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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Evolution der Plastiden

Die Plastiden sind die Charakterorganellen aller eukaryotischen, photoautotrophen Orga-
nismen. Sie sind der Ort der Photosynthese, bei der aus Kohlendioxid und einem Elek-
tronendonator unter Verwendung von Lichtenergie organische Substanzen synthetisiert
werden. Dabei wird die Strahlungsenergie der Sonne in chemische Energie umgewandelt.
Die Photosynthese von Cyanobakterien, Algen und Hoheren Pflanzen bedient sich des
Wassers als Elektronenquelle, wobei Sauerstoff freigesetzt wird. Neben der Photosynthe-
se sind weitere biologisch wichtige Stoffwechselreaktionen in den Plastiden lokalisiert, wie
Aminosédure- und Fettsdurebiosynthese, sowie die Produktion vieler Substanzen des Se-
kundarstoffwechsels, unter anderem iiber den Shikimatweg.

Plastiden besitzen eine doppelte Hiillmembran, die das Stroma und das innere Membran-
system der Thylakoide umschliet. Dies ist in ihrer evolutionédren Herkunft begriindet.
Die Plastiden der Algen und Hoheren Pflanzen sind der Endosymbiontentheorie zufolge
aus phagocytierten Cyanobakterien entstanden (GRAY, 1989; SCHIMPER, 1883). Durch
die Aufnahme eines photosynthetisch aktiven Bakteriums durch eine eukaryotische Zelle
entstand der Vorlaufer der Pflanzenzelle (MCFADDEN, 1999). Ein &hnlicher Mechanismus
wird auch fiir die Entstehung der Mitochondrien angenommen, wobei diese Endosymbio-
se viel frither stattfand und in diesem Fall Purpurbakterien als Endosymbionten gelten
(GRrAY, 1989).

Plastiden besitzen ein eigenes genetisches System mit eigener DNA und einem Proteinbio-
syntheseapparat. Im Laufe der Evolution erfuhren die Plastiden durch einen Gentransfer
von den Organellen in den Zellkern eine zunehmende Kontrolle durch ihren eukaryotischen
Wirt (MARTIN und HERRMANN, 1998; MARTIN et al., 2002).

Die Expression der plastiddren Gene und die Funktionalitét der Stoffwechselprozesse hangen
stark von nukleér kodierten Faktoren ab, die im Cytoplasma synthetisiert und posttransla-
tional in die Plastiden importiert werden. Auch ein Grofiteil der plastididren Strukturpro-
teine ist im Zellkern kodiert. Dieser Umstand machte die Entwicklung eines Importap-
parates zum Transport von Proteinen aus dem Cytoplasma durch die Hiillmembranen

notwendig (HEINS und SoLL, 1998). Plastiden konnen nicht de novo gebildet werden und
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gehen stets aus Teilungsprozessen durch sich selbst hervor.

Es gibt neben den photosynthetisch aktiven Chloroplasten eine Reihe weiterer Typen von
Plastiden. Sie konnen sich aus undifferenzierten Proplastiden in unterschiedlichen Geweben
zu Speicherorganellen fiir Stirke (Amyloplasten), Proteine (Proteinoplasten) oder Fette

(Elaioplasten) und zu Chromoplasten mit Farbpigmenten in Bliitenblattern differenzieren.

1.2 Das plastiddre Genom

Die Plastiden besitzen aufgrund ihrer Herkunft ein eigenes Genom (Plastom), welches das
Restgenom des freilebenden prokaryotischen Endosymbionten, des Cyanobakteriums, dar-
stellt. Es wurde 1962 von RIS und PLAUT entdeckt und liegt als zirkulére, doppelstringige
DNA vor (MANNING et al., 1971). In Chloroplasten von Mesophyllzellen liegt es in jeweils
vielen (~100) Kopien vor, so daf bei etwa 100 Plastiden pro Zelle eine Kopienzahl der
plastiddren DNA (ptDNA) von bis zu 10.000 vorliegen kann. Die Grofie des stark konser-
vierten Plastoms schwankt je nach Pflanzenart zwischen 120 und 160 kb (PALMER, 1990).
Ausnahmen bilden einerseits parasitisch lebende Pflanzen wie Epifagus virginiana oder der
plastidenbesitzende Malariaerreger Plasmodium falsiparum, die wegen ihrer nicht photo-
synthetischen Lebensweise weitaus geringere Plastomgréfien von 70 bzw. 29 kb aufweisen
(MARTIN und HERRMANN, 1998; MORDEN et al., 1991). Andererseits gibt es auch grofiere
Genome, wie bei der Rotalge Porphyra sp. mit 191 kb oder bei Pelargonium-Arten mit 220
kb (PALMER, 1991). Die Reduktion des plastiddren Genoms ist auf einen Gentransfer in
den Kern oder auf einen Genverlust zuriickzufiithren. Von den iiber 3000 angenommenen
Proteinen des urspriinglichen Cyanobakteriums sind mittlerweile nur noch 5-10 % in den
Plastiden kodiert, und sie machen ca. 10-20 % der gesamten Proteinmenge in Chloropla-
sten aus (MARTIN et al., 2002). Kein Stoffwechselweg, der in den Plastiden lokalisiert ist,
kann allein durch plastidér kodierte Enzyme von statten gehen. Alle Stoffwechselwege sind
abhéngig vom Import kernkodierter Proteine, die im Cytoplasma translatiert und anschlie-
Bend in die Plastiden importiert werden. Die im Plastom verbliebenen 50-200 Gene ko-
dieren fiir Proteine des Photosyntheseapparates, des plastidaren Transkriptionsapparates,
fiir ribosomale rRNA und Transfer-RNAs (tRNA) sowie fiir den NADH-Dehydrogenase-
Komplex. Weitere Gene stellen offene Leserahmen (ORF: ’open reading frame’ oder ycf:

"hypothetical chloroplast reading frame’) dar, die fiir Peptide kodieren kénnen, die noch



1 Einleitung 3

nicht nachgewiesen worden sind und deren Funktion unbekannt ist (SUGIURA, 1992).
Durch den gemeinsamen evolutiondren Ursprung der Plastiden ist die Struktur des Ge-
noms relativ konserviert. In den vergangenen Jahren konnte eine ganze Reihe plastidérer
Genome komplett sequenziert werden (KiMm und LEE, 2004; STOEBE et al., 1998). Die Or-
ganisation der Gene ist ebenfalls konserviert. Viele Gene liegen wie bei den Cyanobakterien
in Operonen vor. Gene konnen sich auch iiberlappen, und der nichtkodierende Bereich ist
im Vergleich zum eukaryotischen Zellkern &uflerst klein. Die Transkription der Gene erfolgt
durch verschiedene RNA-Polymerasen.

Bakterien und Archaebakterien besitzen jeweils eine RNA-Polymerase, wohingegen Euka-
ryoten allein im Kern iiber drei RNA-Polymerasen verfiigen. Hinzu kommen in der Euzyte

noch weitere RNA-Polymerasen, die in den Mitochondrien und Plastiden lokalisiert sind.

1.3 RNA-Polymerasen

DNA-abhéngige RNA-Polymerasen (RNAP) sind die Schliisselenzyme der Transkription
und Genexpression in allen lebenden Organismen. Bei der Transkription wird die Sequenz
des codogenen DNA-Stranges in komplementére RNA kopiert. Dieses Transkript kann als
mRNA fiir die Translation eines Proteins dienen, als strukturelle RNA, als Bestandteil der
Ribosomen oder als tRNA-Adaptermolekiil bei der Proteinbiosynthese. RNA kann auch
selbst regulatorische Funktion haben oder auch das Genom eines RNA-Virus sein (VON
HipPEL, 1998).

Die Synthese eines Transkripts kann in mehrere Teilschritte gegliedert werden. Zunéchst er-
folgt die Bindung der RNAP an den Promotor und die Transkriptinitiation. Nach Ablésen
des Promotors von der RNAP kommt es zur Elongation und nach Fertigstellung des Tran-
skriptes zur Termination und Freisetzung der RNA. All diese Schritte stehen unter regula-
torischer Kontrolle. Am besten untersucht ist die RNAP aus Bakterien, deren katalytische
Kerneinheit aus fiinf Untereinheiten (o, 8 3’ w) besteht und zusammen mit einem o-
Faktor das Holoenzym bildet (BORUKHOV und NUDLER, 2003; EBRIGHT, 2000; ZHANG
et al., 1999). Der o-Faktor ist fiir die Promotorerkennung und Transkriptinitiation verant-
wortlich. Nach der Synthese von 9-12 Nukleotiden geht der Komplex mit der Dissoziation
des o-Faktors und Bildung eines hochprozessiven Elongationskomplexes in die Elongations-

phase iiber, die keinen weiteren Energieverbrauch erfordert (NUDLER, 1999; UPTAIN et al.,
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1997).

RNA-Polymerasen sind prozessive Enzyme. Wird die naszierende RNA aus dem Elonga-
tionskomplex entlassen, ist eine erneute Bindung und Fortfithrung der Transkription nicht
moglich (UPTAIN et al., 1997). RNAPs verfiigen im Gegensatz zu DNA-Polymerasen {iber
keine Korrekturfunktion wéahrend der Synthese. Einen speziellen 'proof-reading’-Mechanis-
mus iiber eine Exonukleaseaktivitéit gibt es nicht. Es konnte jedoch eine schwache 5’ —3’-
Endonuklease-Aktivitat nachgewiesen werden. Ob diese in wvivo auch Korrekturfunktion
hat, ist bislang noch unklar (KASSAVETIS und GEIDUSCHEK, 1993). Wihrend der Elon-
gation kann ein Transkriptionskomplex aus unterschiedlichen Griinden verschiedene Kon-
formationen annehmen, wobei es auch zum Stoppen der Elongation kommen kann (ERIE,
2002; FisH und KANE, 2002). Ein arretierter Elongationskomplex kann die Transkription
meist erst nach Bindung weiterer Faktoren wieder aufnehmen. Diese Faktoren induzieren
die Endonukleaseaktivitit der RNAP, die es ermoglicht, nahe dem 3’-Ende des naszieren-
den Transkripts ein wenige Basenpaare umfassendes RNA-Stiick abzutrennen, wihrend das
5’-Ende stabil an der RNAP gebunden bleibt. Am neu entstandenen 3’-Ende kann dann
die Elongation entsprechend der DNA-Matrize fortgesetzt werden (SURRATT et al., 1991).
RNAP-Elongationskomplexe sind im allgemeinen extrem resistent gegeniiber Dissoziation
und Denaturierung, hohen Salzkonzentrationen, Ionen- und Gelfiltration und nativer Gel-

elektrophorese (ARNDT und CHAMBERLIN, 1990; LIVIN et al., 1987).

1.4 Plastidare RN A-Polymerasen

Da die Gene in Plastiden und auch Mitochondrien fiir funktionelle Genprodukte kodieren,
ist auch eine organellenspezifische Transkription erforderlich. Dazu bedienen sich Plastiden
eines sehr komplexen Transkriptionsapparates. Wahrend die Mitochondrien nur {iber eine
kernkodierte RNAP verfiigen, die den RNAPs der Bakteriophagen #hnelt (WEIHE et al.,
1997), wird die Transkription des Plastoms von mehreren RNAPs iibernommen (HESS
und BORNER, 1999; IGLoI und KOSSEL, 1992; MALIGA, 1998). Hierbei unterscheidet man
grundsétzlich zwei Typen von RNAPs: eine in der Plastide selbst kodierte RNAP, die PEP
("plastid encoded polymerase’), und die kernkodierten RNAPs, die als NEP ('nucleus enco-
ded polymerase’) bezeichnet werden. Die Anzahl der in Plastiden aktiven nukledr kodierten

RNAPs ist bislang nicht geklart und kann auch zwischen verschiedenen Pflanzenarten va-
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rileren.

1.4.1 Die plastidar kodierte RN A-Polymerase

Die plastidir kodierte RNAP besteht aus mehreren Untereinheiten. Aufgrund der Ahn-
lichkeit zu der eubakteriellen RNAP bezeichnet man diese in Analogie zur RNAP aus
FEscherichia coli als o, 3, 3’ und ”-Untereinheiten (ALLISON et al., 1996; HU und BoGo-
RAD, 1990; HU et al., 1991). Es ist auBerdem bekannt, dafl die Promotorerkennung durch
die PEP wie bei den Eubakterien iiber ’sigma like factors’ (SLFs) vermittelt wird (LINK,
1996). Diese Faktoren sind jedoch nicht im Plastidengenom kodiert. Es gibt eine kleine
Genfamilie nukleiirer Gene, die fiir Proteine mit Ahnlichkeit zu den o-Faktoren kodieren,
die wiederum in die Plastiden importiert werden (ALLISON, 2000). Sowohl die hohe Se-
quenzhomologie als auch eine in vitro Rekonstruktion von SLFs mit der RNAP aus FE. coli
deuten darauf hin, daf} sie eine identische Funktion haben wie die o-Faktoren der Bakte-
rien (BEARDSLEE et al., 2002; HAKIMI et al., 2000; HANAOKA et al., 2003; PRIVAT et al.,
2003).

Die Gene, die fiir die PEP-Untereinheiten kodieren, werden als rpo-Gene bezeichnet und
weisen eine hohe Sequenzhomologie zu den RNAP-Untereinheiten aus F. coli auf. Das Bak-
terium enthélt die kodierenden Gene rpoA, rpoB und rpoC' fiir die Untereinheiten «, 5 und
(', wobei die a-Untereinheit im Holoenzym als Dimer vorliegt. Diese Zusammensetzung
gilt auch fiir Plastiden und Cyanobakterien. Lediglich aus dem rpoC-Gen haben sich in
den Plastiden zwei Gene (rpoC1 und rpoC2) entwickelt (BERGSLAND und HASELKORN,
1991; KANEKO et al., 1996).

Die Position der Gene auf dem Plastom ist ebenfalls aufgeklirt. Das rpoA-Gen ist am
distalen Ende eines groflen polycistronischen Operons mit Genen fiir ribosomale Unterein-
heiten lokalisiert. Die Gene rpoB, rpoC1 und rpoC2 liegen hintereinander und bilden ein
separates Operon (SHINOZAKI et al., 1986). Die Zusammensetzung dieses Kernkomplexes
aus den vier Untereinheiten konnte in allen bislang untersuchten, nicht parasitisch leben-
den Pflanzen bestétigt werden. Die Groflie der Genprodukte ausgewéhlter Pflanzen ist in

Tab. 1 angegeben.
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Tab. 1 : Untereinheiten der plastididr kodierten RNA-Polymerase: Gene und die entspre-
chenden Genprodukte ausgewihlter Pflanzen mit Angabe des Molekulargewichts (Hu und
BOGORAD, 1990; HU et al., 1991; SUZUKI et al., 2004).

Genbezeichnung | RNAP-Untereinheit | Grofle des kodierten Proteins | Planze
rpoA a-UE ~ 39 kD Tabak, Mais
rpoB G-UE ~ 120 kD Tabak, Mais
rpoC'1 G'-UE ~ 79 kD Tabak, Mais
rpoC2 6"-UE ~ 155 kD Tabak, Spinat
~ 180 kD Reis, Mais

1.4.2 Kernkodierte RNA-Polymerasen

Aufler der PEP enthalten Plastiden mindestens eine weitere RNAP, die im Zellkern ko-
diert ist und in die Plastiden importiert wird. Es wurden in der Vergangenheit zunehmend
Hinweise auf die Existenz einer NEP erhalten. Es wurde zunéchst ein zweites Transkrip-
tionsystem in den Plastiden postuliert, da auch die PEP selbst transkribiert werden muf.
Aber auch Pflanzen mit ribosomendefizienten Plastiden, wie die 'Albostrians’-Linie von
Gerste (HESS et al., 1993; HUBSCHMANN und BORNER, 1998) oder hitzegebleichte Ger-
stenkeimlinge (FALK et al., 1993), kénnen mangels eines Translationsapparates keine PEP
synthetisieren. Es konnte jedoch eine Transkriptionsaktivitdt nachgewiesen werden, die
nur einer kernkodierten RNAP zuzuschreiben ist. Einen noch deutlicheren Hinweis liefer-
ten transgene Linien von Nicotiana tabacum, bei denen die rpo-Gene fiir die einzelnen
Untereinheiten der PEP spezifisch deletiert wurden und in denen trotzdem eine Akkumu-
lation von Transkripten festzustellen war (ALLISON et al., 1996; HAJDUKIEWICZ et al.,
1997; SERINO und MALIGA, 1993).

Auch in parasitischen Pflanzen wie dem Wurzelparasiten Epifagus virginiana oder eini-
gen Arten der Gattung Cuscuta wird das gesamte Plastom trotz fehlender funktioneller
rpo-Gene transkribiert (KRAUSE et al., 2003; MORDEN et al., 1991). In Spinat konnte ein
110 kD-Protein in einer transkriptionsaktiven Plastidenfraktion detektiert werden, welches
nicht einer PEP-Untereinheit zuzuordnen war und Promotoren vom T3/T7-Phagentyp er-
kannte (LERBS et al., 1985, 1988; LERBS-MACHE, 1993). Mittlerweile sind bei verschiede-

nen Pflanzen Gene identifiziert worden, die fiir eine in die Plastiden importierte RNAP ko-
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dieren. Diese dhnelt der mitochondrialen RNAP, die ihrerseits Homologien zu den RNAPs
aus T7- und T3-Bakteriophagen aufweist (CHANG et al., 1999; HEDTKE et al., 1997, 1999;
YOUNG et al., 1998). Das abgeleitete Molekulargewicht dieser phagené&hnlichen, kernko-
dierten RNAP liegt in allen Pflanzen, in denen derartige NEPs gefunden wurden, bei etwa
110 kD.

In zunehmendem Mafle wird diskutiert, ob nur eine oder aber mehrere NEPs in Plasti-
den aktiv sind. Einige plastiddre Gene besitzen multiple Promotoren (s.1.5), die durch
unterschiedliche RNAPs in Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren abgele-
sen werden. Bei der Untersuchung des rrn-Operons wurde eine dritte Transkriptionsakti-
vitdt beschrieben, die sich von den bislang bekannten unterscheidet (BLIGNY et al., 2000).
Das als 'NEP-2’ bezeichnete Enzym erkennt T7-Promotoren, wird von Tagetitoxin, einem
Transkriptionshemmstoff der PEP, nicht beeinflufit und zeigt im Hinblick auf Promotorer-
kennung und Nachweis iiber entsprechende Antikérper keine Ubereinstimmung mit dem
zuvor charakterisierten 110 kD-Protein ("NEP 1’) (LERBS-MACHE, 1993).

Die Kerngene, die fir RNAPs vom T7-/T3-Phagentyp kodieren, werden meistens unter
der Bezeichnung rpoT-Gene zusammengefafit. Im Kerngenom der Griinalge Chlamydomo-
nas sp. ist bislang nur eine nukleér kodierte RNAP vom Phagentyp lokalisiert worden,
deren Zielort die Mitochondrien sind. Monokotyle Pflanzen besitzen offenbar zwei nukleér
kodierte RNAPs vom Phagentyp, von denen jeweils eine in die Mitochondrien importiert
wird und die andere in die Plastiden (CHANG et al., 1999; HEDTKE et al., 2002; IKE-
DA und GRAY, 1999; Kusumr et al., 2004). Im Genom von Arabidopsis thaliana fand
man zunédchst ebenfalls nur zwei Gene fiir phagenéhnliche RNAPs (HEDTKE et al., 1997).
Durch die komplette Sequenzierung des Genoms von A. thaliana wurde noch ein weite-
res Gen fiir eine RNAP vom T7-/T3-Phagentyp entdeckt. Die prozessierten Genprodukte
der drei rpoT-Gene haben alle ein Molekulargewicht von ca. 110 kD. Mit Hilfe von GFP-
"Targeting’-Experimenten konnten die Zielorte dieser nukleér kodierten RNAPs festgestellt
werden. Dabei wurden die schon zuvor untersuchten Genprodukte von rpoT’;1 bzw. rpoT;3
entsprechend der bekannten Transitsequenzen in Mitochondrien bzw. Plastiden importiert.
Das rpoT;2-Genprodukt hat jedoch offenbar eine komplexe Transitsequenz, durch die es
in beide Organellen gelangen kann (HEDTKE et al., 2000). rpoT’;2 ist vermutlich aus einer

Duplikation von rpoT;1 mit einer um 40 Aminoséduren erweiterten Pridsequenz hervorge-
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gangen. Bei N. tabacum betridgt die Anzahl der bakteriophagenéhnlichen RNAPs sogar
sechs, doch stellt sich die Situation &hnlich wie in A. thaliana dar. Im allotetraploiden
Genom dieser Tabakart sind jeweils alle drei Gene ihrer beiden Vorfahren N. sylvestris
und N. tomentosiformes integriert (HEDTKE et al., 2002). Das Genom des Mooses Physco-
mitrella patens verfiigt hingegen nur iiber zwei Kopien phagendhnlicher RNAPs;, die durch
eine Genduplikation entstanden sind. Beide Kopien besitzen Transitsequenzen sowohl fiir
die Mitochondrien als auch die Plastiden (KABEYA et al., 2002; RICHTER et al., 2002).
Da die Kerngenome von monokotylen Pflanzen abgesehen von Reis noch nicht vollsténdig
sequenziert sind, kann hier iiber das Vorhandensein einer zusétzlichen dritten RNAP vom

Phagentyp noch keine Aussage getroffen werden.

Die beiden RNAP-Typen in den Plastiden kénnen unabhéngig voneinander arbeiten, wie
anhand von PEP-defizienten transgenen Pflanzen, denen die entsprechenden rpo-Gene feh-
len, gezeigt werden konnte (HAJDUKIEWICZ et al., 1997). Dabei reicht die NEP offenbar zur
Erhaltung des Kompartiments Plastide aus. Allerdings konnen Tabakpflanzen, denen das
funktionelle rpoB-Gen fehlt, lediglich heterotroph wachsen und weisen keine Granathyla-
koide auf (ALLISON et al., 1996). Es gibt zudem auBerhalb der Plastiden keine funktionellen
Kopien von rpo-Genen, die eine Deletion in den Plastiden selbst ersetzen kénnen (SERINO
und MALIGA, 1993). Die beiden RNAP-Typen sind fiir die Transkription unterschiedlicher
Gene verantwortlich. Diese Spezifitdt wird unter anderem durch die Nutzung verschiedener
Promotoren reguliert. Die plastidédr kodierte RNAP scheint hauptséchlich Photosynthese-
gene zu transkribieren, wihrend die NEP hauptséichlich die sogenannten ’housekeeping’-
Gene transkribiert (MALIGA, 1998). Nach diesem Modell wird zusétzlich noch eine ent-
wicklungsabhéngige Regulation angenommen: In Proplastiden liegt eine NEP-Aktivitéit

vor, wihrend in sich entwicklenden Chloroplasten hauptséchlich die PEP aktiv ist.

1.5 Plastidire Promotoren und Spezifitit von NEP und PEP

Promotoren sind Sequenzbereiche auf der DNA, die in der Regel vor dem Startpunkt der
Gene liegen und bei der Transkriptinitiation und der Genregulation eine entscheidende
Rolle spielen. Regulatorische Bindeproteine kénnen mit ihnen interagieren, den Kontakt

mit RNAPs vermitteln und so die Transkription einleiten beziehungsweise beeinflussen.
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Jede RNAP nutzt spezifische Promotoren.

Die PEP &dhnelt in ihrem Aufbau der eubakteriellen RNAP aus F. coli, entsprechend sind
auch eubakterielle Promotoren in Plastiden vorhanden. Diese zeichnen sich durch die cha-
rakteristischen Sequenzboxen TATAAT (-10-Box) und TTGACA (-35-Box) aus und werden
als Promotoren vom -10/-35¢"-Typ (GRUISSEM und TONKYN, 1993; HESS und BORNER,
1999; Icror und KOSSEL, 1992) oder als PEP-Promotoren bezeichnet (HAJDUKIEWICZ
et al., 1997). Die Erkennung findet durch die kernkodierten SLFs statt (ALLISON, 2000;
PRIVAT et al., 2003).

Die nukledr kodierten RNAPs nutzen andere Promotoren, bei denen eine YRTA-Box als
Konsensussequenz identifiziert wurde (HAJDUKIEWICZ et al., 1997; HESS und BORNER,
1999; KAPOOR und SUGIURA, 1999; MIYAGI et al., 1998). Sie dhneln daher mitochon-
drialen und Bakteriophagen-Promotoren. Zusatzlich weisen viele Gene stromaufwirts eine
GAA-Box auf. Anhand des NEP-Promotors von atpB konnte gezeigt werden, dafl dieses Se-
quenzmotiv die Transkription durch die NEP verstiarkt (X1 und ALLISON, 2002). Es gibt
aber auch plastidare Gene, die entweder nicht iiber diese Promotorstrukturen verfiigen und
vermutlich interne Promotoren besitzen, oder Gene, die iiber mehrere Promotoren verfiigen
(BLIGNY et al., 2000; HESS und BORNER, 1999; SRIRAMAN et al., 1998).

Aufgrund ihrer Promotoren werden die plastiddren Gene in drei Klassen eingeordnet. Ge-
ne mit PEP-Promotoren werden nach HAJDUKIEWICZ et al. (1997) als Klasse I-Gene be-
zeichnet und umfassen weitgehend Photosynthesegene, solche mit NEP-Promotoren wer-
den der Klasse III zugeordnet. Unter diese fallen auch die sogenannten 'Haushaltsgene’,
die fiir die Aufrechterhaltung der Grundfunktionen in Plastiden verantwortlich sind. Dazu
zéhlen unter anderem die Gene, die fiir die Untereinheiten der PEP kodieren (HAJDUKIE-
WICZ et al., 1997). Zur Klasse II werden solche Gene gezihlt, die sowohl PEP- als auch
NEP-Promotoren besitzen, wie atpB, rpb32 und das rrn-Operon, das neben zwei PEP-
Promotorregionen (IRATNI et al., 1997) noch Erkennungssequenzen fiir eine NEP enthélt

(BLiGNY et al., 2000).

1.6 Der plastididre Transkriptionsapparat

Der plastiddare Transkriptionsapparat kann biochemisch in zwei verschiedene transkrip-

tionsaktive Fraktionen mit unterschiedlichen Eigenschaften getrennt werden. Durch Frak-
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tionierung erhélt man eine an die Membranfraktion gebundene RNAP-Aktivitit, die in
Form ’Transkriptionsaktiver Chromosomen’ vorliegt, und eine 16sliche RNAP-Aktivitét

(sRNAP).

1.6.1 Das 'Transkriptionsaktive Chromosom’

Erstmals wurden 'Transkriptionsaktive Chromosomen’ (TAC) von HALLICK et al. (1976)
isoliert. Dabei handelte es sich um einen plastiddren Extrakt aus Fuglena gracilis, der aus
plastiddrer DNA und Proteinen besteht und nach Zugabe von freien Nukleotiden in der
Lage ist, RNA zu synthetisieren. Dabei werden die vor der Isolierung der Plastiden in
vivo initiierten Transkripte in vitro verlangert. Man kann also von einem Transkriptions-
Elongationskomplex sprechen, der die vorhandene ptDNA als Matrize nutzt. Dieser DNA/
Protein-Komplex ist mit der Thylakoidmembran assoziiert und ist Bestandteil der Nukleoi-
de in den Plastiden (KUurOiwA, 1991; TEWARI und WILDMAN, 1969). In der Folgezeit
konnten TAC-Extrakte aus Spinat (BRIAT und MACHE, 1980; KRAUSE und KRUPINSKA,
2000; LEBRUN et al., 1986), Erbse (TEWARI und GOEL, 1983), Senf (REISS und LINK,
1985) und Gerste (FALK, 1994) prapariert und analysiert werden. Die urspriinglich aus
FEuglena gracilis gewonnene TAC-Fraktion transkribiert nur ribosomale RNA (NARITA
et al., 1985; RUSHLOW et al., 1980) und unterscheidet sich in dieser Hinsicht von TAC-
Extrakten Hoherer Planzen, die alle RNA-Typen bilden kénnen (KRUPINSKA und FALK,
1994; REIss und LINK, 1985). Die genaue Proteinzusammensetzung des TAC ist bislang
noch nicht aufgeklért. Von den iiber 40 Proteinen sind nachweislich zwei Untereinheiten der
PEP, die a- (SUCK et al., 1996) und die S-Untereinheit (KRAUSE und KRUPINSKA, 2000)
vorhanden. Dazu kommen noch eine Reihe weiterer Proteine, die mit der TAC-RNAP as-
soziiert sind oder damit kolokalisieren und deren Funktionen bislang noch ungeklért sind.
Dazu gehoren z.B. DNA- und RNA-Bindeproteine und Proteine, die die Nukleoide an den

Membranen verankern wie das PEND-Protein (SATO und OHTA, 2001).

1.6.2 Die losliche RNAP

Eine sRNAP-Fraktion kann unter hohen Salzbedingungen und in Abwesenheit von Mag-
nesiumionen von der Membranfraktion und der ptDNA getrennt werden. Sie wurde in

Mais (Hu und BoGoraD, 1990; Hu et al., 1991; KibD und BOGORAD, 1980; SMITH
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und BOGORAD, 1974), der Erbse (RAJASEKHAR et al., 1991; RAJASEKHAR und TEWARI,
1995) und in Spinat (LERBS et al., 1985) charakterisiert. In Senf gibt es offenbar zwei
Formen dieser SRNAP, die sich in ihrer Sensitivitit gegeniiber Rifampicin unterscheiden
(PFANNSCHMIDT und LINK, 1994, 1997). Die Praparation erfolgte jeweils iiber eine Saulen-
chromatographie lysierter Plastiden, eine Fallung der transkriptionsaktiven Fraktionen und
differentielle Gradientenzentrifugation. In allen Féllen konnten Untereinheiten der PEP in
diesen sSRNAP-Extrakten nachgewiesen werden. Losliche Proteinfraktion aus Plastiden ent-
halten auch nukleédr kodierte RNAPs. So wurden in diesen Fraktionen sowohl eine RNAP
mit dhnlichen Eigenschaften zu der RNAP von T7-Phagen (LERBS-MACHE, 1993) als
auch das bereits erwidhnte zweite NEP-Protein isoliert, welches nicht diesem RNAP-Typ
entspricht (BLIGNY et al., 2000). SRNAP-Fraktionen kénnen auch iiber eine differentielle
Ammoniumsulfatfillung der 16slichen Proteine von Plastiden gewonnen werden. In einer
derart préaparierten Fraktion aus Tabakplastiden wurde ebenfalls eine RNAP isoliert, die

dhnliche Eigenschaften hat wie die T7-Phagen-RNAP (LIERE und MALIGA, 1999).
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1.7 Zielsetzung dieser Arbeit

In dieser Arbeit sollen zundchst *Transkriptionsaktive Chromosomen’ (TAC) aus Mais-,
Gerste- und Spinatchloroplasten vergleichend untersucht werden. Dabei soll von den bis-
lang beschriebenen Aufreinigungsmethoden ausgegangen und diese gegebenenfalls verbes-
sert werden. Es sollen sowohl die Proteinzusammensetzung der TAC-Komplexe untersucht
werden als auch immunologische Versuche zum Nachweis einzelner Komponenten der kern-
kodierten und plastidédr kodierten RNA-Polymerasen und weiterer in dieser Fraktion ver-
muteter Proteine durchgefiihrt werden.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit soll die Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen
stehen, die im TAC an der Transkription beteiligt sind oder regulatorische Funktionen be-
sitzen. Bisher konnten die an der RNA-Synthese beteiligten Proteine nur iiber eine Photo-
affinitdtsmarkierung sichtbar gemacht werden, ohne jedoch weitere Riickschliisse auf deren
Struktur und Funktion ziehen zu kénnen. Wenn einzelne Proteine im TAC immunologisch
oder iiber Sequenzanalyse identifiziert werden kénnen, soll eine funktionelle Charakerisie-
rung dieser Proteine erfolgen.

Des weiteren soll auch eine 16sliche transkriptionsaktive Fraktion isoliert und charakte-
risiert werden. Dabei interessiert vorrangig die Frage, welche RNAPs in dieser Fraktion

vorhanden sind und Transkriptionsaktivitéit zeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders angegeben, stammten die Laborchemikalien von den Firmen Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Miinchen) und Fischer Scientific (Diisseldorf) und
waren von reinster Qualitat.

Die radioaktiven Nukleotide a—3?*P-CTP, a—**P-dCTP, y—**P-ATP (jeweils 3000 Ci/mmol)
sowie der **S-Methionin/**S-Cystein-Mix (1000 Ci/mmol) wurden von der Firma Hart-
mann (Braunschweig) bezogen. Die Enzyme RNase T1 und DNase I (RNase-frei) waren
Produkte der Firma Roche (Mannheim). Nukleosid-5’-Diphosphat-Kinase sowie Protein-
kinase K stammten von der Firma Sigma (Miinchen). Die verwendeten Restriktionsenzyme

und das Enzym Polynukleotidkinase stammten von der Firma MBI Fermentas (St. Leon-

Rot).

2.2 Anzucht von Bakterien und Plasmidisolierung

LB - Medium :

1% (w/v)  Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v)  Natriumchlorid

Bakterienstdmme von FEscherichia coli, die Plasmide mit einer der Gensonden (2.4) ent-
hielten, wurden in 3 ml LB-Medium mit 0,1 mg/ml Ampicillin {iber Nacht bei 37°C in
einem Schiittelinkubator bei 170 UpM angezogen. Aus den Kulturen wurden die Plasmide

nach BIRNBOIM und Dory (1997) isoliert.

2.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen und Iso-
lierung von DNA-Fragmenten

DNA wurde sequenzspezifisch mit Restriktionsendonukleasen (10 u/ul) der Firma MBI

Fermentas, St. Leon-Rot, nach Angaben des Herstellers geschnitten.
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2.4 Gensonden

Zur Herstellung von DNA-"Dot-Blot’-Membranen fiir die Hybridisierung von RNA-Tran-

skripten oder fiir die Hybridisierung von RNA-Membranen (’Northern Blot’) mit spezifi-

schen DNA-Fragmenten wurden verschiedene Gensonden verwendet.

Tab. 2 : Ubersicht iiber die verwendeten Gensonden

Gensonden fiir Dot-Blot-Membranen

Gen kodiertes Protein Herkunft

ndhH UE des NADH-Dehydrogenase-Komplexes  Hordeum vulgare
rpoB B-UE der PEP Hordeum vulgare
rpoC2 [”-UE der PEP Zea mays

rpoC1 G-UE der PEP Zea mays

rpoB B-UE der PEP Zea mays

rpoA a-UE der PEP Zea mays

rpl,rps ribosomale RNAs Hordeum vulgare
ORF23+63 open reading frame Hordeum vulgare
4.55+55rDNA  ribosomale RNAs Hordeum vulgare
235rDNA ribosomale RNA Hordeum vulgare
165rDNA ribosomale RNA Hordeum vulgare
trnE,Y,D Transfer-RNAs Hordeum vulgare
trnE Transfer-RNA Hordeum vulgare
psaB UE des Photosystem I Hordeum wvulgare
psbF' UE des Photosystem 1T Hordeum vulgare
psbE UE des Photosystem 1T Hordeum vulgare
psbD UE des Photosystem II Hordeum vulgare
psbC UE des Photosystem 11 Hordeum vulgare
psbA UE des Photosystem 1T Hordeum vulgare
petA UE des Cytochrom b6f—K0mplexes Hordeum vulgare
atpA a-UE der ATP-Synthase Hordeum vulgare
rbcL groe UE der RuBisCO Hordeum vulgare

weitere Gensonden

etl ETCHEDI1-Protein Zea mays

rbeS kleine UE der RuBisCO Zea mays

Huvzrl HvZR1-Protein Hordeum vulgare
Huvzr2 HvZR2-Protein Hordeum vulgare
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In Tab. 2 sind die eingesetzten Gensonden mit den kodierten Proteinen und der Her-
kunftspflanze aufgefithrt. Die verwendeten Sonden fiir DNA-"Dot-Blot’-Membranen sind
identisch mit denen bei FALK et al. (1993) eingesetzten DNA-Fragmenten.

