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1.   Einleitung  

 

Eukaryoten unterscheiden sich von ihren prokaryotischen Verwandten durch die 

Unterteilung ihrer Zellen in Kompartimente. Ein Kompartiment wird definiert als die 

Gesamtheit aller membranumschlossenen Reaktionsräume eines Typs. Hierzu 

gehört auch der Zellkern, der als typisches Merkmal einer eukaryotischen Zelle gilt. 

Die Kompartimentierung dient der Kontrolle und Optimierung biochemischer Abläufe 

und findet sich bei den meisten vielzelligen Organismen.  

 

1.1   Die Organellen der Pflanzenzelle und ihre Entstehung  

 

Eine besondere Form der Kompartimente sind die Organellen, zu denen die Mito-

chondrien und die Plastiden der Pflanzenzellen zählen. Sie sind prokaryotischer Her-

kunft und enthalten ringförmige DNA und 70S-Ribosomen. Plastiden existieren in 

höheren Pflanzen in verschiedenen Erscheinungsformen, die sich teilweise ineinan-

der umwandeln können. Die bekannteste Form der Plastiden sind die Chloroplasten. 

Sie sind die Orte der Photosynthese und produzieren den Großteil der Nahrungsmit-

tel und Biomasse auf unserem Planeten. Neben der Fixierung von Kohlenstoff sind 

Plastiden auch Syntheseort für viele wichtige Stoffe, wie zum Beispiel Carotinoide, 

Tetrapyrrole oder Phytohormone. Zusammen mit den Mitochondrien synthetisieren 

sie ATP und liefern somit die biochemische Energie für alle zellulären Abläufe.  

Beide Organellen besitzen im Unterschied zu anderen Kompartimenten eine 

doppelte Hüllmembran sowie eine Elektronentransportkette. Weiterhin ähnelt die Or-

ganisation der ringförmigen DNA der Plastiden und Mitochondrien der von Prokaryo-

ten. Die Zellen höherer Pflanzen beinhalten viele Kopien des plastidären Genoms 

(2000 bis 50000 Kopien pro Zelle), wobei die Anzahl vom Gewebe und Zelltyp ab-

hängig ist (Kuroiwa et al., 1982; Krupinska et al., 2012). Die plastidäre DNA (plDNA) 

bildet zusammen mit Proteinen und RNA eine hochmolekulare Struktur, die innerhalb 

der Plastiden an Membranen angelagert ist. Diese Struktur, die als plastidäres Nuk-

leoid bezeichnet wird, ist für die Reparatur und Replikation von DNA, die Rekombina-

tion, Transkription und die post-transkriptionelle Kontrolle der plastidären Genex-

pression zuständig (Kuroiwa, 1991; Sakai et al., 2004; Krupinska et al., 2012; Pfalz 

und Pfannschmidt, 2013). Nukleoide können aus Plastiden aufgereinigt werden und 

werden in Anbetracht ihrer Transkriptionsaktivität auch als TAC (transcriptionally 

active chromosome) bezeichnet (Krupinska et al., 2012; Pfalz und Pfannschmidt, 

2013). 

 

Laut der Endosymbiontentheorie entwickelten sich Plastiden im Zuge eines 

endosymbiotischen Prozesses, der vor mehr als 1,2 Milliarden Jahren begann, als 

eine eukaryotische Wirtszelle einen photosynthetischen Prokaryoten, wahrscheinlich 

einen Verwandten der heutigen Cyanobakterien, aufnahm (Mereschkowsky, 1905; 

Goksøyr, 1967). Mitochondrien entstanden auf ähnliche Weise bereits vor etwa 

2 Milliarden Jahren aus Ŭ-Proteobakterien (Gray et al., 1999; Gogarten et al., 2002). 
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Im Laufe der Zeit wurden der aufgenommene Prokaryot und die Wirtszelle immer 

mehr zu einer Einheit. Dabei kam es durch einen permanenten und sukzessiven 

Fluss von genetischem Material aus dem prokaryotischen Endosymbionten in den 

Zellkern der Wirtszelle zu einem fast vollständigen Transfer der Organellengene in 

die eukaryotische DNA (Martin et al., 2002; Timmis et al., 2004). Plastidäre Genome 

enthalten heute nur noch 20 bis 200 Gene und mitochondriale Genome kodieren 

sogar für nur drei bis 67 Proteine (Gray et al., 1999; Timmis et al., 2004). 

Chloroplasten der Modellpflanze Arabidopsis thaliana (A. thaliana, Ackerschmal-

wand, L.) enthalten etwa 2000 verschiedene Proteine, von denen nur noch 87 direkt 

im Organell kodiert sind (Baerenfaller et al., 2008; Zybailov et al., 2008; Martin et al., 

2002). Die plastidären Gene kodieren größtenteils für Komponenten des 

Photosyntheseapparates sowie für die plastidäre Transkriptions- und Translations-

maschinerie (Sugiura, 1992). Die Mehrheit der Organellenproteine wird hingegen von 

Genen im Zellkern kodiert und im Cytoplasma an 80S-Ribosomen als Vorstufen-

proteine synthetisiert. Vorstufenproteine liegen ungefaltet vor und gelangen mit Hilfe 

eines Proteinabschnittes am N-Terminus des Proteins, der als Importsequenz 

bezeichnet wird, in die Organellen. Die Importsequenz wird von Proteinkomplexen in 

den Hüllmembranen der beiden Organellen, den sogenannten Importapparaten 

erkannt. Das Protein wird mit Hilfe der Importapparate importiert und die Import-

sequenz wird anschließend proteolytisch entfernt. Jetzt kann das prozessierte 

Protein seine letztendliche Konformation annehmen (Jarvis und Soll, 2002; Gabriel 

und Pfanner, 2007; Flores-Pérez und Jarvis, 2013). Folglich sind prozessierte 

Proteine in den Organellen kleiner als ihre Vorstufenproteine. Die Komplexe der 

plastidären Importapparate werden als TIC bzw. TOC (translocon at the inner/outer 

chloroplast membrane) bezeichnet.   

 

1.2   Kommunikati on zwischen den Organellen und dem Zellkern  

 

Der größte Teil der Organellenproteine wird, wie bereits erläutert, im Kerngenom ko-

diert. Indem der Zellkern die Synthese der kernkodierten Organellenproteine verän-

dert sendet er Signale an die Plastiden und Mitochondrien und kontrolliert diese. Die 

Signale, die vom Zellkern an die Organellen gesendet werden, bezeichnet man als 

anterograde Signale (Woodson und Chory, 2008). Die Transkriptionsaktivitäten des 

Zellkerns müssen auf den physiologischen Zustand und die Genexpression der Or-

ganellen angepasst sein. Um dies zu gewährleisten, senden Mitochondrien und Plas-

tiden sogenannte retrograde Signale an den Zellkern (Beck, 2005; Woodson und 

Chory, 2008; Krupinska, 2011; Duchêne und Giegé, 2012). Zwischen dem Zellkern 

und den Organellen werden ständig anterograde und retrograde Signale ausge-

tauscht, welche die Kommunikation zwischen dem Zellkern und den Organellen er-

möglichen und essentiell für die Anpassung an veränderte Umweltbedingungen und 

Stresssituationen sind (Abb. 1A). In photosynthetischen Eukaryoten werden zusätz-

lich Signale zwischen den Mitochondrien und den Plastiden ausgetauscht (Woodson 

und Chory, 2008). 
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1.2.1   Plastidäre retrograde Signale  

 

An den weißen Blattbereichen der Gerstenmutante albostrians wurde erstmals beob-

achtet, dass Plastiden retrograde Signale zum Zellkern senden. Die weißen 

Blattbereiche bilden sich auf Grund von defekten 70S-Ribosomen in den Plastiden. 

