S. bicolor
shows partial editing at three out of six editing sites. Transcripts of sorghum atp6-1 are
not edited in organello at any of the sites analysed.

Chimeric atp6 genes have been constructed by fusion of atp6 sections from sorghum and
maize atpb to analyse the possible function of the regions that are different between these
two genes. Transcripts of a transgene harbouring the maize 5 noncoding sequence and a
part of the translated sequence (,prepiece”), coding for the aminoterminal extension of

ATP6, in combination with the conserved ,,core“ section of the coding sequence and the 3’
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untranslated sequence of S. bicolor have been found to be partially edited. Other constructs

with different atp6 fusions are transcribed, but mRNAs are not processed.
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AY506529
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AY506529
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AY506529

Sb-atp6-1
AY506529
Sb-atp6-1

AY506529

Sb-atp6-1
AY506529

——————————————————————————— ATGGACAGTATAGCTCATATGAGTT---—--ATT
CCTCCAGTTTCAAGAGAGGCAACCAGAGGGGTCTGTATA-CTCCTACGAATAGACAGATA
*k ok kxkkkk Kkhkk kkx xk K * %

TTCAAATCAAATTAATCAGGGCCTTTCTAGACTTTATTTATCGCGCTCATCATAACCATA
TTTATCTTCAATTGGAAGGAGCATTCAAGACCGTGAGGTTCTACGCGATTTCCGCCAACG

*Kk K * * ok Kk ok * kk kK * kK * * Kk Kk * * K

AAAGAAGGGTCCCTGACGCAGAACTAAACGCA--TTTTTTGAACCA-ATAGAAAGGGAGC
GTTACTCTTTCCCCAACGCGAGGCTGGGCACAGCTTTTCCGAAATATATGATGATATACG

* KKk K * kK ok * %k *  k* * kKK *x Kk * kK * *

AGCGGATGCGTTTTAA-TGAGTGGA--AGAACAACAT----- AGAACTGTTAGATGGGGC
AGCGCATGGGGTAGAAGCAAGTCGATTGGGTCAGCCTCTAAGAGATCTGTACGATGAGAT

Khkkk Kkkk Kk K* ** *kKk KKk * *k Kk K *kk Kk kK Kk kk Kk

GGAATGGAG-——————————————— TAACGACGATATAGTTATCCCTGGAGGCGACGAACC
GGAAAGGAACGGCGAGATAGTAAATAACGGCTCAATCATTATCCCTGGAGGCGGCGGACC

*hkkk Kk Kk * kKKK K ** Kk hkkkkhkhkhhkhkhkhk* **k KKKk

prepiece core

TGTA--——-—— AGCCCCTTGGATCAATTTGGAATTCACCCAATTCTTGATCTGAATATAGG
AGTAACAGAAAGCCCATTGGATCAATTTGGAATTCACCCAATTCTGGATCTGAATATTGG
* ok kK Kk kk KKKk KK KXk kkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkk Axkkxkkkhkkkk  *%k

CAACTTTTATTTATCATTCACAAATCTATCCTTGTCTATGCTACTCACTCTCGGTTTGGT
CAAGTACTATGTCTCATTCACAAATCTATCCTTGTCTATGCTACTCACTCTCGGTTTGGT

*kk K Khkk K hk kK hkhk kA Ak hhk kA hhhk kA Ak hhkkkhhhkkhhhkkkhhkhkkkhkhkxk*

CCTACTTCTGGTTTTTGTTGTTACGAAAAAAGGAGGGGGAAAGTCAGTGCCAAATGCATG
CCTACTTCTGGTTTTTGTTGTTACGAAAAAAGGAGGGGGAAAGTCAGTGCCAAATGCATT

B e

GCAATCCTTGGTGGAGCTTATTTATGATTTCGTGCCGAACCTGGTAAACGAACAAATAGG
TCAATCCTTGGTGGAGCTTATTTATGATTTCGTGCCGAACCTGGTAAACGAACAAATAGG

B R R T T

TGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACAAAAGTTTTTCCCTTGCATCTCGGTCACTTTTACTTT
TGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACACAAGTTTTTCCCTTGCATCTCGGTCACTTTTACTTT

Kok ok kK Kk ok k ok Kk ok ok ok Kk ok ok ok R ok k kK ke ok ok ok ke ke ok ok Kk ok ok ok Kk ok k ok Kk ok ok ok ok k ke ok ok ok k k ok ok

TTCGTTATTTCGTAATCCCCAGGGTATGATACCCTTTAGCTTCACAGTGACAAGTCATTT

TTCGTTATTTCGTAATCCCCAGGGTATGATACCCTTTAGCTTCACAGTGACAAGTCATTT
e sk ok ok ok ok Kk k ok kK K ok ok ok k ok ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok kK K ok ok ok kK ok ok ok ok

