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1 Einleitung

Die heutigen Pflanzenzellen entstammen nach der Endosymbiontentheorie zwei En-
docytose-Ereignissen, die vor ca. 1,5 und 1,2 Milliarden Jahren stattgefundenen ha-
ben. Hierbei sind durch Aufnahme eines Vorlidufers der heutigen o-Proteobakterien
sowie der Cyanobakterien in eine Archaebakterien-dhnliche Wirtszelle die heutigen
Mitochondrien und Plastiden entstanden. Ob die Wirtszelle zu dem Zeitpunkt der
Endosymbiose des o-Proteobakteriums schon einen Kern besall oder nicht, ist bis
heute unklar (Bogorad, 2008).

Aufgrund dieser eubakteriellen Abstammung besitzen sowohl die Mitochon-
drien als auch die Plastiden eigene Genome, die Chondriom bzw. Plastom genannt
werden. Durch den Transfer eines Grofteils der Gene aus den Plastiden in den Kern
und in die Mitochondrien sowie aus den Mitochondrien in den Kern verloren die
Endosymbionten im Laufe der Evolution ihre Unabhingigkeit. Mit der Fihigkeit
zur Expression der organellenkodierten Gene erhielten sie sich allerdings einen Teil
threr Autonomie (Bogorad, 2008).

Die Plastome bestehen aus zirkuldren oder linearen DNA-Molekiilen (Bendich,
2004) und weisen eine GroBe von 120 bis 217 kbp auf (Palmer, 1990; Raubeson
et al., 2007). Insgesamt befinden sich 50-200 Gene und somit 5-10% der Gene, die
in heutigen Cyanobakterien vorhanden sind (Martin et al., 2002), noch in den Plas-
tiden. Diese Gene kodieren fiir Proteine, ribosomale RNAs (rRNAs) und Transfer
RNAs (tRNAs), welche an der Photosynthese und der plastiddren Transkription und
Translation beteiligt sind (Sugiura, 1992).

Die Chondriome der verschiedenen Organismengruppen unterscheiden sich da-
gegen stark in ihrer Struktur, ihrer Grée und der Kodierungskapazitit. Die mit-
ochondrialen Genome der Pflanzen variieren sogar innerhalb ihrer Gruppe stark in
der GroBe. So weist die Alge Chaetosphaeridium globosum mit 56 kbp ein ver-
gleichsweise kleines Chondriom auf. Unter den Landpflanzen dagegen reichen die
Chondriomgrofen von 186 kbp bei Marchantia polymorpha bis knapp 570 kbp bei
Zea mays (Turmel et al., 2002; Oda et al., 1992; Clifton et al., 2004) und in der
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Tabelle 1.1: Ubersicht iiber bisher sequenzierte mitochondriale Genome von Angiospermen

Pflanzenart Genomgrofle Anzahl der Anzahl der RNA-
(Sorte) [Nukleotide] Gene' Edierungspositionen in
offenen Leserahmen
Arabidopsis 366924 50 4413
thaliana®
Beta vulgaris 368801 51 3573
(TK81-0)*
Beta vulgaris 501020 52 nb
(TK81-MS)®
Oryza sativa .7 490520 55 491
Brassica napus 221853 54 427
8
%'ea mays NB® 569630 52 nb
Triticum 452528 52 nb
aestivum'°
Nicotiana 430597 60 nb
tabacum'!

I nach (Kubo und Mikami, 2007) ohne Beriicksichtigung der Kopiezahl; 2 Unseld et al., 1997;

3 Giege und Brennicke, 1999; 4 Kubo et al., 2000; > Mower und Palmer, 2006; ¢ Satoh et al., 2004;
7 Notsu et al., 2002; 8 Handa, 2003; ° Clifton et al., 2004: 10 Ogihara et al., 2005; 11 Sugiyama et al.,
2005; nb= nicht bestimmt.

Familie der Curcubitaceen werden sogar Groflen bis iiber 2000 kbp erreicht (Ward
et al., 1981). Die Grole der pflanzlichen Chondriome und die Variationen in den
GroBen sind auf die intergenischen Regionen zuriickzufiihren, welche 69-87% des
mitochondrialen Genoms bei angiospermen Pflanzen ausmachen (Kubo und Mika-
mi, 2007). Sequenzwiederholungen in diesen Regionen fiihren zu inter- und intra-
molekularen Rekombinationen und zu strukturell heterogenen, komplexen Chon-
driomen, welche aus mehreren subgenomischen zirkulédren, linearen und linear ver-
zweigten Molekiilen bestehen (Fauron et al., 1995; Sugiyama et al., 2005; Bendich,
1996; Backert und Borner, 2000). Die Charakteristika der bisher sequenzierten mit-
ochondrialen Genome von angiospermen Pflanzen sind in Tabelle 1.1 aufgefiihrt.
Mit einer Anzahl von 50-60 Genen bei den angiospermen Pflanzen und bis zu 72
bei den nicht-angiospermen Pflanzen werden vor allem Untereinheiten der Enzyme
der mitochondrialen Atmungskette, ribosomale Proteine, sowie rRNAs und tRNAs
kodiert (Knoop, 2004; Kubo und Mikami, 2007).

Die mitochondriale Kodierungskapazitit des Protisten Reclinomonas america-
na ist trotz seines vergleichsweise kleines Genoms von 69 kbp mit einer Anzahl von
97 Genen, welche fiir Proteine und nichtkodierende strukturelle RNAs kodieren,
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groBer als die der Pflanzen (Lang et al., 1997).

Bei tierischen Chondriomen handelt es sich um relativ kleine zirkuldre Mole-
kiile von 15-20 kbp, welche fiir bis zu 37 Gene kodieren. Hierbei handelt es sich
um proteinkodierende Gene, tRNAs und rRNAs. Im Gegensatz zu den pflanzlichen
mitochondrialen Genomen, gibt es in Chondriomen von Tieren, mit Ausnahme der
Actiniaria keine Introns (Boore, 1999).

Eine sehr uniibliche Struktur der mitochondrialen DNA findet man bei den Ki-
netoplastida, welche ein Netzwerk aus tausenden von Mini-(0,5-10 kbp) und Ma-
xizirkeln (20-40 kbp) aufweisen. Die einzige Funktion der Minizirkel ist die Kodie-
rung von sogenannten ,,guide”’-RNAs, welche fiir die RNA-Edierung benotigt wer-
den (siche Abschnitt 1.2.2). Nur die Maxizirkel kodieren fiir mitochondriale Struk-
turgene (Lukes et al., 2005).

Ein Grofteil der in den Plastiden und in den Mitochondrien vorliegenden Pro-
teine werden aus dem Kern importiert (Martin et al., 2002; Dolezal et al., 2006).
So wird etwa 2900 bzw. 3500 kernkodierten Proteinen aus Arabidopsis thaliana
aufgrund von ermittelten Transitpeptiden eine mitochondriale bzw. plastididre Lo-
kalisierung zugeordnet. Von den Proteinen mit vorhergesagter mitochondrialer Lo-
kalisierung haben einige einen o-proteobakteriellen Ursprung und stammen somit
aus dem Transfer von Genen aus den Mitochondrien in den Kern. Andere Proteine,
welche in den freilebenden Vorfahren der o-Proteobakterien nicht notwendig waren,
wie z.B. Komponenten des Proteinimports, sind eukaryotischen Ursprungs (genome
initiative, 2000).

Die komplexe Umstrukturierung der drei Genome der Pflanzen im Verlauf der
Evolution war mit dem Erwerb von regulatorischen Elementen der transferierten
Gene fiir die Transkription im Kern und die Translation im Cytoplasma, sowie mit
der Aneignung von Transitpeptiden und einer Proteinimportmaschinerie fiir die an-
schlieBende Translokation der Proteine in die Organellen verbunden (Palmer et al.,
2000; Dyall et al., 2004). Der Transfer von Genen aus den Organellen in den Kern
scheint bis heute nicht abgeschlossen zu sein (Adams et al., 2000; Millen et al.,
2001). So konnen fiir cox2 Gene in Leguminosen Zwischenstufen des Transferpro-
zesses aus den Mitochondrien in den Kern beobachtet werden (Nugent und Palmer,
1991; Adams et al., 1999).
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1.1 Transkription in pflanzlichen Organellen

Die Transkription einiger Gene in den Plastiden erfolgt mittels einer plastidir ko-
dierten RNA-Polymerase, der ,,plastid-encoded RNA polymerase”, kurz PEP ge-
nannt (Little und Hallick, 1988). Mit Ausnahme des Protisten Reclinomonas ameri-
cana, dessen Chondriom ebenfalls fiir Untereinheiten einer eubakteriellen-dhnlichen
RNA-Polymerase kodiert (Lang et al., 1997), liegen im Gegensatz zu den Plas-
tiden in mitochondrialen Genomen keine Sequenzen mit Ahnlichkeiten zu RNA-
Polymerase-Genen vor (Binder und Brennicke, 2003). Die Transkription mitochon-
drialer und auch vieler plastiddarer Gene erfolgt mittels Phagen-idhnlicher kernko-
dierter RNA-Polymerasen. Dies ist die mitochondrial lokalisierte RpoTm, die plas-
tiddr lokalisierte RpoTp sowie die RpoTmp. Letztere wurde bisher nur in dikotylen
Pflanzen gefunden und eine Lokalisierung sowohl in Mitochondrien, als auch in
Plastiden beschrieben (fiir Ubersichtsartikel siehe Liere und Borner, 2006; Gagliar-
di und Binder, 2007). Bisher konnte fiir RpoTmp in Plastiden aus A. thaliana eine
spezifische Funktion bei der Transkriptionsinitiierung an bestimmten Promotoren
nachgewiesen werden (Courtois et al., 2007; Swiatecka-Hagenbruch et al., 2008),
die Funktion in Mitochondrien ist allerdings noch unbekannt.

Fiir mitochondrial lokalisierte Phagen-dhnliche RNA-Polymerasen aus einigen
Organismen sind Transkriptionsfaktoren beschrieben worden, bis heute aber kei-
ne aus pflanzlichen Mitochondrien (Gagliardi und Binder, 2007). Allerdings wurde
in biochemischen Analysen ein DNA-bindendes kernkodiertes Protein aus Weizen
identifiziert, welches in vitro die Transkription von einem cox2 Promotor aus sti-
muliert und somit ein Kandidat fiir einen Transkriptionsfaktor ist (Ikeda und Gray,
1999). Fiir die Transkription in Plastiden sind hingegen, zusétzlich zu mit PEP in-
teragierenden Sigma-Faktoren (fiir einen Ubersichtsartikel siehe Lysenko, 2007),
mehrere Proteine beschrieben worden, die an der Promotorerkennung beteiligt sind
(Liere und Borner, 2006).

Sowohl in Mitochondrien als auch in Plastiden sind multiple Promotoren sehr
hiufig. Viele der Promotoren enthalten das Konsensus-Motiv 5° YRTA 3° (Y=T
oder C; R= A oder G), welches in mitochondrialen Promotoren aus dikotylen Pflan-
zen meist eingebettet in das Nonanukleotid-Motiv 5° CRTAAGAGA 3¢ vorliegt. In
Kiihn et al. (2005) wurden allerdings fiir A. thaliana auch abweichende Promotor-
motive beschrieben. Die mitochondrialen Promotoren monokotyler Pflanzen sind
insgesamt weniger konserviert als die dikotyler Pflanzen und weichen hiufig von
dem oben genannten Konsensus-Motiv ab (Binder und Brennicke, 2003; Liere und
Borner, 2006; Gagliardi und Binder, 2007).



1 Einleitung 5

1.2 RNA-Prozessierung in den Organellen von
Pflanzen

Die mono-, bi- und polycistronischen Transkripte in Mitochondrien und Plastiden
unterliegen einer Reihe von Prozessierungsschritten wie der RNA-Edierung, dem
Spleien von Introns und der Erzeugung von sekundiren 5 und 3° Enden durch
Exo- und Endonukleasen. Posttranskriptionelle Prozesse und RNA-Stabilitét schei-
nen auch bei der Regulation der Genexpression in den Organellen eine wichtige
Rolle zu spielen (fiir Ubersichtsartikel siehe Gagliardi und Binder, 2007; Marchfel-
der und Binder, 2004).

1.2.1 SpleiBen von mitochondrialen und plastidiiren
Transkripten

Die Introns in pflanzlichen Mitochondrien und Plastiden werden aufgrund ihrer Se-
quenz, ihrer Struktur und ihres SpleiBmechanismus in Gruppe I und Gruppe II In-
trons unterteilt (Saldanha et al., 1993). Die Gruppe I Introns weisen eine Sekun-
darstruktur auf die aus den Elementen P1 bis P10 besteht, viele der Introns sind
allerdings strukturell reduziert, so dass nicht alle der Elemente vorhanden sind. Die
GroBe von Gruppe I Introns reicht von 142 bis iiber 3000 Basen (Lang et al., 2007).
An dem SpleiBmechanismus ist ein freies Guanosin beteiligt, das einen nukleophi-
len Angriff an der 5° SpleiB3stelle durchfiihrt, der gefolgt ist von einem nukleophi-
len Angriff der freigesetzten 3° OH-Gruppe des ersten Exons an der 3¢ Spleif3stelle
(Saldanha et al., 1993). Im Gegensatz zu den zahlreichen Gruppe II Introns kommen
Introns der Gruppe I in Hoheren Pflanzen nur selten vor. So ist innerhalb der angio-
spermen Chondriome nur ein Gruppe I Intron bekannt, welches bei den betreffenden
Pflanzen im cox! Gen vorliegt (Cho et al., 1998).