Die Menge der kleinen Untereinheit der RuBisCo (Ribulose-1,5-bisphosphat-

carboxylase/-oxygenase), welche im Zellkern durch das RBCS-Gen kodiert ist, ist in 

den weißen Bereichen verringert, obwohl die 80S-Ribosomen im Cytoplasma intakt 

sind (Bradbeer et al., 1979). Folglich scheint die Störung der plastidären 

Genexpression die Transkription des RBCS-Gens im Zellkern zu beeinflussen. 

Spätere Studien, bei denen selektiv die 70S-Ribosomen mit geeigneten Antibiotika 

wie Lincomycin gehemmt wurden, konnten diese Beobachtung bestätigen (Oelmüller 

et al., 1986; Gray et al., 1995; Yoshida et al., 1998; Sullivan und Gray, 1999). In allen 

Untersuchungen war die Expression des RBCS-Gens und/oder eines LHCB-Gens, 

welches im Zellkern für ein Protein des Lichtsammelkomplexes des Photosystems II 

kodiert (LHCII, light harvesting complex II), herunter reguliert. Die Transkriptmenge 

von RBCS und LHCB wird daher als Marker für die Wirkung von plastidären 

retrograden Signalen auf die Genexpression im Zellkern verwendet. 

Neben der Genexpression gibt es noch weitere Prozesse in den Plastiden, die als 

Auslöser retrograder Signale diskutiert werden. Dazu zählen die Tetrapyrrol-

biosynthese (Beck, 2001; Papenbrock und Grimm, 2011), die Bildung verschiedener 

reaktiver Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species), insbesondere Singulett-

sauerstoff und Wasserstoffperoxid (Mullineaux und Karpinski, 2002; Apel und Hirt, 

2004), die photosynthetische Elektronentransportkette (Pfannschmidt et al., 2003; 

Leister, 2012) und die Synthese von PAP (3-Phosphoadenosine 5-Phosphat) 

(Estavillo et al., 2011). Auch das Phytohormon Abscisinsäure (ABA) wird als Auslö-

ser plastidärer retrograder Signale diskutiert (Koussevitzky et al., 2007; Voigt et al., 

2010). ABA wird nahezu vollständig in den Chloroplasten synthetisiert. Aus 

Carotinoiden entsteht mit Hilfe des Enzyms NCED (9-Cis-Epoxycarotinoid-

Dioxygenase) in den Plastiden zunächst Xanthoxin, welches ins Cytoplasma trans-

portiert und dort zu ABA umgesetzt wird (Cutler et al., 2010; Seo und Koshiba, 2011). 

Da die Abscisinsäure nicht innerhalb der Plastiden lokalisiert ist, könnte sie Informa-

tionen an den Zellkern weiter geben. Die verschiedenen Auslöser retrograder 

Plastidensignale wurden durch genetische und physiologische Studien bekannt. 

Dabei hat besonders die Entdeckung der gun-Mutanten eine entscheidende Rolle 

gespielt (Susek et al., 1993).  

 

1.2.2   Die gun -Mutanten  

 

Eine Störung in der Chloroplastenentwicklung bewirkt, dass die Transkriptmenge des 

LHCB-Gens im Zellkern sinkt (Oelmüller und Mohr, 1986) (Abb. 1A). Die gestörten 

Plastiden senden ein retrogrades Signal an den Zellkern und beeinflussen so dessen 

Aktivität. In einer mutierten Population von A. thaliana wurde nach Mutanten gesucht, 
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die bei einer funktionellen Störung der Chloroplasten keine verringerte LHCB-

Transkriptmenge zeigten. Die funktionelle Störung der Chloroplasten wurde durch 

Norflurazon (NF) induziert. NF inhibiert das Enzym Phytoene-Desaturase in den 

Chloroplasten, wodurch die Carotinoidbiosynthese blockiert wird (Sandmann und 

Böger, 1989). Die fehlenden Carotinoide führen zur funktionellen Störung der 

Chloroplastenbiosynthese. Es wurden fünf Mutanten identifiziert, in denen die LHCB-

Transkriptmenge von der durch NF hervorgerufenen funktionellen Störung der 

Plastiden nicht beeinflusst wird, also "entkoppelt" ist (Susek et al., 1993) (Abb. 1B). 

Diese sogenannten gun-Mutanten (genomes uncoupled, gun1 bis gun5) besitzen 

folglich einen Defekt in einem Protein, das an der Übertragung des Plastidensignals 

beteiligt ist.  

 

 
Abb. 1: Kommunikation zwischen den Chloroplasten und dem Zellkern. A Im Wildtyp senden 

Chloroplasten nach einer funktionellen Störung (1.) retrograde Signale (2.) an den Zellkern. 

Die Expression von Zielgenen wie RBCS und LHCB wird reduziert (3.) und der Zellkern kann 

mittels anterograder Signale (4.) auf die Stresssituation reagieren. B In einer gun-Mutante 

(genomes uncoupled) ist die Übertragung des Plastidensignals gestört (2.) und die Expres-

sion der Zielgene verändert sich nicht (3.).   

 

Die genetischen Defekte in den Mutanten gun2 bis gun5 konnten alle dem Tetra-

pyrrolsyntheseweg zugeordnet werden. Die gun2-Mutante ist in der Hämoxygenase 
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gestört, während die gun3-Mutante einen Defekt in der Phytochromobilin-Synthase 

hat (Surpin et al., 2002). In der gun4-Mutante liegt eine Schädigung eines Aktivators 

der Mg-Chelatase vor und die gun5-Mutation betrifft die Untereinheit H des Enzyms 

Mg-Chelatase selbst (Strand, 2004). All diese Defekte führen letztendlich zu einer 

verringerten Menge an Mg-Protoporphyrin IX, welches eine zentrale Rolle bei der 

Übertragung plastidärer Signale spielt (Woodson und Chory, 2008). Wie genau das 

Mg-Protoporphyrin IX-Signal zum Zellkern gelangt, ist bisher ungeklärt. 

Der Defekt in der gun1-Mutante konnte auf ein PPR-Protein (pentatricopeptid-repeat) 

zurückgeführt werden (Surpin et al., 2002; Koussevitzky et al., 2007). PPR-Proteine 

haben ihren Namen von einer 35 Aminosäuren langen Sequenz, die in den Proteinen 

mehrfach vorkommt und tandemartig angeordnet ist (Small und Peeters, 2000; 

Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Diese große Proteinfamilie findet man in fast 

allen Eukaryoten, wo die meisten der bis jetzt untersuchten PPR-Proteine in Organel-

len zu finden sind (Saha et al., 2007; Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Das 

PPR-Protein GUN1 ist in den Plastiden lokalisiert und bindet dort an DNA. Obwohl 

der Wirkmechanismus von GUN1 ungeklärt ist, ist unbestritten, dass GUN1 eine 

zentrale Rolle bei der Übertragung verschiedener retrograder Plastidensignale spielt. 

GUN1 überträgt sowohl Infomationen über den funktionellen Zustand der plastidären 

Genexpression (Gray et al., 2003) und des Redoxstatus der Plastiden (Koussevitzky 

et al., 2007) als auch Plastidensignale, die durch ABA und Zucker ausgelöst werden 

(Koussevitzky et al., 2007; Cottage et al. 2010), an den Zellkern. Neben den fünf 

klassischen gun-Mutanten wurden weitere gun-Mutanten identifiziert, wie zum Bei-

spiel die ptm-Mutante (Sun et al., 2011) oder die cry1-Mutante (Ruckle et al., 2007; 

Ruckle und Larkin, 2009). 

 

Man weiß bereits viel über die Auslöser von Plastidensignalen, und auch die Auswir-

kungen auf den Zellkern sind gut erforscht. Unklar ist jedoch, wie das retrograde 

Signal die Chloroplastenhüllmembran und die Kernmembran passiert. Vorangegan-

gene Arbeiten postulierten einen mobilen "Plastidenfaktor", der die Plastiden verlas-

sen kann (Oelmüller und Mohr, 1986). Hierfür wären Proteine, die sowohl im Zellkern 

als auch in den Plastiden zu finden sind, und somit zu den dual lokalisierten Protei-

nen zählen, ideale Kandidaten.  