2.5 In wvitro-Transkription und -Translation von Plasmid-DNA

Die Transkription und Translation von DNA erfolgte in wvitro mit dem "TNT Coupled
Wheat Germ Extrakt System’ (Promega, Madison) nach Angaben des Herstellers, wobei
1 pg linearisiertes Plasmid eingesetzt wurde. Ein Plasmid, welches die komplette ¢cDNA-
Sequenz des et!-Gens enthélt, wurde freundlicherweise von der AG Wienand, Hamburg,

zur Verfiigung gestellt (GARG, 2002).

2.6 Pflanzenmaterial

Spinat (Spinacea oleracea L.) stammte von der Firma Kohn und Brotzmann (Kiel). Die
Pflanzen wurden am Vortag der Aufarbeitung geliefert und ca. 24 Stunden bei 4°C dunkel
gelagert, um eine Starkeakkumulation zu vermeiden. Die Blattspreiten wurden mit Lei-
tungswasser gewaschen, von den Mittelrippen befreit und in kleine Stiicke geschnitten.
Diese Arbeiten erfolgten im Kiihlraum bei 4°C. Gerste (Hordeum wvulgare var. Steffi L.)
und Mais (Zea mays L.) wurden in den Gewéchshéusern der Universitéit zu Kiel auf Ver-
miculit oder Erde bei 21°C und einem 16 Std. Hell-/ 8 Std. Dunkel-Rhythmus angezogen

und entsprechend verarbeitet.

2.7 Plastidenisolierung

2.7.1 Isolierung von Chloroplasten aus Gerste und Mais

Isolierungsmedium A :

50 mM Tris / HCI pH 8,0
300 mM Mannitol

3 mM EDTA

1% (w/v) BSA

10 mM DTT
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Saccharosekissen :

50 mM Tris / HCI pH 8,0
0,5 M  Saccharose

20 mM EDTA

[solierungsmedium B :

50 mM Tris / HCI pH 8,0
0,3 % (w/v) Saccharose
20 mM EDTA

Zur Isolierung groflerer Mengen von Chloroplasten bzw. Thylakoidmembranen fiir TAC-
Praparationen aus Gerste und Mais wurde nach POULSEN (1983) vorgegangen. Jeweils 50
g Blattmaterial wurden in 250 ml Isolierungsmedium A im "Waring Blendor’ fiir 3 x 5
Sek. homogenisiert. Nach einer Filtration durch 3 Lagen Miracloth (Calbiochem, La Jolla,
USA) erfolgte eine Zentrifugation fiir 20 Min. (3000xg, 4°C). Die Sedimente wurden in 5
ml Isolierungspuffer A je 50 g Blattmaterial resuspendiert und durch Nylongaze mit einer
Maschenweite von 30 pym (Hydro Bios, Kiel) filtriert. Maximal 16 ml des Filtrats wurden
auf ein Saccharosekissen von 200 ml geschichtet und zentrifugiert (20 Min., 3000xg, 4°C).
Die sedimentierten Plastiden wurden in 50 ml Isolierungspuffer B je 50 g Blattmaterial re-
suspendiert und erneut zentrifugiert. Nach Wiederholung dieses Waschschrittes wurden die
Plastiden bei -80°C gelagert oder fiir eine anschlieBende TAC-Isolierung mit Lysislosung
aufgebrochen und die Thylakoidmembranen isoliert (2.7.3).

2.7.2 Isolierung von Chloroplasten iiber Percoll-Stufengradienten

GM - Puffer :

50 mM  HEPES / NaOH pH 6,8
330 mM  Sorbit

2 mM EDTA

2 mM DTT

1 mM Natriumpyrophosphat

1 mM Magnesiumchlorid

1 mM Manganchlorid
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PCBF :

3 % PEG 6000
1% BSA

1% Ficoll

in Percoll

Percoll - Gradientenldsungen :

50 mM HEPES / KOH pH 8,0
80 / 40 % PCBF

330 mM Sorbit

2 mM EDTA

2 mM DTT

1 mM Magnesiumchlorid

0,017 % (w/v) Glutathion
Waschmedium :

50 mM  HEPES / KOH pH 8,0
330 mM  Sorbit

Zur Gewinnung reiner Chloroplastenfraktionen, z.B. fiir die Aufreinigung von l&slichen
sRNAP-Extrakten (2.9), wurden Percoll-Stufengradienten eingesetzt. Dabei wurde ein leicht
modifiziertes Protokoll nach GRUISSEM et al. (1986b) und KRUPINSKA (1992) verwendet.
Alle Arbeiten erfolgten im Kiihlraum bei 4°C. Jeweils 50 g Blattmaterial wurden in 200
ml GM-Puffer im "Waring Blendor’ (2 x 2 Sek. 'low’, 2 x 2 Sek. ’high’) homogenisiert und
durch drei Lagen Mirocloth (Calbiochem, La Jolla, USA) filtriert. Nach einer Zentrifuga-
tion (30 Sek., 3000xg, 4°C) wurde das Sediment in einem geringen Volumen GM-Puffer
resuspendiert und auf einen zweistufigen Percollgradienten (80 % / 40 %) geschichtet. Die
intakten Chloroplasten sammelten sich nach einer Zentrifugation (20 Min., 5000xg, 4°C)
auf dem unteren Percollkissen und konnten mit einer Pasteurpipette abgenommen werden.
Nach zwei Waschschritten mit 2-3 Volumen Waschmedium und Zentrifugation (1 Min.,

5000xg, 4°C) wurden die isolierten Chloroplasten bei -80°C gelagert.
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2.7.3 Isolierung von Plastidenmembranen aus Spinatblittern

Medium A - Isolierungsmedium :
20 mM  Natriumpyrophosphat / HCI pH 6,5
330 mM Saccharose

4 mM Natriumascorbat

5 mM Magnesiumchlorid

Lysislosung :

10 mM  Tricine / NaOH pH 7,8

0,6 mM  Magnesiumchlorid

500 1 PMSF-Stammlésung je 200 ml Schocklosung
Tricine - Puffer :

50 mM  Tricine /NaOH pH 7,8

3mM  Magnesiumchlorid

Medium B - Saccharoselosung :

64 % (w/v) Saccharose in Tricine-Puffer

50 pl PMSF-Stammlosung je 50 ml Medium B

Medium C :
15 ml Medium B je 100 ml Schocklosung

PMSF - Stammlosung :

Eine Spatelspitze PMSF in 1 ml Ethanol

Die Isolierung von Chloroplasten aus Spinat erfolgte im Kiihlraum bei 4°C in Anlehnung
an die Methode von DOUCE et al. (1973), wie sie auch bei WEBER (1995) beschrieben ist.
Etwa 2 kg gewaschene und entstielte Spinatblédtter wurden im "Waring Blendor’ in insge-
samt 3 1 Medium A homogenisiert (2 x 2 Sek. 'low’, 2 x 2 Sek. ’high’). Das Homogenat
wurde durch drei Lagen Miracloth (Calbiochem, La Jolla, USA) filtriert und anschlieBend
10 Min. bei 3500xg (4°C) zentrifugiert. Die Sedimente wurden in ca. 1 1 Medium A resus-
pendiert. Durch eine weitere Filtration durch Nylongaze einer Maschenweite von 30 pm
(Hydro Bios, Kiel) erfolgte eine Abtrennung von Zellaggregaten. Die intakten Chloropla-
sten wurden durch Zentrifugation (s.o.) sedimentiert und durch Aufnahme in insgesamt 200

ml Lysislosung aufgebrochen. Diese Suspension wurde mit 30 ml Medium B versetzt und
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10 Min. in einem Swing-Out-Rotor zentrifugiert (12000xg, 4°C). Das gewonnene Sediment
aus plastiddaren Hiill- und Thylakoidmembranen wurde in fliissigem Stickstoff eingefroren

und bei -80°C bis zur weiteren Vewendung gelagert.

2.7.4 Isolierung von plastiddrer DNA

Fiir die Analyse der Transkriptionsaktivitdt von loslichen RNAP-Fraktionen (2.9) mufite
dem Extrakt exogene DNA hinzugesetzt werden. Hierfiir wurde angereicherte Plastiden-
DNA aus Mais verwendet. Diese wurde ausgehend von isolierten Chloroplasten (2.7.1)
prapariert. 5 ml sedimentierter Plastiden wurden mit 2 ml Isolierungsmedium B (2.7.1)
versetzt und Magnesiumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 10 mM hinzugefiigt.
Es folgte eine Inkubation mit DNase I (1000 u, 5 Min.) zur Entfernung nicht-plastidarer
DNA und anschliefend eine Inkubation mit Proteinase K (400 pg, 15 Min.). Die Plasti-
den wurden durch Zugabe von 1 Vol. Phenol und kréftiges Schiitteln aufgebrochen und
die freigesetzte ptDNA durch eine zweimalige Extraktion der wéssrigen Phase mit 1 Vol.
Chloroform extrahiert. Die DNA wurde darauthin geféllt (2.12.1), in TE-Puffer gel6st und

auf die gewiinschte Konzentration von 0,7 mg/ml verdiinnt.

2.7.5 Isolierung von Gesamtproteinextrakten aus Chloroplasten

Die Isolierung von Proteinextrakten aus Plastiden erfolgte ausgehend von isolierten Chlo-
roplasten (2.7.1,2.7.3). Die 16slichen Proteine wurden durch eine 10miniitige Inkubation der
Chloroplasten in 1 x PSB (2.17.1) bei 95°C extrahiert. Nach kurzem Abkiihlen der Probe
auf Eis wurden unlosliche Bestandteile durch Filtration durch Miracloth (Calbiochem, La
Jolla, USA) und anschlieBende Zentrifugation (2 Min., 14000xg, 4°C) abgetrennt. Die Be-

stimmung der Proteinkonzentration des Lysates erfolgte nach BRADFORD (1976) (2.16.1).
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2.8 Isolierung von ’Transkriptionsaktiven Chromosomen’

2.8.1 Solubilisierung der Membranproteine

TAC - Triton - Puffer

50 mM Tris / HCl pH 7,6

4 mM EDTA

2 mM DTT

25 % (v/v) Glycerin

3% (v/v)  Triton X-100

(2 mM Natrium-Deoxycholat, DOC)

Protaminsulfatlosung :

10 mg/ml Protaminsulfat in TAC-Triton-DOC-Puffer

Heparinlosung :

5 mg/ml Heparin in TAC-Triton-DOC-Puffer

Die Priparation von TAC-Extrakten erfolgte nach einer von HALLICK et al. (1976) be-
schriebenen und von KRAUSE (1999) modifizierten Methode. 15-25 g der isolierten Hiill-
und Thylakoidmembranen (2.7.3) wurden in dem zehnfachen Volumen TAC-Triton-DOC-
Puffer resuspendiert und in einem Glaspotter durch dreimaliges Auf- und Abbewegen des
Stempels homogenisiert. Die Behandlung mit den nichtionischen Detergenzien Triton X-100
und DOC fiihrt zur Ablésung der RNAP-Aktivitdt von den Thylakoidmembranen, wobei
die Bindung der TAC-RNAP an die ptDNA weiterhin bestehen bleibt. Dieser Schritt wur-
de im Abstand von 3 Min. viermal wiederholt und das Homogenat anschlieBend 30 Min.
(20000xg, 4°C) zentrifugiert, um unlosliche Membranbestandteile und Stérkereste abzu-
trennen. Letztere wurden noch einmal mit wenig TAC-Triton-DOC-Puffer reextrahiert,

die Uberstinde vereinigt und einer Protaminsulfatfillung unterzogen.

2.8.2 Protaminsulfatfiallung

Protaminsulfat ist ein Polykation, mit dem DNA /Protein-Komplexe geféllt und angerei-
chert werden kénnen (YOUNG und WHITLEY, 1975). Dem erhaltenen Uberstand aus 2.8.1

wurde bis zu einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml schrittweise Protaminsulfatlésung zu-
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gesetzt. Nach 30miniitigem Riihren bei RT wurde die Suspension zentrifugiert (15 Min.,
23000xg, 4°C), und nach zweimaligem Waschen des Sedimentes mit TAC-Triton-DOC-
Puffer wurde das Préazipitat in 30 ml Heparinlosung resuspendiert. Das Polyanion Heparin
interagiert mit Protaminsulfat, bildet einen Komplex und 16st das Protaminsulfat von den
DNA /Protein-Komplexen. Durch Zentrifugation (15 Min., 28000xg, 4°C) wurden diese Ag-
gregate und unlosliche Bestandteile von der TAC-RNAP entfernt. Der Uberstand wurde

mittels Gelfiltrationschromatographie aufgetrennt (2.8.3).

2.8.3 Gelfiltrationschromatographie

Bei der Gelfiltration werden Proteine und Proteinkomplexe nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Fiir die Anreicherung von TAC-Extrakten wurde eine mit TAC-Triton-Puffer
dquilibrierte Sepharose CL4B-Séule (Gelbettvolumen ca. 2 1, Amersham Biosciences, Frei-
burg) bei einer Laufgeschwindigkeit von 0,8 ml/Min. verwendet. Die Filtration fand im
Kiihlraum bei 4°C statt. Das Eluat wurde in Fraktionen von je 500 Tropfen (ca. 6,5 ml)
aufgefangen. Die Fraktionen wurden iiber Agarose-Gelelektophorese (2.12.2) oder Absorp-
tionsmessungen bei Wellenldngen von 260 und 280 nm im Spektralphotometer (Uvikon
922, Kontron, Miinchen) auf ihren DNA- und Proteingehalt hin untersucht. Die DNA ent-
haltenden Fraktionen, in denen auch Transkriptionsaktivitdt (2.21) nachgewiesen werden
konnte, wurden vereinigt, a 2 ml aliquotiert, in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und bei
-80°C gelagert.

Leersdulen, Gelfiltrationsmedium, Pumpen und Fraktionssammler sowie ein Kalibrierungs-
set fiir die Bestimmung des Molekulargewichtes der eluierten Fraktionen (HMW gel filtra-

tion calibation kit’) stammten von der Firma Amersham Biosciences (Freiburg).

2.8.4 Abtrennung von Detergenzien

PIN - Puffer (Proteinase - Inhibitor) :
50 mM Tris / HCl pH 7.6
4mM EDTA

2mM DTT
2 Tabletten / 100 ml 'Complete Proteinase Inhibitor’ (Roche, Mannheim)

Zur weiteren Aufreinigung der TAC-RNAP und zur Entfernung der Detergenzien Triton
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X-100 und Natrium-Deoxycholat wurden ein Wasch- und ein zweiter Gelfiltrationsschritt
angeschlossen. Jeweils 8 Aliquots a 2 ml aus der ersten Gelfiltration wurden mit jeweils 20
pl Protaminsulftalosung (10 mg/ml in PIN-Puffer) versetzt und 30 Min. bei RT inkubiert.
Die durch 15miniitige Zentrifugation (16000xg, 4°C) erhaltenen Sedimente wurden dreimal
mit PIN-Puffer gewaschen, anschliefend in Heparinlésung (1,6 mg in 500 pl PIN-Puffer)
aufgenommen und 30 Min. bei RT geschiittelt. Nach erneuter Zentrifugation (s.0.) wurde
der Uberstand auf eine mit PIN-Puffer #quilibrierte Sepharosesiule (CL4B, Gelbettvolu-
men ca. 30 ml) aufgetragen. Die Gelfiltration erfolgte bei 4°C (Laufgeschwindigkeit 0,2
ml/min). Das Eluat wurde in Fraktionen von je 20 Tropfen (ca. 500 pl) aufgefangen.
Die transkriptionsaktiven, DNA enthaltenden Fraktionen wurden per Transkriptionsassay
(2.21) oder Agarose-Gelelektrophorese (2.12.2) bestimmt und durch Ultrazentrifugation
(22 Std., 100000xg, 4°C) ankonzentriert. Das Sediment wurde in 100 gl PIN-Puffer mit 10
% (v/v) Glycerin aufgenommen und bei -80°C gelagert.

2.9 Isolierung von l6slichen RN A-Polymerase-Fraktionen

Lysispuffer A :

10 mM Tris / HCI pH 8,8
100 mM  Natriumchlorid

1 mM EDTA

7 mM [-Mercaptoethanol
50 pug/ml  PMSF

Lysispuffer B :

5 mM Tris / HCI pH 8,0
100 mM Natriumchlorid

10 mM Magnesiumchlorid
50 % (v/v) Glycerin
3 mM (-Mercaptoethanol

50 pg/ml  PMSF
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Lagerpuffer :

40 mM Tris / HCI pH 7,9
10 mM Natriumchlorid

5 mM DTT

5% (v/v) Glycerin

Die Isolierung loslicher Extrakte mit einer nicht an die plastidire DNA gebundenen Tran-
skriptionsaktivitat (SRNAP) aus Chloroplasten von Mais erfolgte in Anlehnung an LIERE
und MALIGA (1999). Zunéchst wurden Chloroplasten ausgehend von ca. 400 g Blattma-
terial iiber einen Percoll-Stufengradienten angereichert (2.7.2) und anschlieBend in 60 ml
Lysispuffer A lysiert. Nach Homogenisierung im "Waring Blendor’ (3 x 3 Sek. ’high’) und
einer 30miniitigen Inkubation auf Eis wurde dem Extrakt 60 ml Lysispuffer B zugesetzt.
Es folgte eine Ultrazentrifugation (4 Std., 100000xg, 4°C) zur Sedimentierung ungeloster
Bestandteile. Dem Uberstand wurde nach 30miniitiger Inkubation auf Eis 42,12 g fein
gemorsertes Ammoniumsulfat (Sattigung ca. 58%) zugefiigt und diese Losung weitere 30
Min. geriihrt. Die geféllten Proteine wurden durch Zentrifugation (60 Min., 18000xg, 4°C)
ankonzentriert, in 4 ml Lagerpuffer resuspendiert und in einen Dialyseschlauch iiberfiihrt.
Es folgte eine Dialyse iiber Nacht gegen 2 | Lagerpuffer. Der erhaltene Extrakt konnte wie
in 2.21 beschrieben auf seine Transkriptionsaktivitdt hin iiberpriift und bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert werden.

2.10 Isolierung von DNA aus Pflanzenmaterial

Extraktionspuffer :
25 mM Tris / HC1 pH 7,5

4 M Guanidiniumthiocyanat
10 mM EDTA

2 % (w/v) N-Laurosylsarcosinat
100 mM (B-Mercaptoethanol

TE - Puffer :

10 mM Tris / HCI pH 8,0

1mM EDTA
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Die Isolierung von DNA aus Gerstenbldttern erfolgte nach ALBAUM (1993). 50-400 mg
Blattmaterial wurden in fliissigem Stickstoff homogenisiert und in 1 ml Extraktionspuf-
fer aufgenommen. Nach Abtrennung ungeloster Bestandteile durch Zentrifugation (5 Min.,
16000xg) wurde der klare Uberstand zweimal mit 0,5 Vol. Phenol/Chloroform /Isoamylal-
kohol (25:24:1) und einmal mit 0,25 Vol. Chloroform/Methanol (24:1) extrahiert. Durch
Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 1 Vol. Isopropanol wurden die Nukleinsduren
gefdllt und durch Zentrifugation (10 Min., 16000xg) sedimentiert. Das Sediment wurde
mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, luftgetocknet und in 300 pl TE-Puffer resuspendiert.
RNA wurde mit 30 ug RNase A fiir 30 Min. bei 37°C verdaut und die DNA durch eine er-
neute Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (25:24:1) und anschlieende Féllung
(2.12.1) konzentriert und in 50-100 ul TE-Puffer aufgenommen.

2.11 Isolierung von RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzengewebe erfolgte mit dem peqGOLD TriFast™
Reagenz der Firma peqLAB (Erlangen) nach deren Angaben. Dabei wurden 300-400 mg
Pflanzengewebe in fliissigem Stickstoff homogenisiert und 5 Min. in 1 ml TriFast™ stehen
gelassen. Nach Zugabe von 0,2 ml Chloroform und einer Inkubation von 10 Min. bei RT
wurde durch Zentrifugation (5 Min., 12000xg) eine Phasentrennung erreicht. Die RNA
befindet sich in der oberen wissrigen Phase und wurde mit 0,5 ml Isopropanol geféllt. Nach
Sedimentierung (10 Min., 12000xg, 4°C) wurde die RNA zweimal mit 70 % (v/v) Ethanol
gewaschen, getrocknet und in einer geeigneten Menge (20 pl) mit DEPC behandeltem
Wasser gelost und konnte bei -80°C gelagert werden.

2.12 Gelelektrophorese von Nukleinsiduren
2.12.1 Fallung von Nukleinsiduren

Die Fallung von in wafiriger Losung vorliegenden Nukleinsduren erfolgte durch Zugabe
von 0,1 Vol. 4 M Natriumchlorid und 2,5 Vol. eiskaltem 100%igem Ethanol und einer
anschlieBenden 30miniitigen Inkubation bei -80°C oder iiber Nacht bei -20°C. Nach ei-
ner Zentrifugation (30 Min., 16000xg, 4°C) wurde das Sediment zweimal mit 70 % (v/v)

Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in einem kleinen Volumen Wasser aufgenommen.



2 Material und Methoden 25

2.12.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA und RNA

Die gelelekrophoretische Auftrennung von DNA zu analytischen und préparativen Zwecken
oder zum Nachweis von ptDNA in gesammelten Fraktionen der Gelfiltrationschromatogra-
phie bei der TAC-Praparation (2.8.3) erfolgte nach SAMBROOK et al. (1989). RNA wurde

ebenfalls nach SAMBROOK et al. (1989) in Agarosegelen mit Formaldehyd aufgetrennt.

2.12.3 Harnstoffgelelektrophorese von RN A-Abspaltungsprodukten

10 x TBE - Puffer:
900 mM Tris

900 mM Borséure
20 mM  Essigsdure

28 % - Polyacrylamidgel :

1x TBE
28 % (w/v)  Acrylamid/Bisacrylamid (37:1)
8 M Harnstoff

0,2 % (v/v)  Ammoniumpersulfatlosung (10 %)
0,01 % (v/v) TEMED

Diese Art der Gelelektrophorese diente der Analyse von RNA-Abspaltungsprodukten, die
durch RNA-Polymerasen erhalten wurden. Durch die hohe Konzentration an Acrylamid
konnten RNA-Oligonukleotide detektierte werden. Die Elektrophorese fand in "Maxigelen’
(14 x 18 ¢cm) der Firma Biometra, Gottingen fiir 12-14 Stunden bei 80 V und 4°C statt.
Als Grolenstandard wurden analog zu GU und REINES (1995) RNA-Oligonukleotide von 7
bzw. 9 Nukleotiden (CGUUUU/UU) in einer Konzentration von 0,033 mM durch eine T4-
Polynukleotidkinase (MBI Frementas, St. Leon-Rot) mit y—3*P-ATP nach Angaben des
Herstellers radioaktiv markiert. Die Proben wurden einer Phenol/Chloroformextraktion
unterzogen (2.15.2), mit 1 Vol. RNA-Auftragspuffer (SAMBROOK et al., 1989) versetzt und

anschliefend gelelektrophoretsich aufgetrennt.
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2.13 Immobilisierung von Nukleinsduren auf Nylonmembranen

Nukleinséuren, die zuvor gelelektrophoretisch aufgetrennt worden waren (2.12.2), konnten
mittels Kapillartransfer nach Angaben des Herstellers in einem ’reversen’ Blot auf Nylon-
membranen (Hybond N¥, Amersham Biosciences, Freiburg) immobilisiert werden. Nach
Fixierung auf der Membran (2 Std., 80°C) konnten die transferierten Nukleinsduren nach
jeweils 10miniitigen Inkubationen in 5 % (v/v) Essigsdure und in Féarbelosung (0,5 M Na-
triumacetat, 0,004 % (w/v) Methylenblau), gefolgt von mehrmaligem Spiilen mit Wasser

sichtbar gemacht und dokumentiert werden.

2.14 Herstellung von DNA-'"Dot-Blot’-Filtern

Gensonden fiir DNA-"Dot-Blot’-Hybridisierungen wurden in Konzentrationen von 4000,
1000 und 250 fmol mit einer SRC96D Minifold-Apparatur (Schleicher & Schuell, Dassel)
nach Angaben des Membranherstellers (Zeta-Probe GT, Biorad, Miinchen) auf Nylonmem-

branen transferiert.

2.15 Hybridisierung von immobilisierten Nukleinsduren mit spe-

zifischen Gensonden
2.15.1 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Zur Herstellung spezifischer Gensonden fiir die Hybridisierung mit DNA- oder RNA-
Membranen wurden die entsprechenden DNA-Fragmente unter Verwendung von Restrik-
tionsenzymen aus Vektoren herausgeschnitten. Restringierte DNA-Fragmente wurden nach
Auftrennung in Agarosegelen (2.12.2) durch Bindung an Silikaharz mit dem "NucleoSpin’-
Gelelutionskit (Machery & Nagel, Diiren) isoliert. Eine radioaktive Markierung mit a—32P-
dCTP erfolgte mit dem "HexaLabel ™ DNA Labelling Kit’ (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
nach Angaben des Herstellers mit 100 ng der aufgereinigten DNA. Nicht eingebaute Nukleo-
tide wurden iiber "MicroSpin™ G-25 columns’ nach Angaben des Herstellers (Amersham

Biosciences, Freiburg) vor der Hybridierung abgetrennt.
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2.15.2 Isolierung von RNA-Transkripten fiir die Hybridisierung mit DN A auf
'Dot-Blot’-Membranen

Fiir die Hybridisierung von DNA-"Dot-Blot’-Membranen mit radioaktiv markierten TAC-
oder sSRNAP-Transkripten wurde zunéchst ein zehnfacher Standard-Transkriptionsansatz
(2.21) fur 30 Min. bei 30°C inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein DNase I- (35 u, 30 Min.,
37°C) sowie ein Proteinase K-Verdau (14 pg, 15 Min., 25°C). Die RNA wurde durch
Ausschiitteln in 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und 1 Vol. Chloro-
form /Isoamylalkohol (24:1) isoliert und freie Nukleotide mittels Zentrifugation iiber
"MicroSpin™ G-25 columns’ (Amersham Biosciences, Freiburg) abgetrennt. Vor der Hy-
bridisierung wurde die RNA wurde 10 Min. bei 95°C denaturiert und anschlieend auf Eis
abgekiihlt. Die Hybridisierung wurde mit einer RNA-Konzentration von 500.000 cpm / ml
Hybridisierungslosung durchgefiihrt und erfolgte iiber Nacht bei 63°C.

2.15.3 Hybridisierung von DNA-Membranen

Hybridisierungslosung fiir DNA-Membranen :
5 X SSPE

5 X Denhardt’s Losung
0,5 % (w/v) SDS
50-100 pg denaturierte Herinssperm-DNA je ml Hybridisierungslésung

20 x SSPE :
200 mM  Natriumdihydrogenphosphat / NaOH pH 7.4
3 M Natriumchlorid

20 mM  EDTA

100 x Denhardt’s Losung :
2% (w/v) BSA

2% (w/v) Ficoll

2 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon

Die Hybridisierung von Membranen, auf denen DNA immobilisiert wurde, erfolgte nach den
Angaben des Handbuches fiir "Hybond™-N*-positiv geladene Nylonmembranen’ (Amer-
sham Biosciences, Freiburg). Anstelle der dort angegebenen 20xSSC-Losung wurde 20xSSPE

verwendet. Nach einer Vorinkubation der Membran in Hybridisierungslosung fiir 1-3 Stun-
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den bei Hybridisierungstemperatur (63°C) erfolgte die Zugabe der radioaktiv markierte
Nukleinséduren (2.15.1, 500.000 cpm / ml Hybridisierungslosung). Die Hybridisierung er-
folgte bei 63°C {iber Nacht. Zur Entfernung von unspezifisch gebundener Sonde wurden die
Membranen 10 Min. bei RT in 2xSSPE gewaschen und anschlieend fiir jeweils mindestens
15 Min. in 2xSSPE, 1xSSPE, 0,5xSSPE und 0,2xSSPE mit jeweils 0,1 % SDS (w/v) bei
Hybridisierungstemperatur gewaschen. Die Detektion der Hybridisierungssignale erfolgte

wie in 2.15.5 beschrieben.

2.15.4 Hybridisierung von RNA-Membranen

Hybridisierungslosung fiir RNA-Membranen :

5% (w/v) Dextransulfat

1% (w/v) SDS

0,75 M Natriumchlorid

50-100 pug  denaturierte Herinssperm-DNA je ml Hybridisierungslésung

20 x SSC :
300 mM tri-Natriumcitrat / HCl pH 7,0
3 M Natriumchlorid

Die Hybridisierung von RNA-Membranen erfolgte unter Verwendung der angegebenen
Hybridisierungslosung analog zur der von DNA-Membranen (2.15.3). Es wurden jedoch
750.000 cpm / ml Hybridisierungslosung von der radioaktiv markierten Sonde verwendet.
Die Hybridisierungstemperatur fiir Membranen mit immobilisierter RNA lag bei 65°C und

als Waschlosung wurde SSC anstelle von SSPE mit jeweils 0,1 % SDS (w/v) verwendet.

2.15.5 Detektion von Hybridisierungssignalen

Hybridisierungssignale wurden entweder durch Exposition auf Rontgenfilm (Hyperfilm MP,
Amersham Biosciences, Freiburg) oder mit Hilfe einer 'Image Plate’ (Fuji, Tokio, Japan)
sichtbar gemacht. Letztere wurde fiir wenige Stunden bis zu einem Tag exponiert und
anschlieffend in einem Image - Reader (FLA 5000, Fuji, Tokio, Japan) ausgelesen und
digitalisiert.
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2.15.6 Mehrfachverwendung von Membranen

Die gebundenen Sonden konnten in Anlehnung an die Angaben des Membranherstellers
(Amersham Biosciences, Freiburg) durch einen zweifachen Waschschritt mit 0,1 % (w/v)
kochendem SDS entfernt werden und die Membranen anschliefend erneut fiir weitere Hy-

bridisierungen eingesetzt werden.

2.16 Analyse von Proteinproben
2.16.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinmenge in einer Probe erfolgte nach der Methode von BRAD-
FORD (1976). 1-10 pl der Probe wurden mit Wasser auf 800 pl aufgefiillt. Nach Zusatz von
200 pl Bradford-Reagenz (BioRad, Miinchen) und einer mindestens viertelstiindigen Inku-
bation wurde im Photometer (Uvikon 922, Kontron, Miinchen) die Extinktion bei einer
Wellenlénge von 595 nm gemessen. Als Referenz diente eine BSA-Eichreihe mit definierten
Proteinmengen. Bei geringen Proteinmengen in hoch aufgereinigten TAC-Extrakten war
diese Methode nicht sensitiv genug. Zur Messung der Proteinkonzentration wurden hier
"Dot-Blot’-Filter fiir eine Abschiatzung verwendet. Eine bestimmte Menge TAC-Extrakt
wurde auf einer PVDF-Membran fixiert und als Vergleich eine BSA-Eichreihe aufgetra-
gen. Vorher wurde die PVDF-Membran 1 Sek. in Methanol dquilibriert, 2 Min. in Wasser
geschwenkt und in eine Dot-Blot-Apparatur (Schleicher & Schuell, Dassel) eingespannt.
Die Proteinprobe wurde mit Wasser auf 400 ul aufgefiillt, in die Vertiefungen der 'Dot-
Blot’-Apparatur pipettiert und unter leichtem Unterdruck auf die Membran iibertragen. Es
folgte eine Féarbung fiir 2 Min. in 50 % (v/v) Methanol, 7 % (v/v) Essigsdure, 0,1 % (w/v)
Coomassie Brilliantblau R250 und eine anschlieende Entfarbung in 50 % (v/v) Methanol,

7 % (v/v) Essigsdure bis ein guter Kontrast erzielt war.

2.16.2 TCA-Fillung von Proteinen

Bei einem zu groflen Volumen von Proteinproben fiir eine gelelektrophoretische Auftren-
nung oder zur Abtrennung storender Substanzen vor der Bestimmung des Proteingehaltes
von Proteingemischen wurde eine TCA-Fallung (BROWN et al., 1989) durchgefiihrt. Das

Probenvolumen wurde in einem Reaktionsgefafi mit Wasser auf 1 ml aufgefiillt und mit
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100 g1 0,15 % (w/v) Natrium-Deoxycholat versetzt. Es folgte eine Inkubation von 10 Min.
bei RT. Der Probe wurde dann 100 pl einer 72%igen (w/v) TCA-Losung zugesetzt und
diese fiir 5 Min. geschiittelt. Nach einer Zentrifugation (15 Min., 16000xg, RT) wurde das
Sediment in 10-30 pl 0,2 M NaOH, 0,1 % (w/v) SDS resuspendiert.

2.16.3 Phenolextraktion von Proteinen

TAC-Extrakte enthalten grofie Mengen an ptDNA, die vor einer elektrophoretischen Auf-
trennung in SDS-Polyacrylamidgelen (2.17.1) mittels Phenolextraktion entfernt werden
muflten. Dazu wurden die Proben mit 0,5 Vol. Phenol 20 Min. bei RT geschiittelt. Die
nach Zentrifugation (5 Min., 16000xg, RT) gewonnene phenolische sowie die Interphase
enthielten die Proteine. Die wafirige Phase mit den Nukleinsduren wurde nochmals einer
Phenolextraktion unterzogen. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 2 Vol. Was-
ser erneut reextrahiert, mit 2 Vol. Ethanol (100 %) versetzt und 30 Min. auf Eis inkubiert.
Das nach Zentrifugation (45 Min., 16000xg, 4°C) erhaltene Proteinsediment wurde in 70 %

(v/v) Ethanol gewaschen und nach Trocknung bei RT in 1 x PSB (2.17.1) aufgenommen.