Hingegen kommen in den Mitochondrien und Plastiden Hoherer Pflanzen je-
weils ca. 20 Gruppe II Introns vor, die in den Mitochondrien bis auf die in einigen
Spezies vorkommende Ausnahme des trnA Gens (Ohtani et al., 2002; Ogihara et al.,
2005), alle in proteinkodierenden Regionen liegen (Gagliardi und Binder, 2007). In
den Plastiden kommen Gruppe II Introns sowohl in tRNA Genen als auch in prote-
inkodierenden Genen vor (Barkan, 2004).

Die meisten Gruppe II Introns liegen in den Organellen in der cis-Konfiguration
vor, das heiflt Intron und flankierende Exonsequenzen bilden ein primires RNA-
Molekiil. In einigen Fillen hingegen liegen Gene mit den dazugehdrigen Introns
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fragmentiert in zwei oder mehreren Teilen im Genom vor und werden unabhingig
voneinander transkribiert. Bei dem dann durchgefiihrten trans-Spleiflen entsteht die
funktionelle RNA erst durch die Zusammenfiigung der Teil-Introns zu einer funk-
tionellen Intronstruktur, welche zu einem Spleiflen der Introns und somit zu mitein-
ander verbundenen Exonsequenzen fiihrt (Lehmann und Schmidt, 2003).

Die Gruppe II Introns weisen nur wenige konservierte Nukleotide, aber eine
aus sechs Dominen bestehende komplexe, konservierte Sekundérstrukur auf, die in-
nerhalb des Introns und zwischen Intron- und Exonbereichen Tertidrstrukturen aus-
bildet. Aufgrund von Unterschieden in der Sekundér- und Tertidrstruktur und von
Sequenzunterschieden werden die Gruppe II Introns noch in die zwei Untergruppen
ITA und IIB unterteilt. Dabei werden in diesen Untergruppen noch jeweils zwei wei-
tere Unterfamilien unterschieden (A1, A2, B1 und B2). Die Grof3e dieser Introns
variiert zwischen einigen hundert Nukleotiden und mehreren Kilobasen (Lehmann
und Schmidt, 2003; Gagliardi und Binder, 2007).

Bei dem konventionellen SpleiBmechanismus der Gruppe II Introns sind zwei
Transester-Reaktionen involviert. Bei der ersten Transesterreaktion erfolgt durch die
2 OH-Gruppe eines ungebundenenen Adenosins ein nukleophiler Angriff an der
5¢ SpleiBistelle im Intron, und bei der zweiten greift dann die freigesetzte 3° OH-
Gruppe des ersten Exons an der 3° Spleif3stelle an. Bei diesem SpleiBmechanismus
wird das Intron in Form eines Lariats freigesetzt. Einige mitochondriale Gruppe 11
Introns in Pflanzen weichen allerdings von der konservierten Struktur ab, so dass sie
z.B. kein ungebundenes Adenosin besitzen. Diese Introns unterliegen einem alterna-
tivem SpleiBmechanismus, bei welchem der erste nukleophile Angriff durch Wasser
erfolgt und der zweite unverdndert ablduft. Das freigesetzte Intron liegt in diesem
Fall linear oder zirkularisiert vor (Li-Pook-Than und Bonen, 2006).

Auch wenn einige Gruppe II Introns in vitro zum Selbst-Spleiflen befdhigt sind,
wurde dies bisher nicht fiir die Introns in den Organellen von Landpflanzen nach-
gewiesen. Fiir ein effizientes in vivo Spleien werden in den Organellen Protein-
faktoren benotigt. Hierbei handelt es sich um Intron-kodierte Maturasen sowie um
kernkodierte Proteine. Solche Intron-kodierten Proteine sind in Chloroplasten und
pflanzlichen Mitochondrien allerdings selten, hier ist nur die matK Maturase ko-
diert im #rnK Gen in Plastiden sowie die matR Maturase in Mitochondrien bekannt
(Gagliardi und Binder, 2007). Hinweise auf die Funktionalitit der matK Maturase
als Spleififaktor wurden in Ribosomen-freien Gerste- und Mais-Plastiden erhalten.
In diesen Mutanten lagen mehrere Transkripte, unter anderem das trnK-matK Tran-
skript, ungespleifit vor (Hess et al., 1994; Hiibschmann et al., 1996; Vogel et al.,
1997; Jenkins et al., 1997; Vogel et al., 1999).
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Weiterhin konnten in den letzten Jahren mehrere kernkodierte Faktoren, die
fiir das Spleilen von Gruppe II Introns in Chloroplasten Hoherer Pflanzen essen-
tiell sind, identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um ein Protein der ,,pen-
tatricopeptide repeat”(PPR)-Familie, welches ein rpsi2 trans-spleiBender Faktor in
Mais ist (Schmitz-Linneweber et al., 2006). Ein weiteres PPR-Protein scheint bei ei-
nem Spleivorgang in A. thaliana Chloroplasten involviert zu sein (Meierhoff et al.,
2003; Nakamura et al., 2003). Auerdem wurden in Mais-Chloroplasten mehrere
Proteine, z.T. Untereinheiten desselben Proteinkomplexes, die fiir das Spleiflen ei-
nes oder mehrerer Gruppe II Introns bendtigt werden, identifiziert (Jenkins et al.,
1997; Till et al., 2001; Jenkins und Barkan, 2001; Ostheimer et al., 2003; Oster-
setzer et al., 2005; Watkins et al., 2007; Asakura und Barkan, 2007). Fiir vier die-
ser Spleififaktoren sind auBerdem fiir A. thaliana orthologe Faktoren mit dhnlichen
SpleiB-Funktionen in den Chloroplasten beschrieben (Asakura und Barkan, 2006,
2007).

In A. thaliana wurden zu plastiddren SpleiBfaktoren orthologe Gene identifi-
ziert, fiir deren Genprodukte eine mitochondriale Lokalisierung vorhergesagt wird
(Ostheimer et al., 2003). Eine funktionelle Charakterisierung der entsprechenden
Proteine steht allerdings noch aus. Des Weiteren wurden im Kerngenom von A. tha-
liana und O. sativa jeweils vier zu matR homologe Gene identifiziert. Fiir die Gen-
produkte aus A. thaliana und fiir eines aus O. sativa wurde auch eine mitochon-
driale Lokalisierung vorhergesagt (Mohr und Lambowitz, 2003). Fiir eines dieser
Genprodukte, das At-nMatla, wurde kiirzlich eine A. thaliana Mutante beschrieben
mit einem SpleiB-Defekt des mitochondrialen nad4 Transkriptes (Nakagawa und
Sakurai, 2006). In Ubereinstimmung hierzu fiihrte eine Mutation im Kerngenom in
Tabak ebenfalls zu einem defektem Spleilen des mitochondrialen nad4 Transkriptes
(Brangeon et al., 2000).

1.2.2 RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien und in
Plastiden

Die RNA-Edierung ist ein Prozess, der den Informationsgehalt der RNA verin-
dert, so dass dieser sich von der auf DNA-Ebene vorliegenden Information unter-
scheidet. Bei der RNA-Edierung kénnen zwei Haupttypen unterschieden werden:
Die Nukleotidinsertion und -deletion sowie eine Anderung der Nukleotididenti-
tit durch Nukleotidumwandlung. Erstmals entdeckt wurde die RNA-Edierung von
Benne et al. (1986) in mitochondrialen Transkripten aus Trypanosomen. Die inzwi-
schen gut untersuchte RNA-Edierung in den Kinetoplastida besteht aus zahlreichen
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Insertionen und Deletionen von Uridin in der mitochondrialen RNA. Die Positions-
spezifitiat und die Information iiber die Art der Edierung wird hierbei durch kleine

trans-agierende RNA-Molekiile, sogenannte ,,guide”’-RNAs gewihrleistet (Simpson
et al., 2003).

RNA-Edierung ist weitverbreitet und wurde unter anderem in Physarum als
Insertionen von Cytidin aber auch von anderen Nukleotiden und Dinukleotiden in
die mitochondriale RNA (Mahendran et al., 1991) sowie in Paramyxoviren durch
Insertionen von Guanosin in die mRNA beschrieben (Vidal et al., 1990). Beispiele
fiir die RNA-Edierung durch Nukleotidumwandlung sind die Cytidin nach Uridin
Edierung der apoB mRNA im Kern von Sdugetieren (Powell et al., 1987; Chen et al.,
1987) und die Adenosin nach Inosin Edierung im GluR-B Transkript in Vertebraten
(Sommer et al., 1991; Ubersichtsartikel iiber RNA-Edierung sieche Smith, 2006).

Auch bei der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien (Covello und Gray,
1989; Gualberto et al., 1989; Hiesel et al., 1989) und in Plastiden (Hoch et al., 1991)
handelt es sich um eine Nukleotidumwandlung. Meist ist dies eine Umwandlung der
Base Cytosin nach Uracil (sieche Abb. 1.1a). Es gibt aber auch die Umwandlung von
Uracil nach Cytosin, welche in den Mitochondrien und Plastiden aus Samenpflanzen
nur sehr selten bzw. gar nicht vorkommt. Dagegen ist sie in den Organellen aus
Nicht-Samenpflanzen wie z.B. dem Hornmoos sehr hdufig (Bock, 2000; Takenaka
et al., 2008). Die Anzahl der RNA-Edierungspositionen in den Organellen Hoherer
Pflanzen unterscheidet sich stark. So gibt es ungefihr 30 Edierungspositionen in den
Plastiden (Maier et al., 1995; Wakasugi et al., 1996; Hirose et al., 1999; Corneille
et al., 2000; Lutz und Maliga, 2001; Schmitz-Linneweber et al., 2002; Sasaki et al.,
2003; Inada et al., 2004; Junior et al., 2004; Tillich et al., 2005; Kahlau et al., 2006;
Zeng et al., 2007; Funk et al., 2007) und bis zu 500 RNA-Edierungspositionen in
den Mitochondrien (siehe Tabelle 1.1).

Da RNA-Edierung in allen Abteilungen der Landpflanzen beobachtet, in Griinal-
gen aber bisher vergeblich gesucht wurde, wird inzwischen angenommen, dass es
in einem frithem Vertreter der Landpflanzen zur Entstehung der RNA-Edierung ge-
kommen ist (Hiesel et al., 1994; Malek et al., 1996; Freyer et al., 1997; Steinhau-
ser et al., 1999; Tillich et al., 2006a). Auch bei dem Lebermoos Marchantia po-
lymorpha scheint keine RNA-Edierung statt zu finden (Oda et al., 1992; Ohyama
et al., 1993), allerdings wird hier ein sekundirer Verlust der RNA-Edierung vermu-
tet (Groth-Malonek et al., 2007).

Es wurde gezeigt, dass das Zucker-Phosphat-Riickgrat des RNA-Molekiils bei
der Edierung intakt bleibt, so dass es sich bei der RNA-Edierungsreaktion in den
Organellen tatsidchlich um eine Umwandlung und nicht um einen Austausch des



1 Einleitung 9

Nukleotids handelt (Rajasekhar und Mulligan, 1993; Yu und Schuster, 1995; Hiro-
se und Sugiura, 2001). Die daran beteiligten Enzyme sind bis heute nicht identifi-
ziert. Die Umwandlungsreaktion von Cytosin nach Uracil konnte dhnlich wie bei
der Edierung der apoB mRNA in Séugetieren von einer Cytidin-Deaminase kataly-
siert werden (Greeve et al., 1991; Navaratnam et al., 1995). Faivre-Nitschke et al.
(1999) identifizierten eine aus neun Cytidin-Deaminasen bestehende Genfamilie im
Kern-Genom von A. thaliana. Fiir das einzige bisher charakterisierte Protein dieser
Familie erscheint aber eine Beteiligung an der Edierungsreaktion in den Organel-
len unwahrscheinlich. In Ubereinstimmung damit, dass klassische Deaminasen an
das Reaktionszentrum gebundenes Zink bendotigen, zeigten in vitro Analysen der
RNA-Edierung mit plastiddren Extrakten, dass die Zugabe von Zink-Chelatoren die
Reaktion inhibiert (Hegemann et al., 2005). Eine dhnliche Analyse mit mitochon-
drialen Extrakten hingegen ergab keine Reduktion der Edierung nach Zugabe eines
Zink-Chelators (Takenaka und Brennicke, 2003).