 

1.3   Dual lokalisierte Protein e in Pflanzen  

 

Proteine, die von einem Gen kodiert werden, jedoch an zwei Orten in der Zelle ak-

kumulieren, bezeichnet man als dual lokalisierte Isoformen (Krause und Krupinska, 

2009; Yogev und Pines, 2011; Burak et al., 2013). Die Isoformen können unter-

schiedliche Funktionen in den jeweiligen Kompartimenten haben (Silva-Filho, 2003). 

Durch die Aminosäuresequenz eines Proteins wird festgelegt, wohin ein neu synthe-

tisiertes Protein in der Zelle transportiert wird. Damit Proteinprodukte, die aus einem 

Gen entstanden sind, in zwei verschiedenen Kompartimenten der Zelle akkumulieren 

können, gibt es verschiedene Mechanismen. Viele Proteine, die sowohl in Mito-
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chondrien als auch in den Plastiden akkumulieren, besitzen eine N-terminale Import-

sequenz, die von den Importapparaten beider Organellen erkannt wird. Andere 

Proteine besitzen mehrere Signale für verschiedene Kompartimente. Beispielsweise 

kann eine N-terminale Importsequenz für die Mitochondrien zusammen mit einem C-

terminalen Signal für die Peroxisomen vorkommen (Small et al., 1998; Yogev und 

Pines, 2011; Duchêne und Giegé, 2012). Damit solche Proteine zur richtigen Zeit im 

richtigen Kompartiment akkumulieren, werden regulatorische Mechanismen wie al-

ternative Transkriptions- und Translationsstartstellen, alternatives Spleißen und post-

translationale Veränderungen der Proteine benötigt (Silva-Filho, 2003; Krause und 

Krupinska, 2009; Duchêne und Giegé, 2012). Neben den Proteinen, die direkt nach 

ihrer de novo Synthese in zwei verschiedene Kompartimente transportiert werden, 

gibt es auch dual lokalisierte Proteine, die zunächst in einem Kompartiment akkumu-

lieren, von dem sie in ein zweites Kompartiment umverteilt werden. Zum Beispiel ak-

kumuliert das CAH1-Protein von A. thaliana zunächst im ER, von wo aus es nach 

post-translationalen Modifikationen in die Plastiden gelangt (Burén et al., 2011).  

Das erste dual lokalisierte Protein, das in Pflanzenzellen identifiziert wurde, war die 

Glutathion-Reduktase der Erbse (Pisum sativum), die gleichzeitig in Chloroplasten 

und Mitochondrien detektiert wurde (Creissen et al., 1995). Seit dieser Entdeckung 

wurden zahlreiche dual lokalisierte Proteine in Pflanzen beschrieben. Die Mehrheit 

von ihnen findet man in Plastiden und Mitochondrien (Carrie und Small, 2012). Ein 

Beispiel hierfür sind einige der Aminoacyl-tRNA-Transferasen von A. thaliana 

(Duchêne et al., 2005). Etwa ein Dutzend der dual lokalisierten Proteine in Pflanzen 

sind in Mitochondrien und Peroxisomen lokalisiert und es existieren sechs bekannte 

Proteine, die sowohl im Zellkern als auch den Mitochondrien zu finden sind (Yogev 

und Pines, 2011; Duchêne und Giegé, 2012). Ein Beispiel für letztere sind die zwei 

Isoformen der DNA-Ligase1 von A. thaliana, deren duale Lokalisation mittels GFP-

Fusionsproteinen nachgewiesen wurde (Sunderland et al., 2006). Sowohl im Zellkern 

als auch in den Mitochondrien ist die Ligase wahrscheinlich in die letzten Schritte der 

DNA-Reparatur involviert (Taylor et al., 1998).  

 

 

Eine weitere Gruppe der dual lokalisierten Proteine akkumuliert in Plastiden und dem 

Zellkern (Krause et al., 2009; Krause et al., 2012; Krupinska et al., 2012) (Tab. 1). 

Das Enzym DHFR (Dihydrofolate-Reduktase-Thymidylate-Synthase), welches den 

letzten Schritt bei der Synthese von Tetrahydrofolat katalysiert, wurde als eines der 

ersten in Plastiden und dem Zellkern lokalisierten Proteine identifiziert. Ein alternati-

ver Transkriptionsstartpunkt führt zur dualen Lokalisation der DHFR (Luo et al., 

1997). Ähnlich funktioniert die duale Lokalisation des NtWin4-Proteins. Ein alternati-

ver Startpunkt der Translation führt zur Synthese eines 26 kDa großen Proteins, das 

im Zellkern akkumuliert, und eines 24 kDa großen Vorstufenproteins. Letzteres wird 

in die Plastiden importiert und zu einer 17 kDa großen Isoform prozessiert (Kodama 

und Sano, 2007). 
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Tab. 1: Proteine mit einer Lokalisation in Plastiden und dem Zellkern. Die duale Lokalisation 

wurde zumeist mit GFP-Fusionsproteinen gezeigt (gfp). In einigen Fällen wurden Western 

Blot Analysen (blot), Immunfluoreszenz (fluo), Immunogoldmarkierungen (gold) oder Enzym-

assays (act) durchgeführt. 
 

Protein  
 

 
Methode  

 
Funktion in Plastiden  

 
Funktion im Zellk ern 

 
Literatur  

WHIRLY1 P-gfp-blot-
gold-fluo 
N-blot-
gold-fluo 

bindet an Nukleinsäuren; 
involviert in Spleißen und 
Erhaltung der DNA  

Transkriptionsfaktor;  
bindet an Telomere 

Grabowski et al., 
2008; Isemer et 
al., 2012a 

MFP1 P-gfp-gold 
N-gfp -
gold-blot 

an die Stromaseite der 
Thylakoide gebunden; Be-
standteil des TAC 

an dekondensierte DNA ge-
bunden; bindet Chromatin an 
die Kernhülle 

Samaniego et al., 
2008; Meier et 
al., 1996 

NRIP1 P-gfp 
N-gfp 

in uninfizierten Pflanzen im 
Stroma lokalisiert;  
in Stromuli nachweisbar 

Lokalisierung ins Cytosol und 
in den Zellkern nach Infektion; 
aktiviert die Immunantwort  

Caplan et al., 
2008 

HEMERA/ 
pTAC12/  
PAP5 

P-gfp-blot 
N-gfp-blot 

Bestandteil des TAC Phytochromsignale; wird in 
phytochrome nuclear bodies 
protolysiert 

Pfalz et al., 2006; 
Chen et al., 2010  

SEBF P-blot 
N-blot 

unbekannt; Sequenzähnlich-
keit zu RNA-Bindeproteinen 

Repressor des PR10a-Gens 
der Kartoffel 

Boyle und  
Brisson, 2001 

ATXR5 P-gfp 
N-gfp 

unbekannt interagiert mit PCNA; Zell-
zyklus und DNA Replikation 

Raynaud et al., 
2006 

DHFR P-gold 
N-gold 

Dihydrofolate-Reduktase-
Thymidylate-Synthase 

Dihydrofolate-Reduktase-
Thymidylate-Synthase 

Luo et al., 1997 

STEP1, 
cp31 

P-act 
N-gfp 

RNA-Bindeprotein bindet an Telomere und erhält 
deren Länge 

Kwon und 
Chung, 2004 

AtCDT1 P-gfp 
N-gfp 

Teilung;  
interagiert mit ARC6 

Replikation von DNA Raynaud et al., 
2005 

LEM1 P-gfp 
N-gfp 

Ähnlichkeit zum S9-Protein 
aus 30S-Ribosomen der 
Plastiden in Reis 

unbekannt Ma und Dooner, 
2004 

NtWin4 P-gfp-blot 
N-gfp 

Induktion des hypersensiti-
ven Zelltodes  

Repressor der Transkription 
während der Pathogenantwort 

Kodama und 
Sano, 2006 

AtIPT3 P-gfp 
N-gfp 

wird nicht farnesyliert;  
Biosynthese von Cytokinin 

wird farnesyliert; Lokalisierung 
in den Zellkern reguliert die 
Biosynthese von Cytokinin 