2.16.4 Chloroform / Methanol - Extraktion von Proteinen

Eine alternative Methode zur phenolischen Extraktion von TAC-Extrakten stellt die
Proteinféllung nach WESSEL und FLUGGE (1984) dar. Hierbei wird 1 Vol. Proteinpro-
be mit 4 Vol. Methanol vermischt und 10 Sek. zentrifugiert (9000xg, RT). Nach Zugabe
von 1 Vol. Chloroform und wiederholter Zentrifugation wird dem Ansatz 3 Vol. Wasser hin-
zugefiigt und dieser 1 Min. bei 9000xg zentrifugiert. Die obere wéssrige Phase enthélt die
Nukleinsduren und wird verworfen. Die Proteine werden mit 3 Vol. Methanol gefallt, durch
eine zweiminiitige Zentrifugation (9000xg, RT) sedimentiert und nach einem Waschschritt

mit 70 % (v/v) Ethanol in einer geeigneten Menge 1 x PSB (2.17.1) aufgenommen.
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2.17 Gelelektrophorese von Proteinen

2.17.1 SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese nach LAEMMLI (1970)

5 x PSB (protein sample buffer) :
250 mM Tris / HCI pH 6,8
50 mM DTT

50 % (v/v)  Glycerin

10 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Proteingemische wurden nach der Methode von LAEMMLI (1970) in SDS-Polyacrylamidge-
len nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Das Sammelgel enthielt 5 % (w/v) Acrylamid,
fiir das Trenngel wurden je nach Gréfle der zu untersuchenden Proteine Konzentrationen
von 10-15 % (w/v) Acrylamid sowie lineare Acrylamid-Gradienten-Gele (7,5-15 %) verwen-
det. Die Proben wurden bei groem Probenvolumen vorher einer Proteinfallung unterzogen
(2.16.1), anschlieBend mit 1/5 Vol. 5 x PSB versetzt und nach fiinfmintitiger Denaturie-
rung bei 95°C auf das Gel aufgetragen. In "Minigelen’ (7 x 9 cm) betrug die Laufzeit 2-3
Stunden bei einer Stromstérke von 25 mA, in "Maxigelen’ (14 x 18 cm) 12-14 Stunden bei
10-15 mA. Die Elektrophorese wurde bei 4°C durchgefiihrt. Die Gelapparaturen stammten

von der Firma Biometra, Gottingen.

2.17.2 ’High-Tris’-Gelektrophorese nach FLING und GREGERSON (1986)

Fiir die Auftrennung niedermolekularer Proteine wurden "High-Tris’-Proteingele mit 16-20
% (w/v) Acrylamid verwendet (FLING und GREGERSON, 1986). Das Sammelgel hatte eine
Konzentration von 5 % (w/v) Acrylamid. Als Laufpuffer wurde 0,05 M Tris / HCI (pH
8,5), 0,15 M Glycin, 0,1 % (w/v) SDS verwendet.
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2.17.3 Zweidimensionale Gelektrophorese

Rehydratisierungslosung :

8 M Harnstoff

1% (w/v)  CHAPS

04 % (w/v) DTT

0,5 % (v/v) Pharmalyte pH 3-10
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Die zweidimensionale Auftrennung von TAC-Extrakten erfolgte nach standardisierten Pro-
tokollen in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. M. Sauter (Kiel) in Geréten der Firma Amer-
sham Biosciences, Freiburg. TAC-Extrakte wurden zunéchst einer Proteinfiallung unterzo-
gen, das Proteinsediment in Rehydratisierungslosung aufgenommen und fiir 20 Min. bei
25°C im Schiittelinkubator solubilisiert. Anschliefend erfolgte innerhalb von 30 Min. eine
Markierung der Proteine mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy3. Die Probe wurde mit Rehy-
dratisierungslosung mit 0,02 % (w/v) Bromphenolblau auf 350 pl aufgefiillt und auf einen
‘Tmmobiline-DryGel-Strip” mit einem pH-Bereich von 3-10 aufgetragen. Die Fokussierung
der Proteine anhand ihres isoelektrischen Punktes erfolgte {iber 22 Std. Anschlieend wur-
de der Gelstreifen auf ein 12%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgelegt und mit 0,5 % (w/v)
Agarose, die 0,02 % (w/v) Bromphenolblau enthielt, fixiert. Die Trennung der Proteine
nach ihrem Molekulargewicht erfolgte wie in 2.17.1 beschrieben. Die Detektion der fluo-
reszenzmarkierten Proteine wurde in einem Phosphoimager (Typhoon 9400, Amersham
Biosciences , Freiburg) durchgefiihrt. Da der Farbstoff nur an Lysin bindet und statistisch
gesehen jedes Protein nur ein einziges Mal markiert, erlaubt diese Methode, die noch emp-
findlicher ist als eine Silberfirbung, auch einen quantitativen Vergleich von Proteingemi-

schen.

2.17.4 Molekulargewichtsmarker fiir die Proteingelelektrophorese

Als Groflenstandard fiir die Elektrophorese wurden ’Prestained Protein Ladder (10-180
kD)’ (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und 'Roti-Mark Prestained’ (Roth, Karlsruhe) ver-

wendet.
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2.18 Detektion von gelelektrophoretisch aufgetrennten Protei-

nen

Die bei der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine konnten durch Féarbung mit Coomassie-
Brilliantblau R250, oder bei geringen Mengen (unter 5 ug) mittels Silberfarbung nachge-

wiesen werden.

2.18.1 Coomassie-Fiarbung

Die Anfirbung von Proteinen mit Coomassie Brillant-Blau erfolgte nach der Methode von
FAIRBANKS et al. (1971). Das Gel wurde eine Stunde in Coomassielésung (0,25 % (w/v)
Coomassie-Brilliantblau R250, 10 % (v/v) Essigséure, 25 % (v/v) Isopropanol) geschwenkt.
Die Entfarbung erfolgte in 10 % (v/v) Essigsaure, 10 % (v/v) Isopropanol. Das angefarbte
Gel konnte in 10 % (v/v) Essigsdure gelagert werden. Alternativ konnten die Gele auch
durch zweifaches Aufkochen in einer Mikrowelle fiir jeweils 5 Min. (400 Watt) entfarbt

werden.

2.18.2 Silberfarbung

Losung 1 - Fixierlosung :

50 % (v/v) Methanol

12 % (v/v) Essigsdure

112 pl Formaldehyd (37 %) je 100 ml

Losung 2 - Thiosulfatlosung :

65 ul einer 10 %igen (w/v) Thiosulfatlosung auf 50 ml Wasser

Losung 3 - 10 x Silberlosung :
2% (w/v) Silbernitrat
0,75 % (v/v) Formaldehyd

Losung 4 - Entwicklungslosung :

6 % (w/v) Natriumcarbonat
0,05 % (v/v)  Formaldehyd
0,002 % (w/v) Thiosulfat
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Lésung 5 - Stopplosung :
50 % (v/v) Methanol
12 % (v/v) Essigsdure

Entsprechend der Methode von BLum et al. (1987) wird das Gel 30 Min. in Losung 1
fixiert, 3 x 20 Min. in 50 % (v/v) Ethanol gewaschen und 1 Min. in Thiosulfatlésung
geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen mit Wasser fiir jeweils 20 Sek. erfolgt eine Inku-
bation im Dunkeln in 1 x Silberlosung. Es folgt ein Waschschritt (3 x 20 Sek. in Wasser)
und die Entwicklung in Losung 4. Die Fiarbereaktion wird durch Uberfithren des Gels in
Losung 5 abgestoppt, und nach ca. 20 Min. kénnen die Gele in 50 % (v/v) Methanol oder

2 % (v/v) Glycerin aufbewahrt oder anschlieBend getrocknet werden.

2.18.3 Trocknung und Autoradiographie von Proteingelen

Fiir eine langfristige Lagerung von Polyacrylamidgelen wurden diese zwischen handelsiibli-
cher Celluphanfolie getrocknet. Dazu wurde das Gel nach der Anfirbung entweder fiir
mehrere Stunden in 50 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) Essigsiure geschwenkt oder in 2 %
Glycerin (v/v) tberfithrt. Anschlieend wurde das Gel luftblasenfrei zwischen angefeuchte-
te Celluphanfolie gelegt, auf einer Glasplatte fixiert und bei RT luftgetrocknet. Alternativ
wurden Gele in einer Geltrocknungsanlage (Phero-temp 60, Biotec Fischer, Reiskirchen)
unter Vakuum auf Blottingpapier (Schleicher & Schuell, Dassel) getrocknet. Proteingele
mit radioaktiv markierten Proteinen (2.22) konnten nach Trockung mit einer Verstérker-
folie (Hyperscreen, Amersham Biosciences, Freiburg) bei -80°C auf einem Rontgenfilm

(Hyperfilm MP, Amersham Biosciences, Freiburg) exponiert werden.

2.19 Transfer von Proteinen auf Membranen

2.19.1 ’Western-Blot’

Kathodenpuffer :
20 mM Tris
150 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
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Anodenpuffer :

20 mM Tris

150 mM Glycin
30 % (v/v) Methanol

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurden diese zur immuno-
logischen Untersuchung auf Nitrozellulosemembranen (Schleicher & Schuell, Dassel) trans-
feriert. Zur Vorbereitung wurde das Gel 10 Min. in Kathodenpuffer inkubiert, wéhrend die
Nitrozellulose-Membranen 5-10 Min. in Anodenpuffer dquilibriert wurden. Fiir den Transfer
wurde eine Elektroblot-Apparatur (fastblot, Biometra, Gottingen) eingesetzt. Der Trans-
fer erfolgte bei einer Stromstirke von 0,65 mA/cm? Gel in 1,5-2,5 Stunden bei 4°C. Zur
Uberpriifung des Transfers konnten die auf den Membranen immobilisierten Proteine mit

Ponceau-Losung (0,2 % (w/v) Ponceau S, 3 % (w/v) TCA) angefiarbt werden.

2.19.2 Differentieller Membrantransfer

Die nach Photoaffinitétsmarkierungen (2.22) im Polyacrylamidgel aufgetrennten Markie-
rungsprodukte wurden nach der Methode von HANNA (1989) durch differentiellen Transfer
in einer 'Phero-blot’-Apparatur (Biotec Fischer, Reiskirchen) auf zwei Membranen iibert-
ragen.

Die RNA-Molekiile wandern im elektrischen Feld durch die Zellulosenitratmembran (Schlei-
cher & Schiill, Dassel) hindurch und binden an der Nylonmembran (Hybond N*, Amer-
sham Biosciences, Freiburg), wiahrend die Protein/RNA-Komplexe an der ersten Membran
immobilisiert werden (Abb. 1). Zwischen den beiden Membranen befand sich eine Lage
Gel-Blotting-Papier (3MM-Papier, Schleicher & Schuell, Dassel). Der Transfer wurde in
3,5 1 Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol) innnerhalb von
22 h bei 4°C und 150 mA Stromstéirke durchgefiihrt.

2.20 Immunologische Nachweismethoden
2.20.1 Antiseren

- RpoA-Antikorper gegen die a-Untereinheit (RPO A) der plastiddar kodierten RNAP
aus Mais (KRAUSE (1999), AG KOsSEL, Freiburg), Verdiinnung 1:600
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Abb. 1 : Schema des differentiellen Transfers von photoaffinitéitsmarkierten Proteinen auf
zwei Membranen, verdndert nach KRAUSE (1999).

- RpoB-Antikorper gegen die §-Untereinheit (RPO B) der plastidir kodierten RNAP

aus Gerste (KRAUSE und KRUPINSKA, 2000), Verdiinnung 1:1000

- NEP-Antikorper gegen das Genprodukt einer nukledr kodierten RNAP aus Mais
(CHANG et al., 1999), Verdiinnung 1:1000

- Zwei NEP-Antikorper (S1 und S2) gegen das Genprodukt von mpoT;1 aus A. thaliana

(HEDTKE, B. und BORNER, T., Berlin, unveroffentlicht), Verdiinnung 1:2000

- Zwei ET1-Peptidantikorper (#1 und #2) gegen das ETCHEDI1-Protein aus Mais
(DA COSTA E SILVA et al., 2004), Verdiinnung 1:1000

- TCP34-Antikorper gegen das Protein TCP34 mit einer tetratricopeptid-Doméne
aus Spinat, welches in Plastiden importiert wird (SOKOLENKO, A., Miinchen, un-

veroffentlicht), Verdiinnung 1:1000

- MFP1-Antikorper gegen das plastiddre an Nukleoide bindende Protein MFP1 aus A.
thaliana (JEON et al., 2003), Verdiinnung 1:1000

- Antikorper gegen die 50S und 30S ribosomalen Untereinheiten aus Spinat (AG FEI-

ERABEND, Frankfurt), Verdiinnung 1:500
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- LSU-Antikérper gegen die grofie Untereinheit der RuBisCO aus Mais (GHOSH et al.,
1989), Verdiinnung 1:1000

2.20.2 ’ECL’-Nachweis von Proteinen auf Membranen

10 x TBST :
100 mM Tris / HCI pH 8,0
1M Natriumchlorid

0,5 % (v/v) Tween 20

Proteine kénnen mit Hilfe spezifischer Antikorper auf Membranen nachgewiesen werden,
wobei hier auf die von HUMBECK et al. (1994) beschriebene Methode zuriickgegriffen wur-
de. Zunéchst wurde die Membran mit den immobilisierten Proteinen (2.19.1) mit 4 % (w/v)
Milchpulver (Completa, Aldi, Essen) in 1 x TBST blockiert, um unspezifische Bindungen zu
unterbinden. Dann erfolgte die Inkubation mit proteinspezifischen Antikérpern. Der Nach-
weis erfolgte iiber einen sekundéren Antikorper, der gegen den priméren proteinspezifischen
Antikorper gerichtet ist. Im Falle der ECL-(’enhanced chemiluminiscence’) Detektion ist
an den zweiten Antikorper eine Meerrettichperoxidase (‘horse radish peroxidase’, HRP,
Amersham Biosciences, Freiburg) gekoppelt. Dieser Protein-Antikorper-Komplex kann auf-
grund der durch die Peroxidaseaktivitit vermittelten Chemilumineszenz nach Zugabe von
Luminol und Wasserstoffperoxid auf einem Film (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences,

Freiburg) nachgewiesen werden.

2.20.3 Mehrfachverwendung von ’'Western-Blot’-Membranen

Die fiir Immundetektionen verwendeten Membranen konnten nach fiinfminiitigem Waschen
in 0,2 M NaOH, 0,1 % (w/v) SDS von den gebundenen Antikérpern befreit werden. Nach
Spiilen mit Wasser und zehnminiitigem Schwenken in 1 x TBST konnten weitere Detek-
tionen auf derselben Membran erfolgen, jeweils mit einer erneuten Blockierung unter Ver-

wendung von Milchpulverlésung beginnend (SUCK und KRUPINSKA, 1996).
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2.20.4 Immunpréizipitation von Proteinen mit spezifischen Antikérpern

2 x 1P - Puffer :

100 mM  Tris / HCI pH 7,5
0,6 M Natriumchlorid
10 mM EDTA

2% (w/v) Triton X-100

Protein - A - Puffer :

50 mM Tris / HCl pH 7.5
150 mM  Natriumchlorid

1 mM EDTA

1% (w/v) Triton X-100

Waschpuffer :
50 mM Tris / HC1 pH 7,5
300 mM Natriumchlorid

0,1 % (w/v) SDS

1% (w/v)  Triton X-100

IP - PSB :

125 mM Tris / HCI pH 6,8
10 % (v/v)  Glycerin

4% (w/v) SDS

0,1% (w/v) Bromphenolblau

Fiir die Immunféllung von markierten Proteinen nach einer in vitro-Translation (2.5) mit
radioaktiv markierten Aminosduren wurden die Reaktionansétze zunéchst mit Wasser auf
200 pl aufgefiillt und mit 200 pl 2xIP-Puffer versetzt. AnschlieBend wurden 40 pl der
Antikérperlosung und 40 ul Protein-A-Sepharose (dquilibriert in Protein-A-Puffer) dazu-
gegeben und 60 Min. bei RT im Schiittelinkubator geriittelt. Der Ansatz wurde 30 Sek.
zentrifugiert (16000xg, RT) und das Sediment viermal mit Waschpuffer und ein weiteres
Mal mit 125 mM Tris / HCI (pH 6,8) gewaschen und dann in 50 pl IP-PSB aufgenommen
und 20 Min. stehengelassen. Nach Zugabe von 1 % (w/v) DTT und Denaturierung der
Probe wurde diese in SDS-Acrylamidgelen (2.17.1) elektrophoretisch aufgetrennt.
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2.21 Transkriptionsaktivitit plastidirer RN A-Polymerasen

2.21.1 Bestimmung der Aktivitat der TAC-RNAP

2x TP :

60 mM Tris / HCI pH 7,6
20 mM Magnesiumchlorid
je 100 uM  ATP, GTP, UTP

TES :

10 mM Tris / HCl pH 7,6
1 mM EDTA

0,1 % (w/v) SDS

Waschpuffer :

0,5 M Di-Natriumhydrogenphosphat

Standardreaktionsansatz :
35 ul 2xTP

2,0 ul  TAC-Extrakt

0,5 ul a—3P-CTP

1,0 pl  Wasser

Zur Bestimmung der Aktivitdt von RNAPs in TAC-Extrakten wurde die Einbaurate radio-
aktiv markierter Nukleotide in RNA gemessen wie bei FALK (1994) und KRAUSE (1999)
beschrieben. Ein Standardreaktionsansatz wurde nach einer Inkubation von 30 Min. bei
30°C mit 3 ul TES versetzt. Die Transkriptionsaktivitit wurde nach der Methode von
HALLICK et al. (1976) mit Hilfe von DE81-Papier (Schleicher & Schuell, Dassel) bestimmt.
Es wurde der prozentuale Anteil der von den RNAPs eingebauten radioaktiv markierten
Nukleotide von der insgesamt eingesetzten Menge berechnet. Daraus 143t sich die spezi-
fische Aktivitdt der RNAPs bestimmen. Als eine Einheit (u) RNAP-Aktivitat wurde der
Einbau von 1 fmol a—3?P-CTP in die synthetisierte RNA unter Standardbedinungen (30
Min., 30°C) definiert (FALK, 1994).



2 Material und Methoden 40

2.21.2 Bestimmung der Aktivitit der sRNAP

DNA-Stammlosungen :
0,7 ug/ul Kalbsthymus-DNA (Sigma, Miinchen) oder
0,7 ug/ul angereicherte Plastiden-DNA (2.7.4)

Bei der Aktivitdtsbestimmung l6slicher RNAP-Extrakte, die nicht an die ptDNA gebunden
ist, wurde dem Standardansatz anstatt Wasser 1 ul DNA-Stammlésung hinzugesetzt, die
zuvor 10 Min. bei 95°C denaturiert worden war (PFANNSCHMIDT und LINK, 1994). Es kam

sowohl Kalbsthymus-DNA als Plastiden-DNA zum Einsatz.

2.21.3 Transkriptionsanalysen in Gegenwart von Antikérpern

Fiir Transkriptionsanalysen in Gegenwart spezifischer Antikorper wurden einem Stan-
dardansatz anstelle von Wasser Antikorperserum in der gewiinschten Konzentration hin-
zugesetzt. Fiir die Analysen wurden Konzentrationen von 0,5, 1 und 5 g Protein der An-

tikorperlosungen eingesetzt.

2.21.4 Transkriptionsanalysen in Gegenwart von Hemmstoffen

Die Transkription von RNAPs wurde auch in Gegenwart von Transkriptionsinhibitoren
untersucht. Dabei wurde dem Transkriptionsansatz vor Beginn der Inkubation anstelle
von Wasser eine Transkriptionshemmstofflosung hinzugefiigt und der Ansatz wenige Mi-
nuten auf Eis inkubiert. Die Hemmstoffe a-Amanitin (Roche, Mannheim), Actinomycin
D (Sigma, Miinchen) und Tagetitoxin (Biozym, Hess. Oldendorf) wurden mit Wasser auf
die gewiinschte Konzentration verdiinnt. Heparin (Sigma, Miinchen) wurde ebenfalls in
Wasser, Rifampicin (Merck, Darmstadt) in Methanol (100 %) gelost. Rifampicin hemmt
die bakterielle Transkription. Tagetitoxin ist ein Inhibitor der E. coli-RNAP und der PEP.
a-Amanitin hemmt die Transkription der eukaryotischen RNAP II aus dem Zellkern, Acti-
nomycin ist ein unspezifischer Hemmstoff, der an einzel- und doppelstrangige DNA bindet
(CHA et al., 2003). Heparin hemmt die Transkription der TAC-RNAP (KRAUSE und KRrU-

PINSKA, 2000).
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2.21.5 Transkriptionsanalysen in Gegenwart von Cordycepin

Zur Bestimmung einer endonukleolytischen Aktivitdt von RNA-Polymerasen wurde in
Transkriptionsanalysen das ATP-Analogon Cordycepin (Sigma, Miinchen) verwendet. Der
Einbau dieses Nukleotids resultiert in einem Stoppen der Transkriptelongation, da keine
freie Hydroxylgruppe fiir die weitere Verlangerung der naszierenden RNA zur Verfiigung
steht. Bei Transkriptionsanalysen in Gegenwart von Cordycepin (3’-Desoxy-ATP, 3’"dATP)
wurde im Reaktionsansatz eine Nukleotidkonzentration von 2 uM verwendet. 3’dATP wur-
de entweder vor Beginn der Inkubation oder nach 10 Min. jeweils in einer Endkonzentration

von 50 puM hinzugefiigt.

2.22 Photoaffinitdtsmarkierung von RNAP-Untereinheiten

Die Photoaffinitdtsmarkierung (PAL: 'photo affinity labelling’) dient der Identifizierung
an der Transkription beteiligter Proteine (KHANNA et al., 1991). Dabei werden Protei-
ne iiber den Einbau des modifizierten Nukleotids 4-Thio-UTP (sUTP) und anschliefende
Bestrahlung mit UV-Licht fest aneinander gebunden. Bei einer gleichzeitigen radioaktiven
Markierung der RNA koénnen Proteine identifiziert werden, die wihrend der Transkription
mit der neu synthtisierten RNA in Kontakt stehen. Abb. 2 zeigt schematisch die Markie-

rung von Proteinen durch eine Photoaffinitdtsmarkierung.

2.22.1 Synthese von 4-Thio-UTP

Reaktionsansatz :
50 mM Tris / HCI pH 7,8
10 mM  4-Thio-UDP
20 mM ATP
5mM DTT

2,5 mM  Magnesiumchlorid
0,1l mM EDTA
1 mM Spermidin
5u Nukleosid-5-Diphosphat-Kinase

Die Herstellung von 4-Thio-UTP erfolgte nach der Vorschrift von STADE et al. (1989).
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Abb. 2 : Schematische Darstellung zur Markierung von Proteinen durch Photoaffinitdtsmar-

kierung.

Dabei wird ein 100 ul Reaktionsansatz innerhalb von 2 Stunden bei 22°C im Dunkeln
inkubiert und anschlieend EDTA bis zu einer Endkonzentration von 5 mM, SDS zu 0,1
% (w/v) und Proteinkinase K zu 0,1 mg/ml zugesetzt. Nach einer 15miniitigen Inkuba-
tion bei 37°C wird das Volumen mit 300 mM Natriumacetat, 0,1 % (w/v) SDS auf 500 ul
aufgefiillt. Nach Extraktion der Nukleotide in 1 Vol. Phenol/Chloroform (1:1) und 1 Vol.
Chloroform werden die Nukleotide mit 1 Vol. Aceton/Ethanol (1:1) bei -20°C iiber Nacht
aus der wafirigen Phase gefillt. Das durch eine Zentrifugation (30 Min., 16000xg, 4°C)
gewonnene gelbliche Pellet wird mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen und in 100 ul Wasser
gelost. Die Endkonzentration des sUTP betragt 10 mM.
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2.22.2 Durch UV-Licht katalysierte Affinitdtsmarkierung von Protein/RNA-

Komplexen

2xTPaiq:

60 mM Tris / HCI pH 7,6
20 mM Magnesiumchlorid
je 100 uM  ATP und GTP

Zur radioaktiven Markierung von Proteinen des TAC-Extrates, die an der Transkription
beteiligt sind, wurde folgender Standardansatz nach KRAUSE (1999) verwendet:

375 ul 2x TPyyq

1l sUTP (10 mM)

5 pl a—3*P-CTP

25-30 ul - TAC- oder sRNAP-Extrakt

mit Wasser auf 80 ml Gesamtvolumen

2 x TPa,q, sUTP, a—32P-CTP und Wasser wurden unter abgedunkelten Bedingungen
gemischt und die Reaktion durch Zugabe des transkriptionsaktiven Extraktes gestartet.
Nach einer 30miniitigen Inkubationszeit bei 30°C wurden 7 pl des Reaktionsansatzes fiir
eine Einbaubestimmung (2.21) abgenommen, wihrend der Rest 5 Min. auf Eis gelagert
wurde. Die Probe wurde dann in eine mit TAC-Triton-DOC-Puffer (2.7.3) vorgespiilte
Tasche einer ELISA-Platte pipettiert und 10 Min. mit einer UV-Lampe (VL-6LM, Vilber
Lourmat, Marne La Vall, Frankreich) bei einer Wellenldnge von 312 nm bestrahlt. Die
Probe wurde in ein neues Reaktionsgefifl iiberfithrt und die Vertiefung der ELISA-Platte
mit 50 pl TE-Puffer nachgespiilt. Die Protein/RNA-Komplexe wurden durch Zugabe von
0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol. Ethanol in einer 30miniitigen Inkubation auf Eis
geféllt und durch Zentrifugation (30 Min., 16000xg, 4°C) gesammelt. Das Sediment wurde
in 40 pl TE-Puffer/10 mM MgCl, aufgenommen und einem DNase I- (10 u, 30 Min., 25°C)
sowie RNase T1-Verdau (25 u, 1 h, 0°C) unterzogen. Die markierten Proteine konnten nun

gelelektrophoretisch aufgetrennt werden.
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2.23 Phosphorylierungsanalysen von TAC-Proteinen
5 x Kinasepuffer :
0,5 M  Tris / HCI pH 8,0
0,2 M Kaliumchlorid

25 mM  Magnesiumchlorid
10 mM  Calciumchlorid
25mM DTT

2mM EDTA

100 pl Standard - Phosphorylierungsansatz :
30 ul  TAC - Extrakt

20 1 5 x Kinasepuffer
4l y=32P-ATP (3000 Ci/mmol)
(10 ul  Protein-Kinase A (5 u/ul))

mit Wasser auf 100 ml Gesamtvolumen

Zur Untersuchung, ob einzelne Proteine des TAC-Komplexes phosphoryliert werden kénnen
und ob eine endogene Kinase in TAC-Extrakten vorhanden ist, wurden TAC-Proteine
mit radioaktiv markiertem y—3*A-CTP markiert. 30 ul TAC-Extrakt wurden in einem
Standard-Transkriptionsansatz nach BAGINSKY et al. (1997) mit Kinasepuffer und y—32P-
ATP versetzt. Dabei wurden zwei verschiedene Ansétze gewéhlt. Zum einen wurde dem
TAC-Extrakt neben dem Reaktionspuffer zur Untersuchung einer Autophosphorylierungs-
kapazitit lediglich das radioaktiv markierte v—3?P-ATP zugesetzt, zum anderen noch
zusitzlich eine exogene Proteinkinase (PKA). Die Reaktion wurde fiir 30 Min. bei 30°C
durchgefiihrt und die Proteine anschlieBend durch Chloroform/Methanol-Extraktion (2.16.4)
von Nukleinsduren befreit. Der Nachweis phosphorylierter Proteine erfolgte nach Auftren-
nung in SDS-Polyacrylamidgelen (2.17.1) und Trocknung der Gele durch Exposition auf
einem Rontgenfilm (2.15.5).

2.24 Sequenzierung von TAC-Proteinen

Die Sequenzierung von TAC-Proteinen erfolgte zum einen in Zusammenarbeit mit Prof.

Dr. R. Oelmiiller in Jena, zum anderen wurden Proteine aus einem eindimensionalen, mit
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Coomassie gefarbten SDS-Polyacrylamidgel (2.18.1) in Kooperation mit Dr. H.-P. Mock
am [PK Gatersleben analysiert.

Die Sequenzierung von Proteinen in Jena erfogte wie bei PFALz (2004) beschrieben. Nach
einer Phenolextraktion von einer 5 ug Protein entsprechenden Menge TAC-Extrakt aus
Spinatchloroplasten (2.7.3) und Féllung der Proteine aus der organischen Phase mit 4 Vol.
Ethanol bei -20°C {iber Nacht wurde das Sediment zweimal mit Ethanol gewaschen. Die
Proteine wurden in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat mit 0,05 % (v/v) #-Dodecylmal-
tosid resuspendiert und nach einer 10miniitigen Denaturierung bei 95°C nach Angaben des
Herstellers (Promega, Mannheim) tryptisch verdaut. Das Peptidgemisch wurde anschie-
Bend tiber eine mit POROS-R2 (Applied Biosystems, Foster City, USA) iiberschichteten
C18 Zip-Tip Saule (Millipore, Eschborn) aufgereinigt, und es wurden Massenspektren an
einem LCQ Deca XP IONTRAP-Massenspektrometer (Thermo, San Jose, USA) mit einer
vorgeschalteten Nano-HPLC-Anlage (Dionex, Idstein) nach STAUBER et al. (2003) aufge-
nommen. Die Analyse der massenspektrometrischen Daten erfolgte iiber den Vergleich mit
der TAIR-Datenbank von Arabidopsis thaliana (www.arabidopsis.org).

Fiir die Analysen am IPK Gatersleben wurden ca. 10 pg Protein eines TAC II-Extraktes
aus Gerste gelelektrophoretisch aufgetrennt und das SDS-Polyacrylamidgel mit Coomas-
sie (2.18.1) angeférbt. Insgesamt wurden aus 18 Banden Gelstiicke ausgeschnitten. Diese
wurden mit 10 % (w/v) Ammoniumbicarbonat / 50 % (v/v) Acetonitril gewaschen und
anschliefend getrocknet. Nach einem Verdau mit 10 pl Trypsin (10 ng/pl in 5 mM Ammo-
niumbicarbonat / 5 % (v/v) Acetonitril) iber 5 Std. bei 37°C wurden Massenspektren der
Proben aufgezeichnet und diese durch Vergleich mit den verfiigharen Datenbankeintragen

fiir Gerste analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufreinigung von ’Transkriptionsaktiven Chromosomen’

Die Aufreinigung von TAC-Extrakten erfolgte ausgehend von Thylakoidmembranen aus
Chloroplasten. Die Plastiden-DNA und damit auch die TAC-Komplexe sind in differen-
zierten Chloroplasten mit dieser Membranen assoziiert (Kurotwa, 1991). Nach Solubili-
sierung der Membranen erfolgte eine Protaminsulfatfillung (2.8.1), und die sedimentierten
DNA /Protein-Komplexe wurden anschlieffend iiber eine Gelfiltration von weiteren Pla-
stidenbestandteilen, wie z.B. Chlorophyll, abgetrennt. Aufgrund der an der TAC-RNAP
anhédngenden ptDNA resultiert ein Molekulargewicht von iiber 2000 kD. Daher eluiert die-
se Fraktion im AusschlufSivolumen der Sepharosesidule, wihrend andere Bestandteile die
Gelmatrix langsamer passieren. Die TAC enthaltenden Fraktionen konnten iiber ihren
hohen DNA- und Proteingehalt oder ihre von exogener DNA unabhéngigen Transkrip-
tionsaktivitdat nachgewiesen werden. Abb. 3A zeigt die Verteilung von DNA und Proteinen
im S&uleneluat, die anhand der Extinktion der Fraktionen bei Wellenldngen von 260 nm
(DNA) und 280 nm (Proteine) bestimmt wurde. Die Transkriptionsaktivitét (Abb. 3B) kor-
reliert mit den erhaltenen Maxima der photometrischen Messungen. Die nach dieser ersten
Gelfiltration erhaltenen TAC-Fraktionen wurden vereinigt und zum Zwecke der Entfernung
der zuvor verwendeten Detergenzien Triton X-100 und Natrium-Deoxycholat einer weite-
ren Féllung und Gelfiltration unterzogen (2.8.4). Zur Vermeidung proteolytischer Aktivitét
wurde den TAC-Fraktionen im Zuge dieser Aufreinigung noch ein Proteinase-Inhibitor hin-
zugefiigt. Dies hatte zur Folge, daf} eine Detektion der TAC-Fraktionen nach der zweiten
Gelfiltration nicht mehr iiber eine Proteinbestimmung moglich war. Die TAC-Fraktionen
konnten nur noch iiber ihre Transkriptionsaktivitit oder den DNA-Gehalt bestimmt wer-
den. Eine alternative Methode zur Bestimmung der TAC-Fraktionen im S&uleneluat war
daher der Nachweis der ptDNA iiber Agarosegelelektrophorese (2.12.2). Abb. 4 zeigt die
Verteilung der ptDNA in den gesammelten Fraktionen nach der zweiten Gelfiltration. Die
DNA-haltigen Fraktionen wurden anschlieBend durch Ultrazentrifungation ankonzentriert,
das Sediment wurde in geringem Volumen an Puffer aufgenommen und konnte bis zur wei-
teren Verwendung bei -80°C gelagert werden (2.8.4).

Die vereinigten TAC-Fraktionen der ersten Gelfiltration werden im folgenden immer als
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Abb. 8 : Elutionsprofil der 1. Gelfiltration bei der TAC-Isolierung. Die nach Solubilisierung
der Plastiden-Membranfraktion angereicherten DNA /Protein-Komplexe wurden nach
Auftragen auf eine Sepharose-Séule in Fraktionen & 500 Tropfen (ca. 6,5 ml) gesammelt. (A)
Der DNA- und Proteingehalt wurde von jeder fiinften Fraktion bei Wellenléngen von 260
nm bzw. 280 nm photometrisch bestimmt. (B) Transkriptionsaktivitit der Fraktionen mit
und ohne Zugabe exogener Kalbsthymus-DNA (2.21). Chlorophyllhaltige Extrakte eluierten
ca. ab Fraktion 120.
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Abb. 4 : Agarosegel zur Bestimmung des DNA-Gehaltes der Fraktionen nach der 2.
Gelfiltration. Nach Entfernung der Detergenzien aus TAC-Extrakten wurden diese erneut
iiber eine Sepharose-Siule gegeben und Fraktionen & 20 Tropfen (ca. 500 pl) gesammelt. Von
jeder 2. Fraktion (Fr.) wurden 13,5 gl mit 1,5 ul DNA-Auftragspuffer (50 % (v/v) Glycerin,
0,02 % (w/v) Bromphenolblau) versetzt und auf einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel
analysiert. Die DNA-haltigen Fraktionen (hier 12-24) wurden iiber eine Ultrazentrifugation

ankonzentriert.

TAC 1, die nach einer zweiten Gelfiltration und anschlieender Ultrazentrifugation stark
angereicherten Extrakte als TAC II bezeichnet. Wird direkt auf die Transkriptionsakti-
vitdt von TAC-Extrakten oder die im TAC befindlichen RNAPs bezug genommen, wird
der Begriff TAC-RNAP verwendet.