Weiterhin besteht die Moglichkeit der Beteiligung einer Transaminase an der
Edierungsreaktion (sieche Abb. 1.1b), diese wire auch in der Lage die umgekehrte
Reaktion der Edierung von Uracil nach Cytosin zu katalysieren. Allerdings konnte
auch hier mit mitochondrialen Extrakten kein Effekt von potentiellen Aminogruppen-
Akzeptor-Molekiilen auf die RNA-Edierungsreaktion beobachtet werden (Takenaka
et al., 2008). Der strikte Bedarf von in vitro Edierungssystemen an NTPs weist des
Weiteren auf die Beteiligung von RNA-Helikasen bei der RNA-Edierung hin (Ta-
kenaka und Brennicke, 2003; Hegemann et al., 2005). Diese konnten den Proteinen
der RNA-Edierung durch die Auflésung von RNA-Sekundirstrukturen und durch
die Entfernung von unspezifisch bindenden Proteinen den Zugriff zur Edierungs-
position erleichtern. So wurde in Takenaka et al. (2007) gezeigt, dass die Zuga-
be der NTPs zu dem in vitro Edierungssystem nicht notwendig ist fiir die RNA-
Edierungsreaktion, sondern benotigt wird fiir die Entfernung des RNA-bindenden
Enzyms Glutamat-Dehydrogenase.

Da die meisten der RNA-Edierungspositionen sich in proteinkodierenden Re-
gionen befinden, fiihrt ein GroBteil der Edierungen zu einer Anderung der kodierten
Aminosduresequenz, so dass erst hierdurch das konservierte und somit funktionell
aktive Protein gebildet werden kann. Aus diesem Grund ist die RNA-Edierung ein
notwendiger Bestandteil der Genexpression in den Organellen von Pflanzen (Ta-
kenaka et al., 2008). So wurde in Kempken et al. (1998) die cytoplasmatisch ménn-
lich Sterilitdt von Hirse-Pflanzen auf einen Verlust der RNA-Edierung der mitochon-
drialen atp6 mRNA in den Antheren zuriickgefiihrt. Da durch die fehlende RNA-
Edierung konservierte Aminosduren des ATP6-Proteins nicht vorhanden waren, war
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TAC AGC CCG TTT GTT AAT
ATG TCG GGC AAA CAA TTA

l Transkription

RNA N~ ~0 RNA N~ ~O
AUG UCG GGC AAA CAA UUA o) o
s

l RNA-Edierung O IOH O OH
L Stopp RNA RNA
AUG UUG GGC AAA UAA UUA Cytidin Uridin

Abbildung 1.1: RNA-Edierung in Organellen von Pflanzen

a Die von der DNA-Sequenz kodierte RNA wird durch RNA-Edierung an zwei Positionen posttran-
skriptionell verdndert. Hierdurch verdndert sich die Aminoséduresequenz und ein vorzeitiges Stopp-
Kodon entsteht. b Die biochemische Reaktion der RNA-Edierung in pflanzlichen Mitochondrien und
Plastiden wird wahrscheinlich durch eine Deaminase oder eine Transaminase katalysiert. Abbildung
b nach Takenaka et al. (2008).

wahrscheinlich die Funktionalitit der ATP-Synthase beeintrdchtigt, und es wurde
weniger ATP produziert. Des Weiteren entsteht in einigen mRNAs erst durch die
Edierung aus einem ACG Kodon das AUG Translationsstart-Kodon (Chapdelaine
und Bonen, 1991; Hoch et al., 1991), oder in anderen Fillen wird erst durch die
RNA-Edierung das Stopp-Kodon (siehe Abb. 1.1a) und dadurch der konservierte C-
Terminus des Proteins gebildet (Kempken et al., 1991; Wintz und Hanson, 1991; Ku-
gita et al., 2003). Des Weiteren befinden sich RNA-Edierungspositionen in tRNAs,
in Introns und in 5 und 3” nichtkodierenden Regionen von Transkripten der Or-
ganellen sowie in pflanzlichen Mitochondrien auch in rRNAs (Maier et al., 1996;
Kugita et al., 2003; Zeng et al., 2007).

Die Edierungseffizienz verschiedener Transkripte kann stark variieren. Wih-
rend fiir einige Transkripte eine vollstindige Edierung beschrieben worden ist, so
z.B. fiir das atp9 Transkript und fiir das gespleifite cox2 Transkript aus Mais (Gross-
kopf und Mulligan, 1996), liegen andere Transkripte nur partiell ediert vor (Salazar
et al., 1991; Grosskopf und Mulligan, 1996; Hirose et al., 1999). In Mitochondrien
konnte auch fiir solche partiell edierten Transkripte im Falle des rps/2 aus verschie-
denen Spezies eine Translation nachgewiesen werden und in Petunia wurden diese
Proteine von unedierten und partiell edierten Transkripten sogar in Ribosomenfrak-
tionen detektiert (Phreaner et al., 1996; Lu et al., 1996). Von dem RPS13 aus Zea
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mays und dem NAD9 aus Solanum tuberosum hingegen konnten in den Mitochon-
drien und in den ribosomalen Fraktionen nur Proteine nachgewiesen werden, die
von vollstidndig edierten Transkripten abstammen (Grohmann et al., 1994; Williams
et al., 1998). Es wird angenommen, dass die Proteine von unvollstindig edierten
Transkripten nicht funktionell sind und deshalb die Proteine z.T. zwar gebildet aber
dann als defekt erkannt und abgebaut werden (Takenaka et al., 2008).

In den letzten Jahren wurden in vitro-Analysen, sowie im Falle der Mitochon-
drien in organello-Analysen und fiir Plastiden in vivo-Analysen durch Plastiden-
Transformation etabliert, um die Erkennung und Edierung von RNA-Edierungs-
positionen zu analysieren. Mittels dieser Analysen konnte die Grofe und die Lo-
kalisation der Bereiche identifiziert werden, welche fiir die Erkennung und RNA-
Edierung einzelner Positionen essentiell sind. Es wurden in organello Systeme fiir
Mitochondrien aus Triticum aestivum (Farré und Araya, 2001), aus Solanum tubero-
sum (Choury et al., 2005) und aus Zea mays und Sorghum bicolor (Staudinger und
Kempken, 2003) etabliert. Es konnte hierdurch fiir die Weizen cox2 Edierungsposi-
tionen C259 und C77 jeweils ein fiir die Edierung essentieller Bereich von 16 Nu-
kleotiden stromaufwiérts der Edierungsposition und sechs Nukleotide stromabwirts
der Edierungsposition ermittelt werden (Farré et al., 2001; Choury et al., 2004).
Hingegen konnte von Staudinger et al. (2005) fiir das Hirse atp6 Transkript gezeigt
werden, dass eine Edierung aller 19 im Transkript vorhandenen Edierungspositio-
nen in Mais-Mitochondrien nur stattfindet, wenn der 5° untranslatierte Bereich und
der 5° Bereich der kodierenden Sequenz von dem Mais atp6 Transkript stammen.
Da hierbei alle Edierungspositionen des Transkriptes gleichermal3en betroffen wa-
ren, scheint es in diesem Bereich des afp6 Transkriptes eine Region zu geben, die
essentiell fiir die Erkennung des Transkriptes durch die Edierungsmaschinerie ist.

In einem in vitro System mit mitochondrialen Proteinextrakten wurde weiter-
hin fiir die erste Edierungsposition des Pisum sativum atp9 Transkriptes eine fiir die
Edierung essentielle Region von 20 Nukleotiden stromaufwirts identifiziert, fiir ei-
ne effiziente Edierung allerdings war ein 5° Bereich von 40 Nukleotiden notwendig
(Takenaka et al., 2004). In einem Brassica oleracea var. botrytis in vitro System
konnte diese Beobachtung bestitigt werden, allerdings wurde hier auch das Nukleo-
tid 3¢ der atp9 Edierungsposition als essentiell beobachtet (Neuwirt et al., 2005).
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der 5° Bereich einer Edierungsposition wich-
tig ist fiir die Edierung einer weiteren Position 50-70 Nukleotide stromabwdrts (van
der Merwe et al., 2006).

Fiir mehrere plastidare RNA-Edierungspositionen wurde eine dhnliche Groe
und Lokalisation der cis-Elemente identifiziert. In transgenen Tabakpflanzen wurde
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gezeigt, dass ein Bereich von insgesamt 22 Nukleotiden, 16 Nukleotide stromauf-
wirts und fiinf Nukleotide stromabwirts einer Edierungsposition im psbL Transkript
ausreichend fiir die Edierung der Position ist (Chaudhuri und Maliga, 1996). In ei-
nem dhnlichem Ansatz wurde von Bock et al. (1996) ein Bereich von 12 Nukleoti-
den stromaufwirts und zwei Nukleotiden stromabwirts von zwei nebeneinander lie-
genden Edierungspositionen im ndhB Transkript als ausreichend fiir zumindest eine
partielle Edierung nachgewiesen. Diese Ergebnisse fiir die ndhB und psbL Edie-
rungspositionen wurden kurz darauf in einem in vitro System von Tabak bestitigt
(Hirose und Sugiura, 2001). Weiterhin wurde in vitro fiir eine Edierungsposition
des Tabak rpoB Transkriptes eine Region von -20 bis +6 um die Edierungsposition
(Reed et al., 2001) und fiir die ndhF Edierungsposition ein Bereich von -15 bis +5
als ausreichend identifiziert (Sasaki et al., 2006).

Auch wenn somit in den Organellen fiir einige RNA-Edierungspositionen funk-
tionell wichtige Sequenzen identifiziert wurden, bleibt zumindest in den Mitochon-
drien bis heute unbekannt, wie das Edierungsenzym die zu edierenden Positionen
erkennt bzw. welche Faktoren diese Erkennung vermitteln. In den Plastiden hin-
gegen wurden durch in vitro Analysen Proteinfaktoren isoliert, die spezifisch an
bestimmte plastididre Edierungspositionen binden. Hierbei handelte es sich um Pro-
teine mit Molekulargewichten von 25, 56, 70 und 95 kDa, die durch Bindung an
die cis-Elemente von RNA-Edierungspositionen aus psbL, psbE, petB, sowie ndhB
und ndhF im Falle des 95 kDa-Proteins, isoliert wurden (Hirose und Sugiura, 2001;
Miyamoto et al., 2002; Kobayashi et al., 2008).

Weiterhin ist es mittels eines genetischen Ansatzes, in welchem A. thaliana
Mutanten mit einer Beeintrdchtigung der NDH-Aktivitidt gesucht wurden, gelungen,
zwel plastidire trans-Faktoren der RNA-Edierung zu identifizieren. Diese kernko-
dierten Proteine CRR4 und CRR21 sind essentielle Faktoren fiir die RNA-Edierung
der Edierungspositionen 1 und 2 des ndhD Transkriptes und gehoren beide der ,,pen-
tatricopeptide repeat” (PPR)-Proteinfamilie an (Kotera et al., 2005; Okuda et al.,
2006, 2007). Die PPR-Proteinfamilie aus A. thaliana zihlt mehr als 450 Mitglie-
der, die durch 2-26 35-Aminosédure-Wiederholungen charakterisiert sind, welche die
Anordnung einer sogenannten ,,tandem array” Struktur aufweisen (Delannoy et al.,
2007). Fir das CRR4 konnte eine spezifische Bindung an die direkte Sequenzum-
gebung der RNA-Edierungsposition ndhD-1 im Bereich von 25 Nukleotiden strom-
aufwirts und zehn Nukleotiden stromabwirts gezeigt werden (Okuda et al., 2006).
Die hier identifizierten PPR-Proteine scheinen keine enzymatische Aktivitit zu ha-
ben, sondern eine Funktion bei der Heranfithrung der beteiligten Enzyme an die
korrekten Positionen in dem Transkript.
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1.3 Problemstellung

Der Prozess der RNA-Edierung in den Mitochondrien Hoherer Pflanzen ist bis heu-
te nicht vollstindig aufgeklért. In den letzten Jahren wurden mittels in vitro- und
in organello-Analysen fiir einige RNA-Edierungspositionen die fiir die Edierung
notwendigen Nukleotide in der direkten Sequenzumgebung der Edierungsposition
identifiziert (Takenaka et al., 2008). Dass auch weiter entfernt liegende 5° Bereiche
Einfluss auf die Edierung aller im Transkript vorhandenen Edierungspositionen ha-
ben kann, wurde in Staudinger, Bolle und Kempken (2005) gezeigt. Bislang sind
allerdings keine an der RNA-Edierung beteiligten Proteine in den Mitochondrien
von Pflanzen identifiziert worden.