Galichet et al., 
2008 

SWIB-4 P-gfp-blot 
N-gfp-blot 

unbekannt Bestandteil des SWI/SNF 
chromatin-remodeling Kom-
plexes 

Melonek et al., 
2012 

PEND P-gfp 
N-gfp 

Anbindung der Nukleoide an 
die Membran 

unbekannt Sato et al., 1998; 
Terasawa und 
Sato, 2009 

Abkürzungen: AtIPT3, Adenosine Phosphate-Isopentenyltransferase 3; DHFR, Dihydrofolate Reduc-

tase-Thymidylate Synthase; LEM1, lethal embryo 1; MAR, matrix attachment region; N, Zellkern; 

NRIP1, N receptor-interacting protein; NtWIN4, N. tabacum wound-induced clone 4; P, Plastiden; 

PCNA, proliferating cell nuclear antigen; SEBF, silencing element binding factor.  

 

Ein weiteres Beispiel für ein dual lokalisiertes Protein, das in Plastiden und dem 

Zellkern vorkommt, ist WHIRLY1. Dieses Protein kommt gleichzeitig in beiden 

Kompartimenten einer Zelle vor, und beide Isoformen haben die gleiche molekulare 

Größe (Grabowski et al., 2008). Bisher wurden kaum Beispiele solcher dual 

lokalisierten Proteine beschrieben. Es wird spekuliert, dass WHIRLY1 zunächst im 

Organell gelagert wird und auf ein bestimmtes Signal hin im Zellkern akkumuliert 

(Krause und Krupinska, 2009). Bis jetzt konnte jedoch für kein Protein eine 

Umverteilung von den Plastiden in den Zellkern gezeigt werden. Sollte das 

WHIRLY1-Protein tatsächlich von einem Kompartiment ins andere gelangen können, 
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so wäre das Protein ein Kandidat für die Übertragung plastidärer retrograder Signale 

(Krause et al., 2012). 

 

1.4   Die Familie der WHIRLY -Proteine  

 

WHIRLY-Proteine gehören zu einer kleinen kernkodierten Proteinfamilie, die nur in 

Angiospermen vorkommt (Desveaux et al., 2004; Krause et al., 2005). Die meisten 

bisher untersuchten Pflanzenarten besitzen lediglich zwei WHIRLY-Proteine, die als 

WHIRLY1 und WHIRLY2 bezeichnet werden. Das WHIRLY3-Protein hingegen hat 

man bisher nur in der Westlichen Balsam-Pappel (Populus trichocarpa), der 

Sojabohne (Glycine max), Rübsen (Brassica rapa) und der Modellpflanze A. thaliana 

gefunden. Warum einige Spezies ein drittes WHIRLY-Protein besitzen, ist nicht 

bekannt.  

 

1.4.1   Aufbau und Struktur von WHIRLY -Proteinen  

 

Die Proteine aus der WHIRLY-Familie sind in Bezug auf ihre molekulare Größe und 

ihren isoelektrischen Punkt kaum zu unterscheiden (Desveaux et al., 2004). Charak-

teristisch für WHIRLY-Proteine ist die sogenannte WHIRLY-Domäne, in welcher die 

Aminosäureabfolge Lys-Gly-Lys-Ala-Ala-Leu (KGKAAL) zu finden ist. Mittels dieser 

konservierten Aminosäuren sind die Proteine in der Lage, an einzelsträngige DNA zu 

binden (Desveaux et al., 2002). Einige WHIRLY-Proteine, unter anderem WHIRLY1 

und WHIRLY3 von A. thaliana, besitzen an ihrem N-Terminus eine theoretische Au-

toregulationsdomäne, mit deren Hilfe Proteine in der Lage sind, ihre eigene Synthese 

zu regulieren (Desveaux et al., 2005; Grabowski, 2008). Ein weiteres gemeinsames 

Strukturmerkmal von WHIRLY-Proteinen ist eine theoretische Kupferbindedomäne, 

die man zum Beispiel bei AtWHIRLY3 von A. thaliana und HvWHIRLY1 von Gerste 

(Hordeum vulgare) findet (Vorhersage mit dem Programm Motif Scan; 

http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan). 

 

Das erste beschriebene WHIRLY-Protein wurde bei Untersuchungen an Kartoffeln 

(Solanum tuberosum) entdeckt und wurde auf Grund seiner Größe von etwa 24 kDa 

zunächst als p24 bezeichnet (Després et al., 1995; Desveaux et al., 2000) (Abb. 2A). 

Röntgenkristallstrukturanalysen zeigten, dass sich vier p24-Untereinheiten zu einem 

Homotetramer zusammen lagern können, wobei die Interaktion der einzelnen 

Monomere miteinander über ein Helix-Loop-Helix-Motiv am C-Terminus erfolgt 

(Desveaux et al., 2000, 2002) (Abb. 2B). Jedes p24-Monomer in diesem Komplex 

kann an einzelsträngige DNA binden. Später wurde p24 auf Grund der charakteristi-

schen Quartärstruktur des Homotetramers, welches wie ein Wirbel (engl. whirly) ge-

formt ist, in WHIRLY1 umbenannt (Desveaux et al., 2002). Eine Tetramerisierung 

wird für alle WHIRLY-Proteine aus verschiedenen Spezies erwartet (Desveaux et al., 

2004) und konnte für ein zweites WHIRLY-Protein der Kartoffel (StWHIRLY2) bereits 



1.   Einleitung  

 

14 
 

durch Röntgenkristallstrukturanalysen bestätigt werden (Cappadocia et al., 2008, 

2010). Es ist jedoch nicht bekannt, ob verschiedene WHIRLY-Proteine auch Heteroo-

ligomere miteinander bilden können. Erst kürzlich wurde durch Röntgenkristallstruk-

turanalysen von StWHIRLY2 der Kartoffel gezeigt, dass WHIRLY-Proteine fähig sind, 

24mere zu bilden, indem sich sechs Tetramere aneinander lagern (Cappadocia et 

al., 2012). Die 24mer-Struktur hat die Form einer hohlen Schale. Somit ähnelt sie 

Strukturen, wie dem menschlichen Ferretin, die dafür bekannt sind, Stoffe zu binden. 

Die Bildung von 24meren kann nur in Gegenwart von DNA erfolgen (Cappadocia et 

al., 2012).    

 

 
Abb. 2: Dreidimensionale Struktur des StWHIRLY1-Proteins der Kartoffel. A Bänderdia-

gramm des StWHIRLY1-Proteins. rot: Ŭ-Helices; blau: ɓ-Faltblätter B Tetramer aus vier 

StWHIRLY1-Proteinen (PBF2). Die Abbildungen sind der Arbeit von Desveaux et al. (2002) 

entnommen.  

 

WHIRLY-Proteine wurden nur in höheren Pflanzen gefunden (Desveaux et al., 2004; 

Krause et al., 2005). In Grünalgen der Gattungen Chlamydomonas und Ostreococ-

cus wurden Proteine nachgewiesen, die eine ähnliche Struktur, jedoch nur eine ge-

ringe Sequenzähnlichkeit zu den WHIRLY-Proteinen aufweisen. Ebenso konnte für 

das in die Zellteilung involvierte SsgB-Protein des Ascomyceten Thermobifida fusca 

und für die mitochondrialen RNA-Bindeproteine MRP1 und MRP2 aus dem Human-

parasit Trypanosoma bruceii eine strukturelle Ähnlichkeit zu den WHIRLY-Proteinen 

in Pflanzen gezeigt werden (Schumacher et al., 2006; Xu et al., 2009).  