3.1.1 Proteinzusammensetzung von TAC-Extrakten

Transkriptionsaktive Chromosomen bestehen aus plastiddrer DNA, aus bereits in vivo
initiierten Transkripten und einer Vielzahl von Proteinen. Die Gesamtzahl aller vorhande-
nen Proteine kann nur geschéitzt werden und liegt bei {iber 40. Es wurden die Proteinmuster
von TAC-Extrakten aus Spinat, Mais und Gerste untersucht (Abb. 5). Die Proteinzusam-
mensetzung der TAC-Extrakte aus den drei Pflanzen unterscheidet sich nur geringfiigig,
sowohl im Hinblick auf die Anzahl der Proteine als auch auf deren Verteilung in den TAC-
Fraktionen der untersuchten Pflanzen. Es ist zu vermuten, daf} ein dhnliches Proteinmuster
auch bei anderen Arten erhalten werden kann. Die TAC-Extrakte der untersuchten Pflan-
zen unterscheiden sich geringfiigig im Bereich von 35-50 kD. Bei TAC-Extrakten einzelner
Pflanzen sind einige zusétzliche Proteine enthalten, die in denen der anderen Pflanzen nicht
nachweisbar sind. So sind in Gerste stédrker angereicherte Proteine bei ca. 22 kD, 28-30 kD
und 58 kD vorhanden sowie in Spinat bei 18 kD und 50-52 kD. Die hohe Ubereinstimmung

der Proteinmuster zeigt, dafi die verwendete TAC-Préparation universell anwendbar ist
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Abb. 5 : Vergleich der Proteinzusammensetzung von TAC II-Extrakten aus Gerste (Hv),
Mais (Zm) und Spinat (So). Jeweils 2 ug Protein wurden nach Chloroform/Methanol-
Extraktion in einem 7,5-15%igen SDS-Polyacrylamid-Gradientengel aufgetrennt und mittels
Silberfarbung sichtbar gemacht.

und mit dieser Methode einheitliche Fraktionen gewonnen werden kénnen, deren Zusam-

mensetzung relativ unabhéngig von der bearbeiteten Pflanze ist.

3.1.2 Aufreinigung von Chloroplasten in Anwesenheit von Natriumchlorid

Ein Ziel dieser Arbeit war die Verbesserung der Aufreinigungsmethode und die Identifizie-
rung einzelner Proteine der TAC-RNAP . Durch eine Verkleinerung der Maschengrofie der
Filtrationsnetze bei der Isolierung von Thylakoidmembranen konnte keine entscheidende
Reduzierung der Kontamination durch andere Kompartimente erreicht werden (MULLER,
2000). Bei der Aufreinigung von Plastiden aus Kartoffeln wurde festgestellt, dafl bei einer
erhohten Salzkonzentration offenbar weniger Kontaminationen der Plastidenfraktionen auf-

treten (BOOKJANS et al., 1984). Daher wurde dem AufschluBipuffer bei der Chloroplasten-
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isolierung (2.7.1) zusétzlich 0,5 M Natriumchlorid zugesetzt. Die Proteinzusammensetzung
von TAC I-Extrakten, die nach der herkémmlichen Methode und unter Verwendung von
Natriumchlorid erhalten wurden, wies einige Unterschiede auf. Es wurde aber keine Ver-
ringerung der Proteinanzahl durch die Verwendung eines modifizierten Puffers festgestellt
(Abb. 6). Die Kontamination durch nicht-plastidare Proteine, die bei der Préparation an
die Chloroplastenmembranen bzw. bei der weiteren Aufreinigung an die ptDNA binden, wie
z.B. Histone (Suck, 1996; KRAUSE, 1999; PFALZ, 2004), wird offenbar nicht reduziert. Fiir
alle in dieser Arbeit bearbeiteten TAC-Extrakte wurde daher weiterhin das urspriingliche

Protokoll verwendet.

TACI TACI
+NaCl
MW [kD] =™ ™

123 —

77 —
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Abb. 6 : Proteinzusammensetzung von TAC-Extrakten aus Spinat mit und ohne Verwendung
von Natriumchlorid bei der Plastidenisolierung. Jeweils 2 pg Protein wurden in einem
10-15%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Silberfirbung sichtbar gemacht.
Unterschiede im Proteinmuster sind durch Pfeile angedeutet.

3.1.3 Extraktion von TAC-Proteinen

Ein wichtiger Schritt bei der Analyse von TAC-Komplexen ist die Extraktion der Proteine
vor einer gelelektrophoretischen Auftrennung zur Anfirbung oder Ubertragung auf Mem-

branen fiir die Immundetektion. Eine Féllung mit TCA, wie sie hiufig angewendet wird, ist
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zum einen bei derart kleinen Proteinmengen nicht sinnvoll, zum anderen féllt das verwen-
dete Triton X-100 in TAC I-Fraktionen aus und bildet zusammen mit den Proteinen ein
voluminoses viskoses Sediment. Die Proteine isolierter TAC-Extrakte kénnen nicht ohne
eine Fallung und Befreiung von der ptDNA in Proteingelen aufgetrennt werden, da der
Komplex aufgrund seines Molekulargewichts von {iber 2000 kD und seiner aulerordentli-
chen Stabilitat die Gelmatrix nicht passieren kann. Aulerdem werden die noch vorhandenen
Nukleinsduren bei einer Silberfarbung ebenfalls angefiarbt und verursachen einen starken
Hintergrund. Bislang wurde eine Entfernung der ptDNA iiber eine Extraktion mit Phenol
(2.16.3) erzielt (KRAUSE, 1999). In dieser Arbeit wurde die urspriinglich von WESSEL und
FLUGGE (1984) beschriebene Methode zur Proteinfillung mit Chloroform und Methanol
getestet. Bei dieser Proteinextraktion, die zu einer Abreicherung von Detergenzien, wie sie
auch in TAC I-Extrakten vorliegen, und Lipiden aus Proteingemischen Einsatz fand, kommt
es zu einer Trennung in eine wéssrige und eine organische Phase, wie dies auch bei der Phe-
nolextraktion der Fall ist. Es wurden jeweils eine 2 ug Protein entsprechende Menge an
TAC-Extrakten aus Spinat einer Féllung unterzogen und gelelektrophoretisch aufgetrennt
(Abb. 7). Es konnte gezeigt werden, dafl beide Fallungsmethoden fiir TAC-Préparatio-
nen einsetzbar sind und nicht zu Anderungen der Proteinzusammensetzung fiihren. Im
Vergleich zu der phenolischen Extraktion wird mit der Chloroform/Methanol-Extraktion
jedoch eine hohere Ausbeute an Proteinen erreicht, wie die stirkere Anfarbung der Pro-
teine deutlich zeigt. Bei einer ldngeren Farbung werden im silbergefarbten Gel (A) noch
weitere Proteine in der phenolextrahierten Probe sichtbar. Entsprechende Ergebnisse wur-
den auch mit groBeren Mengen aufgetrennter TAC-Proteine erhalten, die im Gel nicht mit
Silbernitrat, sondern mit Coomassie-Brillantblau angefarbt wurden (B) oder durch Fluores-
zenzmarkierung und anschlieBende zweidimensionale Gelelektrophorese sichtbar gemacht
wurden (3.2.4). Die schwichere Féarbung von Proteinen nach der Phenolextraktion ist auf
einen sehr starken Verlust an Proteinen durch diese Art der Fallung zuriickzufiihren.

Die neue Extraktionsmethode stellt eine entscheidende Verbesserung dar. Der geringe Ver-
lust von Proteinen durch diese Féllung ist ein bedeutender Vorteil, vor allem da zu bedenken
ist, dafl aus ca. 1 kg Blattmaterial nur etwa 10-15 pug Protein (TAC II) gewonnen werden
konnen. Ein weiterer Vorteil ist der geringere Zeitaufwand dieser Proteinféallung. Statt ei-

ner Probenvorbereitungszeit von etwa zwei Stunden vor einer Gelelektrophorese werden fiir
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Abb. 7 : Quantitativer Vergleich verschiedener Proteinfiallungen. Jeweils 2 ug TAC I-Proteine
aus Spinat wurden mit Phenol (2.16.3) oder Chloroform/Methanol (2.16.4) gefillt, in einem
12%igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und die Proteine anschlieffend iiber eine
Silberfirbung sichtbar gemacht (A). 10 ug TAC II-Proteine aus Gerste wurden ebenfalls mit
zwei verschiedenen Methoden gefillt, in einem 10-15%igen SDS-Polyacrylamid-Graientengel
aufgetrennt und mit Coomassie-Brillantblau (2.18.1) angeférbt (B).

die Chloroform/Methanol-Extraktion maximal 20 Min. benttigt. Bei beiden Methoden lie-
gen die Proteine nach der Fillung bereits denaturiert vor. Die routineméflig durchgefiihrte
Denaturierung der Probe durch eine Inkubation in Probenpuffer bei 95°C (2.17.1) hatte
keinen Einfluf§ auf die Auftrennung und Proteinzusammensetzung (nicht gezeigt), wurde

aber bei allen Experimenten durchgefiihrt.

3.2 Charakterisierung von ’Transkriptionsaktiven Chromosomen’
3.2.1 Transkriptionaktivitit der TAC-RNAP

Neben dem Proteinmuster wurden die Transkriptionsraten der TAC-Extrakte aus Spi-
nat, Mais und Gerste bestimmt. Sie diente als Maf} fiir die Effizienz der Reinigungs-

schritte und die daraus resultierende Ankonzentrierung der RNAP-Aktivitat. Tab. 3 zeigt



3 Ergebnisse 53

die Transkriptionsraten verschiedener TAC-Extrakte. TAC I enthélt die vereinigten tran-
skriptionsaktiven Fraktionen nach der ersten Gelfiltration. TAC II stellt eine stark ange-
reicherte Fraktion dar und wurde ausgehend von TAC I iiber eine Protaminsulfatfillung,

eine zweite Gelfiltration sowie anschlieBende Ultrazentrifugation gewonnen (2.8.4).

Tab. 3 : Transkripitionsraten verschiedener TAC-Extrakte. Eine Enzymeinheit (u) entspricht
einem Einbau von 1 fmol a—3?P-CTP in RNA wihrend einer 30miniitigen Inkubation bei
30°C (FALK, 1994).

Pflanze | Aktivitat TAC I | Aktivitat TAC 11

[u/pg Protein] [u/pg Protein]

Spinat 3550 10400
Mais 3200 9000
Gerste 700 5600

Da die TAC-Préaparation fiir Spinat optimiert wurde (KRAUSE, 1999), konnte erwartungs-
geméf in dieser Pflanze die stérkste Anreicherung der Transkriptionsaktivitit gemessen
werden. Bei Extrakten aus Gerste ist die Transkriptionsaktivitit von TAC T am gering-
sten. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dafl durch die dickere Wachsschicht auf den
Gerstenbléttern bereits bei der Chloroplastenisolierung im Vergleich zu Mais und Spinat
eine schwéchere Ausbeute an intakten Plastiden erzielt wurde. Durch die Ankonzentrierung
transkriptionsaktiver Komplexe aus dem Sauleneluat durch eine 2. Gelfiltration und Ultra-
zentrifugation konnte die Aktivitdt von TAC II-Extrakten aus Gerste aber wieder auf iiber
50% im Vergleich zu Spinat-Extrakten angereichert werden. Fiir Mais ist die verwendete

Praparation fast ebenso gut geeignet wie fiir Spinat.

3.2.2 Einflu3 von Transkriptionshemmstoffen auf die TAC-RNAP

Eine entscheidende Frage im Zusammenhang mit der Transkriptionsaktivitdt der TAC-
RNAP ist, welche RNA-Polymerasen fiir die Transkriptionsaktivitéit verantwortlich sind.
Die PEP konnte zweifelsfrei iiber die Immundetektion einzelner Untereinheiten in TAC-
Extrakten nachgewiesen werden (SUCK, 1996; KRAUSE und KRUPINSKA, 2000). Da PEP-

defiziente Pflanzen aber prinzipiell in der Lage sind, das gesamte Plastom zu transkribieren
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Abb. 8 : Transkriptionsaktivitdt von TAC-Extrakten in Gegenwart der Transkriptions-
hemmstoffe Rifampicin und Tagetitoxin. Die Transkriptionsrate wurde soweit nicht anders
vermerkt nach einer 30miniitigen Inkubation bei 30°C bestimmt (2.21). Dabei wurden
die Hemmstoffe vor Beginn der Inkubation (A) oder im Fall von Tagetitoxin erst nach
10 Min. dem Transkriptionsansatz hinzugefiigt und der Ansatz weitere 20 Min. inkubiert
(B). Es wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen anhand von drei unabhingigen
Experimenten ermittelt.

(FALK et al., 1993; KRAUSE, 1999; LEGEN et al., 2002), ist anzunehmen, dafi auch NEPs im
Komplex vorliegen. Es gibt diverse Hemmstoffe, die spezifisch RNAPs hemmen kénnen und
es ist anzunehmen, dafl auch eine selektive Hemmung von RNAPs im TAC méglich ist. Rif-
ampicin hemmt die bakterielle Transkription. Tagetitoxin inhibiert verschiedene RNAPs,
darunter auch die PEP (BERENDS-SEXTON et al., 1990), wéihrend die Transkription einer
NEP vom Phagentyp offenbar unbeeinflufit bleibt (LIERE und MALIGA, 1999). Die durch-
gefiihrten Trankriptionsanalysen bestétigten die Ergebnisse von KRAUSE (1999), daf die
TAC-RNAP durch Rifampicin als Hemmstoff der Initiation nicht beeinflufit wird (Abb. 8).
Damit kann ausgeschlossen werden, dafl eine Neuinitiation durch die PEP stattfindet. Die
TAC-RNAP wird ebenfalls durch Tagetitoxin gehemmt. Unabhéngig davon, ob Tagetitoxin
dem Transkriptionsansatz vor Beginn der Inkubation (A) oder nach 10 Min. hinzugegegen
wurde (B), findet eine sofortige und fast vollstindige Hemmung der Transkription statt,
was zunéchst einmal darauf hindeutet, dafl im TAC keine NEP vom Phagentyp vorliegt.
Es ist aber anzumerken, dafl es keine Daten gibt, die den genauen Mechanismus der Hem-
mung von RNAPs durch Tagetitoxin aufzeigen. So werden auch die eukaryotische RNAP
IT im Zellkern durch hohe Konzentrationen (>>100 pM, MATHEWS und DURBIN (1990))
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und ebenso bei weitaus geringeren Konzentration von unter 10 uM die RNAP IIT gehemmt
(STEINBERG et al., 1990). In einem Kontrollexperiment wurde gezeigt, dafi Tagetitoxin

auch die T7-Phagen-RNAP hemmt (Abb. 9). Daher ist der gleiche Effekt auch bei NEPs
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Abb. 9 : Transkriptionsaktivitit von RNA-Polymerasen in Gegenwart von Transkrip-
tionshemmstoffen. Die Transkriptionsrate von jeweils 10 u einer T7-RNAP (A) und der
E. coli RNAP (B) wurden nach 30miniitiger Inkubation bei 30°C mit und ohne Zugabe
von Transkriptionshemmstoffen bestimmt. Es wurden 10 u Tagetitoxin sowie Rifampicin in
einer Konzentration von 100 ug/ml eingesetzt. Es wurden die Mittelwerte anhand von drei
unabhéngigen Experimenten ermittelt.

in Plastiden, die Ahnlichkeiten zu den Phagen-RNAPs aufweisen, zu erwarten. Die eu-
bakterielle F. coli RNAP wird bekannterweise von den beiden Hemmstoffen Tagetitoxin
und Rifampicin gehemmt. 1 u Tagetitoxin inhibiert definitionsgeméf 0,5 u E. coli-RNAP-
Aktivitéit. Da jeweils 10 u E. coli-RNAP und Tagetitoxin eingesetzt wurden, liegt hier die
Hemmung bei 50 %. Die Aktivitit der T7-RNAP wird zu etwa 30 % gehemmt. Dies ist
tiberraschend, denn LIERE und MALIGA (1999) konnten bei dhnlichen Konzentrationen
keine Hemmung der Aktivitéit einer T7-Phagen-RNAP durch Tagetitoxin feststellen.

Diese Experimente zeigen, dafl eine NEP-Aktivitéat im TAC aufgrund ihrer Empfindlichkeit
gegeniiber Transkriptionshemmstoffen nicht ausgeschlossen werden kann, ein endgiiltiger
Nachweis fiir die Existenz der NEP im TAC steht aber weiterhin aus. Der Einsatz von
Tagetitoxin als ein Hemmstoff, der die NEP unbeeinfluit 148t und als negativer "Marker’

fiir eine NEP-Aktivitat herangezogen wird, ist jedoch fraglich.
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3.2.3 Phosphorylierungsanalysen mit TAC-Extrakten

Die Transkriptionsaktivitit in Plastiden scheint teilweise von der Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren abhéngig zu sein. So konnte gezeigt werden, das eine sRNAP-
Fraktion aus Erbse iiber eine ’plastidédre Transkriptionskinase’ (PTK) verfiigt (TILLER
und LINK, 1993; BAGINSKY et al., 1997, 1999), die die Transkriptionsaktivitdt beeinflufit.
SUuCK (1996) und KRAUSE (1999) konnten zeigen, dal TAC-Extrakte offenbar auch iiber
eine endogene Proteinkinase verfiigen.

Eine interessante Frage im Zusammenhang mit den Proteinen im TAC ist, ob und welche
Proteine phosphoryliert werden kénnen und ob die Phosphorylierbarkeit auch mit der Tran-
skriptionsaktivitit zusammenhéngt. Um diese Frage zu beantworten, wurden Phosphory-
lierungsanalysen mit TAC-Extrakten aus verschiedenen Pflanzen durchgefiihrt. Es wurden
zwei unterschiedliche Versuchsansétze gewéhlt. Zum einen wurde dem TAC-Extrakt neben
einem Reaktionspuffer lediglich radioaktiv markiertes v—3?P-ATP zugesetzt, zum anderen
zusitzlich eine exogene Proteinkinase (PKA, 2.23). In sdmtlichen TAC-Extrakten wurden
ohne Zugabe der Proteinkinase keine Signale detektiert (Abb. 10). Offenbar fand keine Au-
tophosphorylierung statt. Wird dem Reaktionsansatz PKA hinzugefiigt, zeigte sich fiir alle
TAC-Préaparationen ein dhnliches Phosporylierungsmuster. Es wurden jeweils zwei Protei-
ne bei 52-55 kD deutlich markiert, sowie einzelne Proteine bei 15, 35 und 75 kD. Auffillig
ist eine starke zusétzliche Markierung bei 25 kD, die ausschliefSlich in einer TAC-Fraktion
aus Spinat auftritt (Spur 2). Des weiteren sind im Maisextrakt (Wildtyp, Spur 8) weitere
Banden im niedermolekularen Bereich erkennbar.

Die Tatsache, dafl keine Autophosphorylierung stattfindet, steht zwar im Widerspruch zu
vorangegangenen Ergebnissen (KRAUSE, 1999), zeigt aber, daf eine eventuell vorhandene
endogene Proteinkinase nicht notwendigerweise im TAC enthalten sein muf}. Ob eine iiber
Kinasen katalysierte Phoshorylierung von Proteinen eine Auswirkung auf die Transkrip-

tionskapazitit der TAC-RNAP und die Genspezifitit hat, wurde nicht untersucht.

3.2.4 Zweidimensionale Auftrennung von TAC-Proteinen

Die Etablierung einer verbesserten Proteinextraktion war Voraussetzung fiir eine verbes-
serte immunologische Detektion einzelner Proteine und machte die Identifizierung wei-

terer Proteine moglich. Eine deutlich hohere Auflésung zur Analyse der Proteinzusam-
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Abb. 10 : Phosphorylierungsmuster von TAC II-Extrakten mit (+) und ohne Zugabe (-)
einer exogenen Proteinkinase (PKA). Jeweils 2 pg TAC II aus Spinat (So), Gerste (Hv)
und Mais (Zm, Wildtyp bzw. ET1-defiziente Linie etl-R, 3.3) wurden fiir 30 Minuten
bei 30°C in Anwesenheit von y—32P-ATP inkubiert (2.23), die Proteine anschlieend
iiber Chloroform/Methanol-Extraktion gefillt (2.16.4) und auf einem 7,5-15%igen SDS-
Polyacrylamigel aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und fiir 15 Minuten auf einem
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mensetzung von TAC-Komplexen bietet die zweidimensionale Gelelektrophorese. Bei der

zweidimensionalen Auftrennung von Proteinen werden diese zuerst iiber eine isoelektri-

sche Fokussierung aufgrund ihres isolelektrischen Punktes und anschliefend iiber SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (2.17.3). Eine

derartige Analyse von TAC-Proteinen lieferte genauere Infomationen, iiber die Zahl der

tatsichlich mit dem TAC assoziierten Proteine (Abb. 11). Die Detektion der TAC-Proteine

erfolgte auBerdem durch eine hochsensitive Fluoreszenzmarkierung mit Cy3 (2.17.3). Die

Auswertung des Proteinmusters nach zweidimensionaler Trennung zeigte, daff im TAC

statt der bislang angenommenen 40 Proteine mindestens 80-100 Proteine vorliegen. Die
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Abb. 11 : Zweidimensionale Auftrennung von TAC-Proteinen aus Spinat durch isolelektrische
Fokussierung (IEF) und anschlieBende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. Jeweils 5 ug
Protein wurden durch Chloroform/Methanolextraktion (A, 2.16.4) oder Phenolextraktion
(B, 2.16.3) geféllt. Die Proteine wurden vor der Auftrennung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 markiert (2.17.3). Die IEF wurde im pH-Bereich von 3-10 (nichtlinear) durchgefiihrt,
die anschliefflende Auftrennung nach dem Molekulargewicht in einem 12%igen SDS-

Polyacrylamidgel.

meisten Proteine sind bei einem isolelektrischen Punkt von etwa 6-8 zu finden. Prominente

Proteinbanden in eindimensionalen Gelen stellen meist nicht nur ein Protein dar. Oft sind
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bei dem gleichen Molekulargewicht mehrere Proteine vorhanden, wobei es sich auch um
unterschiedliche Modifizierungen desselben Proteins handeln konnte, z.B. unterschiedlich
phosphorylierte Proteine. Interessant sind einzelne Proteine im basischen Bereich, bei de-
nen es sich um nukleinsédurebindende Proteine handeln kénnte. Fiir eine Identifizierung der
einzelnen Proteine iiber Massenspektrometrie reichte die eingesetzte Proteinmenge jedoch
nicht aus.

Der Vergleich der Proteinmuster, die aufgrund zweier unterschiedlicher Féallungsmethoden
erhalten wurden, bestétigte die Ergebnisse vorangegangener Experimente nach eindimen-
sionaler Proteinauftrennung (3.1.3). Die beiden Féllungsmethoden lieferten unterschiedli-
che Proteinmuster. Durch eine Phenolextraktion (B) geht offenbar eine groBere Protein-
menge verloren als dies bei einer Extraktion mit Chloroform und Methanol der Fall ist

(A).

3.2.5 Sequenzierung von TAC-Proteinen

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung und anschliefende Charakteri-
sierung von Proteinen im TAC-Komplex. Selbst von Proteinen, die in sehr geringer Men-
ge vorliegen, kénnen bereits Sequenzdaten erhalten werden. Neben dem immunologischen
Nachweis von Proteinen (3.2.6) wurde versucht, TAC-Proteine in SDS-Polyacrylamidgelen
aufzutrennen, aus der Gelmatrix herauszulésen und anschlieffend zu sequenzieren. Fiir die-
sen Ansatz wurde als Versuchspflanze Gerste gewihlt, da fiir Spinat und Mais in den
Datenbanken keine so umfangreichen Sequenzdaten vorliegen. In Zusammenarbeit mit Dr.
H.-P. Mock vom IPK Gatersleben konnte eine Sequenzierung von TAC-Proteinen durch-
gefithrt werden. Am IPK stehen zusétzlich zu den offentlich zugénglichen Datenbanken
noch weitere interne EST-Datenbanken zur Verfiigung, und die exprimierten Gene von
Gerste sind zu schitzungsweise 70-80% durch EST-Sequenzen abgedeckt.

Fiir die Sequenzanalyse wurde ein 7,5-15%iges SDS-Polyacrylamid-Gradientengel mit ca.
10 pg Protein beladen und anschlieBend mit Coomassie gefarbt (Abb. 12). Aus den gefarb-
ten Banden wurden einzelne Proteinbanden am IPK Gatersleben ausgeschnitten und nach
tryptischem Verdau einzelne Peptide iiber ihre Massen mittels MALDI-TOF bestimmt.
Von insgesamt 18 Proben konnten allerdings nur fiir drei Proteine relevante Sequenzdaten

ermittelt werden. Dabei handelte es sich um zwei Untereinheiten der ATP-Synthase (1,2),
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Abb. 12 : 10 pg TAC II-Proteine aus Gerste wurden mittels Chloroform/Methanol-
Extraktion gefiillt, auf einem 7,5-15%igen SDS-Polyacrylamidgradientengel aufgetrennt
und mit Coomassie Brillantblau R-250 angeféirbt. Aus dem Gel wurden 18 Proteinproben
ausgestochen und einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen. Von drei Proteinen
(1-3) wurden Sequenzdaten erhalten.

sowie das Chlorophyll a/b-Bindeprotein CP29 (3). Diese Proteine kénnen aber nicht mit
der eigentlichen Funktion des TAC, der Transkriptelongation, in Zusammenhang gebracht
werden und miissen daher als Verunreinigung angesehen werden. Da die entsprechenden
Proteinbanden sehr prominent und in allen TAC-Priparationen detektierbar sind (3.1.1),
ist anzunehmen, daf§ der TAC-Komplex iiber seine Assoziation an die Thylakoidmembran
auch mit diesen Proteinen in Verbindung steht. Die bei Phosphorylierungsanalysen zum
TAC-Komplex markierten zwei Proteine bei ca. 52-55 kD (Abb. 10) konnten die beiden
hier identifizierten Untereinheiten der ATP-Synthase représentieren, die beide iiber Phos-
phorylierungsdoménen verfiigen. ATP-Synthase-Untereinheiten scheinen nicht vom TAC
abtrennbar zu sein und waren bereits in vorangegangenen Arbeiten im TAC detektiert
worden (SUCK, 1996; KRAUSE, 1999). Da die Sequenzierung von Proteinen nach einer
gelelektrophoretischen Auftrennung nicht erfolgreich war, wurden in Zusammenarbeit mit

Prof. Dr. R. Oelmiiller in Jena ca. 5 pug Protein eines TAC II-Extraktes aus Spinat einem
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tryptischen Verdau unterzogen und anschlieflend die Aminoséuresequenzen von Proteinen
iiber massenspektrometrische Analyse ermittelt und mit Sequenzdaten von A. thaliana

verglichen (2.24). In Tab. 4 sind die erhaltenen relevanten Daten zusammengefafit.

Tab. 4 : Ermittelte Peptidsequenzen von TAC-Proteinen nach massenspektrometrischer Ana-
lyse und Vergleich mit Datenbanken von A. thaliana. Es sind jeweils das Molekulargewicht
(MW) des Proteins, sowie dessen Doménen bzw. mogliche Funktion angegeben.

Peptid NCBI- MW des Funktion/

Zugangsnummer Proteins Doméne

IQKHLEELSVLQEEMKK gi:15224529 22 kD Protein mit Kernlokalisation
LDDAFEMLSVLEVLCAAAETR  gi:20805233 100 kD ’heat shock protein’ DnaJ
IPESLSKYDFNAVDLSGNGFEG  gi:9294113 36 kD Leucin-reiches Protein
RFNLSPSMKSLLK gi:12322447 79 kD Zinkfingerprotein

£1:8920629 82 kD Zinkfingerprotein

21:15223228 79 kD Zinkfingerprotein
LCVFRSNKHLYVQVIDDTK 2i:15221153 19 kD ribosomale UE L18
SIDDSQSSVLSGPLVSVSEVQK  gi:15226447 30 kD Membranprotein, Transporter
INSITSRNSKLFHMNILNCK gi:15231771 46 kD Polygalacturonase

Neben Proteinen, die nicht mit der plastiddren Transkriptionsmaschinerie in Zusammen-
hang stehen diirften, wurde mehrere Proteine mit einer Zinkfingerdoméne identifiziert,
die bislang nur aus dem Zellkern bekannt sind. Der Nachweis eines ribosomalen Proteins
konnte darauf hindeuten, dafl bereits kurz nach der Transkription die Translation initiiert

wird.

3.2.6 Immundetektion von Proteinen in transkriptionsaktiven Extrakten

Bislang konnten nur wenige der mindestens 80 Proteine des TAC-Komplexes aus Chloro-
plasten identifiziert werden. Um weitere Proteine nachzuweisen, wurden verfiighare An-
tikorper, die gegen Proteine hergestellt wurden, die mutmaflich in Verbindung mit der
ptDNA oder der Transkriptions- und Translationmaschinerie von Plastiden stehen, fiir im-

munologische Analysen eingesetzt. Als gesichert gilt, daf alle Untereinheiten der PEP im
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TAC-Komplex vorhanden sind (KRAUSE und KRUPINSKA, 2000). Exemplarisch wurde die
a-Untereinheit der PEP in TAC-Extrakten der drei bearbeiteten Pflanzenarten Mais, Ger-
ste und Spinat immunologisch nachgewiesen (Abb. 13). Der Antikorper detektierte in allen
TAC-Extrakten ein Protein von 39 kD. Diese Grofle entspricht genau dem Molekularge-
wicht des rpoA-Genproduktes.

39 kbD—

Abb. 13 : Immunologischer Nachweis der a-Untereinheit der PEP in TAC I-Extrakten aus
Mais (Zm), Gerste (Hv) und Spinat (So). Es wurden jeweils 2 ug TAC-Proteine aufgetragen.
Der Antikorper markiert in allen Extrakten das rpoA-Genprodukt mit einer Gréfie von 39 kD.

Eine bislang nicht abschlieend beantwortete Frage ist, ob und welche nukledr kodierten
RNAPs sich im TAC-Komplex befinden. Es konnten insgesamt drei Antikorper aus zwei
unterschiedlichen Arbeitsgruppen getestet werden. Als Kontrolle wurde in Spur 1 jeweils
100 u einer kduflich erwerbbaren T7-RNAP (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen,
die eine sehr starke Homologie zu den bekannten NEPs vom Phagentyp aufweist. Wéahrend
im Fall der T7-RNAP ein Signal bei dem erwarteten Molekulargewicht von ca. 110 kD
erhalten wurde, war in den TAC-Extrakten kein Protein dieser Grofle nachweisbar (Abb.
14). Stattdessen wurden durch den Antikérper Proteine mit Molekulargewichten von 80, 70
sowie 30 kD erkannt. Ob es sich hierbei um Spaltungsprodukte von NEPs handelt, miifite

durch Sequenzierung der Proteine iiberpriift werden.

Der TAC-Komplex ist nicht nur zur Elongation von in wvivo initierten Transkripten fahig,
sondern zeigt auch Spleiffing- und Edierungsereignisse (AG KOSSEL, Freiburg, unveroffent-
licht). Wenn bereits eine posttranskriptionelle Modifizierung der Transkripte erfolgt, findet
moglicherweise auch eine Bindung an ribosomale Untereinheiten statt. Darauf deutete auch
die Identifizierung einer ribosomalen Untereinheit durch die Sequenzierung von Proteinen

aus TAC-Extrakten hin (3.2.5). Mit Antikérpern gegen die 50S und 30S ribosomalen Unter-
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Abb. 14 : Immunologische Analyse eines TAC II-Extraktes aus Spinat mit verschiedenen
Antikorpern gegen nukledr kodierte RNAPs vom Phagentyp. Es wurde jeweils eine 2 ug
Protein entsprechende Menge des TAC-Extraktes und 100 u T7-RNAP (MBI Fermentas,
St. Leon-Roth) aufgetragen. A: Nachweis mit einem Antikorper gegen eine NEP aus Mais,
B,C: Nachweis mit zwei verschiedenen Antikorpern gegen das Genprodukt von rpoT;1 aus
A. thaliana (2.20.1).

einheiten konnten jedoch keine eindeutigen, reproduzierbaren Ergebnisse fiir Chloroplasten-

und TAC-Fraktionen erhalten werden (nicht gezeigt).

Des weiteren wurde iiberpriift, ob das Protein MFP1 im TAC nachweisbar ist. MFP1 ist
ein an die plastiddren Nukleoide assoziiertes Protein von 81 kD, welches urspriinglich aus
Tabakzellkulturen isoliert wurde (MEIER et al., 1996). Dieses Protein ist an die Thylakoid-
membran assoziiert und kolokalisiert mit den plastiddaren Nukleoiden. Das entsprechende
Gen wurde auch im Genom von A. thaliana gefunden und untersucht (JEON et al., 2003).
Der gegen dieses Protein hergestellte Antikérper detektiert ein Protein mit dem entspre-
chenden Molekulargewicht in einer Plastidenfraktion aus A. thaliana (Abb. 15, At). In
samtlichen der zur Verfiigung stehenden TAC-Extrakte, die aus Spinat, Gerste und Mais
erhalten wurden, konnte kein Protein der gesuchten Grofle mit dem Antikorper detektiert
werden. Kreuzreaktionen sind lediglich bei ca. 60 kD und 90 kD in Mais (Zm) und 65
kD in Spinat (So) vorhanden. Es ist aber moglich, das MFP1-Homologe in verschiedenen

Pflanzen ein unterschiedliches Molekulargewicht aufweisen.
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Abb. 15 : Immunologischer Nachweis des MFP1-Proteins aus A. thaliana. Es wurden
jeweils 2 pg TAC I-Extrakte aus Spinat (So), Gerste (Hv) und Mais (Zm), sowie 10 ug
Gesamtprotein von Plastiden dieser Pflanzen und aus A. thaliana (At) aufgetragen. Der
Antikorper erkennt lediglich in der Plastidenfraktion von A. thaliana ein Protein von ca. 81
kD (Pfeil), welches der Gréfie von MEFP1 entspricht.

Mit einem Antikorper gegen das TCP34-Protein (’tetratricopeptid-repeat-chloroplast- pro-
tein’) konnte in TAC-Extrakten aus Spinatchloroplasten ein Signal auf der erwarteten Hohe
von 34 kD erhalten werden (Abb. 16). In Gesamtproteinextrakten aus Chloroplasten (CP)
ist ebenfalls ein Protein detektierbar, in der TAC-Fraktion scheint TCP34 jedoch angerei-
chert vorzuliegen. Kreuzreaktionen des Antikoérpers mit TAC-Proteinen mit Molekularge-
wichten von 25 und 17 kD sind in der Chloroplastenfraktion nicht festzustellen. TCP34
ist ein kernkodiertes Protein, das in die Chloroplasten importiert wird (SOKOLENKO, A.,
Miinchen, unverdffentlicht) und mit der Thylakoidmembran assoziiert ist. Es besitzt eine
"helix-loop-helix’- und eine TPR- (tetratricopeptid repeat) Doméne, die auf eine Interak-
tion mit Nukleinsduren hindeuten. Um Kreuzreaktionen mit dem auf etwa gleicher Hohe
laufenden Cytochrom f auszuschliefen, wurden die verwendeten Membranen zunéchst von
den Antikorpern befreit (2.20.3) und erneut mit einem Antikorper gegen das Cytochrom
f Protein inkubiert. Wie erwartet, konnte das Cytochrom f-Protein nur in den Chloropla-
stenextrakten nachgewiesen werden, nicht jedoch in der TAC-Faktion. Ein Protein von

34 kD konnte auch iiber Photoaffinitatsmarkierung von TAC-Extrakten (2.22) radioaktiv
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Abb. 16 : Immunologischer Nachweis des TCP34-Proteins in TAC II-Extrakten und
Chloroplasten (CP) aus Spinat. Es wurden 2 pg Protein eines TAC II-Extraktes, sowie

2 bzw. 10 pg Gesamtprotein von Chloroplasten aus Spinat aufgetragen. Der Antikorper
detektierte im TAC-Extrakt und in den Chloroplastenfraktion ein Protein von ca. 34 kD (A).
Das auf gleicher Hohe laufende Cytochrom f war nur in Plastidenfraktionen nachweisbar (B).
TCP34 besitzt eine Plastidenimportsequenz und zwei Doménen, die auf eine Interaktion mit

Nukleinsduren hindeuten (C).

markiert werden und anschliefend mit dem Antikorper gegen TCP34 immunpréazipitiert

werden (nicht gezeigt).