Durch die Etablierung von in organello Systemen fiir isolierte Mitochondri-
en aus den monokotylen Pflanzen Mais und Hirse durch Staudinger und Kempken
(2003, 2004) wurde die Analyse der Prozessierung von fremden Transkripten in den
Mitochondrien ermoglicht. Mit dieser Methode wird Fremd-DNA in isolierte Mit-
ochondrien eingebracht, und wihrend einer anschlieenden in organello Inkubation
werden die fremden Transkripte synthetisiert und prozessiert. Um die Prozessie-
rung von Transkripten verschiedener Pflanzen in Mitochondrien sowohl aus mono-
als auch aus dikotylen Pflanzen untersuchen zu konnen, sollten im Rahmen dieser
Arbeit in organello Systeme fiir Mitochondrien aus den dikotylen Pflanzen Brassica
oleracea var. botrytis und Arabidopsis thaliana etabliert werden. Mittels dieser Sys-
teme sollte das Spleilen und die Edierung von Transkripten verschiedener mono-
und dikotyler Pflanzen analysiert werden. Weiterhin sollten die Transkripte von in
vitro mutierten Genen mit eingefiihrten, fremden Edierungspositionen in organello
auf Edierung analysiert werden. Durch die Analyse der RNA-Edierung dieser in or-
ganello synthetisierten fremden, z.T. chimiren oder modifizierten Transkripte sollte
es moglich sein, Riickschliisse auf den Mechanismus der Erkennung von Edierungs-
positionen zu ziehen.

Des Weiteren sollten im Rahmen dieser Arbeit plastiddare Sequenzen mit dar-
in enthaltenen RNA-Edierungspositionen und Introns in pflanzliche Mitochondri-
en eingebracht und die Transkripte nach der in organello Inkubation auf RNA-
Edierung und SpleiBlen analysiert werden. Hierdurch sollte der Frage nachgegangen
werden, inwieweit Plastiden und pflanzliche Mitochondrien @hnliche oder sogar ge-
meinsame Komponenten der RNA-Edierung und des Spleiflens besitzen.

Ein sehr wichtiger Teil der Aufkldarung des Prozesses der RNA-Edierung in den
Mitochondrien Hoherer Pflanzen ist die Identifizierung der beteiligten Proteinfakto-
ren. Hierbei handelt es sich um das (oder die) Enzym(e) der RNA-Edierung, sowie
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eventuell um an der Erkennung der Edierungspositionen beteiligte trans-Faktoren,
um transkriptspezifische Faktoren und um weitere beteiligte Enzyme wie moglicher-
weise RNA-Helikasen. Deshalb sollte in dieser Arbeit eine Methode zur Isolierung
von spezifisch an RNA-Fragmente mit Edierungspositionen bindenden mitochon-
drialen Proteinen etabliert werden. So isolierte Proteine sollten nachfolgend mittels
einer massenspektrometrischen Analyse identifiziert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Organismen

Bakterien:

Escherichia coli (K12) XL1-Blue

Pflanzen:
Zea mays
Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana Zellkultur
Brassica oleracea var. botrytis

2.1.2 Oligonukleotide

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F‘proAB lac1ZAM15
Tnl0 (Tet")]¢ (Bullock et al., 1987);
Stratagene (La Jolla, USA)

Linie Kampala, Nickerson SA (Paris,
Frankreich)

Linie Columbia 0, Lehle Seeds (Texas,
USA)

Linie MM1

aus Ortlichen Supermirkten

Zur Amplifikation von Transkripten in der reversen Transkription und von DNA in

der Polymerasekettenreaktion (PCR), sowie fiir die ortsgerichteten Mutagenese und
die Sequenzierung wurden die in Tabelle 2.1 aufgefiihrten DNA-Oligonukleotide
von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg) synthetisiert. Die fiir die Isolierung von
RNA-bindenden Proteinen (2.2.9) verwendeten RNA-Oligonukleotide wurden von

15
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der Firma Biomers.net (Ulm) bezogen.

16

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten DNA-Oligonukleotide

Name  Sequenz (5°-3°) Spezifitit (Position*)
FK351 GGGGGGGCGGCCGCGCCTTACCAC A. thaliana cox2', 3 UTR
ACCAACCACC (43199-43182)
FK357 GATTAATTGATTGGATACCCGAGAAC A. thaliana cox2' (40523-
40548)
FK416 CTGACGAGCTGTCTACTAAACG A. thaliana cox2', 3° UTR
(40394-40415)
FK483 AATGCAATCCCGCAAAGGATTG A. thaliana cox2' (42424-
42403), Z. mays cox2’
(542174-542191)
FK550 CTGACTATAACAGTTCCGATGAGCA A. thaliana cox2' (42234-
42210)
FK638 GCGCTTTATGGCATTTCCACTATA A. thaliana cox2' (42453-
42430)
FK639 GATATCTTTCAAAGCAAAGGTTCCTTC A. thaliana cox2', 5°UTR
(42629-42649)
FK640 GATATCGCGGAAATTTAAGAGTAA A. thaliana cox2', 3 UTR
GGTG (40501-40480)
FK641 CCCGGGCCTGAGGCAAAGGCGAATC A. thaliana cox2', 3 UTR
(39978-39995)
FK664 GCTACACCTAATTCCAGACC Z. mays atp6>, 3° UTR
(563843-563824)
FK688 CCCGGGATGATTCTTCGTTCATTA Z. mays cox2® (541960-
GAATG 541982)
FK689 CCCGGGTTAGTTGGTTTGGAGGAT Z. mays cox2’ (543536-
TAATTG 543513)
FK694 CCCGGGATGCCTAGATCC Z. mays ycf3* (46192-46181)
FK713 CCGATATCTTAGTAGATCGTGAGT A. thaliana nad6' (76642-
GGGTC 76662)
FK718 CCTGCTTTGGTCTCTGGTTTG T. sativum® nad6 (281214-
281194), A. thaliana' nad6
(77235-77235), B. oleracea
var. botrytis2 (380-400) nad6
FK719 GGCTCAAGGAATGCAAGAAGTC T. sativum nad6®, 3° UTR

(280481-280502)
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FK721

FK722
FK723

FK725

FK726

FK770

FK789

FK794
NB852

NB856

FK860

FK861

NB875

NB878

NB889

NB890

NB904

NB923

GCGAGCGAGTTAAGCCTCTA

CGCCTTGGGAGTACCTATTG
GCCTTCTTCCTACATCTGCG

GATTCCAGAAGAAGATCCAGAATTGG
GTCAATCACG

CGTGATTGACCCAATTCTGGATCTTC
TTCTGGAATC

CCAGCCATTTCCGTCTTCCTT

CCAATCCGCATAATCTTTCAAAGTC

GGAAATTTCATTGATAAGACCTC
CGCTTTATGGCATTTCAACGAGC

CCGATATCACTTAAACAGGGGGATTCAC

ACTTTTGACAGTTATACGATTCCAGAAG
AAGAT

ATCATCTTCTGGAATCGTATAACTGTCA
AAAGT

CTCGTTGTACCAAGATGGAGGTAA

CTTGCATTATAGGTGTAGCTGCG

GCTGTACCTGGTCGTTCAAATCAAATCT
CTATTTTGG

CCAAAATAGAGATTTGATTTGAACGACC
AGGTACAGC

CAACTTTATGTATTCCTCTATCCGTAG

TCCTTCGTAGACGTCAGGAGTC

17

A. thaliana cox2', 3° UTR
(40425-40425)

T. sativum atpA> (7164-7183)
T. sativum atpA>, 3° UTR
(8407-8388)

A. thaliana cox2, in vitro Mu-
tagenese an Position +461 des
orfs (42185-42150)

A. thaliana cox2', in vitro Mu-
tagenese an Position +461 des
orfs (42150-42185)

A. thaliana cox2', 5° UTR
(42720-42700)

Z. mays cox2® (543503-
543479)

Z. mays ycf3* (46171-46149)

Z. mays cox2’ (542142-
542164)

A. thaliana nad6', 5° UTR
(77850-77831)

A. thaliana cox2, in vitro Mu-
tagenese an Position +443 des
orfs (42202-42170)

A. thaliana cox2', in vitro Mu-
tagenese an Position +443 des

orfs (42170-42202)

Z. mays cox2’ (543402-
543379)
A. thaliana cox2' (42529-
42551)

A. thaliana cox2, in vitro Mu-
tagenese an Position +614 des
orfs (42031-41995)

A. thaliana cox2', in vitro Mu-
tagenese an Position +614 des
orfs (41995-42031)

Z. mays ndhB* (131587-
131613)
Z. mays

132020)

ndhB* (132041-
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NB924 TCCCCCACTCCAGTCGTTG Z. mays

NB956 GTAATACGACTCACTATAGGGCTGCTTT
TAGGAGAGTGATCTG

132764)

18

ndhB*  (132746-

T7-Promotorsequenz + A. tha-
liana cox2' (42828-42807 )

Die unterstrichenen Bereiche kennzeichnen Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen.

Die Sequenzen stammen aus Eintrigen des NCBI mit folgenden ,accession no.”: !Arabidopsis
thaliana Mitochondrion Y08501, 2Brassica oleracea var. botrytis nad6 DQ257687, 3Zea mays
Mitochondrion AY506529, “Zea mays Chloroplast X86563, Triticum aestivum Mitochondrion
AP008982. * Die Positionen der Oligonukleotide sind den Sequenzeintrigen des NCBI entnommen.
orf= offener Leserahmen; UTR= untranslatierte Region.

2.1.3 Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Die ent-
sprechenden Plasmidkarten sind im Anhang dargestellt.

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Name Charakteristika Referenz
pBluescriptll Klonierungsvektor Stratagene, La
SK+ Jolla, USA
pCW396 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays mit Wehling, 2004
Intron
pCW399 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays mit Wehling, 2004
Intron, 5° und 3¢ UTR des atp6 Gens aus Z. mays
pCW407 kodierende Sequenz des ycf3 Gens aus Z. mays mit Wehling, 2004
Introns, 5 und 3° UTR des atp6 Gens aus Z. mays
pHS559 in vitro Mutagenese von pTJ246 an Position 443 des diese Arbeit
offenen Leserahmens von A. thaliana cox2 (T—C)
pHS587 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays ohne diese Arbeit
Intron, 5° und 3° UTR des cox2 Gens aus A. thaliana
pMon Derivat des pBluescript, T-Klonierungsvektor Borovkov und
Rivkin, 1997
pMS403 3° UTR des cox2 Gens aus A. thaliana Staudinger,
2004
pMS413 5¢und 3° UTR des cox2 Gens aus A. thaliana Staudinger,
2004
pNB455 in vitro Mutagenese von pTJ246 an Position 461 des diese Arbeit
offenen Leserahmens von A. thaliana cox2 (T—C)
pNB554 5° UTR und kodierende Sequenz des nad6 Gens aus diese Arbeit

A. thaliana
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pNB555 5° UTR und kodierende Sequenz des nad6 Gens aus diese Arbeit
A. thaliana, 3° UTR des cox2 Gens aus A. thaliana

pNB569 kodierende Sequenz des ndhB Gens aus Z. mays mit diese Arbeit
Intron, 5° und 3° UTR des cox2 Gens aus A. thaliana

pNB475 kodierende Sequenz des cox2 Gens aus Z. mays mit diese Arbeit
Intron, 5 und 3¢ UTR des cox2 Gens aus A. thaliana

pNB598 in vitro Mutagenese von pTJ246 an Position 614 des diese Arbeit
offenen Leserahmens von A. thaliana cox2 (T—C)

pSW449 nad6 Gen aus T. sativum Wulff, 2005

pSW450 kodierende Sequenz des nad6 Gens aus A. thaliana, 5°  Wulff, 2005
und 3° UTR des cox2 Gens aus A. thaliana

pSW453 atpA Gen aus T. sativum Wulff, 2005

pTJ246 cox2 Gen aus A. thaliana Staudinger,

2004

2.1.4 Membranen und Filter

Cellulose-Membran Filter 0,025um Millipore (Schwalbach)
Miracloth Calbiochem (La Jolla, USA)

2.1.5 Chemikalien

NAA (1-Naphtalen-Essigsdure) Duchefa (Haarlem, Niederlande)

Alle sonstigen in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammen soweit nicht
anders angegeben von den Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Miinchen),
Serva (Heidelberg), Roche (Mannheim), Qiagen (Hilden), BioRad (Miinchen), Flu-
ka (Miinchen) und Merck (Darmstadt).