TCTCATTACTTTGGCTCTTTCATTTTCCATTTTTATAGGCATTACGATCGTTGGATTTCA
TCTCATTACTTTGGCTCTTTCATTTTCCATTTTTATAGGCATTACGATCGTTGGATTTCA

AAGACATGGGCTTCATTTTTTTAGCTTCTTATTACCAGCGGGAGTCCCACTGCCATTAGC
AAGACATGGGCTTCATTTTTTTAGCTTCTTATTACCAGCGGGAGTCCCACTGCCATTAGC

ok ok ok K Kk ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ke ok ok ok k ke ok ok ok ko k ok

ACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTCATTGTTTTCGTGCATTAAGCTCAGGAAT
ACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTCATTGTTTTCGTGCATTAAGCTCAGGAAT

R R X
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Abbildung 29: Vergleich der kodierenden Sequenzen des atp6 Gens von Z. mays und der atp6-1 Kopie

von S. bicolor.

Die kodiernden Sequenzen des alp6 von Z. mays atp6 (NCBI , Accession No).: AY506529) und der
Kopie 1 aus S. bicolor (Mullen et al., 1992) sind vergleichend dargestellt. Der Ubergang der variablen

»prepiece” Sequenz zum konservierten ,, core“-Breich ist hervorgehoben. (Fortsetzung umseitig)
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ACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTCATTGTTTTCGTGCATTAAGCTCAGGAAT
ACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTCATTGTTTTCGTGCATTAAGCTCAGGAAT

R o S

ACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTTAAGTGGGTTTGC
ACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTTAAGTGGGTTTGC

B R

TTGGACTATGCTATTTCTGAATAATATTTTTTATTTCATAGGAGATCTTGGTCCCTTATT
TTGGACTATGCTATTTCTGAATAATATTTTCTATTTCTTAGGAGATCTTGGTCCCTTATT

R S R i R R

TATAGTTCTAGCATTAACCGGTCTGGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAGCTCATGTTTC
TATAGTTCTAGCATTAACCGGTCTGGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAGCTCATGTTTC

Kohkkkkhk ok kA Ak k kA Ak k kA Ak k kA Ak k kA h ok kA k ok ok k k ok kk ok k ok kk ok k ok kk ok kkk ok x

TACGATCTCAATTTGTATTTACTTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATGAGTAA—-

TACGATCTCAATTTGTATTTACTTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATGAGTCATT
ko kkok ok ok ok kkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkxx &
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776
959

836
1019

896
1079

956
1139

1014
1199

156



7 ANHANG

AY506529
pBM313
711843

AY506529
pBM313
711843

AY506529
pBM313
7211843

AY506529
pBM313
7211843

AY506529
pBM313
711843

AY506529
pBM313
711843

AY506529
pBM313
711843

AY506529
pBM313
7211843

AY506529
pBM313
7211843

AY506529
pBM313
7211843

AY506529
pBM313
7211843

AY506529
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——————————————————————————————————————— ATGATGATGATGACTAGATGG
——————————————————————————————————————— ATGATGATGATGACTAGATGG
ATGTTAGAAGGAGCGAAATTAATAGGTGCTGGAGCTGCTGTTAGAACGATGACTGAA- ——

* K K kk ok kok ok ok *

AGTTCCACTGATATGAAGAGAAGAAATAGAATATTGGCT--AATATGGTGCCAATTCGTA
AGTTCCACTGATATGAAGAGAAGAAATAGAATATTGGCT--AATATGGTGCCAATTCGTA
GGATCTTCTAATACAAGTAATGCTAATGGTGTTCCGATTCCGATTCCGGGTTCAACTGGG

* kK Kk kKK * * *kKk K * * * * % * K * *

ATTTA---AGTTTACCTGATTAT---TATGAATATGAAGAAGAATACCCTCCAGTTTCAA
ATTTA---AGTTTACCTGATTAT---TATGAATATGAAGAAGAATACCCTCCAGTTTCAA
ATTTATGAGGACCACCCAGGTCTGCACCCGGCCGTCGATGAAAGGGTGGTGGAATATCAA

* ok k KK * * Kk k * ok * * * * * * Kk kkkk

GAGAGGCAACCAGAG-GGGTCTGTATACTCCTACGAATAGACAGATATTTATCTTCAATT
GAGAGGCAACCAGAG-GGGTCTGTATACTCCTACGAATAGACAGATATTTATCTTCAATT
GCCGGTATAAGGGAGCAAATGAGTGAATTAATGAGGATGGACGGGGAGC-ACCCCGAAGT