In Zusammenarbeit mit Prof. U. Wienand von der Universitdt Hamburg konnte ein Pep-
tidantikorper gegen ein dort untersuchtes Protein aus Mais, das sogenannte ETCHED1-
Protein (ET1), mit TAC-Fraktionen getestet werden. Das ET1-Protein wird in die Pla-
stiden importiert (DA COSTA E SILVA et al., 2004) und besitzt eine sogenannte ’zinc-
ribbon’-Domaéne, die eine Bindung an DNA mdoglich macht. Daher war es von Interesse zu
klaren, ob dieses Protein in TAC-Extrakten enthalten ist. In einer "Western-Blot’-Analyse
mit TAC-Extrakten aus Spinat ist ein Signal bei ca. 12 kD zu erkennen, das genau der

Grofle des prozessierten und in die Chloroplasten importierten ET1-Proteins entspricht
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Abb. 17 : Immundetektion des ETCHEDI1-Proteins in TAC-Extrakten aus Spinatchlo-
roplasten. Nach einer Chloroform/Methanol-Extraktion (2.16.4) der Proteine wurden

12—

jeweils 3000 u von TAC I und TAC II sowie ein Plastiden-Gesamtproteinextrakt in einem
16%igen ’'High-Tris-Polyacrylamidgel aufgetrennt (2.17.2) und anschliefend auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Mit einem spezifischen Antikorper gegen ET1 wurde ein
12 kD-Protein detektiert.

(Abb. 17). Wihrend in TAC I-Fraktionen noch eine zusétzliche Bande mit etwas geringe-
rem Molekulargewicht detektiert wurde, ist in der stark angereicherten TAC II-Fraktion
nur eine einzige Bande bei 12 kD detektierbar. Eine Kreuzreaktion des Antikérpers mit
einem 25 kD-Protein ist nur in TAC I, nicht in TAC II vorhanden. ET1 befindet sich of-
fenbar im TAC und die dhnliche Signalintensitdt in den TAC I- und TAC II-Extrakten
bei gleicher Transkriptionsaktivitiat beider Extrakte aber einer geringeren Proteinmenge
in TAC II spricht fiir eine Anreicherung dieses Proteins wéhrend der Aufreinigung. Die

Funktion von ET1 wurde noch eingehend untersucht (3.3).
3.2.7 Untersuchungen zum Einflufl von spezifischen Antikérpern gegen TAC-
Proteine auf die Transkriptionsaktivitdat der TAC-RNAP

Der TAC-Komplex ist wie andere Elongationskomplexe duflerst resistent gegeniiber Dis-

soziation (UPTAIN et al., 1997). Selbst Behandlungen mit DNase oder SDS vermogen
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den Komplex nicht aufzuspalten (MULLER, 2000). Es war zu iiberpriifen, ob es moglich
ist, einzelne Komponenten oder Untereinheiten des TAC z.B. iiber Affinitdtschromatogra-
phie selektiv aufzureinigen. Wenn eine Aufreinigung iiber Antikorper erfolgen soll, miissen
die entsprechenden Proteine bzw. die antigenen Doménen auch fiir diese zugénglich sein
und aus dem TAC ’herausragen’. Ob dies fiir die bislang bekannten TAC-Proteine der
Fall ist, wurde durch Transkriptionsanalysen in Anwesenheit von Antikérpern untersucht
(2.21). Falls ein Antikorper spezifisch ein Protein binden kann und dieses Protein die Tran-
skriptionsaktivitdt der TAC-RNAP beeinflufit, sollte eine Reduktion der Aktivitédt zu be-

obachten sein. Daher wurden TAC-Extrakten verschiedene Konzentrationen der entspre-

140
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i 1,0 ug
120 I 5.0 ug
©
= 100 A
hvd
3
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20 A
0
K ET1 ET1 TCP34 LSuU B-UE BSA

(#1) (#2) PEP

Abb. 18 : Transkriptionsaktivitdt von TAC II-Extrakten aus Spinat nach Zugabe von
Antikorpern in verschiedenen Konzentrationen. 0,5, 1 und 5 pg Protein der jeweiligen Seren
wurden einem Standard-Transkriptionsansatz hinzugefiigt und die Transkriptionsaktivitit
nach 30 Min. gemessen. Die Werte wurden relativ auf eine Transkriptionsreaktion ohne
Zugabe von Antikérpern (K=100) bezogen. ET1#1/#2: Antikérper gegen ETCHEDI,
TCP34: Antikorper gegen TCP34, LSU: Antikorper gegen die groe Untereinheit der RuBis-
CO, 5-UE/PEP: Antikorper gegen die S-Untereinheit der PEP, BSA: Rinderserumalbumin
(2.20.1). Es sind die Mittelwerte von mindesten drei Messungen angegeben.

chenden Antikorper hinzugefiigt und anschliefend die Transkriptionsaktivitéit der Extrakte

bestimmt. Ein Kontrollansatz ohne Antikorper diente als Referenz und alle anderen Wer-
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te wurden relativ darauf bezogen. Die grofie Proteinmenge, die dem Ansatz hinzugefiigt
wurde, scheint keinen Einflufl auf die Transkriptionsaktivitdt zu haben, wie der Kontroll-
ansatz mit BSA zeigt (Abb. 18). Offenbar ist aber keines der getesteten Proteine am TAC
exponiert, um von einem spezifischen Antikérper gebunden zu werden. Es ist keine Hem-
mung der Transkription zu beobachten. Das Abfallen der Transkriptionsaktivitit ein einem
Kontrollansatz mit einem LSU-Antikorpers ist jedoch iiberraschend, da sich dieses Prote-
in nicht im TAC befindet. Es ist aber moglich, dafl eine antigene Doméne, an die der

Antikorper bindet, auch in einem Protein des TAC vorliegt.
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3.3 Charakterisierung des ETCHED1-Proteins
3.3.1 Das ETCHED1-Protein

Das ETCHEDI1-Protein wird von dem Gen etched! (et1) kodiert, die Funktion des Prote-
ins ist bislang unbekannt. In Mais kann dieses Gen mutiert vorliegen und Pflanzen solcher
Linien zeigen einen komplexen Phénotyp. Etchedl ist eine Mutation in Mais, die bereits
1940 von STADLER (1940) beschrieben und in einer Maispopulation von réntgenbestrahl-
ten Kornern gefunden wurde. Diese rezessive, pleiotrope Mutation ist durch einen stark
ausgepragten Phianotyp charakterisiert. Zum einen besitzen die Kérner Furchen und Risse
(eng. etched=gedtzt), zum zweiten hat die Mutation einen reduzierten Stirkegehalt der
Korner zur Folge (SANGEETHA und REDDY, 1991) und eine abnormale Entwicklung der
Aleuronschicht sowie des Endosperms (AHREND, 1998; GARG, 2002). Des weiteren zeigen
junge Samlinge in den ersten Tagen nach der Keimung vireszente Bléatter. Die zunéchst
fahlgriinen bis albinotischen Blétter ergriinen jedoch nach ca. 10-15 Tagen. Die Plasti-
denentwicklung junger Samlinge ist verzogert (SANGEETHA et al., 1986) und die Bléatter
besitzen einen reduzierten Chlorophyllgehalt (RAMESH et al., 1984). In Abb. 19 sind al-
le durch das Fehlen des ET1-Proteins hervorgerufenen phénotypischen Ausprigungen der
Mutation abgebildet.

Durch Isolierung des et1-Gens konnte abgeleitet werden, daBl ET1 ein kernkodiertes Pro-
tein von 19 kD ist, welches iiber eine Plastiden-Importsequenz und eine sogenannte ’zinc-
ribbon’-Doméne verfiigt (Abb. 20). In dieser Doméne sind vier Cysteinreste lokalisiert, die
ein Zinkatom binden kénnen. Es konnte gezeigt werden, dafl ET1 in die Plastiden impor-
tiert wird und das reife Protein ein Molekulargewicht von 12 kD hat (DA COSTA E SILVA
et al., 2004; GARG, 2002). Es weist hohe Sequenzhomologie zu dem Transkriptionsfaktor
TFIIS auf (s. Anhang), von dem gezeigt werden konnte, dafl dieser bei der Transkriptelon-
gation eine wichtige Rolle spielt (KETTENBERGER et al., 2003).

In Mais gibt es eine Duplikation des et!-Gens, das sogenannte Zmzri-Gen ('Zea mays
zinc ribbonl’). Homologe Gene konnten in auch in anderen Pflanzen gefunden werden (s.
Anhang), und die entsprechenden Gene werden als zr1-Gene, deren Genprodukte als ZR1-
Proteine bezeichnet. Die Genduplikation von et1 liegt aber offenbar ausschliellich in Mais
VOr.

Es konnten noch zwei weitere Gruppen von zr-Genen in verschiedenen Pflanzen gefunden
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Abb. 19 : Phénotyp der ETCHEDI1-defizienten Maislinie et1-R im Vergleich zum Wildtyp
von Mais. A-C: Korner der etl-R-Linie mit Riefen (engl. etched=geitzt); D-E: Endosperm
vom Wildtyp mit kontinuierlicher Aleuronschicht und Endosperm (D) und etl-R-Mutante
im Vergleich (E); F-G: hellgriine bis weile Séamlinge der et1-R-Linie, H-J: Chloroplasten
vom Wildtyp (H) und etl-R-Pflanzen mit unterentwickelten und undifferenzierten Chloro-
plasten/Thylakoidmembranen (I,J), aus DA COSTA E SILVA et al. (2004).
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Abb. 20 : Struktur des ET1-Proteins mit einer Gesamtlinge von 163 Aminoséduren mit
einer Plastiden-Importsequenz und einer ’zinc-ribbon’-Doméne. Das Molekulargewicht
betrégt 19 kD bzw. 12 kD ohne die Chloroplasten-Transitsequenz. Die ’zinc-ribbon’-Doméne
beinhaltet vier Cysteinreste (C), die ein Zinkatom binden koénnen, sowie mehrere o~ und
B-Faltblattstrukturen. Die drei zentralen [-Faltblidtter sind in der 3D-Rekonstruktion des
Proteins (rechts) als Pfeile dargestellt. An der mit einem Stern (*) gekennzeichneten Stelle
befindet sich ein saurer Aminosdurerest, der neben der (-Faltblattstruktur und den vier
Cysteinresten auch charakteristisch fiir das verwandte TFIIS Protein ist, verdndert nach
DA COSTA E SILVA et al. (2004).

werden, deren kodierte Proteine im Bereich der 'zinc-ribbon’-Doméne eine starke Ahnlich-
keit zu der Aminosduresequenz der ZR1-Proteine aufweisen. Die unter der Bezeichnung
ZR3 zusammengefaite Gruppe von Proteinen lafit aufgrund ihrer Sequenz auf eine Lo-
kalisation in den Mitochondrien schliefen, ZR2-Proteine sind wahrscheinlich ebenfalls in
Organellen lokalisiert, konnen aber weder den Plastiden noch den Mitochondrien eindeutig
zugeordnet werden. Moglicherweise liegt hier eine Mehrfachlokalisation (’dual targeting’)
vor, wie sie bereits fiir einige andere Proteine (S1LvA-FILHO, 2003), darunter auch fiir NEPs

vom Phagentyp (HEDTKE et al., 1999; RICHTER et al., 2002) gezeigt werden konnte.

3.3.2 In vitro-Transkription und -Translation von etchedl und Immunprizi-

pitation des ET1-Proteins

Wie bereits in 3.2.6 gezeigt, konnte in TAC-Fraktionen von Spinat das ET1-Protein im-
munologisch nachgewiesen werden. Es war nun zu kldren, ob der Antikérper tatséichlich
spezifisch fiir das ET1-Protein ist. Es wurde zwar ein Protein detektiert, welches dem er-

rechneten Molekulargewicht von ET1 entspricht und es ist auch eine Anreicherung dieses
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Proteins im Zuge der TAC-Préaparation zu erkennen, trotzdem wurde die Spezifitéit des
Antikorpers noch einmal {iberpriift. Dazu wurde die aus Mais isolierte cDNA des et1-Gens
(GARG, 2002) in einem in vitro Transkriptions/Translationssystem in das entsprechende
Protein iiberschrieben, wobei es mit 3°S-Methionin und **S-Cystein radioaktiv markiert
wurde (2.5). Das Translationsprodukt wurde anschliefend mit dem Antikorper, der gegen
ein fiir ET1 spezifisches Peptid hergestellt worden war, aus dem Translationsansatz gefallt

und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Immunpréazipitation konnte ein markiertes

P 1P
HO  ET1
MW [KD] .
24—
16—
10—

Abb. 21 : Immunprizipitation des in witro translatierten ET1-Proteins. Eine ¢cDNA des
vollstéindigen et!-Gens wurde in einem kombinierten Transkriptions/Translationsansatz in
das 19 kD grofle Praprotein translatiert, welches anschlieffend mit einem Peptidantikérper
gegen ETI1-Protein prézipitiert wurde (ET1). Das Prézipitat wurde in einem 18%igen
"High-Tris’-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und das iiber 3*S-Methionin und
358-Cystein radioaktiv markierte Protein auf einem Réntgenfilm sichtbar gemacht. In einem
Kontrollversuch wurde bei der Immunféllung Wasser statt des Antikorpers eingesetzt (H,O).

Protein von ca. 19 kD nachgewiesen werden (Abb. 21). Dieses Molekulargewicht entspricht
der errechneten Grole des unprozessierten ET1-Proteins, dessen spezifische cDNA fiir die-
ses Experiment eingesetzt wurde. Die bei der Immundetektion in der TAC-Fraktion erhal-
tene Groe von ca. 12 kD (Abb. 17) ist das Molekulargewicht des importierten und von
der Plastiden-Importsequenz befreiten ET1-Proteins. In einem parallel durchgefiihrten Ex-
periment wurde bei der Immunprézipitation statt des Antikorpers Wasser eingesetzt, um
auszuschlieflen, dafl durch Protein A-Sepharose eine unspezifische Féllung stattfindet. In
diesem Fall wurde das in vitro translatierte ET1-Protein nicht geféllt (Abb. 21, H O). Es
konnte also gezeigt werden, dafl der verwendete Antikorper nicht nur das prozessierte Pro-
tein bei der entsprechenden Gréfle im TAC detektiert, sondern auch das aus der cDNA in

vitro hergestellte ET1-Protein.
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3.3.3 Aufreinigung von TAC-Extrakten aus der et1-R Mutante von Mais

Nach Identifikation des ET1-Proteins in einer TAC-Fraktion aus Spinatchloroplasten (Abb.
17) und Uberpriifung der Spezifitit des Antikérper (Abb. 21) war das weitere Ziel die Cha-
rakterisierung dieses Proteins und die Untersuchung seiner Funktion im TAC. Eine weit
verbreitete Methode zur Untersuchung einzelner Gene ist die Charakterisierung von Mu-
tanten aus A. thaliana, bei der das zu untersuchende Gen z.B. durch T-DNA-Insertion
nicht mehr exprimiert werden kann. Im Fall des ET1-Proteins konnte dieser Ansatz nicht
gewahlt werden. A. thaliana besitzt mit dem Gen Atzrl zwar ein zu et! homologes Gen,
doch die homozygote Mutation von Atzr! ist letal. Dieser Umstand deutet auf eine essen-
tielle Funktion von ET1 bei der Entwicklung der Pflanze hin. Die Lokalisation von ET1 im
TAC und die Sequenzhomologie zu TFIIS legen eine wichtige Rolle bei der Transkription
in Plastiden nahe. Vermutlich bleiben ET1-defiziente Maispflanzen - unter Auspriagung des
zuvor beschriebenen Phénotyps - nur durch die Genduplikation von et! lebensfihig.

Die Genduplikation von et! in Mais machte es moglich, aus einer ET1-defizienten Maisli-
nie (et1-R oder et1l-Referenz-Linie) TAC-Extrakte zu isolieren. Allerdings steht von diesen
Linien nur wenig Saatgut zur Verfiigung. Weil zur Isolierung einer ausreichenden Menge an
Chloroplasten fiir die TAC-Préaparation eine groffe Menge Blattmaterial benotigt wurde,
wurden ca. vier Wochen alte Pflanzen verwendet, die abgesehen von einem kleineren Wuchs
den beschriebenen Phénotyp der Blatter nicht mehr aufwiesen, also bereits vollsténdig er-
griint waren. Zum Vergleich wurden TAC-Extrakte von Chloroplasten gleichalter Planzen

des Wildtyps isoliert.

3.3.4 Transkriptionsaktivitidt und Proteinzusammensetzung von TAC-Extrak-

ten aus der etl-R-Linie von Mais

Nach dem Nachweis des ET1-Proteins im TAC wurden Analysen zur Funktion des Prote-
ins durchgefiihrt. Die hohe Homologie zu dem Elongationsfaktor TFIIS deutet darauf hin,
dafl auch dieses Protein in die Transkription involviert ist. Zunéchst wurde die Transkrip-
tionsaktivitdt von TAC-Extrakten aus Wildtyp- (WT) Maispflanzen mit der von TAC-
Extrakten der etl-R-Linie verglichen. Die Transkriptionsaktivitdt der TAC-Extrakte ist
bei zwei TAC-Préaparationen im Fall des Wildtyps etwa dreimal hoher als im Fall der Mu-
tante, was sowohl bei TAC I als auch TAC II zu beobachten ist (Abb. 22).
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Abb. 22 : Transkriptionsaktivitidt von TAC-Extrakten aus Wildtyp-Mais (WT) und der ET1-
defizienten Maislinie et1-R. Die Transkriptionsrate wurde in Standard-Transkriptionansitzen
bestimmt und anschliefend auf die Proteinmenge der Extrakte bezogen (2.21). Es wurden die
Mittelwerte und die Standardabweichungen anhand von vier unabhingigen Experimenten
berechnet.

Das Proteinmuster beider TAC-Préparationen zeigt keine signifikanten Unterschiede (Abb.
23). Wie bereits bei der Untersuchung der Transkriptionsaktivitidt gezeigt wurde, wiesen
die Proteinproben der et1-R-Linie eine reduzierte Aktivitéit im Vergleich zum Wildtyp bei

gleichen Proteinmengen auf.

3.3.5 Immundetektion von ET1 und der o-UE der PEP

Nach der erfolgreichen Immunprézipitation des in vitro translatierten ET1-Proteins wurde
die in TAC-Fraktionen aus Spinat durchgefiihrte "Western-Blot’-Analyse des ET1-Protein
mit TAC-Extrakten aus Mais wiederholt und hierbei auf derselben "Western Blot’-Membran
bei Auftrag gleicher Transkriptionsaktivitdten sowohl ET1 als auch die a-Untereinheit der
PEP (RPO A) nachgewiesen. Es wurden TAC-Extrakte der et1-R-Linie und des Wildtyps
miteinander verglichen. In allen TAC-Extrakten kann die a-Untereinheit der PEP nachge-
wiesen werden (Abb. 24). Dabei ist festzustellen, dafl die erhohte Transkriptionsaktivitét

in TAC II-Exrakten nicht mit einer erhchten Signalstirke fiir dieses Protein einhergeht.
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Abb. 23 : Vergleich der Proteinmuster von TAC-Extrakten aus Mais. Jeweils 2 ug TAC-
Proteine von et1-R- und Wildtyp-Pflanzen wurden mittels Chloroform/Methanol-Extraktion
von Nukleinsiuren befreit und in einem 7,5-15%igen SDS-Polyacrylamid-Gradientengel
aufgetrennt. Die Proteine wurden durch Silberfarbung sichtbar gemacht.

Des weiteren ist erkennbar, daf} die Signalintensitéten fiir das RPO A-Protein bei der et1-
R-Linie in den vergleichbaren Fraktionen geringer ist als beim Wildtyp.

Bei der Immundetektion ist ET1 in Gesamtproteinextrakten aus Maischloroplasten nicht
nachweisbar (CP). In TAC I-Extrakten sind in Mais wie in Spinat zusétzliche Signale nach-
weisbar, die aber in TAC II nicht mehr auftreten. Daher diirfte es sich bei diesen Signalen
um unspezifische Markierungen handeln. Das ET1 Protein wird wie in Spinatextrakten
bei seinem Molekulargewicht von 12 kD detektiert. Aulerdem wurde ET1 bei der TAC-
Préparation offenbar angereichert. Dafiir spricht die stérkere Signalintensitéit in TAC II
im Vergleich zu TAC I (WT), denn in beiden Proben wurde die gleiche Proteinmenge ein-

gesetzt. In der Mutante (et1-R) mufite deutlich mehr Protein eingesetzt werden, um eine
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Abb. 24 : Immundetektion der a-Untereinheit der PEP und des ET1-Proteins in Chlo-
roplasten (CP) und TAC-Extrakten von Wildtyp und etl-R-Mutante aus Mais. Die
durch Chloroform/Methanol-Extraktion gefillten TAC-Proteine wurden in einem 16%igen
"High-Tris’ Polyacrylamidgel ihrer Grofle nach aufgetrennt und anschliefend auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran wurde bei ca. 30 kD geteilt. Im héhermo-
lekularen Bereich wurde RPO A (A), im niedermolekularen Bereich ET1 immundetektiert
(B). Von TAC I und TAC II-Extrakten wurden 5000 bzw. 20000 u aufgetragen, die jeweils
der angegebenen Proteinmenge entsprachen.

vergleichbare Transkriptionsaktivitit der TAC-RNAP zu erreichen. In diesen Proben ist
bei dem Molekulargewicht von ET1 in TAC I-Fraktionen eine sehr schwache Bande detek-
tierbar. Dieses Signal kann aber weder von ET1 noch dem sequenzhomologen ZR1-Protein

stammen, da es in TAC II-Extrakten nicht nachweisbar ist.

3.3.6 Genspezifitit der TAC-RNAP

Es konnte gezeigt werden, dafl die TAC-RNAP aus ET1-defizienten Pflanzen im Vergleich
zum Wildtyp eine stark verringerte Transkriptionsrate aufweist. Im folgenden wurde un-

tersucht, ob sich dieser Unterschied auch qualitativ auf die Transkription einzelner Gene
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auswirkt. Eine differentielle Genexpression konnte auch Hinweise darauf geben, mit wel-
cher RNAP - NEP oder PEP - das ET1-Protein interagiert. Zur Aufklarung dieser Frage
wurden in wvitro-Transkripte beider TAC-Fraktionen auf DNA-"Dot-Blot’-Membranen hy-
bridisiert (2.15.2), auf denen insgesamt 22 plastiddre Genfragmente in jeweils mehreren
Konzentrationen aufgetragen wurden (2.4).

Es konnte festgestellt werden, daf3 sich die Muster TAC-Transkripte aus dem Wildtyp und
der et1-R-Linie nicht unterscheiden (Abb. 25). Offenbar wird durch das Fehlen von ET1 die
Gensperzifitdt des Transkriptionsapparates nicht veréndert. Eine Kreuzhybridisierung der
Membranen mit den jeweils anderen TAC-Transkripten lieferte ein identisches Ergebnis.
Die erhaltenen Transkriptionsmuster zeigen wie die TAC-Transkripte aus Spinat (KRAUSE,
1999) starke Signale bei ribosomalen Genen und Genen, die fiir Proteine des Photosynthe-
seapparates kodieren.

Die identischen Transkriptionsmuster konnen darauf zuriickzufithren sein, dafl die Prépara-
tion der TAC-Extrakte in beiden Féllen aus griinem Blattmaterial erfolgte. Die Blétter von
et1-R-Pflanzen zeigen lediglich in den ersten Tagen nach der Keimung vireszente Bléatter.
Die TAC-Aufarbeitung erfolgte aus Materialgriinden aus ca. vier Wochen alten Pflanzen.
Zu diesem Zeitpunkt zeigen die Pflanzen der Mutante abgesehen von einem etwas klei-
neren Wuchs keinen Unterschied zum Wildtyp. Das Fehlen von ET1 in der Mutante hat
offenbar keinen Einfluf§ auf die Spezifitit der TAC-RNAP in dieser Entwicklungsphase.
Lediglich die Transkriptionsaktivitéit ist eingeschrankt. Es ist aber nicht auszuschlielen,
daB in einer fritheren Phase der Entwicklung Unterschiede beziiglich der Spezifitéit auftre-
ten. Aufgrund der verzogerten Chloroplastenentwicklung ist ein fiir Proplastiden typisches

Transkriptionsmuster zu erwarten.
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Abb. 25 : Autoradiogramme nach der Hybridisierung von in witro-Transkripten von TAC
II-Extrakten aus WT und der etl-R-Mutante von Mais. Identische DNA-’Dot-blot’-
Membranen, auf denen plastidédre Genfragmente aus Gerste oder Mais (*) in verschiedenen
Konzentrationen (1x bis 64x) immobilisiert worden sind. Die in vitro-Transkripte wurden aus
zehnfachen Transkriptionsansétzen mit TAC-Extrakte aus WT und et1-R isoliert (2.15.2). Es
wurden jeweils identische Mengen radioaktiv markierter Transkripte fiir die Hybridisierung
eingesetzt. Eine Kreuzhybridisierung beider Membranen lieferte ein identisches Ergebnis.
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3.3.7 Induktion einer Endonukleaseaktivitit der TAC-RNAP durch ET1

Aufgrund der Sequenzhomolgie zum Transkriptionsfaktor TFIIS (s.Anhang) kann fiir ET1
eine Funktion als Elongationsfaktor angenommen werden. Von allen RNA-Polymerasen
ist bekannt, dafl sie auch eine hydrolytische Aktivitit besitzen, die es ihnen erméglicht,
kurze RNA-Fragmente vom naszierenden 3’-Ende abzuspalten. Diese sogenannte "cleavage’-
Reaktion wird in Bakterien vom Elongationsfaktor GreB (OPALKA et al., 2003), in Archae-
bakterien durch TFS (HAUSNER et al., 2000) und in eubakteriellen RNAP II-Komplexen
durch TFIIS induziert (KETTENBERGER et al., 2003). Dementsprechend wurde untersucht,
ob eine derartige Funktion auch fiir ET1 in Plastiden nachzuweisen ist. Zur Untersu-
chung dieser Fragestellung wurden die Transkriptionsraten von TAC-Extrakten aus Wild-
typ und ET1-defizienten Pflanzen unter Zugabe des ATP-Analogons Cordycepin (3'dATP)
bestimmt (2.21.5). Wird wéhrend der Transkription statt ATP Cordycepin in die RNA
eingebaut, kommt es zum Stoppen der Elongation, da aufgrund der fehlenden Hydroxyl-
gruppe am 3’-Ende des 3’dATP kein weiteres Nukleotid an die RNA synthetisiert werden
kann. Die Transkription kann ohne die Abspaltung dieses Nukleotids nicht fortgesetzt wer-
den. Es wurden die Transkriptionsraten von TAC II-Extrakten mit und ohne Zugabe von
Cordycepin gemessen und relativ aufeinander bezogen (Abb. 26). Dabei wurde das ATP-
Analogon dem Reaktionsansatz nach 10 Min. in 25fachem Uberschuss im Vergleich zu den
iibrigen Nukleotiden zugesetzt und die Transkriptmenge zu verschiedenen Zeitpunkten be-
stimmt. Aufgrund der unterschiedlichen Aktivitdten der TAC-RNAP des Wildtyps und
etl-R-Mutante (3.3.4) wurde die nach 40 Min. erhaltene Gesamtaktivitéit in beiden Fillen
auf 100 gesetzt, um die erhaltenen Kinetiken besser miteinander vergleichen zu konnen.

Es ist zu erkennen, dafl die relative Transkriptmenge in beiden Praparationen bei 30°C in
etwa linear zunimmt (Abb. 26A, Kontrolle). Wurde dem Transkriptionsansatz das modifi-
zierte Nukleotid zugesetzt, sank die Transkriptakkumulation in beiden Féllen erheblich ab
(+3’dATP). Es ist aber jeweils ein Anstieg in dem gemessenen Zeitraum zu verzeichnen.
Dies zeigt, dal eine endonukleolytische Aktivitdt und eine Wiederaufnahme der RNA-
Synthese vorliegt. Wére dies nicht der Fall, wire keine Zunahme der Transkriptmenge
nachweisbar. Die Reaktivierung der Elongation erfolgte im Wildtyp aber deutlich schnel-
ler als in der Mutante. Im Vergleich zum Wildtyp war hier in den ersten Minuten nach

Zugabe von Cordycepin sogar eine reduzierte Transkriptmenge zu messen. Auch wenn die
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Aktivitiat der TAC-RNAP aus et1-R-Pflanzen im weiteren Verlauf nach ca. 25 Min. wieder
zunimmt, wird im Zeitraum von 40 Min. das Niveau vom Wildtyp nicht erreicht. Es war
nun noch von Interesse zu klaren, inwieweit der Einbau des modifizierten Nukleotids und

die Wiederaufnahme der Transkription von der Temperatur abhéngig ist. Die Endonuklea-

A WT etl-R

Min. 10 15 25 30 40 10 15 25 30 40
30°C

Kontrolle | 26,749,1 49,043,6 86,7+11,4 97,3+18,0  133,0+7,0 | 24,0+1,4 30,0+2,8 38,5421 44,5421 54,0442
+3'dATP | 27,3484 42,7425  50,542,1  55,044,2  68,0+9,9 | 24,041,4 16,5421 16,5+£2,0 18,5+3,5 26,6414
15°C
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Abb. 26 : Transkriptionsaktivitit von TAC II-Extrakten aus Mais. Die Transkriptionsakti-
vitdt von TAC II aus Wildtyp und et1-R-Linie wurde zu verschiedenen Zeitpunkten und bei
einer Temperatur von 30°C und 15 °C gemessen. Neben einer Kontrollreihe mit einer Nu-
kleotidkonzentration von 2 uM wurde den Ansétzen nach 10 Min. das modifizierte Nukleotid
Cordycepin (3’dATP) in einer Endkonzentration von 50 uM zugesetzt. Bei der graphischen
Darstellung der absoluten Werte (A) wurde die Trankriptionsaktivitit der Kontrolle nach
40 Min. auf den Wert 100 festgesetzt (B,C) und die iibrigen Mefiwerte relativ darauf bezo-
gen. Die Standardabweichung wurde anhand von vier unabhéngigen Experimenten berechnet.
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seaktivitdt in Bakterien durch den Faktor GreA scheint einer Temperatursensitivitiat zu
unterliegen (SPARKOWSKI und DAs, 1990). Die geringe absolute Transkriptionsaktivitat
bei 15 °C im Vergleich zu 30°C ist darauf zuriickzufiihren, dafl bei sinkenden Temperaturen
die Aktivitdt von Enzymen im allgemeinen abnimmt. Die relative Transkriptakkumulation
der Kontrollexperimente bei 15°C zeigte aber einen dhnlichen Verlauf wie bei 30°C (Abb.
26B). Nach Zugabe von Cordycepin war fiir die TAC-RNAP aus etl-R-Pflanzen kein so
starker Abfall der Transkriptionsaktivitiat zu verzeichnen, wie dies bei 30°C der Fall ist, und
die relativen Transkriptmengen der TAC-Extrakte steigen sowohl beim Wildtyp als auch
bei der ET1-defizienten Linie steigen linear an. Moglicherweise besitzen die RNA-Synthese

und die Endonukleaseaktivitét eine unterschiedliche Temperatursensitivitét.

3.3.8 Bestimmung der Linge von ’cleavage’-Produkten durch die Endonuklea-

seaktivitit von RNA-Polymerasen

Die Untersuchungen zur zeitabhéngigen Transkription in An- und Abwesenheit von Cordy-
cepin zeigten, dafl die TAC-RNAP eine endonukleolytische Aktivitdt besitzt. Da verschie-
dene RNAPs wie die RNAP II oder die RNAP von E. coli auch unterschiedlich lange
RNA-Fragmente durch die ’cleavage’-Reaktion erzeugen, wurde auch die Lénge der ent-
stehenden ’cleavage’-Produkte der TAC-RNAP bestimmt. Von der Untersuchung dieser
RNA-Fragmente, die von der TAC-RNAP abgespalten werden, wurden auch Hinweise auf
den Interaktionspartner von ET1 - PEP oder NEP - erwartet. Die Bestimmung der Linge
von ’‘cleavage’-Produkten erfolgte in hochprozentigen Polyacrylamidgelen mit Harnstoff,
wobei radioaktiv markierte RNA-Oligonukleotide als Groflenstandards verwendet wurden
(2.12.3). Es wurden sowohl die Lénge der Hydrolyseprodukte der TAC-RNAP als auch
einer 16slichen plastiddren RNAP-Fraktion aus Mais (2.9) bestimmt (Abb. 27). In allen
TAC-Extrakten konnten ’cleavage’-Produkte nachgewiesen werden, die eine Lange von 8-
13 Nukleotiden aufwiesen. Dies trifft fiir den Wildtyp und die et1-R-Linie gleichermaflen
zu. Die Menge der ’cleavage’-Produkte scheint im Wildtyp hoher zu sein. Obwohl weni-
ger Protein eingesetzt wurde, liegen hier mehr RNA-Abspaltungsprodukte vor als in der
Mutante. Durch Zugabe von Cordycepin, welches die Transkription stoppt, konnte die
endonukleolytische Aktivitidt der TAC-RNAP in beiden TAC-Préaparationen erhéht wer-

den, wie aus den stédrkeren Signalen in den entsprechenden Spuren abzuleiten ist. In einer
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Abb. 27 : Bestimmung der Linge von Hydrolyseprodukten, die von der TAC-RNAP
abgespalten werden. TAC-Extrakte aus Wildtyp Mais (WT) und der etl-R-Linie wurden
mit (+) und ohne (-) Zugabe von Cordycepin in einem Standard-Transkriptionsansatz (2.21)
fiir 30 Minuten bei 30°C inkubiert. Eine 16sliche plastidire RNAP-Fraktion wurde unter
den gleichen Bedingungen unter Zugabe exogener Plastiden-DNA analysiert. Die erhaltenen

in vitro-Transkripte wurden mittels Phenol/Chloroformextraktion (2.15.2) isoliert und in

einem 28%igen Polyacrylamidgel mit 8 M Harnstoff aufgetrennt (2.12.3).

loslichen RNAP-Fraktion aus Maischloroplasten wurden keine RNA-Abspaltungsprodukte

detektiert.

3.3.9 Entwicklungsabhingige Expression von zr-Genen

Die et1-R-Linie von Mais zeigt einen auffilligen Phéanotyp. Neben der unvollsténdigen Aus-

bildung des Endosperms weist sie auch eine verzogerte Plastidenentwicklung auf und eine

verspétete Ergriinung der Sdmlinge auf. Eine entscheidende Frage in diesem Zusammen-

hang ist, ob die Expression des et!-Gens direkt damit in Zusammenhang zu bringen ist.