2.1.6 Enzyme

In der Tabelle 2.3 sind die Enzyme aufgefiihrt, die in dieser Arbeit verwendet wur-
den.
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Tabelle 2.3: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme

Enzym

Hersteller

DNA-Polymerase I (Klenow)

DNasel (RNase-frei)
Pfu-DNA-Polymerase
Pwo-DNA-Polymerase
Restriktionsendonukleasen

Reverse Transkriptase (im ,,OneStep”
RT-PCR Kit)

RNaseA

RNase-Inhibitor

Shrimps Alkalische Phosphatase (SAP)
T4-DNA-Ligase

T7-RNA-Polymerase
Trypsin
Tag-DNA-Polymerase

New England Biolabs (Frankfurt am
Main)

Fermentas (Leon-Rot)

Stratagene (Heidelberg, USA)

Peqlab (Erlangen)

QBiogene (Heidelberg), New England
Biolabs (Frankfurt am Main)

Qiagen (Hilden)

Roth (Karlsruhe)

Fermentas (Leon-Rot)

Roche (Mannheim)

New England Biolabs (Frankfurt am
Main)

Fermentas (Leon-Rot)

Promega (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg), New England
Biolabs (Frankfurt am Main), Molzym
(Bremen)

2.1.7 Kits

NucleoSpin Plasmid Quick Pure
NucleoSpin Extract IT
NucleoBond PC 100

OneStep RT-PCR Kit

Macherey-Nagel (Diiren)
Macherey-Nagel (Diiren)
Macherey-Nagel (Diiren)
Qiagen (Hilden)

2.1.8 Haufig verwendete Puffer und Losungen

TBE (10 x)
8,3
MOPS (10 x)

1 M Borsdure, 20 mM EDTA, 1 M Tris-HCI, pH

200 mM MOPS, 50 mM Natrium-Acetat, 10 mM

EDTA, pH 7,0

SDS-Laufpuffer (5 x)

0,25 M Tris, 1,73 M Glycin, 0,5% (w/v) SDS



2 Material und Methoden 21

2.1.9 Nihrmedien fiir Escherichia coli

Fiir die Anzucht von E. coli wurde Luria-Bertani (LB)-Medium (1% (w/v) Tryp-
ton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) NaCl, pH 7,2-7,5) verwendet (Sambrook
etal., 1989). Zur Herstellung von Festmedium wurde dieses zusitzlich mit 2% (w/v)
Agar-Agar versetzt. Fiir die Selektion von Transformanten wurde dem Medium Am-
picillin (50 mg/1) zugegeben. Um eine ,,Blau-Weiss-Selektion” von Transformanten
auf LB-Agar-Platten durchfiihren zu konnen, wurde dem Medium der Farbstoff X-
Gal (40 mg/1) und der Induktor IPTG (0,2 M) zugegeben.

2.2 Methoden

Alle in dieser Arbeit beschriebenen gentechnischen Arbeiten sind nach der Sicher-
heitsstufe 1 (S1/B1) des Gentechnikgesetzes und der Gentechniksicherheitsverord-
nung vom 01.07.1990 durchgefiihrt worden.

2.2.1 Kultur- und Anzuchtsbedingungen
Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli erfolgte tiber Nacht bei 37°C in LB-Fliissigmedium unter
Schiitteln (bei 280 rpm, Minitron HT Infors Schiittler) oder auf LB-Festmedium.

Zea mays

Fiir die Anzucht von etiolierten Maiskeimlingen wurden die Samen zunéchst fiir
ca. 4 Stunden in Wasser vorgequollen und anschlieend auf Isoself (Baustoffhandel
Max Bahr oder Baumarkt, Kiel) ausgesit. Die Anzucht der Keimlinge erfolgte fiir
9-12 Tage im Dunkeln bei 25°C.

Arabidopsis thaliana Zellkulturen

Die Anzucht der A. thaliana Zellkulturen erfolgte in MSMO-Fliissigmedium
(0,44% (wlv) MSMO , 3% (w/v) Saccharose, 0,5 mg/l NAA, 0,05 mg/l Kinetin,
pH 5,7) in 2 1-, 1 1- oder 500 ml-Erlenmeyerkolben. Zu dem Medium wurde ca. 1/10
Volumen einer 7 Tage alten A. thaliana-Vorkultur zugegeben und unter Schiitteln
(130 rpm) bei 25°C und im Dunkeln fiir 7 Tage inkubiert.
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2.2.2 Herstellung elektrokompetenter Escherichia coli-Zellen

Fiir die selektive Anzucht des E. coli (K12) XL1-Blue Stammes wurde 1 1 LB-
Medium (2.1.9) mit Tetracyclin (12,5 mg/l) versetzt und 1%ig mit einer iiber-Nacht-
Vorkultur angeimpft. Unter Schiitteln (220 rpm) bei 37°C wurde die E. coli-Kultur
inkubiert bis eine optische Dichte von ODs95 0,5 - 0,6 erreicht war. Die Kultur
wurde dann fiir 15 bis 30 min auf 4°C abgekiihlt und bei 4500 rpm (JLA16.250-
Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) fiir 15 min bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 4°C kaltem, sterilem Wasser ge-
waschen. Der Zentrifugations- und der Waschschritt wurden wiederholt und das Se-
diment anschliefend in 20 ml kaltem 10%igem (v/v) Glycerin aufgenommen. Es
folgte eine Zentrifugation bei 5500 rpm (JA25.50-Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman
Coulter) fiir 15 min bei 4°C. Das Sediment wurde in 10%igem (v/v) Glycerin bis
zu einem Endvolumen von 2-3 ml resuspendiert und anschlieBend aliquotiert. Die
elektrokompetenten Zellen wurden bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

2.2.3 Isolierung pflanzlicher Mitochondrien
Zea mays

Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte aus 9-12 Tage alten etiolierten Mais-
keimlingen in abgewandelter Form nach Newton (1994). Alle Arbeiten wurden bei
4°C durchgefiihrt. Zunichst wurde das Frischgewicht der Maiskeimlinge bestimmt.
Anschlieend erfolgte der Zellaufschluf3 mit 2-3 ml Puffer A (0,5 M Saccharose,
0,05 M Tris, 0,005 M EDTA, 0,1% (w/v) BSA, 0,0175% (v/v) B-Mercaptoethanol,
pH 7.5) pro g Maiskeimlinge im Mixer (Kenwood electronics). Hierbei wurde drei-
bis viermal fiir ca. 10 s bei maximaler Stufe gemixt und anschlieBend die groben
Bestandteile in einer Filtration durch vier Lagen Mull abgetrennt. Zur Anreiche-
rung der Mitochondrien erfolgte eine differentielle Zentrifugation. Hierbei wurde
zunichst fiir 10 min bei 1000 x g (JLA16.250-Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman
Coulter) zentrifugiert um Zellkerne und Zelltrimmer aus der Suspension zu entfer-
nen. Durch eine erneute Zentrifugation des Uberstandes fiir 20 min bei 15750 x g
(JLA16.250-Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) wurden dann die Mitochon-
drien sedimentiert. Das Sediment wurde vorsichtig mit Hilfe eines Pinsels in Puffer
A resuspendiert und auf diskontinuierliche Saccharosegradienten (je Gradient: 8 ml
52%, 10 ml 40%, 10 ml 36% und 4 ml 20% (w/v) Saccharose in Puffer A ohne [3-
Mercaptoethanol) aufgetragen. In der darauf folgenden Ultrazentrifugation in einem
Ausschwingrotor (Rotor TST28.38, Centrikon T-1065, Kontron) bei 24000 rpm fiir
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eine Stunde konnten die Mitochondrien aufgereinigt werden. Die Mitochondrien-
bande befand sich nach der Ultrazentrifugation an der Grenze zwischen der 52%igen
und der 40%igen Saccharoselosung. Die Mitochondrienbande wurde vorsichtig ent-
nommen und anschlieBend mit Puffer A (ohne B-Mercaptoethanol) verdiinnt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 15750 x g (JA25.50-Rotor, Avanti J-20 XP, Beck-
man Coulter) fiir 20 min. Das so erhaltene Sediment aus Mitochondrien wurde in
Puffer A (ohne B-Mercaptoethanol) vorsichtig mit einem Pinsel resuspendiert. Es er-
folgte eine Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (1976) mit dem Rea-
genz ,.Biorad Protein Assay” (Biorad, Miinchen). Sofern die Mitochondrien nicht
sofort verwendet wurden, wurde die Suspension mit Glycerin (10% Endkonzentra-
tion) versetzt und bei -80°C gelagert.

Brassica oleracea var. botrytis

Die Isolierung der Mitochondrien erfolgte nur aus dem nicht-griinen Material der
Blumenkohl-Infloreszenzen. Sofern nicht anders angegeben erfolgte die Durchfiih-
rung wie bei der Isolierung von Mitochondrien aus Zea mays beschrieben. Im Unter-
schied zu der Mitochondrienisolierung aus Maiskeimlingen wurden die Mitochon-
drien aus Blumenkohl-Infloreszenzen im zweiten Zentrifugationsschritt der diffe-
rentiellen Zentrifugation bei 11000 x g sedimentiert. Die Sedimentation der Mit-
ochondrien nach der Ultrazentrifugation und der anschliefenden Verdiinnung mit
Puffer A fand ebenfalls bei 11000 x g statt.

Bei anschlielender Extraktion von Proteinen aus den Mitochondrien (siehe
2.2.8) wurde die Anzahl der Schritte der differentiellen Zentrifugation erhoht um
Kernkontaminationen zu verringern. Hierfiir wurde fiir jeweils 10 min zunichst bei
600 x g, danach bei 1300 x g und zuletzt bei 2100 x g (JLA16.250-Rotor, Avanti
J-20 XP, Beckman Coulter) zentrifugiert und jeweils mit dem Uberstand weitergear-
beitet. AnschlieBend erfolgte die schon erwéihnte Sedimentation der Mitochondrien
bei 11000 x g. Weiterhin wurde die aufgereinigte Mitochondriensuspension bei ei-
ner nachfolgenden Proteinextraktion ohne Zugabe von Glycerin bei -80°C gelagert.

Arabidopsis thaliana Zellkulturen

Soweit nicht anders angegeben erfolgte die Isolierung von Mitochondrien aus A. tha-
liana Zellkulturen wie bei der Isolierung von Mitochondrien aus Z. mays beschrie-
ben. Die A. thaliana-Zellen wurden zunéchst fiir 10 min bei 5000 x g (JLA16.250-
Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) abzentrifugiert und anschlieend ausge-
wogen. Fiir den Zellaufschluf wurden die Zellen drei- bis viermal fiir je 15 s mit
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Puffer A gemixt. Nach der Filtration durch 4 Lagen Mull erfolgte eine weitere Fil-
tration durch 2 Lagen Miracloth. Bei der anschlieenden differentiellen Zentrifuga-
tion wurde zunéchst fiir 10 min bei 2000 x g zentrifugiert, anschlieBend fiir 10 min
bei 5500 x g, und zur Sedimentation der Mitochondrien bei 14300 x g (JLA16.250-
Rotor, Avanti J-20 XP, Beckman Coulter) fiir 20 min. Die Sedimentation der Mit-
ochondrien nach der Ultrazentrifugation und der anschliefenden Verdiinnung mit
Puffer A fand ebenfalls bei 14300 x g statt. Bei einer nachfolgenden Proteinex-
traktion aus den Mitochondrien wurden diese ohne Zugabe von Glycerin bei -80°C
gelagert.

2.2.4 Elektroporation von Escherichia coli

Fiir die Transformation von E.coli-Zellen wurden elektrokompetente Zellen (siche
2.2.2) verwendet und mit dem ,,Gene Pulser II” (BioRad, Miinchen) in Elektropora-
tionskiivetten mit einer Spaltbreite von 2 mm (BioRad, Miinchen) elektroporiert. Bei
den Elektroporationsbedingungen handelte es sich um einen Widerstand von 200 €,
25 uF Kapazitit und einer Feldstirke von 2,5 kV/cm. Es wurde 50-200 ng Plasmid-
DNA oder 3 ul eines zuvor aufgereinigten Ligationsansatzes transformiert. Sofort
im Anschluf} an die Transformation erfolgte die Zugabe von 1 ml SOC-Medium
(2% (w/v) Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgSO4, 10 mM Laktose, pH 7,5). Nach einer Inkubation von 10 min
bei Raumtemperatur wurde der Transformationsansatz auf Selektionsmedium (siehe
2.1.9) ausgestrichen.

2.2.5 Elektroporation isolierter Mitochondrien

Die Elektroporation isolierter, pflanzlicher Mitochondrien erfolgte in Anlehnung an
das Protokoll fiir die Elektroporation tierischer Mitochondrien (Collombet et al.,
1997). Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die isolierten Mitochondrien
wurden zunichst dreimal mit 0,6 M Saccharoselosung gewaschen und jeweils durch
eine anschlieBende Zentrifugation fiir 10 min bei 10000 rpm (F2402-Rotor, GS-
15R, Beckman Coulter) sedimentiert. Das Sediment aus dem letzten Waschschritt
wurde in ca. 30-40 ul 0,6 M Saccharoselosung resuspendiert. Je Transformations-
ansatz wurden 3 ug Plasmid-DNA eingesetzt, sowie eine Mitochondrienmenge die
1200 ug mitochondrialem Protein entsprach. Nach Zugabe der DNA erfolgte die
Elektroporation durch den ,,Gene Pulser II” (BioRad, Miinchen) in Elektroporati-
onskiivetten mit einer Spaltbreite von 1 mm (BioRad, Miinchen). Die Elektroporati-
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on wurde durchgefiihrt mit einem Widerstand von 400 €, einer Kapazitit von 25 uF
und einer Feldstirke von 1,8 kV. AnschlieBend wurden die Mitochondrien in 0,6 M
Saccharoselosung aufgenommen und durch eine Zentrifugation bei 10000 rpm fiir
10 min (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) sedimentiert.