 

1.4.2   Die Lokalisation der WHIRLY -Proteine in der Zelle  

 

Neben der WHIRLY-Domäne weisen WHIRLY-Proteine eine weitere gemeinsame 

Struktur in ihrer Aminosäuresequenz auf. Die meisten der untersuchten WHIRLY1- 

und WHIRLY3-Proteine besitzen eine Importsequenz für die Plastiden. WHIRLY1 

wurde ursprünglich als Transkriptionsfaktor im Zellkern beschrieben (Després et al., 

1995; Desveaux et al., 2000, 2002, 2004) und gehört also zu den bereits beschrie-

benen dual lokalisierten Proteinen (1.3). Ein Großteil aller WHIRLY2-Proteine sind 
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durch ihre Importsequenz in der Lage, in den Mitochondrien zu akkumulieren (Krau-

se et al., 2005) (Abb. 3).  

 

 

Abb. 3: Phylogenetischer Stammbaum aller bekannten WHIRLY-Proteine (NCBI Datenbank). 

WHIRLY1-Proteine und die in einigen Spezies gefundenen WHIRLY3-Proteine bilden eine 

Gruppe, deren Vertreter meist eine theoretische Lokalisation in den Plastiden haben (grün). 

Eine zweite Gruppe wird ausschließlich von WHIRLY2-Proteinen gebildet, welche zumeist 

eine theoretische Lokalisation in den Mitochondrien haben (orange). Für schwarz dargestell-

te Proteine wurde eine Lokalisation in anderen Zellbereichen vorhergesagt. Lokalisations-

vorhersagen wurden mit Hilfe der Programme TargetP, Prowler, WolfPSORT und ProtComp 

9.0 angefertigt. Proteine aus Monokotyledonen sind blau unterlegt. 
Abkürzungen:  Aco, Aquilegia coerulea, Rocky-Mountains Akelei; At, Arabidopsis thaliana, Ackerschmalwand; Bdi, 

Brachypodium distachyon, Zwenke; Bra, Brassica rapa, Rübsen; Cpa, Carica papaya, Papaya; Ccl, Citrus clementina, Mandari-

ne; Csa, Cucumis sativus, Gurke; Fve, Fragaria vesca, Walderdbeere; Gma, Glycine max, Sojabohne; Hv, Hordeum vulgare, 

Gerste; Mgu, Mimulus guttatus, Gelbe Gauklerblume; Mtr, Medicago truncatula, Schneckenklee; Os, Oryza sativa, Reis; Pda, 

Phoenyx dactylifera, Dattelpalme; Ppe, Prunus persica, Pfirsich; Ptr, Populus trichocarpa, Westliche Balsam-Pappel; Rco, 

Ricinus communis, Rizinus; Sbi, Sorghum bicolor, Hirse; Sit, Setaria italica, Kolbenhirse; Sly, Solanum lycopersicum, Tomate; 

Stu, Solanum tuberosum, Tomate; Vvi, Vitis vinifera, Weintraube; Zm, Zea mais, Mais.  
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Die subzelluläre Lokalisation der drei WHIRLY-Proteine von A. thaliana in den Plasti-

den (WHIRLY1 und WHIRLY3) und Mitochondrien (WHIRLY2) wurde mittels tran-

sienter Transformation von Zwiebelepidermiszellen und Tabakprotoplasten mit Kon-

strukten für GFP-Fusionsproteine gezeigt (Krause et al., 2005; unveröffentl. Daten 

E. Hühner). Bei diesen Untersuchungen wurde keines der WHIRLY-Proteine im Zell-

kern detektiert. Da WHIRLY-Proteine kein Kernlokalisationssignal besitzen, müssen 

sie passiv durch die Kernporen transportiert werden, was nur für Proteine mit einer 

Größe von weniger als 50 kDa möglich ist (Gorlich, 1998). Die WHIRLY:GFP-

Fusionsproteine sind mit über 50 kDa zu groß, um im Zellkern akkumulieren zu 

können. Der mittels GFP-Fusionsproteinen nachgewiesene Transport der WHIRLY-

Proteine in die Organellen wurde durch in vitro Importassays bestätigt (Krause et al., 

2005; unveröffentl. Daten K. Krause). Immunologische Analysen zeigten, dass das 

HvWHIRLY1-Protein der Gerste innerhalb einer Zelle dual in Plastiden und dem Zell-

kern lokalisiert ist (Grabowski et al., 2008). 
 

Das WHIRLY2-Protein war bisher nur in den Mitochondrien nachweisbar (Krause et 

al., 2005; Grabowski, 2008; Maréchal et al., 2008; Tarasenko et al., 2012). Auch 

WHIRLY3 von A. thaliana wurde bisher nicht außerhalb der Plastiden lokalisiert 

(Krause et al., 2005; Maréchal et al., 2009). Das Protein konnte jedoch in vitro zu-

sammen mit WHIRLY1 als Bestandteil eines Komplexes identifiziert werden, der im 

Zellkern an den Promotor eines Kinesin-Gens bindet (Xiong et al., 2009). Es ist 

daher möglich, dass WHIRLY3 genau wie WHIRLY1 im Zellkern und den Plastiden 

lokalisiert ist. 

 

Es ist bisher ungeklärt, wo in der Zelle die WHIRLY-Proteine die für sie charakteristi-

schen Tetramere bzw. 24mere bilden. Untersuchungen mit dem bimolekularen 

Fluoreszenzkomplementationssystem an transient transformierten Epidermiszellen 

der Zwiebel zeigten nur im Zellkern eine Oligomerisierung der WHIRLY1-Proteine 

der Gerste und von A. thaliana (Grabowski et al., 2008). Da die Epidermiszellen der 

Zwiebel keine Chloroplasten besitzen, bleibt jedoch offen, ob dieser Befund auf 

Blattmesophyllzellen übertragen werden kann. Den Ergebnissen des bimolekularen 

Fluoreszenzkomplementationssystems stehen Befunde aus A. thaliana gegenüber, 

wo mit einem Antikörper, der WHIRLY1 und WHIRLY3 erkennt, 24mere in einer 

Chloroplastenfraktion detektiert wurden (Cappadocia et al., 2012). Da hierbei aber 

weder die Reinheit der Chloroplastenfraktion geprüft noch eine Oligomerisierung im 

Zellkern untersucht wurde, bleibt weiterhin ungeklärt, wo in der Zelle WHIRLY-

Proteine miteinander interagieren.  
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1.4.3   Funktionen von WHIRLY -Proteinen  

 

Entsprechend ihrer Lokalisation haben die WHIRLY-Proteine spezifische Funktionen 

sowohl im Zellkern als auch in den Organellen. 

 

1.4.3.1   Funktionen im Zellkern  

 

Das erste beschriebene WHIRLY-Protein wurde bei Untersuchungen zur transkrip-

tionellen Kontrolle des PR-10a-Gens der Kartoffel entdeckt (Després et al., 1995). 

Die Synthese von PR-Proteinen (pathogenesis related) wird durch Infektion mit Pa-

thogenen oder Verwundung der Pflanze verstärkt bzw. induziert (Bol et al., 1990). 

Der Promotor des PR-10a-Gens der Kartoffel wurde näher untersucht, um den Me-

chanismus der transkriptionellen Kontrolle des Gens während der Pathogenabwehr 

zu verstehen. Generell erfolgt die transkriptionelle Kontrolle der Expression von 

Genen über die Bindung von Proteinen, die als Transkriptionsfaktoren oder trans-

Faktoren bezeichnet werden, an bestimmte Elemente im Promotor eines Gens, die 

sogenannten cis-Elemente (Mitchell und Tjian, 1989). Die drei trans-Faktoren SEBF, 

PBF1 und PBF2, die an zwei bestimmte cis-Elemente des Promotors des PR10-a-

Gens der Kartoffel binden, spielen bei der durch Pathogene induzierten Regulation 

der PR-10a-Genexpression eine wichtige Rolle. PBF1 und PBF2 (PR-10a binding 

factor) binden an ein 30 bp langes ERE-Motiv (elicitor response element) im PR-10a-

Promotor und aktivieren die Expression des PR-10a-Gens (Després et al., 1995; 

Desveaux et al., 2000, 2004) (Abb. 4).  