Von Grésern ist bekannt, dafl deren Blétter einen Entwicklungsgradienten von Zellen und

deren Chloroplasten aufweisen (FALK, 1994; LEECH et al., 1973; OLDENBURG und BEN-
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DICH, 2004). So findet man alle Abstufungen von meristematischem Gewebe im Bereich
der Blattbasis bis hin zu vollig ausdifferenziertem, photosynthetisch voll aktivem Gewebe
an der Blattspitze innerhalb eines Blattes. Zur Untersuchung der entwicklungsabhéngigen
Expression einzelner Gene wurde, wie fiir ein Primérblatt der Gerste exemplarisch in Abb.
28A dargestellt, Gesamt-RNA aus einzelnen Segmenten von 1 cm Lénge des ersten Folge-
blattes von Mais von der Blattbasis bis zu griinem Gewebe isoliert (2.11). Die RNA wurde
gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nylonmembranen immobilisiert (2.13). Anschlies-
send erfolgte eine Hybridisierung mit spezifischen Sonden fiir das Transkript von et! und
das von rbeS als Marker fiir eine entwicklungsabhéngige Genexpression. Wahrend fiir das
rbeS-Transkript, welches fiir die kleine Untereinheit der RuBisCO kodiert, erwartungs-
geméf eine Erhohung der Genexpression in griinem Gewebe erkennbar war, konnte kein

Transkript von et! detektiert werden (nicht gezeigt).

Da die Untersuchung der entwicklungsabhéngigen Expression des et/-Gens in Mais nicht
erfolgreich war, wurde fiir diesen Ansatz auf die Modellpflanze Gerste zuriickgegriffen. Man
kann in 7-10 Tage alten Primérblattern der Gerste einen klaren Entwicklungsgradienten,
sowohl was die Zelltypen als auch die Chloroplastendifferenzierung betrifft, erkennen und
die entwicklungsabhéngigen Expression von Genen untersuchen (FALK et al., 1993). In den
zugénglichen Datenbanken der Gerste konnte bislang nur eine Kopie eines et-homologen
Gens gefunden werden, welches als Hvzr! bezeichnet wird.

Es wurde Gesamt-RNA aus verschiedenen Blattsegmenten des Primérblattes isoliert (Abb.
28A), gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit einer spe-
zifischen Sonde fiir das Hvzrl-Transkript hybridisiert. Weiterhin wurde Gesamt-RNA aus
der ribosomen-defizienten Gerste "Albostrians’ isoliert, aus deren Kornern sich zu jeweils
10 % weile und griine, sowie zu 80 % intermediére (griin-weifl-gestreifte) Pflanzen ent-
wickeln (HESS et al., 1993; HUBSCHMANN und BORNER, 1998). Zusitzlich wurde damit
noch die Expression in etiolierten Priméarblattern und Wurzeln der Gerste verglichen. Das
Autoradiogramm der Hybridisierung des 'Northern-Blots’ mit der fiir Hvzrl spezifischen
Sonde zeigt deutlich eine entwicklungsabhéngige Expression des Gens (Abb. 28). Wéhrend
der Transkriptgehalt von Hvzrl in jungem Gewebe sehr hoch ist, nimmt die Signalstérke

mit zunehmendem Alter stark ab. Die ’Albostrians’-Mutante wies in weiflen Pflanzen das
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Abb. 28 : Untersuchung der entwicklungsabhingigen Expression von Hvzr! und Hwvzr2. Es
wurde Gesamt-RNA aus verschiedenen Segmenten von Primérbléttern der Gerste (Hordeum
vulgare var. Steffi) prépariert; von meristematischem (M) iiber sich differenzierendes und
ergriinendes Gewebe (1-4) bis hin zu voll ausdifferenziertem Gewebe (G). Des weiteren
wurde Gesamt-RNA aus der ribosomendefizienten ’Albostrians’-Linie der Gerste (w:weife,
i:intermedidre, g:griine Pflanzen), etiolierten Bldttern (et.) und Wurzeln (Wu) aufgetragen.
Die RNA wurde in einem Agarose-Gel mit Formaldehyd elektrophoretisch aufgetrennt, auf
eine Nylonmembran transferiert und jeweils mit den radioaktiv markierten Sonden von
Huvzrl und Hvzr2 hybridisiert. Als Beladungskontrolle ist die mit Methylenblau angeférbte
25SrRNA abgebildet.

stiarkste Signal auf. Aus diesem Ergebnis kann gefolgert werden, je undifferenzierter die
Plastiden sind, desto starker ist die Expression von Hvzrl.

Auch in etiolierten Bléttern sowie in Wurzeln scheint Hurzl in einem geringen Mafle tran-
skribiert zu werden. In Mais wird et! ebenfalls in verschiedenen Geweben, wie Stengel,
Wurzel, Korn und etiolierten Pflanzen schwach transkribiert (DA COSTA E SILVA et al.,

2004).
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Neben der Expression von Hvzrl wurde auch die des verwandten Gens Hvzr2 untersucht.
Dieses Gen stellt einen Vertreter der zu den zr!-Genen verwandten Gruppe von Genen dar,
die als 2zr2-Gene bezeichnet werden (s. Anhang). Die Analyse der Aminosduresequenzen
von zr2-Genen lassen auf eine Lokalisation in Chloroplasten oder Mitochondrien schlieflen.
Mit GFP fusionierte Kopien des zr2-Genproduktes von A. thaliana-Genproduktes (Atzr2)
deuten allerdings auf eine Plastidenlokalisation hin (AG WIENAND, Hamburg, unveroffent-
licht). Daher wurde die Expression von Huvzr2 ebenfalls zu untersucht.

Interessanterweise wird Hvzr2 genau gegenlaufig zu Hvzrl exprimiert (Abb. 28). Die stérk-
ste Expression findet sich in vollig ausdifferenziertem Gewebe, wobei die Transkriptmenge
im Vergleich zu Hvzrl insgesamt geringer zu sein scheint. Moglicherweise wird die Funk-
tion des Genproduktes von Huvzrl in einem spéteren Entwicklungsstadium der Pflanze von
dem von Huvzr2 iibernommen. Es ist auch denkbar, dafl die beiden Proteine mit verschie-
denen RNAPs zusammenarbeiten, legt man eine entwicklungsabhéngige Aufgabenteilung
plastiddrer RNAPs zugrunde (MALIGA, 1998). So konnten ZR1-Proteine in einer frithen
Entwicklungsphase mit der NEP, ZR2-Proteine in ausdifferenzierten Plastiden mit der PEP
interagieren. Uber die in vivo tatsichlich vorliegende Proteinmenge, die von Genen der zr-

Familie kodiert wird, kann aufgrund dieser Daten noch keine Aussage gemacht werden.
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3.4 Aufreinigung von l6slichen RNAP-Extrakten aus Maischlo-

roplasten

Losliche transkriptionsaktive Extrakte aus Plastiden (SRNAP) wurden wie bei LIERE und
MALIGA (1999) beschrieben prépariert. Chloroplasten wurden iiber einen Percollgradienten
isoliert (2.7.2), anschlieflend lysiert und die 16slichen Proteine durch eine Ammoniumsul-

fatfdllung und Dialyse gewonnen (2.9).

3.4.1 Proteinzusammensetzung von sRNAP-Extrakten und Immundetektion

von Proteinen

Die loslichen transkriptionsaktiven Extrakte aus Maischlorplasten enthalten eine grofle
Anzahl von Proteinen (Abb. 29), von denen nur ein geringer Teil tatséchlich mit der pla-
stiddren Transkription in Verbindung stehen diirfte. In fritheren Préparationen konnten so-
wohl Untereinheiten der PEP als auch NEPs in 16slichen RNAP-Fraktionen nachgewiesen
werden. Daher wurden die hier isolierten Extrakte immunologisch mit Antikérpern gegen
die a-Untereinheit der PEP und einer NEP vom Phagentyp untersucht. Ebenso war es
von Interesse, ob der in TAC-Extrakten gefundene Elongationsfaktor ETCHED1 in diesen
Préparationen vorhanden ist. Der Antikorper gegen die a-Untereinheit der PEP erkannte
wie in TAC-Extrakten das 39 kD grofle Protein neben einigen offenbar unspezifisch markier-
ten Proteinen (Abb. 30A). Das ET1-Protein ist dagegen nur im TAC-Extrakt nachweisbar
(B). Selbst bei einer 20fach hoheren Proteinmenge kann in der sSRNAP-Fraktion kein Signal
erhalten werden. Da auch keine ’'cleavage’-Produkte in dieser Fraktion detektiert werden
(3.3.8), ist ET1 hier wahrscheinlich nicht enthalten. Eine Analyse der sSRNAP-Extrakte
mit verschiedenen Antikérpern gegen eine NEP vom Phagentyp (2.20.1) ergab keine ein-
deutigen Ergebnisse (nicht gezeigt).

3.4.2 Einflu3 des DN A-"Templates’ auf die Transkriptionsaktivitit

Zur Bestimmung der Transkriptionsrate 16slicher RNAP-Extrakte wurde grundsétzlich so
verfahren wie mit TAC-Extrakten (2.21). Allerdings muflte im Transkriptionsansatz zusétz-
lich exogene DNA angeboten werden. Im sRNAP-Extrakt sind noch sehr geringe Spuren
von DNA vorhanden (nicht gezeigt), von denen jedoch nur eine geringe Transkriptionsak-

tivitdt auszugehen scheint (Abb. 31). In fritheren Untersuchungen wurde zur Messung der
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Abb. 29 : Proteinzusammensetzung von loslichen, transkriptionsaktiven Extrakten aus
Maischloroplasten. 20 ug Protein wurden in einem 12%igen SDS-Polyacrylamidgel gelelek-
trophoretisch aufgetrennt und anschliefend mit Coomassie-Brillantblau angeférbt (2.18.1).

Aktivitit meist Kalbsthymus-DNA eingesetzt. Auf diese Weise kann festgestellt werden, ob
ein SRNAP-Extrakt transkriptionsaktiv ist. Um Aussagen iiber die Genspezifitét treffen zu
konnen, wurde in dieser Arbeit plastidire DNA als "Template’ verwendet. Da es sich bei der
isolierten Fraktion um eine losliche RNAP-Fraktion aus Chloroplasten aus Mais handelte,
wurde die Transkriptionsrate unter Zugabe angereicherter ptDNA aus Mais bestimmt. Der
Vergleich der Aktivitdt der SRNAP nach Zugabe unterschiedlicher DNA-"Templates’ war
iiberraschend. Die Transkriptionsrate lag bei angebotener Plastiden-DNA ca. 3-4x iiber
der Rate, die mit Kalbsthymus-DNA gemessen wurde. Durch dieses Ergebnis war die Vor-
aussetzung gegeben, die Genspezifitdt der RNAPs in diesem Extrakt zu untersuchen Die
Spezifitat fiir bestimmte Gene und deren Promotoren kann natiirlich auch Hinweise auf die
aktiven RNAPs in dieser Fraktion geben. Es ist noch anzumerken, dafl die Synthese von
RNA in dieser SRNAP-Fraktion im Gegensatz zu TAC-Extrakten auf einer Neuinitiation

von Transkripten beruht.
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Abb. 30 : Immundetektion der a-Untereinheit der PEP (RPO A) und des ET1-Proteins in
sRNAP-Extrakten aus Mais. 2 pug TAC II-Proteine aus Mais, sowie verschiedene Protein-
mengen der SRNAP wurden in einem 16%igen "High-Tris’ Polyacrylamidgel ihrer Gréfie nach
aufgetrennt und anschliefend auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membran
wurde bei ca. 30 kD geteilt. Im hohermolekularen Bereich wurde die a-Untereinheit der
PEP, im niedermolekularen Bereich ET1 immundetektiert.

3.4.3 Genspezifitit von sRNAP-Extrakten

Zur Untersuchung der Zusammensetzung der Transkripte, die von der sRNAP-Fraktion
iiber Initiation an ptDNA synthetisiert werden, wurden die Transkripte wéihrend der Syn-
these radioaktiv markiert und mit DNA-"Dot-Blot’-Membranen hybridisiert, auf denen 22
plastiddre DNA-Fragmente immobilisiert worden waren (2.4). Das Autoradiogramm der
Hybridisierung von Transkripte der sRNAP-Fraktion mit plastiddren DNA-Fragmenten
zeigte ein vollkommen anderes Bild als dies von 'run-on’-Experimenten mit Chloroplasten
(KRAUSE et al., 2000; KRUPINSKA und FALK, 1994) oder in vitro-Transkriptionsanalysen
von TAC-Extrakten (3.3.6, FALK et al. (1993); KRAUSE (1999)) bekannt ist (Abb. 32).
Es konnte abgeleitet werden, dal in der préparierten Fraktion noch eine geringe TAC-

RNAP Aktivitdt vorhanden ist. Dies konnte bereits durch die Messung von Transkrip-
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Abb. 31 : Bestimmung der Transkriptionsaktivitdt von sRNAP-Extrakten. Es wurde die
Transkriptionsrate von jeweils 2 ul eines SRNAP-Extraktes aus Maischloroplasten nach 2.21
ohne DNA und unter Verwendung verschiedener exogener DNA (Kalbsthymus-DNA bzw.
ptDNA) gemessen. Zusitzlich erfolgte eine Messung nach einer 30miniitigen Behandlung
mit DNase (10 u, 30°C).

tionsaktivitdt ohne Zugabe exogener DNA vermutet werden und findet ihre Bestétigung
in der Kontrollhybridisierung der erhaltenen Transkripte ohne Zugabe von DNA (sRNAP
-DNA). Das Transkriptionsmuster &dhnelt stark dem der TAC-RNAP (Abb. 25) und 148t
den Schluf} zu, daf§ diese Aktivitdt von TAC-Komplexen stammt. Weiterhin muf festgestellt
werden, dafl die Membranen, auf der Transkripte ohne die Zugabe von ptDNA hybridisiert
wurden, erheblich ldnger exponiert werden mufiten, um deutliche Signale fiir alle Gen-
fragmente zu erhalten. Diese von der TAC-RNAP stammenden Signale sind zusétzlich zu
den durch Neuinitiation der sSRNAP entstandenen Transkripte auch in dem Experiment
mit ptDNA vorhanden. Beriicksichtigt man die unterschiedlichen Expositionszeiten der
Autoradiogramme, kann man fiir die ribosomalen Gene (rDNA), Gene fiir Transfer-RNAs
(trn), sowie fiir psbA und rbcL keine durch Neuinitiation synthetisierten Transkripte anneh-
men. Fiir die iibrigen Gene ist eine zusétzliche Transkription durch die SRNAP-Aktvitét
feststellbar, die je nach Signalintensitét tabellarisch angegeben ist (Abb. 32, sSRNAP/TAC-
RNAP). Beim Vergleich der beiden DNA-’Dot-Blot’-Membranen ist der herausragendste

Unterschied bei den erhaltenen Signalen fiir die rpo-Gene erkennbar, die fiir die Unter-
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SRNAP SRNAP  sRNAP/

-DNA +ptDNA TAC-RNAP

(TAC)
ndhH +
rooB e ++
rmpoC2* LR ++
rmpoC1* [ ++
rpoB* oo +++
IpoA* ® ++
1pl,rps . ® +
ORF23+63 ® ® » o» 0
4.5S+5SITDNA & » .. 0
23SrDNA * 0
16SrDNA . 0
trnE,Y.D L B 0
trnE 0
psaB ® e ++
psbF . +
pshE . +
psbD - ® +
psbC * +
pSbA L > 0
petA e +
atpA » - +
rbcL 0
pBluescript 0

Verdinnung 64x 16x 4x 1x 64x 16x 4x 1x

Abb. 32 : Autoradiogramme der Hybridisierung von in wvitro Transkripten von sRNAP-
Extrakten aus Mais. Zwei identische DNA-’Dot-blot’-Membranen, auf denen plastidire
Genfragmente aus Gerste oder Mais (*) in verschiedenen Konzentrationen (1x bis 64x)
immobilisiert worden sind, wurde mit radioaktiv markierter RNA hybridisiert, die aus
zehnfachen Transkriptionsansétzen (2.21) mit und ohne Zugabe von ptDNA isoliert wurden.
Es wurde jeweils die gesamte RNA fiir die Hybridisierung verwendet. Die Expositionszeit
auf einem Rontgenfilm betrug fiir die ptDNA-haltige Probe 5 Tage, die Probe ohne externe
DNA wurde fiir die Detektion von Signalen 3 Wochen exponiert. Auf der rechten Seite ist
die relative Veranderung der Expression der einzelnen DNA-Fragmente durch die Zugabe

von ptDNA angegeben.

einheiten der PEP kodieren. Das rpoB/C1/C2-Operon, das einen NEP-Promotor besitzt,
wird durch die RNAP in dieser Fraktion am stérksten transkribiert. Die Erhchung der
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Transkriptmenge bei den Genen ndhH, rpoA, rpl/rps, petA und atpA ist aufgrund ihrer
Promotoren vermutlich ebenfalls einer NEP-Aktivitét zuzuschreiben. Des weiteren finden
sich auch vermehrt Transkripte von Genen, die fiir Proteine des Photosyntheseapparates
kodieren und die meist {iber einen PEP-Promotor verfiigen. Hier ist vor allem die erhohte
Transkription von psaB hervorzuheben. Eine Steigerung der Transkription der Gene, die

fiir Proteine des Photosystem II kodieren (psb-Gene) ist nur gering vorhanden.

3.4.4 Einflul von Hemmstoffen auf die Transkriptionsaktivitit

Zur weiteren Differenzierung und Charakterisierung der Transkriptionsaktivitdt der
sRNAP wurde diese unter Zugabe verschiedener Transkriptionshemmstoffe untersucht. Da-
bei kamen Hemmstoffe gegen die eubakterielle Transkription (Rifampicin), gegen die eu-
karyotische Aktivitdt der RNAP II (a-Amanitin) und der unspezifische RNAP-Hemmstoff
Actinomycin D zum Einsatz. Des weiteren wurde Tagetitoxin, ein Hemmstoff der nukleéren
RNAP III, der E. coli-RNAP und der verwandten PEP verwendet. Heparin fungiert als
Kompetitor fiir die DNA-Bindung und wurde ebenfalls fiir Transkriptionsstudien einge-
setzt. Wie zuvor gezeigt, war eine geringe Transkriptionsaktivitéat auch ohne Zugabe exo-
gener DNA zu messen, die auf einer Restaktivitdt der TAC-RNAP basiert (Abb. 33).
Methanol, das als Losungsmittel fiir Rifampicin eingesetzt wurde, hatte keinen Einfluf3
auf die Transkriptionsaktivitdt. Rifampicin selbst hatte erst bei hohen Konzentrationen
von 100 pg/ml einen Effekt auf die Transkriptionsaktivitit, was in Einklang mit den von
L1ERE und MALIGA (1999) veroffentlichten Daten steht. Heparin hat eine hohe Affinitét
zu DNA, kompetitiert mit RNAPs um dessen Bindung und verhindert eine Transkripti-
nitiation. Actinomycin greift bereits bei der Initiation der RNA-Synthese ein und hemmt
unspezifisch RNAPs. Die Transkription der sSRNAP wird ebenfalls deutlich reduziert. Der
Einsatz von a-Amanitin hatte auch bei hohen Konzentrationen nur einen geringen Effekt
auf die Transkriptionsaktivitdt der sSRNAP und daher kann man ausschliefen, daf§ Verun-
reinigungen durch die im eukaryotischen Zellkern vorliegende RNAP II vorhanden sind.
Tagetitoxin hemmt iiberraschend die Aktivitdt der SRNAP. Wahrend LIERE und MALIGA
(1999) keine Hemmung der sRNAP-Aktivitit oder einer T7-Phagen-Polymerase feststellen
konnten, ist hier sowohl in der SRNAP als auf fiir eine T7-RNAP ein Effekt mefibar (3.2.2).
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Abb. 83 : Transkriptionsaktivitdt der SRNAP unter Verwendung verschiedener Transkripti-
onshemmstoffe. Die spezifische Aktivitit wurde nach einer 30miniitigen Inkubation bei 30°C
bestimmt. Die Konzentration der einzelnen Hemmstoffe ist jeweils in Klammern angegeben
(in pg/ml, Tagetitoxin: pM). Bei allen Reaktionen wurde ptDNA verwendet.

3.4.5 Einflu3 von Hemmstoffen auf die Genspezifitit der sSRNAP

Verschiedene Hemmstoffe haben einen unterschiedlichen Effekt auf die Aktivitdt der
sRNAP. Ob dabei selektiv die Transkription einzelner Gene betroffen ist oder eine Reduk-
tion der Transkriptionsrate auf einen generellen unspezifischen Riickgang der RN A-Synthese
zuriickzufiihren ist, wurde mit Hilfe der Hybridisierung mit DNA-"Dot-Blot’-Membranen
untersucht. Dabei wurde die Transkription wie in 3.4.3 durchgefiihrt, mit dem Unterschied,
daf den Transkriptionsansitzen die Hemmstoffe Rifampicin (100 ug/ml) oder Tagetitoxin
(50 uM) beigemischt wurden. Das Transkriptionsmuster in Gegenwart von Rifampicin war,
abgesehen von einer leichten generellen Abschwéchung der Signale bei allen Genen, iden-
tisch zu dem erhaltenen Muster ohne den Hemmstoff (Abb. 32). Der Einsatz von Tagetito-
xin fithrte zum kompletten Verlust der Transkriptionsaktivitit, dementsprechend wurden

hier keine Signale erhalten (nicht gezeigt).
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3.4.6 Photaffinitdtsmarkierung von Proteinen

Die Photoaffinitdtsmarkierung ist eine Methode zur Identifizierung von Proteinen, die
wihrend der Transkription in Kontakt mit der synthetisierten RNA stehen (2.22). Fiir
TAC-Extrakte wurde eine solche Markierung bereits durchgefiihrt (KRAUSE, 1999; MULLER,
2000) und es konnten einige Proteine iiber eine sUTP-vermittelte Bindung an radioaktiv
markierte RNA identifiziert werden. Uber eine anschlieende Immunprézipitation konnte
gezeigt werden, dafl die a-Untereinheit der PEP in einem solchen Experiment markiert
wurde (KRAUSE, 1999). Es ist anzunehmen, dafl unter anderem RNAPs mit dieser Metho-
de detektiert werden kénnen. Daher wurde dieses Experiment auch mit sRNAP-Extrakten

durchgefiihrt. Das Muster der Markierungsprodukte der sRNAP-Extrakte unterscheidet

sRNAP
MW [kD]

180 —

130 —
100 —
73 —
54 —

A

48 —

Ad

35 —

16 —

Abb. 34 : Autoradiogramm einer Photoaffinitdtsmarkierung von sRNAP-Proteinen. 50 ug
Protein von sRNAP-Extrakten aus Maischloroplasten wurden in einem entsprechenden
Reaktionsansatz (2.22.2) fiir 30 Min. bei 30°C unter Zugabe von 3,5 ug ptDNA inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine Auftrennung in einem 12%igem SDS-Polyacrylamidgel, ein
Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (2.19.2) und eine Exposition auf
Rontgenfilm. Markierte Proteine sind durch Pfeile gekennzeichnet.

sich nur wenig von dem der TAC-Extrakte bei (KRAUSE, 1999). Wihrend in der SRNAP
vielfach grofie Proteine mit Molekulargewichten zwischen 40 und 150 kD markiert werden,

konnten im TAC-Extrakt zusatzlich kleinere Proteine von unter 20 kD detektiert werden.
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Eine Aussage iiber einzelne Proteine kann nicht getroffen werden. Aufgrund des Moleku-
largewichtes konnte es sich bei dem markierten Protein von 110 kD um eine NEP han-
deln. Geht davon aus, dafl unter anderem die Untereinheiten von aktiven RNAPs markiert
werden, scheinen in SRNAP-Extrakten dhnliche RNAPs wie bei der TAC-RNAP fiir den
Grofiteil der Transkription verantwortlich zu sein. Dabei ist aber zu bedenken, dafl auch

Untereinheiten der TAC-RNAP in der untersuchten sRNAP-Fraktion markiert werden.
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4 Diskussion

4.1 Zusammensetzung und Charakterisierung von ’Transkripti-
onsaktiven Chromosomen’ aus Mais-, Gerste- und Spinat-

chloroplasten

Es konnten TAC-RNAP-Komplexe aus Chloroplasten von Mais, Gerste und Spinat aufge-
reinigt werden. Ausgehend von dem von KRAUSE (1999) erarbeiteten Protokoll zur Isolie-
rung hochangereicherter TAC-Extrakte aus Spinatblattern konnte diese Methode auch auf
die beiden anderen Pflanzenarten iibertragen werden. Fiir TAC-Extrakte aus Spinat war
die Aufreinigung allerdings im Hinblick auf die relative Transkriptionsrate am effektivsten
(Tab. 3). In der Proteinzusammensetzung unterscheiden sich die TAC-Extrakte dagegen
kaum (Abb. 5).

Zur Verbesserung der Analyse von TAC-Extrakten wurde eine neue Methode der Pro-
teinfillung etabliert. Vor einer gelelektrophoretischen Auftrennung von TAC-Proteinen
miissen diese von der plastiddren DNA befreit werden. Eine DNase-Behandlung reicht
hier nicht aus, da der Proteinkomplex auch nach einer solchen Behandlung stabil bleibt
und moglicherweise von der im Inneren befindlichen, fiir Nukleasen unzuginglichen DNA,
zusammengehalten wird. Bei der bislang durchgefiihrten Phenolextraktion kam es zu ei-
nem erheblichen Verlust an Proteinen. Da im Normalfall nicht mehr als 2 ug Protein fiir
Analysen eingesetzt werden, kann dieser Verlust ein erhebliches Problem darstellen und
dazu fithren, daf} einzelne Proteine mit den verwendeten Nachweismethoden nicht mehr
detektierbar sind. Mit der von WESSEL und FLUGGE (1984) beschriebenen Methode zur
Entfernung von Lipiden und Detergenzien aus Proteingemischen wird eine weitaus bessere
Proteinausbeute und Abtrennung von Nukleinséuren erzielt (Abb. 6). Diese Chloroform/
Methanol-Extraktion verringert nicht nur den Verlust von Proteinen, der bei jeglicher Art
von Féllung zu verzeichnen ist, sondern stellt auch eine zeitsparende Alternative zur Phe-
nolextraktion dar. Der Arbeitsaufwand von maximal 20 Minuten reduziert die Vorberei-
tungszeit fiir die Gelelektrophorese von TAC-Proteinen auf etwa ein Fiinftel. Daher wurde
fiir fast alle Experimente, die eine Abtrennung der ptDNA vom TAC erforderte, diese Me-
thode gewahlt.

Im Zuge der Aufreinigung wurde eine Gelfiltration durchgefithrt (Abb. 3). Diese fiihrte
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bei KRAUSE (1999) zur Auftrennung zweier Transkriptionsaktivitdten im Séuleneluat, der
TAC-Fraktion und einer nicht an die ptDNA gebundenen Transkriptionsaktivitit. Diese
zweite, 16sliche transkriptionsaktive Fraktion konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht iso-
liert werden. Wenn man davon ausgeht, dafl diese 16sliche Fraktion durch die Freisetzung
von Proteinen aus dem TAC entstanden ist (IGLOI und KOSSEL, 1992), kam es mogli-
cherweise bei (KRAUSE, 1999) unter den angegebenen Isolierungsbedingungen zu einer
Dissoziation der RNAPs von der ptDNA. Immunologische Untersuchungen zeigten, daf3
die a-Untereinheit der PEP bei der hier verwendeten Methode auerhalb des TAC-Eluates
nicht von der Saule eluierte (MULLER, 2000). Losliche RNAP-Fraktionen, die Untereinhei-
ten der PEP enthalten, wurden meist iiber eine Gelfiltration nach Ammoniumsulfatfallung
der 16slichen Chloroplastenproteine (HU et al., 1991; LERBS et al., 1985; PFANNSCHMIDT
et al., 2000; TILLER und LINK, 1993) und nicht nach Anreicherung von Membranfraktionen
isoliert. Es ist wenig wahrscheinlich, dafl die Transkriptionsaktivitat einer iiber Membran-
anreicherung gewonnenen loslichen RNAP-Fraktion von der PEP stammt, da die fiir die
Transkriptinitiation notwendigen SLFs ebenfalls in dieser Fraktion vorliegen miissen. Selbst
in einer iiber Affinitdtschromatographie spezifisch angereicherten PEP-Fraktion aus Tabak-
chloroplasten fehlten diese SLF's (SUZUKI et al., 2004). Dabei wurde die a-Untereinheit der
PEP mit einem C-terminalen Histidin-"Tag’ versehen, und iiber Heparin- und Nickel-NTA-
Saulen konnte ein aus ca. 30 Proteinen bestehender Komplex von etwa 900 kD isoliert
werden. In diesem konnten iiber massenspektrometrische Analysen unter anderem alle Un-
tereinheiten der PEP identifiziert werden. Weil jedoch die fiir die Promotorerkennung und
Transkriptinitiation notwendigen SLF's fehlten, wiesen diese Extrakte auch nach Zugabe
von exogener DNA keine Transkriptionsaktivitdt auf. Erst durch den Zusatz von SLF's
wurde eine Transkription induziert. Dazu wurden die beiden SLF-Proteine ZmSig2A und
ZmSig2B (LAHIRI und ALLISON, 2000) aus Mais in E. coli iiberexprimiert und jeweils dem
isolierten PEP-Extrakt zugegeben. Erst dann konnte das mit einem PEP-Promotor verse-
hene plastidiare psbA-Gen in vitro transkribiert werden. Dies zeigt einerseits, dafl die SLFs
in Pflanzen offenbar universell austauschbar sind, andererseits scheint eine Anreicherung
von PEP und SLF's nicht aneinander gekoppelt zu sein. Wenn bei TAC-Préparationen eine
zweite, nicht an die ptDNA gebundene spezifische transkriptionsaktive Fraktion isoliert

wird (KRAUSE, 1999), stammt die Transkriptionsaktivitét wahrscheinlich von nukledr ko-
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dierten RNAPs, die nicht auf spezielle Initiationsfaktoren angewiesen sind.

In TAC-Extrakten sind keine SLF's zu erwarten, denn hierbei handelt es sich um einen Elon-
gationskomplex. Die TAC-RNAP verldngert lediglich in vitro die bereits in vivo initiierten
Transkripte. Die Promotorerkennung und Transkriptinitiation sind bereits abgeschlossen

und eine Neuinitiation findet nicht statt.

Welche Funktion haben nun die zahlreichen Proteine im TAC und welche von diesen sind
tatsdchlich auch in vivo Bestandteil des Elongationskomplexes und stellen keine unspezi-
fisch angereicherten Proteine dar? Die zweidimensionale Auftrennung von TAC-Proteinen
aus Spinat (Abb. 11) zeigte, daB sich noch weit mehr Proteine im TAC-Komplex befinden
als bislang angenommen und iiber eindimensionale Gelelektrophorese abzuschétzen war.
Mit der empfindlichen Fluoreszenzmarkierung von Proteinen war es moglich, bisher nicht
nachweisbare Proteine zu detektieren. Es fand sich eine ganze Reihe von Proteinen, die
offenbar nur in duflerst geringer Menge vorliegen und moglicherweise nicht iiber eine Sil-
berfarbung sichtbar gemacht werden konnten. Die Anzahl der Proteine im TAC kann nun
auf etwa 80-100 geschétzt werden, wobei einige davon aufgrund der erhaltenen Sequenzda-
ten (Tab. 4, Abb. 12) nichts mit der eigentlichen Funktion, der Transkriptelongation, zu tun
haben. Es ist weiterhin zu bemerken, daf sich in einigen Féllen, in denen die eindimensio-
nale Auftrennung nur ein Protein vermuten lief}, tatsdchlich mehrere Proteine befinden. Die
in geringer Menge vorliegenden Proteine konnten wichtige Faktoren des TAC darstellen.
Fiir eine Identifizierung von Proteinen aus zweidimensional aufgetrennten TAC-Extrakten
iiber Massenspektrometrie reichte die eingesetzte Proteinmenge aber nicht aus.

Neben den Untereinheiten der PEP konnte das ETCHEDI1-Protein als Bestandteil der
TAC-RNAP identifiziert werden (Abb. 17,24,30). Dessen Funktion wird in einem spéte-
ren Abschnitt eingehend diskutiert (4.2). Daneben konnte das sogenannte TCP34-Protein
immunologisch nachgewiesen werden (Abb. 16). Dessen TPR-Doméne legt eine Funktion
bei der Transkriptregulation nahe. TCP34 wird in die Plastiden importiert und bindet
spezifisch an plastidare DNA (SOKOLENKO, A., unveroffentlicht). TPR-Proteine kénnen
die Stabilitédt der synthetisierten RNA beeinflussen (BOUDREAU et al., 2000). Mbbl, ein
nukledr kodiertes TPR-Protein wird ebenfalls in die Plastiden importiert und fungiert

offenbar als Translationsregulator des psbB/psbT/psbH-Operons in Chlamydomonas rein-
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hardtii (VAISTLJ et al., 2000). Es gibt auch eine grofe Gruppe #hnlicher Proteine mit
PPR- ('pentatricopeptid-repeat’) Doménen, von denen angenommen wird, daf sie in die
Transkription involviert sind (SMALL und PEETERS, 2000). Sie spielen eine essentielle
Rolle bei der Organellenbiogenese, der Ribosomenakkumulation und der posttranskriptio-
nellen Genregulation in Plastiden (LURIN et al., 2004; NAKAMURA et al., 2004; WILLIAMS
und BARKIN, 2003; YAMAZAKI et al., 2004). SUZUKI et al. (2004) konnten in der bereits
erwahnten PEP-Préaparation iiber Massenspektrometrie ein PPR-Protein von ca. 76 kD
identifizieren. In TAC-Praparationen aus Senf wurde ebenfalls ein solches Protein nachge-
wiesen (PFALZ, 2004). Eine zweite Doméne von TCP34, ein ’helix-loop-helix’ Motiv, ist
ein charakteristischer Bestandteil DNA-bindender Transkriptionsfaktoren (KOHN et al.,
1997) und ist auch in anderen plastiddren DNA-Bindeproteinen wie dem PEND-Proteinen
vorhanden (NAKANO et al., 1997; SATO et al., 1998). Welche Rolle TCP34 in Plastiden
und speziell im TAC spielt, ist noch nicht bekannt. TCP34 kann in Plastiden zudem in drei
Formen vorliegen (SOKOLENKO, A., pers. Mitteilung), die sich aufgrund ihres Phospho-
rylierungszustandes und ihrer Lokalisation in Plastiden unterscheiden. In TAC-Extrakten

liegt vermutlich eine thylakoidmembranassoziierte Form vor, die phosphorylierbar ist.

Im Gegensatz dazu scheint MFP1 nicht unmittelbar in Kontakt mit der TAC-RNAP zu
stehen. Dieses Protein ist in Nukleoidfraktionen aus A. thaliana {iber Immundetektion
nachgewiesen worden (JEON et al., 2003). MFP1 besitzt eine DNA-Bindeaktivitat iiber ei-
ne 'coiled-coil’-Struktur (vergleichbar mit der des bakteriellen Transkriptionsfaktors GreB).
Computergestiitzte Lokalisationsanalysen weisen auf eine Plastidenlokalisation hin. Durch
Fraktionierung von Plastiden konnte eine Assoziation an die Thylakoidmembran nachge-
wiesen werden. Allerdings kann es auch im Zellkern detektiert werden und verfiigt iiber eine
NLS- ('nuclear localization signal’) Doméne. Es ist moglich, da8 MFP1 iiber eine doppelte
zelluldre Adresse verfiigt (MEIER et al., 1996; JEON et al., 2003). In den in dieser Arbeit
aufgereinigten TAC-Extrakten konnte MFP1 jedoch nicht detektiert werden (Abb. 15).