* * * * %k * k%X ok kX Kk Xk kkx Kk % * *x K
GGAAGGAGCATTCAAGACCGTG-AGGTTCTACGCGAT--—————-—— TTCCGCCAACGGTT
GGAAGGAGCATTCAAGACCGTG-AGGTTCTACGCGAT--——————— TTCCGCCAACGGTT
TGTGGCAGCCGCCGAACGTGTGCATGGAGAAAGCGATAATATCGCTTTTTTGCAAGGGCT
* % kkk * * ,kk kK K, Kok Kok ok * % Kk kx K
ACTC---—- TTTCC---CCAACGCGAGGCTGGGCACAGCTTTTCCGAAATATATGATGAT
ACTC--——— TTTCC-—--CCAACGCGAGGCTGGGCACAGCTTTTCCGAAATATATGATGAT
GCTCGAGGATTTAAGGGCACATGGAAGAGAAAGTGAAGCTTTCAAGTACGGAGTGCCGAA
* kK * ok Kk * ok ok k% * Kk kK Kk * *x kK

ATACGAGCG-CATGGGGTAGAAGCAAGTCGATTGGGTCAGCCTCTAAGAGATCTGTACGA
ATACGAGCG-CATGGGGTAGAAGCAAGTCGATTGGGTCAGCCTCTAAGAGATCTGTACGA
TGACGCTCCTCTTCCTGGAGGAGGAAACCCAGCGGG--AAGCTCAGGAGGAGTTGACCTA

* kK * * ok * kK Kk KK *  x * kK * * KKk * % *x * K

TGAGATGGAAAGGAACGGCGAGATAGTAAATAACGGCTCAATCATTATCCCTGGAGGCGG
TGAGATGGAAAGGAACGGCGAGATAGTAAATAACGGCTCAATCATTATCCCTGGAGGCGG
GCGAATGGAAATGA--GGCGGGGAGTTCCGCAGGAGTTGACCTAGCGAATGTGGATGATG

*khk kKKK kK *k kK Kk * * * Kk x * KKk kKk Kk *

prepiece core

CGGACCAGTAACAGAAAGCCCATTGGATCAATTTGGAATTCACCCAATTCTGGATCTGAA
CGGACCAGTAACAGAAAGCCCATTGGATCAATTTGGAATTCACCCAATTCTGGATCTGAA

CTG—CAGCAGCAGAAAAGCCCATTGGATCAATTTGGAATTCACCCAATTCTGGATCTGAA
koK kkk ok kkkkkkk kK K kok ok ok Kk ok ok ok kK Kk ok ok ok Kk ok ok ok kK ok ok ok ok Kk ok ok ok kK Kk ok kK

TATTGGCAAGTACTATGTCTCATTCACAAATCTATCCTTGTCTATGCTACTCACTCTCGG
TATTGGCAAGTACTATGTCTCATTCACAAATCTATCCTTGTCTATGCTACTCACTCTCGG
TATTGGTGAGTACTATGTCTCATTCACAAATCTATCCTTGTTTATGCTACTCACTCTTGG

* Kk Kk kk Kk khkkkhkkhkhkkhkhkhkkkhkkhkkhkhkhhkhkhhhkhkk hhkhkhkhkrkhhkhkxkk **x

TTTGGTCCTACTTCTGGTTTTTGTTGTTACGAAAAAAGGAGGGGGAAAGTCAGTGCCAAA
TTTGGTCCTACTTCTGGTTTTTGTTGTTACGAAAAAAGGAGGGGGAAAGTCAGTGCCAAA
TTTGGTCCTACTTCTGGTTTTTGTTGTTACGAAAAAAGGAGGGGGAAAGTTAGTGCCAAA

Kok kkkhkkhkkhhkkkkhhkkhkhkhhkkhkkhhkkkkhkhkkkkhkkkkhkkkkhkx  kkkkkkkk*x

TGCATTTCAATCCTTGGTGGAGCTTATTTATGATTTCGTGCCGAACCTGGTAAACGAACA
TGCATTTCAATCCTTGGTGGAGCTTATTTATGATTTCGTGCCGAACCTGGTAAACGAACA
TGCATTTCAATCCTTGGTGGAGCTTATTTATGATTTCGTGCTGAACCTGGTAAACGAACA

Kok kkkhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhk kA khkhk kA hhkkhkhhkhkkhhkhkhkk  hkkhkhkkkkhkkkkkkx

21
21
57

79
79
117

133
133
177

192
192
236

242
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353
414

413
413
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530
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Abbildung 30: Vergleich der kodierenden Sequenzen des pBM313 mit der atp6 Sequenz aus Zea mays
Vergleichend dargestellt sind die klonierte atp6 Sequenz des Plasmids pBM313, die publizierte DNA-
Sequenz des atp6 (NCBI ,, Accession No.“: AY506529) sowie die atp6 RNA-Sequenz des chiméren atp6
(NCBI ,, Accession No.*“: 711843, Kumar und Levings, 1993) aus Z. mays. Hervoregehoben ist der