 

Weiterführende Untersuchungen zeigten, dass PBF2 aus vier StWHIRLY1-

Untereinheiten besteht (Desveaux et al., 2000, 2002). PBF2 bzw. das WHIRLY1-

Homotetramer bindet spezifisch an einen inverted repeat-Bereich (IR) des ERE-

Motivs mit der Nukleinsäuresequenz TGACAnnnnTGTCA (Desveaux et al., 2000) 

(Abb. 4). In einer späteren Studie wurde jedoch gezeigt, dass die Nukleinsäure-

abfolge GTCAAAAA/T für eine Aktivierung des PR-10a-Gens durch PBF2 bzw. 

WHIRLY1 wichtig ist (Desveaux et al., 2004). Die beiden cis-Elemente von WHIRLY1 

(TGACAnnnnTGTCA und GTCAAAAA/T) besitzen nur teilweise dieselbe Basenab-

folge, finden sich jedoch überlappend auf dem PR-10a-Promotor wieder (Abb. 4). Die 

Sequenz GTCAAAAA/T ist auch in A. thaliana häufig in Promotoren von PR-Genen 

zu finden (Desveaux et al., 2004). StWHIRLY1 ist in uninfizierten Pflanzen bereits 

vorhanden und wird nicht erst in Folge einer Pathogeninfektion gebildet. Da die 

Menge des Proteins in Kernfraktionen aus Kartoffelknollen nach und vor der Infektion 

gleich war, wird angenommen, dass durch Eindringen des Pathogens und durch die 

damit einhergehende Synthese von Salicylsäure (SA) die Bindung von StWHIRLY1 

an den Promotor induziert wird (Desveaux et al., 2000). 
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Promotorbereichs (-150 bis +50 bp) des PR-10a-

Gens der Kartoffel. Es sind die beiden cis-Elemente dargestellt, die im Zusammenhang mit 

der Pathogenantwort identifiziert wurden (ERE, elicitor response element; SE, silencing ele-

ment). Die trans-Faktoren PBF1, PBF2 (PR-10a Binding Faktor) und SEBF (silencing ele-

ment binding factor) sind jeweils über dem Promotorelement, an das sie binden, dargestellt. 

Der Transkriptionsstart ATG ist mit einem Pfeil markiert. Die Bindestellen des trans-Faktors 

PBF2 sind in der unten gezeigten Sequenz des ERE-Motivs fett dargestellt und mit IR1 und 

IR2 (inverted repeat 1 und 2) bezeichnet. PBF2 ist ein Homotetramer aus vier WHIRLY1-

Proteinen (StWHIRLY1). Je eine Untereinheit des Tetramers bindet an einen Strang der 

beiden IRs. TATA: Bereich der TATA-Box; KS: kodierende Sequenz; NKS: nicht kodierende 

Sequenz 

 

Das WHIRLY1-Protein von A. thaliana zeigt 75 % Sequenzidentität zu dem verwand-

ten Protein der Kartoffel (ohne N-terminale Importsequenz) und bindet wie 

StWHIRLY1 an einzelsträngige DNA. In A. thaliana konnte gezeigt werden, dass die 

Bindung von WHIRLY1 an Promotoren durch SA induziert wird, wie es bereits für das 

WHIRLY1-Protein der Kartoffel angenommen wurde (Desveaux et al., 2004). Die 

Bindung an die einzelsträngige DNA wird dabei innerhalb von fünf Stunden nach Be-

handlung mit SA eingeleitet, erreicht ihren Höhepunkt nach zehn Stunden und nimmt 

danach wieder ab. Weiterhin weisen AtWHIRLY1-Mutanten eine schwächere Ex-

pression des PR-1-Gens nach Behandlung der Pflanzen mit SA sowie eine schwä-

chere Resistenz gegenüber dem Oomyceten Phytophtora parasitica auf (Desveaux 

et al., 2004). Diese Befunde zeigen, dass WHIRLY1 eine Rolle bei der Pathogenre-

sistenz im Zusammenhang mit SA spielt.  

In Gerste wurde das cis-Element der WHIRLY-Transkriptionsfaktoren auch im Pro-

motor des Gens HvS40 gefunden. Durch Gelretardierungsanalysen mit Kernpro-

teinen aus unterschiedlich alten Gerstenblättern konnte gezeigt werden, dass 

WHIRLY1 nur in jungen Blättern an den HvS40-Promotor bindet (Dähnhardt, 2003). 

Da das HvS40-Gen spezifisch während der Seneszenz exprimiert wird (Krupinska et 

al., 2002), ist anzunehmen, dass HvWHIRLY1 ein Repressor des Gens ist.  

Neben der transkriptionellen Kontrolle von PR-Genen und des Gens HvS40 sind 

WHIRLY-Proteine auch in die Regulation eines Kinesin-Gens involviert (Xiong et al., 
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2009). Kinesine sind Motorproteine, die ihre Fracht innerhalb der Zelle entlang von 

Mikrotubuli transportieren (Bloom und Endow, 1995). Die Expression des AtKP1-

Gens (At3g44730) von A. thaliana wird über ein cis-Element im Promotor reguliert, 

welches als KPRE-Motiv (AtKP1-related element) bezeichnet wird und an das der 

KBF1-Transkriptionsfaktor (KPRE-binding factor 1) binden kann (Lai et al., 2009). 

Mittels chromatographischer Methoden und anschließender Massenspektrometrie 

wurden WHIRLY1 und das  verwandte WHIRLY3-Protein als Bestandteile von KBF1 

identifiziert. In transgenen Linien, die WHIRLY1 und WHIRLY3 überexprimieren, war 

die Transkriptmenge von AtKP1 reduziert. Folglich wurden WHIRLY1 und WHIRLY3 

als Repressoren der Expression des  AtKP1-Gens bezeichnet (Xiong et al., 2009).  

Zusätzlich zur Funktion als Transkriptionsfaktor kann WHIRLY1 im Zellkern auch an 

die DNA-Sequenz TTTAGGG binden, die innerhalb der telomeric repeats der Telo-

mere wiederholt vorkommt. Telomere sind Nukleoproteinstrukturen an den Enden 

eukaryotischer Chromosomen, welche die DNA schützen (Watson und Riha, 2010). 

WHIRLY1 hält die Längen der Telomere während der Replikation der DNA konstant. 

In WHIRLY1-Mutanten wurde eine Verlängerung der Telomere gezeigt, wohingegen 

WHIRLY1-Überexpressionslinien kürzere Telomere besaßen (Yoo et al., 2007). Auch 

das WHIRLY1-Protein der Gerste kann in vitro an Telomersequenzen binden 

(Kilbienski, 2007).  

Quantitative Real-Time PCR Analysen zur Expression der WHIRLY-Gene in 

Pflanzen des Wildtyps von A. thaliana zeigten, dass die WHIRLY1- und WHIRLY3-

Transkriptmenge fünf Stunden nach Behandlung mit SA dreimal so hoch wie vor der 

Behandlung ist. Zehn Stunden nach der Behandlung mit SA sinkt die Transkriptmen-

ge jedoch wieder (Xiong et al., 2009). Diesem Befund stehen Ergebnisse von Ex-

pressionsanalysen mittels RT-PCR in Gerstenblättern gegenüber. Dort konnte für 

das HvWHIRLY1-Gen nach Behandlung mit SA keine Veränderung der Transkript-

menge festgestellt werden. Jedoch wird die Transkriptmenge von HvWHIRLY2 in 

Gerstenblättern durch Behandlung mit SA erhöht (Grabowski, 2008). Weitere RT-

PCR Analysen in Gerste zeigten, dass die Transkripte beider WHIRLY-Gene ver-

stärkt in meristematischen Blattgeweben nachweisbar sind, aber nur die Transkript-

menge des HvWHIRLY2-Gens auch in seneszenten Blättern erhöht ist (Grabowski, 

2008).  