Neben Western-Blot’-Analysen wurde versucht, iiber den Einsatz von Antikorpern in
Transkriptions-’Assays’ eine direkte Beteiligung einzelner Proteine an der RNA-Synthese

zu untersuchen. Keiner der verwendeten Antikorper, die gegen TAC-Proteine spezifisch
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sind, auch nicht ein Antikorper gegen die (-Untereinheit der PEP, beeinflufite die Tran-
skription der TAC-RNAP (Abb. 18). Beim TAC handelt es sich offenbar um einen sehr
kompakten Komplex. Schon das verwendete Aufreinigungsverfahren {iber mehrere Gelfil-
trationen weist auf die hohe Stabilitdt des TAC hin. Antikérper kénnen vermutlich nicht
in das Innere dieses Komplexes gelangen und spezifisch an Proteine binden und sie da-
mit in ihrer Funktion beeinflussen. Lediglich der Antikorper gegen die grofle Untereinheit
der RuBisCO zeigte eine dosisabhéngige Hemmung der Transkription. Da sich dieses Pro-
tein aber nicht im TAC befindet (SuCk, 1996), bindet der Antikérper moglicherweise eine
antigene Doméne eines anderen Proteins. Obwohl es sich um eine unspezifische Bindung

handelt, konnte iiber diesen Antikorper eine Anreicherung von Proteinen des TAC erfolgen.

Befunde anderer Arbeitsgruppen geben Hinweise auf weitere mit der TAC-RNAP assoziier-
te Proteine und deren Funktion. Diese wurden meist bei der Isolierung von Nukleoiden iden-
tifiziert oder durch eine Kolokalisation mit diesen in Zusammenhang mit der plastiddren
Transkription gebracht. Nukleoide sind DNA-reiche Regionen in Plastiden, in denen viele
Kopien der ptDNA kondensiert vorliegen (KUROIWA, 1991). Ein Protein, welches aus der
Sojabohne extrahiert wurde, scheint in diesen Prozess involviert zu sein. DCP68 ("'DNA
compacting protein of 68 kD’, CANNON et al. (1999)) kann DNA in vitro kondensieren
und verhindert die Replikation der ptDNA. Daneben fungiert dieses Protein auch als Sul-
fitreduktase und ist an der Biosynthese schwefelhaltiger Aminosduren beteiligt (CHI-HAM
et al., 2002). Da es sowohl in Zellkulturen der Sojabohne als auch in jungen Erbsenpflanzen
gefunden wurde, ist es offenbar ein genereller Bestandteil von Nukleoiden und damit wahr-
scheinlich auch des TAC. Eine rekombinant hergestellte Sulfitreduktase (SiR) aus Mais
kann ebenfalls DNA kondensieren (SATO et al., 2001). Dieses 70 kD Protein kolokalisiert
ebenfalls mit den Nukleoiden und hemmt deren Transkriptionsaktivitdt (SEKINE et al.,
2002). Interessant hierbei ist, dafl es dabei als Gegenspieler zu Heparin agiert. Heparin
erhoht die Transkriptionsaktivitét in Nukleoiden erheblich, wobei es wahrscheinlich beim
Dekondensieren der DNA eine Rolle spielt. Im TAC wird die Transkription durch entspre-
chende Konzentrationen an Heparin nicht beeinfluft (KRAUSE und KRUPINSKA, 2000).
Die Empfindlichkeit gegeniiber Transkriptionshemmstoffen ist ansonsten aber in Nukleoi-

den und TAC-Extrakten identisch (KRAUSE und KRUPINSKA, 2000; SEKINE et al., 2002).
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Es wird angenommen, dafl die Organisation der Nukleoide iiber histonidhnliche Proteine
reguliert wird. So wurden in Spinat (BRIAT et al., 1984), Erbse (YURINA et al., 1995) und
verschiedenen Algen Proteine gefunden, die eine geringe Ahnlichkeit zu dem mit Histonen
verwandten Protein HU aus FE. coli besitzen. Ein derartiges Protein, welches aus der Rot-
alge Cyanidioschyzon merolae isoliert worden ist, ist in der Lage, DNA zu kondensieren
und kann eine HU-defiziente E. coli-Mutante komplementieren. Allerdings konnte bislang
kein Gen, welches fiir ein zu HU homologes Protein kodiert, im Genom Hoherer Pflanzen
gefunden werden (KOBAYASHI et al., 2002). Nukleoide und auch TAC-Extrakte sind mit
ihren negativ geladenen DNA-Komplexen ohnehin sehr anféllig gegeniiber Kontaminatio-
nen durch basische Proteine anderer Kompartimente. Dies erklért auch die Befunde, dafl in
TAC-Fraktionen aus Gerste (SUCK, 1996), Spinat (KRAUSE, 1999), Senf und A. thaliana

(PraLz, 2004) nukleére Histone gefunden wurden.

Weitere Proteine, die in Nukleoiden gefunden wurden und auch in TAC-Extrakten vor-
handen sein kénnen, sind CND41 (’chloroplast nucleoid DNA binding protein’) oder CDF2
(’chloroplast DNA binding factor 2”). CND41 unterdriickt die Expression plastidéirer Ge-
ne und weist eine Proteaseaktivitdt auf (MURAKAMI et al., 2000), CDF2 scheint bei der
Regulation des rrn-Operons sogar mit mehreren RNAPs zusammenzuarbeiten und die
Genexpression zu beeinflussen (BLIGNY et al., 2000).

Das sogenannte PEND- (’plastid envelope DNA binding’) Protein ist ebenfalls ein mogli-
cher Bestandteil "Transkriptionsaktiver Chromosomen’. Nukleoide und TAC-Komplexe
sind mit der Thylakoidmembran assoziiert oder in ihr verankert. Das PEND-Protein ist
moglicherweise ein solcher Membrananker. Es ist in Proplastiden an der Plastidenmembran
lokalisiert und bindet {iber eine Leucin-Zipper-Doméne spezifisch an ptDNA (SATO et al.,
1998; SATO und OHTA, 2001). Ein mit Annexin verwandtes Protein, welches ebenfalls als
Membrananker fungieren kénnte, wurde in einem transkriptionsaktiven Plastidenextrakt
aus Senf identifiziert (PFANNSCHMIDT et al., 2000). In dieser gegeniiber Rifampicin resi-
stenten Fraktion wurden iitber MALDI-TOF/MS Analyse neben den PEP-Untereinheiten
£ und 3”7 ein RNA-Bindeprotein von 36 kD und eine Superoxid-Dismutase von 26 kD ge-
funden. Auch diese beiden Proteine kénnen im TAC-Komplex vorhanden sein, denn die

neu synthetisierte RNA muf} stabilisiert werden. Die Membranassoziation des TAC und
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die rdumliche N&dhe zu Reaktionen, die photooxidative Schidigungen hervorrufen kénnen,
macht die Anwesenheit eines antioxidativ aktiven Enzyms sinnvoll. Es ist allerdings an-
zumerken, dafl keines der von PFANNSCHMIDT et al. (2000) identifizierten Proteine in der
PEP-Préparation von SUZUKI et al. (2004) nachgewiesen werden konnte, in der neben den
PEP-Untereinheiten acht weitere Proteine iiber MALDI-TOF/MS identifiziert wurden.
Neben dem bereits erwéhnten Protein mit einer PPR-Doméne scheinen hier zwei weitere
Proteine mit der PEP-Aktivitdt in Zusammenhang zu stehen. Ein Protein von 100 kD
besitzt ein SAP Motiv, das in die Chromatinbindung involviert sein kann (ARAVIND und
KoONIN, 2000), ein zweites von 75 kD besitzt eine S1-Doméine, die auf eine Beteiligung bei
der RNA-Prozessierung oder Translation hindeutet (BYCROFT et al., 1997). Die iibrigen
identifizierten Proteine haben keine Funktion, die mit der Transkription in Zusammenhang

gebracht werden konnte.

Eigene Sequenzanalysen im Rahmen dieser Arbeit gaben nur keine eindeutigen Hinwei-
se auf Proteine, von denen man annehmen kann, daf} sie in die Transkriptionsmaschinerie
der Plastiden involviert sind (Abb. 12, Tab. 4). Untereinheiten der ATP-Synthase scheinen
nicht von der TAC-RNAP abtrennbar zu sein. Sie wurden schon in vorangegangenen Arbei-
ten iiber Sequenzanalyse oder Immundetektion in TAC-Extrakten nachgewiesen (KRAUSE,
1999; SUCK, 1996). Ebenso scheint eine Verunreinigung mit Histonen aus dem Zellkern oder
mit weiteren thylakoidmembranassozierten Proteinen wie dem Chlorophyll a/b Bindepro-
tein kaum vermeidbar zu sein. Einzelne ribosomale Untereinheiten sind hingegen durchaus
als transiente Bestandteile am TAC-Komplex denkbar. Es ist moglich, dafl bereits kurz
nach der RNA-Synthese die Bindung an die Ribosomen und der Beginn der Translation
stattfindet.

Dariiber hinaus wurden mehrere Proteine mit Zinkfingerdoménen identifiziert. Diese meist
im Zellkern lokalisierten Proteine kénnen Nukleinsduren binden. Ob die im TAC gefun-
denen Proteine plastidenspezifisch sind oder wie Histone wahrend der TAC-Praparation
mit aufgereinigt wurden, kann bislang nicht abgeschétzt werden. Die {ibrigen erhaltenen
Peptidsequenzen sind Proteinen zuzuordnen, die nicht unmittelbar mit der Transkription

in Zusammenhang stehen (Tab. 4).
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Neben Untersuchungen zur direkten Identifizierung von Proteinen in TAC-Extrakten, wur-
de iiberpriift, ob sich in TAC-Extrakten eine Proteinkinase befindet und ob diese einen
Einflu} auf die Transkriptionsaktivitdt der TAC-RNAP hat. Tatséichlich wurden einige
Proteine nach Zugabe einer exogenen Proteinkinase phosphoryliert, eine endogene Phos-
phorylierungsaktivitit konnte jedoch nicht festgestellt werden (Abb. 10). In keiner der
vier untersuchten TAC-Préparationen wurde im Unterschied zu der TAC-Préaparation von
KRAUSE (1999), bei der Proteine von 15, 29 und 54 kD markiert wurden, Proteine durch
eine endogene Kinaseaktivitéit im TAC phosphoryliert. Auch Untersuchungen an 16slichen
RNAP-Fraktionen zeigten eine Regulation der Genexpression durch Phosphorylierung von
Proteinen (BAGINSKY et al., 1997, 1999; TILLER und LINK, 1993). Die von BAGINSKY et al.
(1997) mit der RNAP-Aktivitat verbundene Serin-spezifische Proteinkinase (PTK, 'pla-
stidére Proteinkinase’) soll bei der Phosphorylierung von SLF's eine Rolle spielen. Da aber
nicht davon ausgegangen werden kann, dafl sich diese Initiationsfaktoren noch im TAC-
Komplex befinden, scheint auch eine Anwesenheit dieser Proteinkinase in TAC-Extrakten
nicht notwendig. Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, ist die Transkriptionsaktivitét
der TAC-RNAP nicht von der Phosphorylierung einzelner Proteine wiahrend des Elonga-
tionsprozesses abhingig. Ob eine exogene Kinase die spezifische Expression einzelner Gene

beeinflussen kann, wurde nicht untersucht.

Eine entscheidende Frage im Zusammenhang mit der Transkriptionsaktivitit von TAC-
Extrakten ist weiterhin, welche RNAPs hier tatsédchlich aktiv sind. Da sich keine Unter-
schiede im Transkriptionsmuster intakter Chloroplasten in 'run-on’-Experimenten und der
TAC-RNAP normaler sowie PEP-defizienter Gerste zeigen (FALK et al., 1993; KRAUSE und
KRUPINSKA, 2000), sind wahrscheinlich sowohl PEP als auch NEP im TAC vorhanden.
Auch transgene Tabakpflanzen, denen einzelne Untereinheiten der PEP fehlen, sind in der
Lage, das gesamte Plastom zu transkribieren (KRAUSE et al., 2000; LEGEN et al., 2002).
Eine Beteiligung der PEP an der Transkriptionsaktivitdt im TAC ist durch den immu-
nologischen Nachweis einzelner Untereinheiten hinreichend belegt. Eine nukledr kodierte
RNAP vom Phagentyp konnte in TAC-Extrakten immunologisch nicht nachgewiesen wer-
den (Abb. 14). Der Nachweis von NEPs vom Phagentyp mittels Antikorper in Plastiden

erfolgte bislang nur iiber einen ALPA (’antibody-linked polymerase assay’, BLIGNY et al.
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(2000)). Uberraschenderweise konnten CAHOON et al. (2004) rpoT-Genprodukte sogar in
Gesamtproteinextrakten aus Maischloroplasten nachweisen, wobei derselbe Antikorper wie
in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.

Bei der Untersuchung des bereits erwiahnten Faktors CDF2 konnte zudem noch eine drit-
te RNAP-Aktivitdt nachgewiesen werden, die weder der PEP noch der bereits bekannten
'NEP1’-RNAP vom Phagentyp von 110 kD zuzuordnen war (BLIGNY et al., 2000; LERBS-
MACHE, 1993) und daher als 'NEP2’ bezeichnet wurde. Eine genauere Charakterisierung
dieser RNAP wurde bislang nicht durchgefiihrt.

Auch die Untersuchung der Transkriptionsaktivitéit der TAC-RNAP beziiglich ihrer Emp-
findlichkeit gegeniiber Hemmstoffen konnte in bezug auf die Beteiligung von NEPs keine
weiteren Hinweise liefern. Die TAC-RNAP ist unempfindlich gegeniiber Rifampicin (Abb.
8), was auch bereits von KRAUSE und KRUPINSKA (2000) gezeigt wurde und von Nukleoi-
den ebenfalls bekannt ist (SAKAI et al., 1998; SEKINE et al., 2002). Rifampicin blockiert
die Transkription bereits in der Phase der Initiation. Bereits nach der Synthese von zwei
bis drei Nukleotiden bindet der Hemmstoff an der (-Untereinheit der RNAP von E. coli
und verhindert die RNA-Synthese (CAMPBELL et al., 2001). Dies geschieht also bevor die
RNAP in die eigentliche Elongationsphase {ibergeht. TAC-Komplexe befinden sich bereits
in dieser, so dafl ein Hemmung auch nicht zu erwarten ist. Unterschiedliche Ergebnisse
wurden im Hinblick auf die Sensitivitdt gegeniiber Tagetitoxin erhalten. Wéahrend in dieser
Arbeit eine starke Hemmung der TAC-RNAP durch Tagetitoxin zu beobachten war, zeigte
sich bei KRAUSE und KRUPINSKA (2000) nur eine Reduktion der Transkriptionsaktivitét
um etwa 50 %. Bei Nukleoiden, die aus Chloroplasten von Erbse und Mais isoliert wurden,
zeigte sich aber ebenfalls eine Reduktion der Transkriptionsrate um iiber 95 % (SEKINE
et al., 2002), solche aus Proplastiden wurden hingegen nur zu etwa 50 % gehemmt (SAKAI
et al., 1998). Von Proplastiden wird angenommen, dafl hier die NEP noch stérker aktiv ist
als die PEP, die erst in photosynthetisch aktivem Gewebe verstédrkt zum Einsatz kommten
soll (LIERE und MALIGA, 2001).

Prinzipiell mufl davon ausgegangen werden, dafl sich grundsétzlich eine NEP, ob nun pha-

genéhnlich oder nicht, im TAC-Komplex befindet.
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4.2 Charakterisierung des ETCHED1-Proteins
4.2.1 Nachweis von ETCHED1 im TAC

In TAC-Fraktionen konnte mittels Immundetektion das ETCHED1-Protein detektiert wer-
den. Es beeinflufit in Mais zwei verschiedene Stadien in der Entwicklung der Pflanze (GARG,
2002). Das Fehlen des et1-Gens verursacht zum einen einen reduzierten Stérkegehalt in den
Kornern (SANGEETHA und REDDY, 1991) und die Bildung von Furchen und Rissen auf-
grund einer abnormalen Entwicklung der Aleuronschicht sowie des Endosperms (AHREND,
1998; GARG, 2002). Zum anderen zeigen junge Samlinge vireszente Blétter in den ersten
Tagen nach der Keimung. Die fahlgriinen bis albinotischen Blétter besitzen einen reduzier-
ten Chlorophyllgehalt (RAMESH et al., 1984) und die Plastidenentwicklung ist verzogert
(SANGEETHA et al., 1986). Die Keimlinge sind jedoch nach ca. 10-15 Tagen vollsténdig
ergriint (Abb. 19).

Anhand der aus der cDNA abgeleiteten Aminoséduresequenz von ET1 wurde ein Pep-
tidantikorper hergestellt. Das fiir die Herstellung des Antikorpers verwendete Peptid um-
fafit nicht die hochkonservierte 'zinc ribbon’-Doméne, die ein vielfach bekanntes Motiv in
Transkriptionsfaktoren der Archaebakterien und Eukaryoten darstellt und fiir eine ganze
Reihe nukleinséurebindener Proteine typisch ist (CHEN et al., 2000). Fiir die Herstellung
eines Antikorpers gegen ET1 wurde eine spezifische Sequenz im Bereich der Prozessierungs-
stelle auBlerhalb dieser konservierten Doméne ausgewihlt, so dal eine Detektion des reifen
und des unprozessierten Proteins moglich ist. Das ET1-Protein hat eine Lénge von 163
Aminoséuren bei einem Molekulargewicht von 19,6 kD. Nach Abtrennung der N-terminalen
Transitsequenz fiir die Plastiden ergibt sich fiir das reife Protein eine Lénge von 99 Ami-
nosauren mit einem Molekulargewicht von 11,9 kD. An isolierten Chloroplasten aus Spinat
konnte gezeigt werden, dafl das n vitro translatierte ET1 iiber den allgemeinen Importweg
(SoLL und TIEN, 1998) in das Stroma transloziert wird (DA COSTA E SILVA et al., 2004).
Dabei hatte das importierte Protein ein Molekulargewicht von ca. 12 kD. In TAC-Extrakten
aus Spinat und Mais konnte mit dem fiir ET1 spezifischen Antikorper ein Protein von 12
kD detektiert werden (Abb. 17,24). Da das Signal in TAC II-Extrakten stérker war als in
TAC I-Extrakten, wurde ET1 offensichtlich mit der Transkriptionsaktivitéit angereichert.
Die spezifische Anreicherung dieses Proteins im Zuge der TAC-Aufreinigung deutet darauf

hin, dal ET1 eine Rolle bei der plastiddren Transkription spielen konnte. Um auszuschlies-
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sen, daB der Antikorper ein anderes Protein unspezifisch markierte, wurde das etl-Gen
iiber ein in witro-Transkriptions- und Translationssystem in das entsprechende Protein
iiberschrieben. Es ist bislang nicht gelungen, das ET1-Protein iiberzuexprimieren und es
in ausreichender Menge in vitro herzustellen, um es {iber "Western-Blot’-Analyse nach-
zuweisen. Daher wurde ET1 wihrend der Translation mit 3*S-Methionin und 33S-Cystein
radioaktiv markiert und mit dem Peptidantikérper immunprézipitiert. Hierbei wurde das
komplette et1-Gen eingesetzt und dementsprechend ein Protein von 19 kD gefillt (Abb.
21). Das Ergebnis zeigt, dafl es sich bei dem in TAC-Extrakten immundetektierten Pro-
tein von 12 kD um das ET1-Protein handelt. Es liegt sowohl in Mais als auch Spinat
vor, fiir Spinat konnte aber bislang noch kein et/-homologes Gen in den Datenbanken
gefunden werden. In TAC-Extrakten aus Gerste konnte kein Signal fiir ET1 erhalten wer-
den (nicht gezeigt). Dieser Umstand ist nicht verwunderlich, denn die bekannte Sequenz
des homologen Gens Huvzrl weist lediglich im Bereich der hochkonservierten ’zinc-ribbon’
Doméne eine hohe Ahnlichkeit zu et! aus Mais auf. Die aus der DNA-Sequenz abgeleitete
Aminoséduresequenz des Gerstengens beinhaltet keinen Bereich, der mit dem fiir die An-
tikorperherstellung verwendeten Peptids iibereinstimmt. Dies trifft auch auf alle iibrigen
bekannten Vertreter der ZR-Proteine zu (s. Anhang).

Die Identifizierung von ET1 im TAC warf die Frage nach der Funktion dieses Proteins auf.
Zunéchst war es im Hinblick auf die Anreicherung des Proteins mit der Transkriptionsak-
tivitdt der TAC-RNAP von besonderem Interesse zu klédren, ob es eventuell direkt Einflul
auf die Transkription hat. Die Charakterisierung einer Deletionsmutante der Modellpflanze
A. thaliana, in der das etl-homologe Gen Atzrl mutiert ist, konnte bei der Untersuchung
von ET1 nicht vorgenommen werden. Pflanzen, die im Hinblick auf eine Mutation von
Atzrl homozygot sind, keimen zwar, stellen dann jedoch das Wachstum ein und ergriinen
nicht (LORBIECKE, R., pers. Mitteilung). Eine Anzucht auf einem zuckerhaltigen Medium
ist ebenfalls nicht moglich. Das Fehlen des von Atzrl kodierten Proteins verursacht an-
scheinend nicht behebbare Defekte und 148t auf eine essentielle Funktion dieses Proteins
schlieen. Bei der Untersuchung von ET1 war es von Vorteil, dafl es in Mais eine Gen-
duplikation von et! gibt. Das Protein des als Zmzrl bezeichneten Gens wird ebenfalls in
die Plastiden importiert. Das Fehlen dieses zweiten Gens wiére fiir Maispflanzen vermutlich

ebenfalls letal. Zmzrl kann et aber nicht addquat ersetzen, was die Auspragung des bereits
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beschriebenen Phénotyps der et1-R-Mutante klar aufzeigt. Es war aber mdéglich, Pflanzen
einer solchen Linie anzuziehen und TAC-Extrakte daraus zu isolieren. Da es schwierig ist,
keimungsfihige Koérner von solchen Mutanten in groflerer Menge zu produzieren, wurden
Chloroplasten aus mehreren Wochen alten Pflanzen isoliert, die keinen starken Phénotyp
mehr zeigten, um zumindest ein Zehntel (100 g) der iiblicherweise verwendeten Menge
an Blattmaterial fiir die TAC-Préparation zur Verfiigung zu haben. Aus diesem Material
konnte erfolgreich eine TAC-Fraktion isoliert und analysiert werden. Vergleicht man die
Proteinmuster der TAC-Extrakte (TAC I bzw. TAC II) aus Wildtyp Mais und der ET1-
defizienten Linie et1-R miteinander, so lassen sich keine Unterschiede feststellen (Abb.
23). Offenbar hat das Fehlen von ET1 keinen Einflu§ auf die Assemblierung des TAC-
Komplexes. Dementsprechend war auch bei der immunologischen Analyse der Extrakte
kein Unterschied festzustellen (Abb. 24). ET1 war nur im Wildtyp deutlich nachweisbar.
Die a-Untereinheit der PEP fand sich in beiden TAC-Praparationen. Auffillig ist hier die
unterschiedliche Signalintensitat der einzelnen Fraktionen. Es 148t sich keine Abhéngigkeit
zwischen der Signalstidrke des rpoA-Genproduktes und der aufgetragenen Transkriptions-
aktivitét feststellen.

Bei der immunologischen Analyse der TAC-Proteine aus Mais ist aulerdem darauf hinzu-
weisen, dafl die Mengen gleicher Transkriptionsaktivitdten des Wildtyps und der Mutante,
die fiir "Western-Blot’-Analysen eingesetzt wurden, nicht gleiche Proteinmengen aufwiesen.
Untersucht man die spezifische Transkriptionsaktivitéit beider Extrakte, so war in bezug
auf die Proteinmenge eine deutliche Reduktion in der Mutante zu verzeichnen (Abb. 22).
Die spezifische Aktivitdt betrug hier nur ca. 30 % im Vergleich zum Wildtyp. Diese Re-
duktion hat aber keine qualitative Auswirkung auf die Transkription einzelner Gene durch
die TAC-RNAP. Bei der Hybridisierung von TAC-Transkripten mit plastidenspezifischen
Gensonden zeigte sich bei beiden Linien das gleiche Transkriptionsmuster (Abb. 25). Mogli-
cherweise kann in diesem Entwicklungsstadium die Defizienz an ET1 durch das homologe
Zm7ZR1 in gewissen Mafle ausgeglichen werden. Es ist auch denkbar, dass ET1 im Laufe
der Entwicklung durch ZmZR2 ersetzt werden kann. Die gegenlédufige Expression der pla-
stiddren zr-Gene in Gerste legt eine solche Vermutung nahe. Wahrend Hvzr! in jungem
Gewebe einen hohen Transkriptgehalt aufweist, der im Laufe der Entwicklung abnimmt,

zeigt Huzr2 in ausdifferenziertem Gewebe den hochsten Transkriptgehalt (Abb. 28).
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4.2.2 Funktion des ETCHED1-Proteins im TAC

Datenbankrecherchen zeigten, dafl die Sequenz von ET'1 eine signifikante Homologie zu der
'zinc-ribbon’ (ZR)-Doméne des eukaryotischen Transkriptionsfaktors TFIIS aufweist. Die
ZR-Doméne von TFIIS ist durch ein dreistrangiges (-Faltblatt, welches vier Cysteinreste
mit einem zentralen Zinkatom und eine "hairpin’-Struktur mit zwei sauren Aminoséurere-
sten enthalt, gekennzeichnet. ET1 verfiigt iiber eine dhnliche Struktur mit vier Cysteinre-
sten und einer der beiden sauren Aminosiuren, die essentiell fiir die Aktivitdt von TFIIS
sind (Abb. 20, DA COSTA E SILVA et al. (2004); JEON et al. (1994); KETTENBERGER
et al. (2003)). Eine derartige ZR-Doméne ist auch im Transkriptionsfaktor TFIIB zu fin-
den (HAHN und ROBERTS, 2000).

TFIIS wurde als erster Transkriptionsfaktor der RNAP II bereits 1976 isoliert (SEKIMIZU
et al., 1976). Als Elongations- und Fehlerkorrekturfaktor induziert TFIIS die Spaltung von
mRNA, indem die ansonsten sehr schwache intrinsische Nukleaseaktivitiat der RNAP 11
aktiviert wird (IzBAN und LUSE, 1992; REINES, 1992). Diese Nukleaseaktivitit ist allen
RNAPs eigen und stellt die reverse Reaktion zur RNA-Polymerisation dar, und spielt dann
eine Rolle, wenn die RNAP durch verschiedene Ereignisse blockiert wird (ERIE, 2002; SHIL-
HATIFARD et al., 2003). In einem solchen Fall bewegt sich die RNAP relativ zur DNA und
der naszierenden RNA riickwérts. Dieses sogenannte "backtracking’ fithrt dazu, daf§ das 3'-
Ende des Transkriptes nicht mehr in Kontakt mit dem katalytischen Zentrum der RNAP
steht. Die RNAPs konnen dann nur durch eine endonukleolytische Abspaltung des zu-
letzt synthetisierten RNA-Stiickes reaktiviert werden und die Elongation fortsetzen. Diese
Abspaltung (’cleavage’-Reaktion) kann durch zusétzliche Faktoren induziert und verstéarkt
werden. Der Mechanismus bleibt jedoch unabhéngig von einem gebundenen Faktor dersel-
be. Im Fall der RNAP II ist der verstidrkende Faktor TFIIS. In Eubakterien gibt es mit
GreA und GreB ebenfalls Faktoren, die dort die gleiche Reaktion induzieren kénnen. Der
Mechanismus, wie Elongationsfaktoren wie TFIIS mit der TAC-RNAP interagieren, ist
schematisch in Abb. 35 dargestellt.

Die Ahnlichkeit der Sequenz von ET1 zu der funktionellen Domine von TFIIS legt die
Vermutung nahe, dafl beide Proteine eine dhnliche Funktion ausiiben. Daher wurde die
Nukleasekapazitdt der TAC-RNAP untersucht und ihre Abhéngigkeit von ET1 analysiert.

Die Transkription wurde durch Zugabe eines modifizierten Ribonukleotids zum Arrest ge-
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A. Elongation Elongationsstopp

Elongationsfaktor
(TFIIS, GreB, Etl)

B. Arrest

Abb. 35 : Modell zur Interaktion von Elongationsfaktoren wie TFIIS, GreB und ETCHED1
mit der RNAP. Ein RNAP-Elongationskomplex (A) kann aus unterschiedlichen Griinden
wéhrend der Transkription arretiert werden (symbolisch durch ein STOP-Schild angedeutet).
Die Elongation kann nicht fortgesetzt werden (B). Der RNAP-Komplex bewegt sich strom-
aufwirts (backtracking) und verliert Kontakt zum 3’-Ende des naszierenden Transkripts.
Nach Interaktion mit einem spezifischen Elongationsfaktor kann dieses wenige Nukleotide
lange RNA-Fragment durch die endonukleolytische Aktivitdt der RNAP abgespalten werden
(C) und das neu generierte 3-Ende kann als Substrat fiir die weitere Transkriptelongation
fungieren (D). DNA ist in blau, RNA in rot, das zentrale Metallion der RNAP in gelb
dargestellt, verdndert nach F1sH und KANE (2002).
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bracht und die Transkriptionsaktivitat im weiteren Verlauf bestimmt (3.3.7). Wird das Nu-
kleotid 3’-Desoxy-ATP (Cordycepin) wihrend der Elongation in die RNA eingebaut, wird
die Kettenverlangerung unterbrochen, da nun am 3’-Ende des naszierenden Transkriptes
keine Hydroxylgruppe fiir die Kondensation eines weiteren Nukleotids zur Verfiigung steht.
Die Transkription kommt unter diesen Umstédnden zwangsldufig zum Erliegen und kann
wahrscheinlich nur nach einer hydrolytischen Abspaltung eines RNA-Fragmentes am 3'-
Ende wieder aufgenommen werden. Es konnte gezeigt werden, daff auch die TAC-RNAP
iiber die von anderen RNAPs bekannte Nukleaseaktivitit verfiigt, denn trotz des FEin-
baus von Cordycepin in die RNA kann iiber einen ldngeren Zeitraum eine Zunahme von
Transkripten beobachtet werden (Abb. 26). Dies ist nur moglich, wenn die arretierten
Elongationskomplexe wieder reaktiviert werden und erneut die Transkription aufnehmen
kénnen. Vergleicht man die Transkriptionsaktivitit in einer TAC-Fraktion des Wildtyps
mit der der ET1-defizienten Linie et1-R, so zeigte sich im Fall des Wildtyps eine deutlich
erhohte Transkriptionsrate. Vor allem in den ersten Minuten nach der Zugabe von Cordy-
cepin, wenn die Transkriptmenge bei der Mutante sogar noch unter den Ausgangswert
fallt, ist die Transkription im Fall des Wildtyps vergleichsweise stark erhoht. Im weite-
ren Verlauf nahm die Transkriptmenge in der Mutante wieder leicht zu, das Niveau des
Wildtyps wurde jedoch nicht erreicht. Dies zeigt, dafl diese Nukleaseaktivitat der TAC-
RNAP offenbar zusétzlich von ET1 stimuliert wird. Senkt man die Temperatur, bei der
die Transkription durchgefithrt wird ab, ist zwischen den beiden TAC-Extrakten dieser
starke Unterschied nicht mehr messbar (Abb. 26B). Die Transkriptionsrate von TAC-
Extrakten der et1-R-Mutante liegt aber weiterhin unter der des Wildtyps. Durch die re-
duzierte Aktivitdt der Enzyme infolge der niedrigeren Temperatur ist die ET1-induzierte
Endonukleaseaktivitit der TAC-RNAP offenbar kein geschwindigkeitslimitierender Fak-
tor mehr bei der Transkriptelongation. Moglicherweise besitzen RNA-Polymerisation und
‘cleavage’-Reaktion unterschiedliche Temperaturoptima und reagieren somit auch unter-
schiedlich sensitiv auf niedrige Temperaturen. Es ist denkbar, dafl bei 15°C die schwache
intrinsische Nukleaseaktivitdt der TAC-RNAP fiir die Reaktivierung eines durch Einbau
von Cordycepin arretierten Elongationskomplexes ausreicht. Vergleichbar ist dies mit Mu-
tanten von FE. coli, denen die zu TFIIS und ET1 funktionshomologen Faktoren GreA und

GreB fehlen, die bei hohen Temperaturen nicht wachsen kénnen. Sie weisen aber dennoch
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eine intrinsische 'cleavage’-Aktivitat ihrer RNAP auf (ORLOVA et al., 1995).

Nachdem festgestellt werden konnte, daf§ die TAC-RNAP iiber eine endonukleolytische Ak-
tivitdt verfiigt, wurde die Lénge der durch die 'cleavage’-Reaktion erhaltenen RNA-Stiicke
bestimmt. Unabhéngig von der Zugabe von Cordycepin wurden Fragmente von 8-13 Nu-
kleotiden erhalten, sowohl im Fall des Wildtyps als auch der et1-R-Linie (Abb. 27). Die
Léange der erhaltenen Oligonukleotide entspricht damit denen von ’cleavage’-Produkten an-
derer RNAPs. Arretierte RNAP II-Elongationskomplexe spalten in Abhéngigkeit von der
Induktion durch TFIIS unterschiedlich lange RNA-Fragmente ab. Bei Komplexen ohne
TFIIS wurde meist die Abspaltung von Dinukleotiden beobachtet, seltener wurden léngere
Fragmente von 3-9 Nukleotiden gemessen (IzBAN und LUSE, 1993; GU und REINES, 1995).
Wird die 'cleavage’-Reaktion allerdings durch den Faktor TFIIS induziert, so werden Oli-
gonukleotide mit einer Linge von 7-17 Nukleotiden (IZBAN und LUSE, 1993; RUDD et al.,
1994) abgespalten. Wahrend der bakterielle Faktor GreA eine Abspaltung von 2-3 Nukleo-
tiden induziert, werden durch die von GreB abhingige Endonukleaseaktivitét der bakteriel-
len RNAP RNA-Fragmente von bis zu 18 Nukleotiden freigesetzt (BORUKHOV et al., 1993;
TOULME et al., 2000). Wihrend die RNAP IT und die RNAP von E. coli eine endonukleo-
lytische Aktivitdt zeigen, scheint die T7-Phagen-RNAP eine 3’—5’-Exonukleaseaktivitét
zu besitzen, die vermutlich Mono- und Dinukleotide freisetzt (SASTRY und Ross, 1997).
Eine genaue Bestimmung der Lénge von ’cleavage’-Produkten, die von Phagenpolymera-
sen stammen, wurde bislang noch nicht durchgefiihrt. Von welcher RNAP die detektierten
‘cleavage’-Produkte in der TAC-Fraktion stammen, kann anhand dieser Daten nicht fest-

gestellt werden.