2.2.6 In organello Inkubation isolierter Mitochondrien

Die in organello Inkubation der elektroporierten Mitochondrien erfolgte in Anleh-
nung an das Protokoll von Enriquez et al. (1996). Die Mitochondrien wurden zu-
nichst in in organello-Puffer (25 mM Saccharose, 75 mM Sorbitol, 100 mM KCl,
10 mM K>HPO4, 0,05 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 10 mM L-Glutamat, 2,5 mM L-
Malat, 10 mM Tris, 0,1 % (w/v) BSA, 1 mM ADP, pH 7.,4) gewaschen und danach
durch eine Zentrifugation bei 10000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter)
fiir 10 min bei 4°C sedimentiert. Anschlie3end erfolgte eine dreistiindige Inkubation
der Mitochondrien im in organello-Puffer bei 25°C. Durch eine Zentrifugation bei
10000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 10 min bei 4°C wurden
die Organellen nach der Inkubation sedimentiert.

2.2.7 Isolierung von Nukleinsiduren
Isolierung von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Die Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Malistab erfolgte mit dem ,,Nucleo-
Spin Plasmid Quick Pure”-Kit von Macherey-Nagel (Diiren) ausgehend von 2,5 ml
einer E. coli-Ubernachtkultur nach Angaben des Herstellers. Fiir die Priparation
von groBeren Mengen Plasmid-DNA wurde das ,,NucleoBond PC 100”-Kit von
Macherey-Nagel (Diiren) verwendet. Hierbei wurde eine 30 ml E. coli-Ubernacht-
kultur fiir die Isolierung von Plasmid-DNA verwendet und ebenfalls nach Angaben
des Herstellers vorgegangen.

Isolierung von Gesamt-DNA aus Pflanzen

Die Isolierung von Gesamt-DNA erfolgte in Anlehnung an das Protokoll fiir DNA-
Isolierung aus Pilzmycel von Lecellier und Silar (1994). Zunichst wurde das Pflan-
zenmaterial mit fliissigem Stickstoff in einem Morser zu feinem Pulver zerrieben.
Dieses wurde mit Lysepuffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 2%
(w/v) SDS, pH 8,0) versetzt, und zur Denaturierung der Proteine wurde sofort an-
schlieBend das gleiche Volumen an Phenol zugegeben. Es wurde gemischt und bei
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14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und zur Abtrennung der Proteine mit dem gleichen
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschiittelt. Es folgte ei-
ne erneute Zentrifugation bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coul-
ter) fiir 5 min. Im Folgenden wurden diese beiden Schritte wiederholt bis keine
denaturierten Proteine mehr in der Interphase zu sehen waren. Durch eine nachfol-
gende Zugabe des Enzyms RNase A (Roth, Karlsruhe), sowie eine Inkubation bei
37°C fiir 30 min, sollte die vorhandene RNA abgebaut werden. Zur Inaktivierung
und Entfernung des Enzyms wurde anschlieBend erneut mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:24:1) ausgeschiittelt und bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R,
Beckman Coulter) fiir 5 min zentrifugiert. Um den Uberstand von Phenolresten zu
befreien wurde dieser mit Chloroform-Isoamylalkohol (24:1) ausgeschiittelt und bei
14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 5 min zentrifugiert. Die
Féllung der DNA erfolgte mit 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 8 M NH4-
Acetat fiir mindestens 30 min bei -80°C. Durch eine Zentrifugation bei 14000 rpm
(F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 15 min (bei 4°C) wurde die ausge-
fillte DNA prizipitiert. Im Anschluf8 wurde das Prézipitat mit 70%igem Ethanol
gewaschen und in 50 ul Wasser oder 10 mM Tris-HCI pH 8,0 resuspendiert.

Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzen

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte abgewandelt nach Hoge et al. (1982). Das
Pflanzenmaterial wurde in einem Morser mit Stickstoff zerrieben und die Pflanzen-
zellen durch Zugabe von kochendem Lysepuffer (0,2 M Borsdure, 30 mM EDTA,
1% (w/v) SDS, pH 9,0) aufgeschlossen. AnschlieBend wurde das gleiche Volumen
60°C warmen Phenols zugegeben und fiir 10 min bei 14000 rpm (F2402-Rotor,
GS-15R, Beckman Coulter) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, und
durch eine Phenolysierung wurden die Proteine entfernt. Die Fillung der Nukle-
insduren erfolgte durch Zugabe von 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 8 M
NHy-Acetat und einer Inkubation von mindestens 30 min bei -80°C. Durch eine
Zentrifugation bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 15 min
(bei 4°C) wurden die Nukleinsduren prazipitiert. Es folgte ein Waschschritt mit
70%igem Ethanol und nach Resuspension des Prizipitats in Wasser eine selekti-
ve Féllung der RNA mit 2 M LiCl bei 4°C iiber Nacht. Die ausgefillte RNA wur-
de bei 14000 rpm (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 15 min (bei 4°C)
abzentrifugiert und anschliefend mit 70%igem Ethanol gewaschen und in Wasser
resuspendiert.
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Isolierung von Nukleinsiuren aus Mitochondrien

Zur Isolierung von Nukleinsduren aus Mitochondrien wurden die sedimentierten
Mitochondrien (siehe 2.2.6) mit 200 ul kochendem RNA-Lysepuffer (0,2 M Borsiu-
re, 30 mM EDTA, 1% (w/v) SDS, pH 9,0) lysiert. AnschlieBend wurde zur Entfer-
nung der Proteine eine Phenolysierung durchgefiihrt. Die Féllung der Nukleinsédu-
ren erfolgte mit 2,5 Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 8 M NHy4-Acetat fiir min-
destens 30 min bei -80°C. Die ausgefillten Nukleinsduren wurden bei 14000 rpm
(F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 15 min (bei 4°C) abzentrifugiert und
mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die so erhaltene DNA wurde in Wasser resus-
pendiert. Zur Isolierung von RNA wurde eine selektive Fillung mit 2 M LiCl bei
4°C iiber Nacht angeschlossen. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 14000 rpm
(F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) fiir 15 min (bei 4°C) wurde die prizipi-
tierte RNA zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen und in DEPC-behandeltem
Wasser resuspendiert.

2.2.8 Extraktion mitochondrialen Proteins aus Brassica
oleracea var. botrytis und aus Arabidopsis thaliana
Zellkulturen

Die Proteinextraktion aus isolierten Mitochondrien erfolgte in abgewandelter Form
nach Takenaka und Brennicke (2007). Alle Arbeiten wurden bei 4°C durchgefiihrt.
Zur Lyse der Mitochondrien wurde 1/2 Volumen kalten Extraktionspuffers (30 mM
HEPES-KOH, 3 mM Mg-Acetat, 2 M KCl, 0,2 % Triton X-100, 1 mM DTT, pH
7,7) zugegeben und 30 min inkubiert. Im Anschluf3 wurde fiir 30 min bei 60000 x g
(Rotor TFT70.38, Centrikon T-1065, Kontron) zentrifugiert und der Uberstand ge-
gen 300 ml Dialysepuffer (30 mM HEPES-KOH, 3 mM Mg-Acetat, 45 mM Kalium-
Acetat, 30 mM Ammonium-Acetat, | mM DTT, pH 7,7) fiir insgesamt fiinf Stunden
dialysiert. Der Dialysepuffer wurde hierbei stiindlich durch frischen ersetzt. In einer
anschlieBenden Lyophilisierung wurde der Proteinextrakt konzentriert. Die Bestim-
mung der Proteinkonzentration erfolgte nach Bradford (1976).

2.2.9 Isolierung RNA-bindender Proteine durch
Biotin-Streptavidin-Interaktion

Diese Methode beruht auf der spezifischen Affinitidt von Biotin fiir Streptavidin. Es
wurden Streptavidin-beschichtete paramagnetische Partikel (,,Streptavidin Magne-
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sphere® Paramagnetic Particles” von Promega GmbH, Mannheim) verwendet um
Proteine zu isolieren, die spezifisch mit einem Biotin-markierten RNA-Fragment in-
teragieren. Hierfiir wurden 2-3 mg mitochondrialen lyophilisierten Proteinextrakts
(siehe 2.2.8) in einem moglichst geringen Volumen (100-200 ul) Inkubationspuffer
(30 mM HEPES-KOH, 3 mM Mg-Acetat, 45 mM K-Acetat, 30 mM NHj-Acetat,
2 mM DTT, 1% (v/v) Polyethylenglycol 6000, 2,5% (v/v) Glycerin, 0,1% (v/v) Tri-
ton X-100, 15 mM ATP, 120 U RNase-Inhibitor, 1 x Proteinase-Inhibitor, pH 7,7)
aufgenommen. Im Folgenden sollten zunéchst im Proteinextrakt vorhandene in vivo
biotinylierte Proteine, sowie andere Proteine die an die paramagnetischen Partikel
direkt binden, entfernt werden. Hierfiir wurden in 50 ul Inkubationspuffer vorliegen-
de paramagnetischen Partikel (0,6 mg, vorbereitet nach Angaben des Herstellers)
zu dem Proteinextrakt zugegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Alle
1-2 min wurde vorsichtig durch Invertieren gemischt und anschlieBend wurde das
Reagenzgefil} in einen magnetischen Stand gestellt, so dass der mitochondriale Pro-
teinextrakt von den paramagnetischen Partikeln und den daran bindenden Proteinen
getrennt werden konnte.

Zur Reduzierung von unspezifisch an RNA bindenden Proteinen wurde im Fol-
genden Hefe-RNA (100 ug Hefe-RNA/ml Proteinextrakt) zu dem Proteinextrakt
gegeben und 15 min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden erneut vorbereitete
paramagnetische Partikel mit dem Proteinextrakt fiir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert und in einem magnetischen Stand wieder abgetrennt. Nach einer Rena-
turierung der Biotin-markierten RNA-Fragmente zur Ausbildung der korrekten Se-
kundérstruktur (3 min bei 65°C, 10 min bei 37°C) wurden 500 pmol der Biotin-
markierten RNA dem vorbereiteten Proteinextrakt zugegeben. Wihrend der folgen-
den einstiindigen Inkubation bei 4°C wurden die RNA-Protein-Komplexe gebildet.
Im AnschluB3 wurde Heparin zu dem Extrakt zugegeben (2 ug Heparin/ul Protein-
extrakt) und es wurde weitere 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von vorbereiteten
paramagnetischen Partikeln und einer Inkubation von 20 min bei Raumtempera-
tur erfolgte die Abtrennung der Partikel und der daran bindenden RNA-Protein-
Komplexe in einem magnetischem Stand. Die paramagnetischen Partikel wurden
im Folgenden insgesamt sechsmal mit Inkubationspuffer gewaschen. Hierbei wur-
den die Partikel fiir jeden Waschschritt in 500 ul Inkubationspuffer verteilt und nach
einer kurzen Inkubationsphase wieder in einem magnetischem Stand gesammelt.

Die Elution der Proteine erfolgte durch zunichst eine 20-miniitige Inkubation
der paramagnetischen Partikel in SDS-Elutionspuffer (2% (w/v) SDS, 50 mM Tris-
HCl, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol oder 50 mM DTT, 10% (v/v) Glycerin, pH 6,8)
bei 60°C, sowie daran anschliefend einer 2-miniitigen Inkubation der Partikel mit
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SDS-Elutionspuffer in einem kochendem Wasserbad. Nach Abtrennung der magne-
tischen Partikel wurden die gesammelten Uberstinde aus beiden Elutionsschritten
fiir 5-10 min bei 12000 x g (F2402-Rotor, GS-15R, Beckman Coulter) und 4°C zen-
trifugiert um letzte Partikel zu entfernen. Das Eluat wurde bis zur denaturierenden
Gelelektrophorese bei -80 °C gelagert.

2.2.10 Gelelektrophorese
Gelelektrophorese von DNA

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA erfolgte in 1%igen Agarosegelen in
1 x TBE-Puffer (siehe 2.1.8). Hierfiir wurde die DNA zu 20% mit Ladepuffer (40%
(w/v) Saccharose oder 30% (v/v) Glycerin, 50 mM EDTA, 0,001% (w/v) Brom-
phenolblau) versetzt. Zur Anfarbung der DNA wurde das Gel mit 0,3 mg Ethidium-
bromid/ml versetzt. Als Grofenstandard diente ein 100-5000 bp-Marker (MBBL,
Bielefeld) oder mit HindIII hydrolysierte A-DNA (MBBL, Bielefeld).

Gelelektrophorese von RNA

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in 1,2%igen Formaldehyd-
Agarosegelen mit 1 x MOPS-Puffer (siehe 2.1.8). Vor dem Auftrag auf das Gel
wurde die RNA mit Ladepuffer (50% (v/v) Formamid, 3% (v/v) Glycerin, 16% (v/v)
Formaldehyd, 4,5% (v/v) 10 x MOPS, 0,7% (w/v) Bromphenolblau) versetzt und
fiir 10 min bei 65°C inkubiert um Sekundirstrukturen aufzulsen.

Denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese erfolgte unter denatu-
rierenden Bedingungen leicht abgewandelt nach Lammli (1970). Die Gele waren
wie in Tabelle 2.4 angegeben zusammengesetzt. Die Proteinproben wurden vor dem
Gelauftrag mit SDS-Probenpuffer (entweder 2 x oder 8 x Probenpuffer, Endkon-
zentration: 6,7% (w/v) SDS, 16,7% (v/v) Glycerin, 9,2 mM Tris-HCI, 3,3% (v/v)
B-Mercaptoethanol, 0,001% (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt und fiir 10 min
bei 95°C denaturiert. Die Proben hingegen, mit denen im Anschlufl eine MALDI-
TOF/TOF-Massenspektrometrie durchgefiihrt werden sollte, wurden vor dem Auf-
trag auf das Gel nach Zugabe des Probenpuffers fiir 15 min bei 70°C inkubiert,
anschlieBend wurde 1 M Iodacetamid zugegeben (Endkonzentration: 150 mM), und
es wurde fiir 20 min bei 45°C inkubiert.
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamidgele
P8DS-Elektrophorese- Protean® II xi

Kammer, Cell-Elektrophorese-
Emperor Penguin, Kammer,
Portsmouth, England Biorad, Miinchen
Sammelgel Trenngel Sammelgel Trenngel
Acrylamid/N,N- 1,1 ml 5,0 ml 1,65 ml 7,5 ml
Methylenbisacrylamid
(30:0,8)
1,875 M Tris-HC1 pH 8,8 - 3,75 ml - 5,63 ml
0,6 M Tris-HCl pH 6,8 1 ml - 1,5 ml -
10% (w/v) SDS 100 w1 150 w1 150 w1 225 ul
10% (v/v) APS 50 ul 75 ul 75 ul 112,5 ul
TEMED 7,5 ul 20 ul 11,25 ul 30 ul
Wasser 7,82 ml 6,25 ml 11,73 ml 9,38 ml

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einem 5%igem
Sammelgel und einem 10%igem Trenngel in vertikalen Elektrophoresekammern in
1 x SDS-Laufpuffer (2.1.8). Als GroBenstandard wurde der ,, DALTON MARK VII-
L’ (Sigma, Miinchen) verwendet.

2.2.11 Coomassie-Fiarbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Polyacrylamidgele wurden fiir eine Stunde in der Coomassie-Firbelosung (45%
(v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsdure, 0,5% (w/v) Coomassie Brillant-Blue R-250
oder G-250) inkubiert. Die Entfarbung erfolgte mit Entfiarbelosung (40% (v/v) Etha-
nol, 10% (v/v) Essigsdure) fiir mehrere Stunden oder iiber Nacht, bis die Protein-
banden deutlich sichtbar waren.

2.2.12 Silber-Farbung von SDS-Polyacrylamidgelen

Die Polyacrylamidgele wurden fiir 30 min bis iiber Nacht in Losung 1 (50% (v/v)
Methanol, 12% (v/v) Essigsdure, 0,019% (v/v) Formaldehyd) fixiert. Im Anschluss
wurden die Gele zunichst dreimal fiir 10-20 min in 50% (v/v) Methanol und an-
schlieBend fiir 1 min in einer 0,013%igen (w/v) Thiosulfat-Losung geschwenkt. Es
folgten drei Waschschritte in Wasser fiir jeweils 20 s. Die Gele wurden nun fiir
20 min in der Firbelosung (0,2% (w/v) AgNOs3, 0,075% (v/v) Formaldehyd) inku-
biert und anschliefend erneut zweimal fiir jeweils 20 s in Wasser gewaschen. In
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dem darauf folgenden Entwicklungsschritt wurde das Gel solange in der Entwick-
lerlosung (6% (w/v) Nap,CO3, 0,05% (v/v) Formaldehyd, 0,002% (w/v) Thiosulfat)
inkubiert, bis die gewiinschte Bandenstédrke erreicht war. Die Reaktion wurde durch
zwei Waschschritte mit Wasser und eine anschlieSende Inkubation in 50% (v/v) Me-
thanol und 12% (v/v) Essigsiure fiir 10-15 min gestoppt.

2.2.13 Probenvorbereitung fiir
MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie

Bei der Probenvorbereitung fiir die MALDI-TOF/TOF-Massenspektrometrie wur-
de bei allen Schritten darauf geachtet die Kontamination mit Fremdproteinen wie
Keratin und Kollagen so gering wie moglich zu halten. Aus diesem Grund wur-
den alle Arbeitsschritte mit Laborhandschuhen und zum Teil auch mit Haarschutz
durchgefiihrt. Die zu analysierenden Proteine wurden reduziert und alkyliert und in
einer diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt (siehe
2.2.10). Die mit Coomassie- oder Silberfarbung sichtbar gemachten Proteine wur-
den ausgeschnitten und die Gelstiicke dreimal in Wasser gewaschen. Anschlieend
wurde zunéchst 100 ul einer 1:1-Mischung aus Acetonitril und 0,025 M NH4HCOs3,
dann nach Entfernung des Uberstandes 100 ul Acetonitril zugegeben und erneut der
Uberstand abgenommen. Es folgte die proteolytische Spaltung der Proteine im Gel
durch Zugabe von 20 ul einer Trypsin-Verdiinnung (0,03125 ug Trypsin/ul 5 mM
NH4HCO3, pH 7,9) und einer Inkubation iiber Nacht bei 37°C. Durch Zugabe von
20 ul einer Mischung aus 0,3% Trifluoressigsdure und Acetonitril wurde die pro-
teolytische Spaltung gestoppt und die Peptide aus den Gelstiicken eluiert. Die Gel-
stiicke wurden fiir 10 min im Ultraschall-Wasserbad behandelt und anschlieBend fiir
10 min bei 1500 rpm geschiittelt. Der Uberstand wurde abgenommen und durch eine
Zugabe von 20 ul Acetonitril zu den Gelstiicken erfolgte ein zweiter Elutionsschritt.
Die Uberstinde wurden vereinigt und das Volumen im Vakuumkonzentrator (Sa-
vant SpeedVac, ThermoScientific, Langenselbold) reduziert. Anschliefend wurden
die Peptide in einer Mischung aus 0,1% Trifluoressigsdure und 5% Acetonitril gelost
und erneut eine Ultraschallbehandlung fiir 10 min durchgefiihrt. Zur Entsalzung der
Peptide wurden diese dreimal in PerfectPureTM C-18 Tips (Eppendorf, Hamburg)
mit 0,1%iger Trifluoressigsdure gewaschen. Im AnschluB3 wurden die Peptide mit
0,5 ul Matrixlosung (8 mg/ml a-Cyanohydroxyzimtsidure in Acetonitril und 0,3%
Trifluoressigsdure im Verhéltnis 65:35) aus den PerfectPureTM C-18 Tips eluiert
und mit der Matrixlosung direkt auf die MALDI-Platte aufgetropft.
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2.2.14 Reinigung und Gelelution von DNA

Die Reinigung von PCR-Produkten und Ligationen, sowie die Elution von DNA
aus einem Agarosegel erfolgte mit dem ,,NucleoSpin Extract II”’-Kit von Macherey-
Nagel (Diiren) nach Angaben des Herstellers.

2.2.15 Hydrolyse von DNA

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

2.2.16 Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung von hydrolysierter Vektor-DNA vor Ligationen (ausge-
nommen bei Klonierungen von PCR-Fragmenten) wurde unter Verwendung des
Enzyms Shrimps Alkalische Phosphatase (SAP) von Roche (Mannheim) nach dem
Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. Eine Dephosphorylierung erfolgte um Reli-
gationen der Vektor-DNA zu verhindern.

2.2.17 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte mit der T4-DNA-Ligase (New Eng-
land Biolabs, Frankfurt am Main) nach Angaben des Herstellers. Bei Klonierung
von Tag-PCR-Fragmenten wurde der mit der Restriktionsendonuklease Xcml hy-
drolysierte Klonierungsvektor pMon (Borovkov und Rivkin, 1997) verwendet, fiir
alle anderen Klonierungen der pBluescriptll SK+ (Stratagene, Heidelberg) Klonie-
rungsvektor.

2.2.18 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Standard-Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion wurde verdndert nach Saiki et al. (1988) und Ka-
wasaki und Wang (1989) durchgefiihrt. Zur Amplifikation von Gesamt-DNA oder
Plasmid-DNA wurden jeweils 10-1000 ng oder 0,1-15 ng DNA eingesetzt. Der
PCR-Ansatz enthielt 1 x PCR-Puffer (mit 1,5-2 mM MgCl, oder MgSO, als End-
konzentration), 100 mM je dNTP, 5 pmol je Oligonukleotid, 1-1,25 Units Tag-
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Polymerase (siehe 2.3), im Falle der MolTaq zusitzlich 0,5 ul vom Hersteller ge-
stellter Enhancer (Information iiber Zusammensetzung liegt nicht vor) und Wasser
in einem Endvolumen von 50 ul. Bei der Verwendung der Pfu- oder Pwo-DNA-
Polymerase (siehe 2.3) mit 3° 5° Exonuklease-Aktivitit (,,proofreading”-Funktion),
wurden abweichend davon insgesamt 100-750 ng Gesamt-DNA oder 0,1-30 ng
Plasmid-DNA, 50-100 mM je dNTP, 25-50 pmol je Oligonukleotid und 2-2,5 Units
Enzym eingesetzt. Bei den verwendeten PCR-Geriten handelte es sich um den
,,PTC-1007M> (MJ Research, Inc., Hess, Oldendorf), den ,Minicycler” (MJ Rese-
arch, Inc., Hess, Oldendorf) und den ,,Mastercycler gradient” (Eppendorf, Ham-
burg). Das Standard-PCR-Programm begann mit einer Anfangs-Denaturierung von
2 min bei 94°C. Es schlossen sich 40-45 Zyklen von 1 min 94°C Denaturierung,
1 min 55-65°C (Temperatur variierte in Abhidngigkeit der verwendeten Oligonukleo-
tide) Anlagerung der Oligonukleotide und der Elongation bei 72°C (1 min/1000 bp
bei Verwendung einer Tag-Polymerase, ansonsten nach Angaben des Herstellers)
an. Im Folgenden wurde ein anschliefender Elongationsschritt fiir 5 min bei 72°C
durchgefiihrt. Bei Verwendung der Pfu- oder Pwo-Polymerase wurde eine Elongati-
onstemperatur von 68°C gewihlt. Wenn Oligonukleotide verwendet wurden, die Er-
kennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen beinhalteten, wurden zunichst
drei bis sechs Zyklen mit einer fiir die Oligonukleotide ohne Erkennungssequenz
optimalen Anlagerungstemperatur durchgefiihrt und anschlieend 30-40 Zyklen mit
einer Anlagerungstemperatur optimal fiir die Oligonukleotide mit Erkennungsse-
quenz.

Reverse-Transkription-PCR (,,OneStep” RT-PCR)

Die cDNA-Amplifikation von Gesamt-RNA erfolgte mit dem ,,OneStep” RT-PCR
Kit (Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Zuvor wurde die RNA mit einer
RNase-freien DNase I (Fermentas, Leon-Rot) behandelt um DNA-Riickstinde zu
entfernen. Der vollstindige Abbau der DNA wurde in einer PCR mit spezifischen
Oligonukleotiden iiberpriift.

2.2.19 Invitro Mutagenese von Plasmid-DNA

Die Erzeugung von Punktmutationen durch ortsgerichtete Mutagenese wurde in ei-
ner PCR mit einer DNA-Polymerase mit ,,proofreading”’-Funktion (Pfu- oder Pwo-
DNA-Polymerase, siehe 2.3) durchgefiihrt. Mit spezifischen Oligonukleotiden, wel-
che an der entsprechenden Position die Punktmutation aufwiesen, wurden von Plas-
mid-DNA DNA-Fragmente mit der gewiinschten Punktmutation erzeugt. Durch Zu-
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gabe der methylierungssensitiven Restriktionsendonuklease Dpnl (QBiogene, Hei-
delberg) wurde die Plasmid-DNA anschlieBend hydrolysiert und die DNA-Frag-
mente mit erzeugter Punktmutation nach einer Aufreinigung iiber einen Membran-
Filter (2.1.4) in E. coli-Zellen transformiert (2.2.4).

2.2.20 In vitro Transkription

Die Synthese von RNA in einer in vitro Transkription erfolgte mit dem ,,T7 Trans-
cription Kit” (Fermentas, Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers. Fiir die Markie-
rung von in vitro Transkripten mit Biotin wurde der ,,Biotin RNA labeling Mix”” von
Roche (Mannheim) verwendet.

2.2.21 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Fragmenten wurde von der Firma MWG
Biotech (Martinsried) nach der Didesoxy-Methode nach Sanger et al. (1977) durch-
gefiihrt.