 

1.4.3.2   Funktionen in den Organellen  

 

Seit bekannt wurde, dass WHIRLY-Proteine in Organellen lokalisiert sind, wurden 

weiter Funktionen der WHIRLY-Proteine aufgedeckt.  

Die plastidären WHIRLY-Proteine binden an plDNA, wobei die Bindung im Unter-

schied zur DNA-Bindung im Zellkern nicht sequenzspezifisch ist (Prikryl et al., 2008; 

Maréchal et al., 2009; Cappadocia et al., 2010). Die punktförmigen Muster der Fluo-

reszenzsignale eines WHIRLY1:GFP-Fusionsproteins ähneln der Verteilung der 

Nukleoide in Chloroplasten (Krause et al., 2005). Dementsprechend wurden 

WHIRLY-Proteine auch in Nukleoidpräparationen nachgewiesen (Pfalz et al., 2006; 
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Maréchal et al., 2009; Majeran et al., 2012), wobei das Protein jedoch eher in der 

Peripherie der TAC-Struktur zu finden ist und nur locker mit dieser assoziiert ist 

(Melonek et al., 2010). Kolokalisationsstudien mit dem TAC-Protein PEND zeigten 

jedoch, dass nicht alle Nukleoide einer Plastide das WHIRLY1-Protein besitzen 

(Melonek et al., 2010). WHIRLY1 konnte zusätzlich im Stroma lokalisiert werden 

(Grabowski et al., 2008; Prikryl et al., 2008; Melonek et al., 2010). 

WHIRLY1 und WHIRLY3 von A. thaliana beeinflussen die Reparatur und Stabilität 

der plDNA, da sie in den Plastiden eine Funktion als "Anti-Rekombinationsproteine" 

haben (Maréchal et al., 2009; Cappadocia et al., 2010). In einer Doppelmutante, der 

die beiden plastidären WHIRLY-Proteine fehlen, wird die plDNA verstärkt neu ange-

ordnet und falsch rekombiniert. Wie WHIRLY1 und WHIRLY3 ihre Funktion als "Anti-

Rekombinationsproteine" ausführen ist unbekannt. Entweder binden die Proteine 

während der Reparatur von Doppelstrangbrüchen die herausgeschnittene DNA 

(Cappadocia et al., 2010) oder sie stabilisieren einzelsträngige Bereiche der plDNA 

(Prikryl et al., 2008; Maréchal et al., 2009). Allerdings verliert WHIRLY1 die Fähigkeit 

zur Reparatur von DNA, wenn das zweite Lysin in der WHIRLY-Domäne (KGKAAL) 

mutiert wird. Diese Mutation verändert nicht die Fähigkeit des Proteins, an kurze ein-

zelsträngige DNA zu binden, sondern verhindert die Bildung von WHIRLY-24meren 

(Cappadocia et al., 2012). Folglich ist die 24mer-Struktur entscheidend für die Funk-

tion der WHIRLY-Proteine bei der Reparatur und Stabilität der plDNA.  

WHIRLY1 von Mais bindet in vitro an plastidäre DNA und RNA, wobei die Bindung 

an DNA nicht sequenzspezifisch ist, die Bindung an RNA jedoch spezifisch für einige 

RNA Sequenzen, wie die Introne der atpF- und rps12-Transkripte, ist (Prikryl et al., 

2008). Rip-Chip Analysen in Gerste bestätigten diesen Befund (Melonek et al., 

2010). Somit sind WHIRLY-Proteine nicht nur DNA- sondern auch RNA-Bindepro-

teine. Eine generelle Funktion von WHIRLY1 während der plastidären Transkription 

scheint jedoch unwahrscheinlich, da run-on Analysen mit Mutanten von Mais und 

Gerste keine veränderten Transkriptionsrate im Vergleich zum Wildtyp erkennen 

ließen (Prikryl et al., 2008; Melonek et al.,2010). 

 

Im Unterschied zum WHIRLY1-Protein wurde das WHIRLY2-Protein bis jetzt nur in 

Mitochondrien nachgewiesen. In Kartoffeln wurde gezeigt, dass WHIRLY2 an 

mitochondriale RNA binden kann (Vermel et al., 2002). In A. thaliana wurde 

zusätzlich gezeigt, dass das Protein auch mit mitochondrialer DNA (mtDNA) 

assoziiert, wobei die Bindung an die DNA nicht sequenzspezifisch erfolgt (Maréchal 

et al., 2008; Tarasenko et al., 2012). Eine Überexpression von WHIRLY2 ruft eine 

Störung der Funktion der Mitochondrien hervor. Die Störung wird durch eine 

verringerte Menge an mitochondrialen Transkripten und mtDNA ausgelöst, was 

zusätzlich zu einer geringeren Aktivität der Atmungskette führt (Maréchal et al., 

2008). Pflanzen der WHIRLY2-Überexpressionslinien sind klein, haben deformierte 

Blätter und weisen eine frühe Seneszenz auf, wohingegen why2-Mutanten keinen 

Phänotyp zeigen (Maréchal et al., 2008).  
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Abb. 5: Zusammenfassende Darstellung zur Lokalisation und Funktion von WHIRLY-

Proteinen in pflanzlichen Zellen. plDNA: plastidäre DNA; mtDNA: mitochondriale DNA; SA: 

Salicylsäure; PBF2: PR-10a Binding Faktor; KBF1: AtKP1-related-element-binding factor 1  

 

1.4.3.3   Phänotypen von WHIRLY-Mutanten  

 

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen Funktionen der WHIRLY-

Proteine wurden mit Hilfe von Mutanten untersucht. Entgegen der Erwartung zeigen 

WHIRLY1-Mutanten von verschiedenen Pflanzenarten unterschiedliche Phänotypen 

(Tab. 2).  

Die ersten beschriebenen WHIRLY1-Mutanten waren zwei TILLING-Mutanten 

(targeting induced local lesions in genomes) von A. thaliana. Sie zeigten mit 

Ausnahme einer schwächeren Resistenz gegenüber Phytophtora parasitica keinen 

auffälligen Phänotyp (Desveaux et al., 2004). In derselben Arbeit wurde beschrieben, 

dass die T-DNA-Insertionsmutanten Salk_023713 und Salk_039000 (hier als why1-1 

und why1-3 bezeichnet) nur heterozygot lebensfähig sind. Die T-DNA-Insertionsstelle 

liegt im Fall von why1-1 im ersten Exon von WHIRLY1 und im Fall von why1-3 im 

Promotor des Gens. In einer späteren Studie konnte die Linie why1-1 entgegen der 

vorangegangenen Beschreibung homozygot vermehrt werden. Why1-1 wurde 

zusammen mit der T-DNA-Insertionsmutante Salk_147680 (hier als why1-2 

bezeichnet), die ebenfalls eine T-DNA-Insertion im ersten Exon von WHIRLY1 

besitzt, untersucht. In beiden Mutanten wurde eine Verlängerung der Telomere 

gezeigt, ansonsten war jedoch kein auffälliger Phänotyp nachweisbar (Yoo et al., 

2007).  
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Im Unterschied zu den Mutanten von A. thaliana waren zwei Mu-Transposon-

Mutanten von Mais (Zea mays), in denen die WHIRLY1-Proteinmenge auf etwa 6 % 

der Menge des Wildtyps reduziert war, gebleicht und nicht lebensfähig. Diese 

schwere Störung der Chloroplasten wurde auf eine reduzierte Menge an plastidären 

Ribosomen zurückgeführt (Prikryl et al., 2008).  

 

Tab. 2: Liste der bekannten WHIRLY1- und WHIRLY3-Mutanten aus verschiedenen Pflan-

zenarten. 