Um den Mechanismus der Endonukleaseaktivitdt der plastidaren TAC-RNAP zu verste-
hen, kann auf Daten zuriickgegriffen werden, die von anderen RNAPs bekannt sind. Die
meisten RNAPs haben einen @hnlichen Aufbau, sowohl im Hinblick auf ihre Kristallstruk-
tur als auch auf ihren enzymatischen Mechanismus (CRAMER, 2002; EBRIGHT, 2000).
Durch Rontgenstrukturanalyse wurde die dreidimensionale atomare Struktur der komplet-
ten RNAP II rekonstruiert (Abb. 36). Diese besteht aus einem katalytischen Kern mit

10 Polypeptiden, die zusammen ein Molekulargewicht von insgesamt etwa 500 kD haben,
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und einem zusétzlichen Heterodimer, das neben weiteren Faktoren fiir die Transkriptinitia-

tion verantwortlich ist (ARMACHE et al., 2003; CRAMER et al., 2001; GNATT et al., 2001).
Zwischen zwei groflen Proteinuntereinheiten Spalte

des zentralen Teils der RNAP II klafft ei- . \

ne tiefe Spalte, die die DNA aufnimmt. X R

Das aktive Zentrum des Enzyms befindet
sich am Boden dieser Spalte, wo sich noch
ein Magnesiumionen-Paar befindet, welches
beim Umschalten zwischen Synthese und De-

L
gradation der RNA eine entscheidende Rolle Aktives QLGS
spielt (SOSUNOVA et al., 2003). Offnen und Zentrum
SchlieBen der Spalte zur Bindung von DNA Abb. 36 : Struktur der RNAP IL

(verdndert nach ARMACHE et al. (2003)).

im Zentrum der RNAP wird durch eine be-

wegliche Doméne herbeigefiihrt, die sich wie eine molekulare Klemme iiber der DNA-
Matrize und dem mRNA-Produkt schlieit (ARMACHE et al., 2003). Eine &hnliche Struk-
tur hat auch die bakterielle RNAP, obwohl sie aus weit weniger Untereinheiten besteht
(CRAMER, 2002; EBRIGHT, 2000; ZHANG et al., 1999). Der Mechanismus, mit dem der
Faktor TFIIS arretierte RNAP II-Elongationskomplexe durch Induktion einer ’cleavage’-
Reaktion reaktivieren kann, wurde kiirzlich aufgeklidrt. KETTENBERGER et al. (2003) konn-
ten den RNAP II-Komplex mit dem gebundenen Faktor TFIIS kristallisieren. Dabei konnte
festgestellt werden, dafl eine eine im freien TFIIS ungefaltete Doméne (OLMSTED et al.,
1998) nach Bindung an die RNAP II eine a-Helix ausbildet, die ebenfalls in ET1 vorhan-
den ist. Durch die Ausbildung der a-Helix kann das Protein mit der RNAP II interagie-
ren. Dabei reicht es mit seiner bereits erwdhnten ’hairpin’-Struktur mit den zwei sauren
Aminosdureresten (3.3) bis in das katalytische Zentrum der RNAP hinein und kann eine
Konformationsénderung verursachen. Mdéglicherweise wird hier iiber die Bindung eines der
beiden Metallionen im Zentrum der RNAP ein Umschalten von Synthese hin zur 'cleavage’-
Reaktion induziert, d&hnlich wie dies im aktiven Zentrum der Klenow-Exonuklease der Fall
ist (BEESE und STEITZ, 1991; JOYCE und STEITZ, 1994). Fiir die RNAP von E. coli konnte

die Beteiligung beider Magnesiumionen bei der ’cleavage’-Aktivitéit bereits gezeigt werden

(SOSUNOVA et al., 2003). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von ET1 zu TFIIS ist
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der von diesem Faktor induzierte Mechanismus ebenfalls fiir die TAC-RNAP anzunehmen.
TFIIS wird ubiquitédr in Eukaryoten exprimiert, der Faktor GreB {ibernimmt eine dhnliche
Aufgabe in Eubakterien.

GreB und der sequenzhomologe Faktor GreA (BORUKHOV et al., 1993) fungieren als tran-
siente katalytische Komponenten der bakteriellen RNAP (LAPTENKO et al., 2003) und
sind allen Eubakterien gemein (KOULICH et al., 1997). Es ist bekannt, dafl diese Faktoren
eine 'cleavage’-Reaktion induzieren und arretierte RNAP-Elongationskomplexe reaktivie-
ren kénnen. Dabei stimulieren GreA und GreB die ’cleavage’-Reaktion auf unterschiedli-
che Weise: GreA verhindert offenbar die Entstehung von arretierten Komplexen, wéhrend
GreB bereits arretierte Komplexe reaktivieren kann (BORUKHOV et al., 1993). Ahnlich wie
bei TFIIS gaben Rontgenstrukturanalysen Aufschlufl iiber die Funktionsweise von GreB
(OPALKA et al., 2003). Die Sequenzen von TFIIS und GreB unterscheiden sich in eini-
gen Bereichen zwar grundlegend (MORIN et al., 1993; OLMSTED et al., 1998), denn GreB
verfiigt anstelle einer [-Faltblattstruktur iiber eine sogenannte ’coiled-coil’ Struktur. Die
funktionelle Ahnlichkeit der Doménen ist jedoch herausragend (Abb. 37). Die Faktoren ha-
ben sich offenbar unabhéngig voneinander entwickelt, nutzen aber den gleichen molekula-
ren Mechanismus. So interagiert die Spitze der 'coiled-coil” Struktur mit hochkonservierten
Doménen der RNAP-Untereinheiten g und ’. Im aktiven Zentrum der bakteriellen RNAP
befinden sich wie bei der RNAP II zwei chelatierte Magnesiumionen. An der Spitze der
‘coiled-coil’ Doméne von GreB befinden sich zwei konservierte saure Aminoséurereste, die
essentiell fiir dessen Funktion sind und auch in TFIIS vorliegen. In ET1 liegt allerdings nur
einer dieser beiden sauren Aminoséurereste vor. Die Interaktion von GreB mit der RNAP

induziert eine 'cleavage’-Reaktion und reaktiviert die RNAP.

Auch das Transkriptionssystem von Archaebakterien, das eine vereinfachte Form des euka-
ryotischen RNAP II-Systems darstellt (BELL und JACKSON, 2001; SoPPA, 2001; THOMM,
1996), verfiigt iiber einen dhnlichen Mechanismus wie die bakteriellen und eukaryotischen
RNAPs. Der mit TFIIS verwandte Transkriptionsfaktor TFS der Archaebakterien kann
ebenfalls eine ’cleavage’-Reaktion induzieren und so arretierte RNAP-Komplexe reaktivie-

ren (HAUSNER et al., 2000; LANGE und HAUSNER, 2004).
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Abb. 37 : Struktur des Komplexes der arretierten RNA-Polymerase IT mit TFIIS (A) und
der arretierten eubakteriellen RNAP mit GreB (B). Die wichtigsten Doménen der RNA-
Polymerasen sind bezeichnet. Die Position der konservierten sauren Aminosiiren sind in griin,
das naszierende Transkript in rot und die DNA-Matrize in blau dargestellt, verdndert nach
CONAWAY et al. (2003).

Fiir die RNAP von Bakteriophagen ist die Situation vermutlich dhnlich. Im Genom des
Phagen PM2, dem einzigen Vertreter der Corticoviridae, welcher einige Pseudoalteromona-
den infizieren kann, befindet sich unter den insgesamt 21 kodierten Proteinen
(MANNISTO et al., 1999) eines mit einem Zinkfinger-Motiv, das Ahnlichkeit zu der ZR-
Doméne von TFIIS aufweist (MANNISTO et al., 2003). Der Phage verfiigt tiber keine eigene
RNAP und bedient sich zur Transkription seiner Gene der seines Wirtes. Daher wird ange-
nommen, daf§ dieses Protein auch in Verbindung mit der bakteriellen RNAP eine dhnliche
Funktion wie TFIIS austiibt.

Andere Phagen besitzen eine eigene RNAP. Bei der Infizierung von E. coli durch den Pha-
gen T7 wird die RNAP der Wirtszelle durch Phosphorylierung der RNAP-Untereinheit (3’
inaktiviert und das Genom der Wirtszelle abgebaut. Die phageneigene RNAP {ibernimmt
die Transkription von Genen (DUNN und STUDIER, 1983; MOLINEUX, 2001). Faktoren
mit dhnlicher Funktion wie TFIIS oder GreB sind hier noch nicht bekannt. Die nur aus
einer Untereinheit bestehende Phagenpolymerase scheint keine weiteren Faktoren fiir ih-
re Funktionsfahigkeit zu benotigen, sowohl was die Polymerisationsreaktion als auch die

hydrolytische Aktivitéat betrifft. Es ist moglich, dafl bei dieser RNAP, wie im Fall des Vac-
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cinia Virus eine intrinsische Nukleaseaktivitéit ausreicht. Wie in der vorliegenden Arbeit
wurde dort die endonukleolytische Aktivitdt der RNAP iiber den Einbau eines modifizier-
ten Nukleotids (3’°OMeGTP) nachgewiesen. Interessanterweise besitzt die Sequenz einer
RNAP-Untereinheit des Virus Homologie zur Sequenz von TFIIS. Es wird angenommen,
dafl diese Untereinheit (rpo30) bei der Induktion der ’cleavage’-Reaktion eine Rolle spielt
und die dann ohne weitere Faktoren ablauft (HAGLER und SHUMAN, 1993). Auch die hy-
drolytische Aktivitdt der RNAP IIT im Zellkern von Eukaryoten scheint unabhéingig von
weiteren Faktoren zu sein (WHITEHALL et al., 1994).

In der Tat haben alle RNAPs eine intrinsische Nukleaseaktivitéit, die in einigen Féllen

durch zusatzliche Faktoren stark erhoht werden kann.

"Cleavage’-Reaktionen und deren faktorabhéngige Induktion sind also fiir verschiedenste
Organismen und RNAPs gezeigt worden und sind aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
auch in Plastiden zu erwarten. Das ET1-Protein und die in anderen Pflanzenarten homo-
logen ZR1-Proteine sind vermutlich solche Faktoren.

Fraglich ist noch, mit welcher RNAP ET1 interagiert. Unabhéngig davon, ob die NEP-
Aktivitit einer phagendhnlichen RNAP zuzuschreiben ist, lassen Daten von Rontgenstruk-
turanalysen der zur PEP &hnlichen RNAP aus E. coli und der RNAP von T7-Phagen auf-
grund ihrer Struktur beide Varianten zu. Trotz der unterschiedlichen Groéfle der verschie-
denen RNAPs, sind sie in ihrer Grundstruktur recht dhnlich (BORUKHOV und NUDLER,
2003; SEVERINOV, 2001; TAHIROV et al., 2002). Eine Endonukleaseaktivitit ist auch fiir
die T7-Phagen RNAP beschrieben (SASTRY und R0ss, 1997). Ob diese durch zusétzliche
Faktoren noch stimuliert werden kann, ist aber nicht bekannt. Wie sich die Situation aller-
dings im TAC in vivo darstellt, kann derzeit nicht beantwortet werden. Dementsprechend
ist auch die Frage nach dem Interaktionspartner von ET1 noch aufzukléren.

Nimmt man die entwicklungsabhéngige Expression von Hvzrl und Hvzr2 als Anhaltspunkt,
kann man in Ubereinstimmung mit der Annahme, dafl die Transkription in Proplastiden
einer NEP-Aktivitat und in differenzierten Chloroplasten weitgehend einer PEP-Aktivitét
zuzuordnen ist (MALIGA, 1998), spekulieren, dafl ET1 bzw. ZR1-Proteine mit einer NEP,
ZR2-Proteine hingegen mit der PEP zusammenarbeiten. ZR1-Proteine scheinen in einer

frithen Entwicklungsphase benotigt zu werden. Fehlt ZR1, reicht die von zusétzlichen Fakto-
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ren unabhéngige Nukleaseaktivitéit plastiddrer RNAPs offenbar nicht aus, damit die Pflan-
zen sich entwickeln kénnen. Eine Ausnahme bildet der Mais. Hier liegt durch eine Gen-
duplikation neben et noch das Zmzri-Gen vor. Das kodierte Protein ZmZR1 kann wahr-
scheinlich das Fehlen von ET1 teilweise kompensieren und es resultieren Pflanzen mit dem
beschriebenen Phéanotyp. In einer spéteren Entwicklungsphase iibernimmt moglicherweise
zusitzlich ZmZR2 die Funktion der Induktion der ’cleavage’-Reaktion plastidédrer RNAPs,
so dafl ET1-defiziente Mutanten dann keinen Phénotyp mehr aufweisen. Ob die gemessene
Transkriptakkumulation in der ET1-defizienten Maislinie nach kiinstlichem Stoppen der
RNA-Synthese durch Cordycepin (Abb. 26) auf eine von einem anderen Faktor abhéngige

Endonukleaseaktivitit zuriickzufithren ist, mufl noch untersucht werden.

4.3 Zusammensetzung und Transkriptionsaktivitéit von sRNAP-

Extrakten aus Maischloroplasten

Losliche transkriptionsaktive Extrakte aus Chloroplasten von Mais wurden anhand des von
L1ERE und MALIGA (1999) beschriebenen Protokolls erhalten. In dieser Fraktion ist hier
eine Vielzahl von Proteinen vorhanden (Abb. 29). Immunologische Untersuchungen zeig-
ten klar, daf§ wie in TAC-Extrakten die a-Untereinheit der PEP in der sRNAP-Fraktion
vorliegt (Abb. 30). In l6slichen Fraktionen, die im Zuge der TAC-Aufreinigung gewon-
nen wurden (KRAUSE, 1999) oder iiber Heparinsdulen und eine wie auch in dieser Arbeit
verwendete Ammoniumsulfatfallung (PFANNSCHMIDT et al., 2000), wurden ebenfalls Un-
tereinheiten der PEP gefunden. Eine NEP vom Phagentyp konnte allerdings unter Verwen-
dung verschiedener Antikorper weder im TAC (Abb. 14) noch in der sSRNAP-Fraktion im-
munologisch nachgewiesen werden. Ob dies an der Sensitivitat der Antikérper, der geringen
Abundanz dieser Enzyme oder daran liegt, dafy die Transkriptionsaktivitdat in der sSRNAP-
Fraktion auf eine andere RNAP-Aktivitit zuriickzufiihren ist (BLIGNY et al., 2000), ist
unklar.

Das iiber Photoaffinitdtsmarkierung erhaltene Proteinmuster gibt keinen konkreten Hin-
weis auf vorhandene RNAPs (Abb. 34). Auch wenn ein Protein von 110 kD markiert wurde,
muf3 es sich dabei nicht um eine NEP vom Phagentyp handeln. Zudem &hnelt das erhalte-
ne Proteinmuster dem von TAC-Extrakten (KRAUSE, 1999) und auch in diesem Extrakt

wurden Untereinheiten der TAC-RNAP markiert.
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Das ET1-Protein, das in TAC-Extrakten gefunden wurde, befindet sich offenbar nicht in
der sSRNAP-Fraktion (Abb. 30). Selbst bei Einsatz grofer Proteinmengen kann das Prote-
in immunologisch nicht nachgewiesen werden. Bei der Analyse der Lange von ’cleavage’-
Produkten, wie sie durch die faktorinduzierte Endonukleaseaktivitdt der TAC-RNAP ent-
stehen, sind in SRNAP-Extrakten keine Oligonukleotide von iiber fiinf Nukleotiden detek-
tiert worden (Abb. 27). Dieser Befund war durch das Fehlens von ET1 zu erwarten. Mogli-
cherweise gibt es aber kleinere 'cleavage’-Produkte, die mit der hier verwendeten Methode
nicht erfafit worden sind. Sollte es sich bei moglichen RNA-Fragmenten um Mono- oder Di-
nukleotide handeln, wiirde dies fiir eine exonukleolytische Aktivitdat einer phagenédhnlichen
RNAP sprechen, fiir die derart kleine Abspaltungsprodukte vermutet werden (SASTRY und

Ross, 1997).

Die Transkriptionsaktivitat der isolierten SRNAP weist eine starke Priferenz gegeniiber
plastiddrer DNA auf (Abb. 31). Die Transkriptionsrate ist bei Verwendung von ptDNA
gegeniiber Kalbsthymus-DNA um das Vierfache erhoht. Bei vorangegangenen Untersu-
chungen plastidarer SRNAP-Extrakte wurde die Transkriptionsaktivitéat ausschlieSlich mit
Kern-DNA aus Pflanzen (BoTrTOMLY et al., 1971), Kalbsthymus-DNA (KRAUSE, 1999;
PFANNSCHMIDT und LINK, 1994; Suck, 1996) oder Plasmiden bestimmt (LIERE und
MALIGA, 1999; SUZUKI et al., 2004). Durch die hier erhaltene Transkriptionsaktivitdt mit
ptDNA als "Template’ war es moglich, die Genspezifitit der RNAPs der 16slichen Extrak-
te ndher zu analysieren. Dazu wurden die in vitro synthetisierten Transkripte mit DNA-
"Dot-blot’-Membranen hybridisiert, auf denen verschiedene plastidire genspezifische DNA-
Fragmente immobilisiert worden waren. Dabei wurden Gene ausgewéhlt, die iiber verschie-
dene Promotoren verfiigen. Allerdings besitzt die isolierte SRNAP-Fraktion unabhéngig
von exogener DNA eine geringe Transkriptionsaktivitéit. Diese ist aufgrund des identischen
Hybridisierungsmusters im Vergleich zu in vitro-Transkripten aus TAC-Extrakten (Abb.
25) eindeutig einer TAC-Aktivitdt zuzuordnen (Abb. 32). Abgesehen von diesem Befund
ist das Ergebnis der Hybridsierung mit Transkripten, die unter Zugabe von ptDNA er-
halten wurden, duferst iiberraschend. Es wurde erstmals ein vollkommen anderes Tran-

skriptionsmuster erhalten als in allen vorangegangenen Experimenten zur Untersuchung
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plastiddrer Transkripte von TAC-Extrakten (FALK et al., 1993; KRAUSE und KRUPINS-
KA, 2000), 'run-on’-Transkriptionsanalysen mit intakten Chloroplasten (KRAUSE, 1999;
KRAUSE et al., 2000) oder ’steady-state’-Analysen plastiddrer RNA (LEGEN et al., 2002).
Der deutlichste Unterschied liegt in einer stark erhéhten Transkription der Untereinheiten
der PEP. So wird das rpoB/C1/C2-Operon, das ausschlieBlich iiber einen NEP-Promotor
verfiigt (SILHAVY und MALIGA, 1998), verstarkt transkribiert. Allein dieser Umstand legt
die Vermutung nahe, dafl die Transkriptionsaktivitit der sSRNAP-Fraktion von nukleér ko-
dierten RNAPs hervorgerufen wird.

Ein weiterer interessanter Aspekt des Hybridisierungsmusters im rpo-Operon ist, dafi die
einzelnen Gene, obwohl sie in einer Transkriptionseinheit liegen, offenbar unterschiedlich
exprimiert werden. So wird rpoB stéarker transkribiert als die dahinterliegenden Gene rpoC'1
und rpoC2.

Neben den rpo-Genen werden noch weitere Gene verstarkt transkribiert. Dazu zédhlen auch
Gene, die fiir Proteine des Photosyntheseapparates kodieren und deren RNA vornehmlich
durch die PEP synthetisiert wird. Die Expression von psbA, psbC, psbD und psbE ist jedoch
licht- und entwicklungsabhéngig reguliert (SATOH et al., 1999). Die verstirkte Transkrip-
tion von psbC/D muf} nicht unbedingt einer PEP-Aktivitdt zuzuschreiben sein, denn auf
diesem Operon wurden allein vier unterschiedliche Promotoren gefunden (WADA et al.,
1994). AuBlerdem kann selbst in transgenen Tabakpflanzen, denen die §-Untereinheit der
PEP fehlt, eine geringe Transkription dieses Operons gemessen werden (ALLISON et al.,
1996). psbA wird von einem ¢™°-Typ von der PEP transkribiert (BOYER und MULLET,
1998). Geringe Mengen des Transkripts konnen aber selbst in der weiflen, ribosomende-
fizienten Gerste 'Albostrians’ nachgewiesen werden (EMANUEL et al., 2004). Auerdem
unterliegt psbA einer starken posttranskriptionellen Kontrolle (EIBL et al., 1999; KATZ
und DANON, 2002).

Die iibrigen Unterschiede im Transkriptionsmuster sind einer NEP-Aktivitéit zuzuschrei-
ben. Die Regulation ribosomaler Gene (rpl,rps) kann keinem Promotor exklusiv zugeordnet
werden (HESS und BORNER, 1999), eine verstéirkte Transkription durch eine NEP ist durch-
aus denkbar. Die stirkeren Signale, die fiir atpA erhalten wurden, sprechen klar fiir eine
NEP-abhéngige Transkription. Das atpl/atpA /rps2-Operon besitzt einen NEP-Promotor

(Mr1yYAGI et al., 1998) und wird auch in rpoB-defizienten transgenen Tabakpflanzen genauso
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stark wie im Wildtyp exprimiert (ALLISON et al., 1996). Ebenso besitzt das petA-Gen einen
NEP-Promotor, dessen Transkription durch die sSRNAP in Anwesenheit von ptDNA eben-
falls hochreguliert wird. Somit scheint in diesen Extrakten verstdarkt eine NEP-Aktivitéit
vorhanden zu sein.

Unterstiitzt wird dieses Ergebnis durch Transkriptionsanalysen in Gegenwart von Hemm-
stoffen. Die Transkription der SRNAP wird durch den fiir die PEP und die prokaryotische
RNAP spezifischen Hemmstoff Rifampicin nicht oder nur in geringem Ausmafl gehemmt
(Abb. 33; LIERE und MALIGA (1999); KRAUSE und KRUPINSKA (2000)). Dieser Befund
zeigt, dal die Transkriptakkumulation durch die sSRNAP-Aktivitdat auf einer Neuinitiation
der RNA-Synthese beruht. Rifampicin hemmt die F. coli-RNAP und damit auch die PEP
bereits bei der Initiation (CAMPBELL et al., 2001), eine PEP-spezifische Transkription ist
daher nicht anzunehmen. Des weiteren nicht klar, ob die fiir eine Initiation durch die PEP
notwendigen SLF's im Extrakt vorliegen.

Verunreinigungen durch RNAPs aus dem Zellkern sind durch die Unempfindlichkeit ge-
geniiber a- Amanitin nicht wahrscheinlich. Auch die Effekte der iibrigen eingesetzten Hemm-
stoffe unterscheiden sich, abgesehen von der Sensitivitdt gegeniiber Tagetitoxin, nicht von
bekannten Daten (LIERE und MALIGA, 1999; KRAUSE und KRUPINSKA, 2000). Tageti-
toxin hemmt sowohl die RNAP von E. coli als auch die der RNAP II (MATHEWS und
DURBIN, 1990). Ebenso wird die Transkription der menschlichen RNAP III in Konzentra-
tionen von unter 10 uM stark reduziert, wiahrend die pflanzliche und die des Seidenspinners
Bombyx mori eine mindestens zehnmal geringere Sensitivitéit gegeniiber Tagetitoxin ha-
ben (STEINBERG et al., 1990). Eine Verunreinigung der hier bearbeiteten sSRNAP mit der
RNAP IIT aus dem Zellkernen ist daher unwahrscheinlich, zumal die RNAP III nur fiir die
Transkription von tRNA verantwortlich ist.

Da auch die Transkription von Phagenpolymerasen in gewissem Umfang gehemmt wird
(Abb. 9), sollte Tagetitoxin nicht als ein 'Marker’ fiir eine NEP-Aktivitdt in Plastiden
herangezogen werden. Es ist durchaus auch moglich, daf§ die gemessene Transkriptionsak-
tivitdt nicht von einer phagenédhnlichen RNAP ausgeht. Dies greift die Diskussion wieder
auf, wie viele NEPs in Plastiden tatséchlich aktiv sind und legt die Vermutung nahe, daf3
die Transkriptionsmaschinerie in Plastiden komplexer ist, als bislang angenommen wird.

Auch wenn vermutet wird, dafl die Transkriptionsaktivitdt der NEP von phagenéhnlichen
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RNAPs ausgeht, fehlt weiterhin der direkte Beweis, dafl die NEP mit den Genprodukten
von rpoT-Genen identisch ist (HESS und BORNER, 1999; LIERE und MALIGA, 2001). Es
konnte bislang lediglich festgestellt werden, dafl die Transkriptakkumulation von Genen mit
NEP-Promotoren mit der von rpoT-Genen in Gerste korreliert (EMANUEL et al., 2004) und
die Uberexpression des von rpoTp-Gens in Tabak in einer verstiarkten Transkription von
NEP-Promotoren resultiert (LIERE et al., 2004; MAGEE und KAVANAGH, 2002). Promoto-
ren, denen die typische YRTA-Konsensussequenz fehlt, sind davon jedoch nicht betroffen.
Des weiteren werden einige plastididre tRNA-Gene von internen Promotoren transkribiert
(GRUISSEM et al., 1986a) und es wurden zusétzliche nukleér kodierte Transkriptionsakti-
vitéten fiir das rrn-Operon aus Spinat (BLIGNY et al., 2000) und A. thaliana (SRIRAMAN
et al., 1998) gefunden. Es stellt sich auch die Frage, warum dikotyle Pflanzen zwei Ge-
ne fiir plastidiare phagendhnliche RNAPs besitzen, monokotyle hingegen nur eine. In vivo
wird die Genregulation in Plastiden ohnehin nicht nur von der Transkription beeinflufit.
Unabhéngig davon, von welcher RNAP Transkriptionsaktivitét ausgeht, findet auch eine
posttranskriptionelle Kontrolle statt, in die viele weitere Faktoren involviert sind. Auch
iiber die Stabilitit der mRNA findet eine Regulation der Proteinbiosynthese und somit
auch der Transkriptionsprodukte von PEP und NEPs statt (CAHOON et al., 2004).

4.4 Ausblick

Durch die in dieser Arbeit etablierte verbesserte Extraktionsmethode fiir TAC-Proteine
besteht nun die Moglichkeit, weitere Proteine aus TAC-Extrakten nachzuweisen und an-
schlieflend zu charakterisieren. Diese weiteren Komponenten des TAC koénnen iiber eine
zweidimensionale Auftrennung und massenspektrometrische Analyse der Peptide der Pro-
teine identifiziert werden. Dabei ist immer noch von besonderem Interesse zu kldaren, welche
Art von nukledr kodierten RNAPs in TAC-Extrakten vorliegen. Daneben steht auch die
Identifizierung von Transkriptionsfaktoren und vor allem mdoglichen weiteren Elongations-

faktoren im Vordergrund.

Zur nidheren Klarung der Funktion des ET1-Proteins sollten weitere Experimente durch-
gefiihrt werden. Bei der Untersuchung der Induktion der Endonukleaseaktivitéit durch ET1
sollte die Lénge der RNA-Abspaltungsprodukte in Abhéngigkeit der Temperatur bestimmt
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werden. Dabei sollte auch eine Methode zur Detektion von Mono- und Dinukleotiden eta-
bliert werden. Es stellt sich auch die Frage, ob ET1 der einzige Elongationsfaktor im
Zusammenhang mit der TAC-RNAP ist. Die unterschiedliche entwicklungsabhingige Ex-
pression von zr-Genen lafit vermuten, dal mehrere Elongationsfaktoren in verschiedenen
Plastidentypen aktiv sein kénnten. Daher sollte untersucht werden, mit welcher RNAP ET1
interagiert und in welchen Entwicklungsstadien ET1 bzw. die gesamte Familie plastidérer
ZR-Proteine benotigt werden. Dazu kénnten Interaktionsstudien durchgefiihrt werden oder
TAC-Fraktionen aus verschiedenen Plastidentypen isoliert werden, wobei sich Gréaser und
insbesondere Gerste zur Untersuchung dieser Fragestellung anbieten. Bereits vorhande-
ne transgene Maispflanzen, in denen ZmZR1 und GFP in Fusion vorliegen, kénnen zu
einer weiteren Aufreinigung von TAC-Fraktionen eingesetzt werden. Durch eine Immunaf-

finitdtschromatographie konnten hochreine TAC-Fraktionen isoliert werden.

Losliche transkriptionsaktive Extrakte enthalten wie vermutlich auch die TAC-Fraktion ne-
ben der PEP wahrscheinlich auch nukledr kodierte RNAPs. Es konnte bislang noch nicht
gekliart werden, ob diese NEP-Aktivitéit auf eine phagenéhnliche RNAP zuriickzufiihren
ist oder auf weitere bislang noch nicht charakterisierte RNAP. Es ist ebenfalls zu kléren,
ob SLFs in dieser RNAP-Fraktion vorhanden sind und damit auch die PEP aktiv sein
kann. Nachdem gezeigt worden ist, dass SRNAP-Extrakte ptDNA transkribieren, kénnen
die in dieser Arbeit durchgefithrten Versuche zur Analyse der Genspezifitit der RNAPs
anhand von Hybridisierungen von Transkripten mit allen plastiddren Genen erweitert wer-
den. Interessant ist hierbei auch, inwieweit die Transkription einzelner Gene innerhalb von
Operons reguliert wird, denn wie bereits am Beispiel des rpoB/C1/C2-Operons gezeigt

werden konnte, kann die Transkriptionsrate der einzelnen Gene eines Operons variieren.
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5 Zusammenfassung

Zur Untersuchung des Transkriptionsapparates von Plastiden wurden sowohl eine mem-
brangebundene Fraktion als auch eine 16sliche Fraktion aus Chloroplasten analysiert. Dabei
wurden 'Transkriptionsaktive Chromosomen’ (TAC) aus Mais-, Gerste-, und Spinatchlo-

roplasten und eine l6sliche sSRNAP-Fraktion aus Maischloroplasten isoliert.

Fiir die Identifizierung von Proteinen der TAC-Fraktion konnte eine verbesserte Extrak-
tionsmethode etabliert werden. Durch eine zweidimensionale Auftrennung der aus TAC-
Fraktionen extrahierten Proteine konnte festgestellt werden, dafl sich mit 80-100 Proteinen
weit mehr Proteine im TAC befinden als bislang angenommen. Aufgrund der verbesserten
Aufreinigung sind die Voraussetzungen fiir eine Identifizierung von TAC-Proteinen iiber

Massenspektrometrie ihrer Peptide geschaffen.

Durch immunologische Analysen konnten zwei neue Proteine in TAC-Fraktionen detek-
tiert werden. Neben TCP34 (‘tetratricopeptid-repeat-chloroplast-protein of 34 kD’), das
aufgrund seiner Struktur bei der Genregulation und Transkriptstabilisierung involviert
sein konnte, konnte das ETCHED1-Protein nachgewiesen werden. Die Mutation des zu-
gehorigen Gens etchedl ruft in Maispflanzen einen komplexen Phénotyp hervor, der sich
durch eine abnormale Entwicklung des Endosperms in den Kérnern sowie eine verzogerte
Chloroplastenentwicklung in den Blattern auszeichnet.

Die Proteinsequenz von ETCHED1 weist Homologien zu der Sequenz des eukaryotischen
Transkriptionsfaktors TFIIS auf. Durch den Vergleich von TAC-Fraktionen aus einer
ETCHED1-defizienten Mutante aus Mais mit dem Wildtyp, konnte gezeigt werden, daf3
ETCHEDI1 als Elongationsfaktor einer RNAP in der TAC-Fraktion agiert, &hnlich wie TFI-
IS mit der RNAP II im Zellkern. ETCHED1 kann nach Stoppen der Transkription durch
den Einbau eines modifizierten Nukleotids die schwache intrinsische Endonukleaseaktivitét

der TAC-RNAP verstéarken und so arretierte Elongationskomplexe reaktivieren.

Mit einem loslichen Extrakt aus Maischloroplasten konnte gezeigt werden, dafi die RNA-
Polymerase in dieser Fraktion eine hohe Transkriptionsrate in Anwesenheit plastidérer

DNA besitzt. Dadurch konnte eine Analyse der Genspezifitdt der RNAP in dieser Fraktion
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durchgefiihrt werden. Im Vergleich zu TAC-Transkripten und Transkripten aus 'run-on’-
Experimenten mit intakten Chloroplasten wurde ein grundlegend anderes Transkriptions-
muster erhalten, welches wahrscheinlich auf die Aktivitdt einer nukledr kodierten RNA-
Polymerase in dieser Fraktion zuriickzufithren ist. Die RNAP-Aktivitét in dieser Fraktion
wird durch Rifampicin nicht gehemmt, zeigt jedoch eine starke Hemmung in Gegenwart

von Tagetitoxin.
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6 Summary

In order to analyze the transcriptional apparatus of plastids membrane bound and soluble
fractions from chloroplasts were isolated. Transcriptional active chromosomes (TAC) were
obtained from chloroplasts from maize, spinach and barley, soluble SRNAP fractions were

isolated from maize chloroplasts.

To identify proteins from TAC fractions a new extraction method for proteins was establis-
hed. Two-dimensional gel electrophoresis revealed 80-100 proteins to be present in TAC
fractions. The improved extraction method provides the opportunity for the identification

of TAC proteins using mass spectrometry.

Immunological analysis showed the proteins TCP34 and ETCHEDI1 to be components
of TAC fractions. TCP34 (tetratricopeptid-repeat-chloroplast-protein of 34 kD’) is likely
to be involved in RNA stability and gene regulation while ETCHEDI1 acts as a transcrip-
tion factor. The ETCHED1 protein is encoded by the gene etched1. Mutation of etched1
in maize affects the development of kernels as well as of seedlings. The deduced amino
acid sequence of ETCHED1 exhibits significant similarity to the zinc ribbon domain of the
eukaryotic transcription factor TFIIS. Comparison of TAC fractions obtained from wild-
type and etchedl-deficient mutants from maize demonstrates ETCHED1 to play a role
in transcription elongation of the TAC-RNAP similar to the role of TFIIS in RNAP II
transcription. ETCHEDI is capable of reactivating arrested TAC-RNAP elongation com-
plexes when elongation is stopped by incorporation of a modified nucleotide by inducing

the intrinsic ribonuclease activity of the polymerase.

Soluble sSRNAP fractions from maize show a high transcriptional activity when using pla-
stid DNA as a template. Thereupon the gene specifity of RNA polymerases in this fraction
could be analyzed. The transcription pattern of this fraction was totally different from
known patterns obtained by TAC-RNAP transcription or run-on analysis of intact chlo-
roplast. Therefore the presence of a nuclear encoded RNA polymerase is assumed. The
transcriptional activity of this SRNAP fraction is unaffected by the transcription inhibitor

rifampicin but highly sensitive to tagetitoxin.
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Anhang 145

Abb. 36 : Alignment von ET1 mit bekannten Proteinen der ZR1- und der ZR2-Familie und
TFIIS. Gleiche und aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften dhnliche Aminosduren sind
farbig unterlegt. Abkiirzungen: Zm:Zea mays, Hv: Hordeum wvulgare, Ta: Triticum aestivum,
At: Arabidopsis thaliana, Ha: Helianthus annuus, Vv: Vitis vinifera, Le: Lycopersicon esculen-
tum, Am: Antirhinnum magjus, Cr:Ceratopteris richardii, Os: Oryza sativa, Pp: Physcomitrella
patens, Gm: Glycine max. Antikorper: Sequenz fiir die Herstellung des Peptidantikorpers ge-
gen ET1. AS: Aminosdure. Cys: Cystein

NCBI accession numbers: TaZR1:BK001719, HvZR1:BK001720, OsZR1:BK001721,
HaZR1:BK001722, VvZR1:BK001723, LeZR1:BK001724, CrZR1:BK001725, AtZR1:BK001739
(At1g68730), AmZR1:BK001743, ZmZR2:BK001726, HvZR2:BK001727, OsZR2:BK001728,
VvZR2:BK001729, GmZR2:BK001730, LeZR2:BK001731, AtZR2:BK001740 (At5g27280),
PpZR2:BK001742, TFIIS:spP23193.
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