2.2.22 Auswertung von Nukleotid- und Protein-Sequenzen

Sequenzvergleiche von DNA, RNA und Proteinen erfolgten mit dem Programm
,,BioEdit Version 7.0.1” (Hall, 1999) oder mit dem Programm Clustal W (Thompson
et al., 1994; Larkin et al., 2007) auf der Internetseite des EBI (European Bioinfor-
matics Institut: www.ebi.ac.uk/clustalw/).



3 Ergebnisse

Mittels des von Staudinger und Kempken (2003) entwickelten in organello Systems
ist es moglich, die Prozessierung von Transkripten in heterologen Mitochondrien
zu analysieren. Durch Elektroporation wird hierbei fremde DNA in die Matrix von
isolierten Mitochondrien eingebracht. Die Mitochondrien werden anschlieend in
einem physiologischem Puffer inkubiert, der die Transkriptionsaktivitit bis zu sie-
ben Stunden aufrechterhilt. Durch die Analyse der RNA-Edierung der in organello
synthetisierten fremden oder auch modifizierten Transkripte ist es moglich, Riick-
schliisse auf den Mechanismus der Erkennung von Edierungspositionen zu ziehen.

Hierfiir wurden im Folgenden Gene von unterschiedlichen Pflanzen ausgewdhlt
und deren Transkriptprozessierung in heterologen Mitochondrien analysiert. In vor-
angegangenen Arbeiten war es bisher gelungen in organello Systeme fiir die mo-
nokotylen Pflanzen Zea mays und Sorghum bicolor zu etablieren (Staudinger und
Kempken, 2003). Unter anderem wurde hier die Prozessierung der Transkripte des
cox2 Gens der dikotylen Pflanze Arabidopsis thaliana in Mitochondrien aus Zea
mays analysiert und gezeigt, dass diese korrekt und effizient gespleiit und ediert
werden. Um die Prozessierung der Transkripte von mitochondrialen Genen aus mo-
nokotylen aber auch aus dikotylen Pflanzen in Mitochondrien aus dikotylen Pflanzen
analysieren zu konnen, wurden im Rahmen dieser Arbeit in organello Systeme fiir
Brassica oleracea var. botrytis und fiir Arabidopsis thaliana etabliert.

Mittels dieser etablierten in organello Systeme war es auBlerdem moglich zu
analysieren, ob Transkripte aus Plastiden in Mitochondrien gespleifit und ediert
werden. Hierdurch konnte der Frage nachgegangen werden inwieweit pflanzliche
Mitochondrien und Plastiden dhnliche oder sogar gemeinsame Komponenten des
RNA-Spleilens und der RNA-Edierung aufweisen. Des Weiteren wurden Protei-
nextrakte aus isolierten Mitochondrien von B. oleracea var. botrytis und A. tha-
liana verwendet um Proteine zu isolieren, die spezifisch an RNA-Fragmente mit
Edierungspositionen binden.

35
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3.1 [Etablierung des in organello Systems fiir
Brassica oleracea var. botrytis und fiir
Arabidopsis thaliana

Der Vorteil von Blumenkohl fiir das in organello System ist die gute Verfiigbarkeit
von Blumenkohl-Infloreszenzen als Material. Obwohl in der Datenbank des NCBI
wenig Sequenzinformationen zu mitochondrialen Genen aus Blumenkohl vorlie-
gen, ermoglicht die enge Verwandtschaft zu A. thaliana, dessen Chondriom (Unseld
et al., 1997) und Kerngenom (genome initiative, 2000) vollstdndig sequenziert vor-
liegen, eine Verwendung der Mitochondrien aus Blumenkohl im in organello Sys-
tem. Es ist, zumindest im Bereich der kodierenden Sequenzen, von einer sehr hohen
Sequenzhomologie zwischen A. thaliana und B. oleracea var. botrytis auszugehen.
So ergab die Sequenzierung des mitochondrialen Genoms von Brassica napus L.,
einer weiteren Pflanze aus der Familie der Brassicacae, im Vergleich mit dem mit-
ochondrialen Genom von A. thaliana eine starke Konservierung der Gensequenzen
und Intronstrukturen (Handa, 2003).

Da A. thaliana als Modellpflanze fiir verschiedenste biologische Fragestellun-
gen eine grole Bedeutung zukommt und deshalb auch in vielen Bereichen bereits
gut untersucht und charakterisiert ist, war es weiterhin von besonderem Interesse,
ein in organello System fiir A. thaliana zu etablieren. Die Isolierung von Mitochon-
drien erfolgte aus im Dunkeln angezogenen A. thaliana Zellkulturen.

Fiir die in organello Systeme aus Brassica oleracea var. botrytis und Arabidop-
sis thaliana wurde das von Staudinger und Kempken (2003) entwickelte Protokoll
zur Isolierung von Mitochondrien leicht abgewandelt (siche Abschnitt 2.2.3). Hier-
durch konnten aktive Mitochondrien isoliert werden, die nachweislich in der Lage
waren, eingebrachte Gene zu transkribieren und die entsprechenden Transkripte zu
prozessieren. Diese Ergebnisse sind in den Abschnitten 3.2.1 und 3.2.2 dargestellt.
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3.2 Analyse der RNA-Edierung von cox2
Transkripten in heterologen Mitochondrien

3.2.1 RNA-Prozessierung des Zea mays cox2 Transkriptes in
Mitochondrien aus Brassica oleracea var. botrytis

Das mitochondrial lokalisierte cox2 Gen kodiert fiir die Untereinheit II der Cy-
tochrom C Oxidase der mitochondrialen Atmungskette. Da in fritheren Analysen
gezeigt werden konnte, dass das cox2 Gen aus der dikotylen Pflanze A. thaliana
in Mitochondrien aus Z. mays sehr effizient gespleit und an allen untersuchten
RNA-Edierungspositionen ediert wurde (Staudinger und Kempken, 2003, 2004),
sollte im Folgenden die Prozessierung des cox2 Transkriptes aus der monokotylen
Pflanze Z. mays in isolierten Mitochondrien des dikotylen B. oloeracea var. botry-
tis analysiert werden. Von besonderem Interesse war hierbei, ob im in organello
System eine Erkennung und Edierung der RNA-Edierungspositionen, die sich zwi-
schen dem cox2 Gen aus Z. mays und dem aus A. thaliana bzw. B. oleracea var.
botrytis unterscheiden, im heterologen Transkript erfolgt. Insgesamt liegen im cox2
Transkript aus Z. mays 22 und aus A. thaliana 15 in der Datenbank beschriebene
RNA-Edierungspositionen vor (NCBI ,,accession no.”: AY973492 und NC 001284;
Giege und Brennicke, 1999). Sowohl im cox2 Gen aus A. thaliana als auch in dem
aus Z. mays liegt ein Gruppe II Intron vor. Hierbei handelt es sich allerdings um
nicht-homologe Introns mit unterschiedlichen Insertionspositionen in den kodieren-
den cox2 Sequenzen. Bei Z. mays befindet sich das Intron im 3 Bereich und bei
A. thaliana im 5° Bereich der kodierenden Sequenz.

Um zu iiberpriifen, ob die cox2-Sequenz und die im Transkript vorhandenen
RNA-Edierungspositionen zwischen A. thaliana und B. oleracea var. botrytis tiber-
einstimmend sind und um eine korrekte Auswertung der Ergebnisse aus den in
organello Analysen zu ermoglichen, wurde die cox2 DNA- und cDNA-Sequenz
aus B. oleracea var. botrytis bestimmt (siche Anhang: Abb. A.2). Die cox2 DNA-
Sequenzen der Exonbereiche von A. thaliana und B. oleracea var. botrytis sind
bis auf einen Nukleotidaustausch bei +379 (A. thaliana C —T bei B. oleracea
var. botrytis) identisch. An der Position +379 (relativ zum Start-Kodon) liegt im
A. thaliana cox2 Transkript eine RNA-Edierungsposition vor, welche im Blumen-
kohl Transkript durch das schon auf genomischer Ebene vorhandene Desoxythmidin
entfillt.

Die Position des Introns zwischen cox2 aus A. thaliana und B. oleracea var.
botrytis ist ebenfalls identisch, allerdings liegen im Intronbereich einige Sequenz-
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unterschiede vor. Durch einen Vergleich der cox2 DNA und cDNA Sequenzen aus
Blumenkohl wurden die RNA-Edierungspositionen identifiziert. Abgesehen von der
entfallenen RNA-Edierungsposition bei +379 durch die sogenannte Priedierung auf
genomischer Ebene werden zwei weitere der bei A. thaliana beschriebenen RNA-
Edierungspositionen im Blumenkohl Transkript trotz vorhandener Cytidine an ent-
sprechenden Positionen nicht ediert. Hierbei handelt es sich um die Positionen +24
und +261 relativ zum Start-Kodon. Insgesamt liegen somit im Blumenkohl cox2
Transkript zwolf RNA-Edierungspositionen vor, die mit A. thaliana cox2 RNA-
Edierungspositionen identisch sind.

Fiir die Klonierung der Z. mays cox2 Sequenz wurden, ausgehend von der Se-
quenz des mitochondrialen Genoms von Z. mays (Linie NB; NCBI ,,accession no.”
AY506529), die Oligonukleotide FK688 und FK689 abgeleitet und in einer PCR
mit mitochondrialer DNA aus Z. mays die kodierende Region von 783 bp sowie das
Intron mit einer Groe von 794 bp des cox2 Gens amplifiziert. Dieses Fragment
wurde in den Vektor pMS413 (Staudinger, 2004; siche Anhang) zwischen den dort
enthaltenen Promotorbereich und 3° untranslatierten Bereich des A. thaliana cox2
Gens kloniert. Das so erhaltene Plasmid wurde pNB475 genannt (siehe Abb. 3.1a
und Anhang). Obwohl fiir das Z. mays cox2 Gen mehrere Promotoren beschrieben
worden sind (Lupold et al., 1999), wurden die 5° und 3 ‘ regulatorischen Bereiche des
A. thaliana cox2 Gens verwendet und nicht die nativen Bereiche aus dem Z. mays
cox2 Gen. Diese Entscheidung beruhte darauf, dass eine Transkriptinitiierung von
dem A. thaliana Promotor in den Mitochondrien aus dem ebenfalls dikotylen B. ole-
racea var botrytis als gesichert erschien.

Zur Analyse der in organello Prozessierung des Z. mays cox2 Transkriptes
wurde das Plasmid pNB475 mittels Elektroporation in isolierte Mitochondrien aus
Blumenkohl eingebracht. Nach der anschlieBenden in organello Inkubation wurde
die Gesamt-RNA aus den Mitochondrien isoliert und zur Entfernung der vorhande-
nen DNA eine Inkubation mit dem Enzym DNase I angeschlossen. Der Nachweis
der vollstindigen Entfernung der DNA wurde durch eine PCR erbracht (nicht ge-
zeigt). In dieser PCR sowie in der darauffolgenden RT-PCR wurden die Z. mays
cox2 spezifischen Oligonukleotide NB852 und FK789 eingesetzt. Die Lage der Oli-
gonukleotide sowie deren Sequenz im Vergleich zu der entsprechenden Sequenz des
endogenen Blumenkohl cox2 Gens ist in Abb. 3.1a und b dargestellt. Es ist zu erken-
nen, dass die ansonsten sehr d@hnlichen cox2 Sequenzen aus Mais und Blumenkohl
im Bereich der verwendeten Oligonukleotide signifikante Unterschiede aufweisen,
die eine spezifische Amplifikation der fremden Transkripte in den Mitochondrien
aus Blumenkohl gewihrleisten. Der Nachweis der Spezifitit der Oligonukleotide
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a
NB852 FK789
' N N ‘k
At5 UTR Zm Exon1 Zm Intron " ZmExon2 At3" UTR
pNB475 500 bp
b
NB852 R j FK789

Zm 183 CGCTTTATGGCATTTCAACGAGC  Zm 1520 GACTTTGAAAGATTATGCGGATTGG

Bo 177 CGCTTTATGGCATTTCCACTATA Bo 2064 TCCTAGGAAAGATTATGGTTCTCGG
c

bp

1500 —

500 -

Abbildung 3.1: Prozessierung des Z. mays cox2 Transkriptes nach in organello Inkubation in
Mitochondrien aus B. oleracea var. botrytis

a Schematische Darstellung der kodierenden Sequenz mit Intron von Z. mays (Zm) cox2 und der
5 und 3° untranslatierten Regionen (UTR) des A. thaliana (At) cox2 Gens im Plasmid pNB475.
Die Lokalisation der zur Amplifikation von cDNA verwendeten Oligonukleotide NB852 und FK789
ist mit Dreiecken eingezeichnet. b Zur Verdeutlichung der Spezifitit ist ein Vergleich der cox2 Se-
quenz von Z. mays und B. oleracea var. botrytis (Bo) im Bereich der Oligonukleotide NB852 und
FK789 gezeigt. Die Positionsangaben beziehen sich auf die Position im offenen Leserahmen (mit
Intron). ¢ Das Plasmid pNB475 mit der cox2 Sequenz aus Z. mays wurde durch Elektroporatio