Ubergang vom ,, prepiece® zum konservierten ,, core“-Anteil. (Fortsetzung umseitig)
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AATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACACAAGTTTTTCCCTTGCATCTCGGTCACTTT
AATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACACAAGTTTTTCCCTTGCATCTCGGTCACTTT
AATAGGTGGTCTTTCCGGAAATGTGAAACACAAGTTTTTCCCTTGCATCTTGGTCACTTT

R R R o S

TACTTTTTCGTTATTTCGTAATCCCCAGGGTATGATACCCTTTAGCTTCACAGTGACAAG
TACTTTTTCGTTATTTCGTAATCCCCAGGGTATGATACCCTTTAGCTTCACAGTGACAAG
TACTTTTTTGTTATTTTGTAATCTTCAGGGTATGATACCCTTTAGCTTCACAGTGACAAG

Kk hkKkhkhkhk Khkhkkhxkk HAKKkKh* Khkkkkkhkhk kA khhkhk Ak hhk Ak hkh kA Ak h kX Kk kK%

TCATTTTCTCATTACTTTGGCTCTTTCATTTTCCATTTTTATAGGCATTACGATCGTTGG
TCATTTTCTCATTACTTTGGCTCTTTCATTTTCTATTTTTATAGGCATTACGATCGTTGG
TCATTTTCTCATTACTTTGGCTCTTTCATTTTCCATTTTTATAGGCATTACGATCGTTGG

Kk ok kkkhkhk kA khkk kA khkk kA khk kA hhhhkAhkhh AAhhdk Ak hk Ak hh kA Ak kA Kk kK *

ATTTCAAAGACATGGGCTTCATTTTTTTAGCTTCTTATTACCAGCGGGAGTCCCACTGCC
ATTTCAAAGACATGGGCTTCATTTTTTTAGCTTCTTATTACCAGCGGGAGTCCCACTGCC
ATTTCAAAGACATGGGCTTCATTTTTTTAGCTTCTTATTACCAGCGGGAGTCCCACTGCC

R R R S

ATTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTCATTGTTTTCGTGCATTAAGCTC
ATTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTCATTGTTTTCGTGCATTAAGCTC
ATTAGCACCTTTTTTAGTACTCCTTGAGCTAATCTCTTATTGTTTTCGTGCATTAAGCTT

B I R e

AGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTTAAGTGG
AGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTTAAGTGG
AGGAATACGTTTATTTGCTAATATGATGGCCGGTCATAGTTTAGTAAAGATTTTAAGTGG

GTTTGCTTGGACTATGCTATTTCTGAATAATATTTTCTATTTCTTAGGAGATCTTGGTCC
GTTTGCTTGGACTATGCTATTTCTGAATAATATTTTCTATTTCTTAGGAGATCTTGGTCC
GTTTGCTTGGACTATGCTATTTCTGAATAATATTTTCTATTTCTTAGGAGATCTTGGTCC

R R R R R R

CTTATTTATAGTTCTAGCATTAACCGGTCTGGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAGCTCA
CTTATTTATAGTTCTAGCATTAACCGGTCTGGAATTAGGTGTAGCTATATCACAAGCTCA
CTTATTTATAGTTCTAGCATTAACCGGTCTGGAATTAGGTGTAGCTATATTACAAGCTTA

R R R R R R R R R X

TGTTTCTACGATCTCAATTTGTATTTACTTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATGA
TGTTTCTACGATCTCAATTTGTATTTACTTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATGA

TGTTTTTACGATCTTAATTTGTATTTACTTGAATGATGCTATAAATCTCCATTAA-————
kkkkok kkkkkkhk kkkkkkhkkkkkkkhkkkkkkkkxkkkhk kxkkkkxkkhk *%

GTCATTTCATAATTGCATAAAAACGAGGAGCCAATCATAG-———————————————————
GTCATTTCATAATTGCATAAAAACGAGGAGCCAATCATAGAACTACATATGGTCTGATAC

713
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773
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890

893
893
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1130

1133
1133
1190

1193
1193
1245

1233
1253

158



7 ANHANG 159

plt22ps by D. Stewart and M. Zuker
©2004 Washington University

dG = -381.6 Zm atp6

Abbildung 31: Berechnete Sekundérstruktur der kodierenden Sequenz der Z. mays. atp6 mRNA
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Abbildung 32: Berechnete Sekundérstruktur der kodierenden Sequenz des atp6-1 Transkripts von S.
bicolor.
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Abbildung 33: Mogliche Sekundérstruktur der mRNA des chiméren atp6 Transkripts des Plasmids
pIB323.
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Abbildung 34: Vorhergesagte 2D-Struktur des pIB306 Transkripts.
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Abbildung 35: Vorhergesagte Sekundérstruktur des pIB325-Transkripts
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Abbildung 36: Berechnete Sekundérstruktur der vom Plasmid pIB334 erhaltenen Transkripts.
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