 
Bezeic hnung  

 

 
Spezies  

 
Beschreibung  

 
Phänotyp  

 
Liter atur  

WHIRLY1-
TILLING 

 
 
 
 
 
 
 
A. thaliana 
 

zwei unabhängige Linien; 
TILLING-Mutation im WHIRLY1-
Gen 

schwächere Resistenz gegen-
über Phytophtora parasitica 

Desveaux 
et al., 2004 

why1-1 
(Salk_023713) 

T-DNA-Insertion im ersten Exon 
von WHIRLY1 

längere Telomere Yoo et al., 
2007 

why1-2 

(Salk_147680) 
T-DNA-Insertion im ersten Exon 
von WHIRLY1 

längere Telomere 

why1-3 
(Salk_03900) 

T-DNA-Insertion im Promotor 
von WHIRLY1 

nicht lebensfähig Desveaux 
et al., 2004 

why1-p 
(Salk_099937) 

T-DNA-Insertion im Promotor 
von WHIRLY1 

kein Unterschied zum Wildtyp Maréchal 
et al., 2009 

til-why3 
(WHIRLY3-
TILLING) 

TILLING-Mutation im WHIRLY3-

Gen 
kein Unterschied zum Wildtyp 

why1-p x til-
why3 

WHIRLY1/3-Doppelmutante; 
Kreuzung aus why1-p und til-
why3 

4,6 % der Pflanzen haben varie-
gierte Blätter 

why1-1: MuDR  
Zea mays 
 

Mu-Transposon-Insertion im 
ersten Exon von WHIRLY1 

weiß; stirbt nach Ausbildung der 
ersten vier bis sechs Blätter 

Prikryl et 
al., 2008 

why1-2: 
Mu1/1.7  

Mu-Transposon-Insertion im 
Promotor von WHIRLY1 

hellgrün; stirbt nach Ausbildung 
der ersten vier bis sechs Blätter 

E1, E7, E9  
Hordeum 
vulgare 

RNAi-Linien für WHIRLY1 bei Standardanzucht kein Unter-
schied zum Wildtyp; bei Anzucht 
mit kontinuierlicher Belichtung 
und erhöhter Lichtintensität 
weiße Blätter   

Melonek et 
al., 2010; 
unveröffen
tl. Daten K. 
Krupinska 

 

Es wäre denkbar, dass die untersuchten WHIRLY1-Mutanten von A. thaliana keine 

Störung der Chloroplasten zeigen, da das nahe verwandte Protein WHIRLY3 die 

Funktion von WHIRLY1 teilweise oder ganz übernehmen kann. Dementsprechend 

wurde eine WHIRLY1/3-Doppelmutante von A. thaliana erstellt, indem die T-DNA-

Insertionsmutante Salk_099937 (hier als why1-p bezeichnet) mit einer WHIRLY3-

TILLING-Mutante (hier als til-why3 bezeichnet) gekreuzt wurde (Maréchal et al., 

2009). Die Mutante why1-p besitzt eine T-DNA-Insertion im Promotorbereich des 

Gens WHIRLY1. Somit ist nicht auszuschließen, dass es anstelle von einer 

vollständigen Ausschaltung nur zu einer umwelt- oder entwicklungsabhängig 

veränderten Expression von WHIRLY1 kommt. Bei immunologischen Analysen mit 

einem Antikörper, der die beiden Proteine WHIRLY1 und WHIRLY3 erkennt, war in 

der why1-p x til-why3-Mutante kein Protein mehr nachweisbar (Maréchal et al., 

2009). 4,6 % der why1-p x til-why3-Pflanzen zeigten weiße Blätter oder 

Blattbereiche, was als Variegation bezeichnet wird (Maréchal et al., 2009). Viele 

Mutanten, denen Proteine aus den Plastiden fehlen, bilden variegierten Blätter, 

jedoch zumeist an allen Pflanzen (Yu et al., 2007; Xu et al. 2011a). Warum bei 
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why1-p x til-why3 nur einige wenige Pflanzen betroffen sind und was der Grund für 

das Auftreten bzw. Ausbleiben des Phänotyps ist, wurde nicht untersucht. Der 

Phänotyp von why1-p x til-why3 wurde auf rekombinierte plDNA zurückgeführt. Es 

zeigte sich jedoch, dass die WHIRLY1-Maismutanten, deren Phänotyp sehr viel 

stärker ausgeprägt ist, viel weniger rekombinierte plDNA besitzen als why1-p x til-

why3 von A. thaliana (Maréchal et al., 2009).   

 

In Gerste wurde die WHIRLY1-Transkriptmenge durch RNAi so stark verringert, dass 

die WHIRLY1-Proteinmenge bis auf ca. 1 % reduziert war (Melonek et al., 2010; 

unveröffentl. Daten K. Krupinska). Bei Anzucht im kontinuierlichen Licht bildeten 

verschiedene RNAi-Linien (E1, E7, E9) weiße Blätter. Diese Störung der 

Chloroplasten zeigte sich besonders auffällig bei höheren Lichtintensitäten 

(unveröffentl. Daten K. Krupinska). 
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1.5   Zielsetzung  

 

Immunologische Analysen zeigten, dass das HvWHIRLY1-Protein der Gerste inner-

halb einer Zelle gleichzeitig in den Plastiden und im Zellkern zu finden ist und in bei-

den Kompartimenten das gleiche Molekulargewicht hat. Ein Ziel dieser Arbeit ist es, 

am Beispiel des zum HvWHIRLY1-Protein der Gerste verwandten WHIRLY1-

Proteins von Arabidopsis thaliana die molekularen Vorgänge aufzuklären, welche für 

die besondere Verteilung von WHIRLY1 in der Zelle verantwortlich sind. Um zu prü-

fen, ob WHIRLY1 aus den Plastiden in den Zellkern umverteilt wird, sollen Untersu-

chungen an Plastomtransfomanten des Tabaks durchgeführt werden, die die 

AtWHIRLY1-Sequenz ohne plastidäre Importsequenz in Fusion mit der Sequenz für 

das HA-Tag innerhalb der Plastiden exprimieren. 

Neben WHIRLY1 findet man in A. thaliana mit WHIRLY3 ein zweites plastidäres 

WHIRLY-Protein. Um zu klären, warum A. thaliana ein zweites plastidäres WHIRLY-

Protein besitzt, sollen die subzelluläre Lokalisation und die Interaktionspartner von 

WHIRLY3 im Vergleich zu WHIRLY1 untersucht werden. Von den Interaktionspart-

nern der WHIRLY-Proteine werden Hinweise auf die Funktionen der Proteine erwar-

tet. Weitere Hinweise auf die Funktionen werden von Studien zur Genexpression und 

von phänotypischen Analysen mit Mutanten erwartet. Um Funktionen des WHIRLY1-

Proteins in den Plastiden und im Zellkern unterscheiden zu können, sollen transgene 

Linien untersucht  werden, in denen das WHIRLY1-Protein entweder in Plastiden und 

im Zellkern oder nur in einem der beiden Kompartimente akkumulieren kann. 

Vorangegangene Arbeiten lieferten Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen 

der Funktion von WHIRLY-Proteinen und dem Phytohormon Salicylsäure (SA). SA 

beeinflusst Entwicklungsprozesse wie die Keimung. An keimenden Samen von 

A. thaliana soll daher untersucht werden, ob die biologische Wirksamkeit von SA 

durch WHIRLY-Proteine vermittelt wird. 

Das dual lokalisierte WHIRLY1-Protein ist ein idealer Kandidat für die Übertragung 

von Plastidensignalen zum Zellkern. Die Bedeutung des WHIRLY1-Proteins für die 

plastidäre retrograde Kommunikation soll ermittelt werden. Um zu prüfen, ob why1-

Mutanten zu den gun-Mutanten gehören, soll die Expression von Zielgenen retrogra-

der Plastidensignale nach Behandlung von Keimlingen mit Norflurazon bzw. Linco-

mycin untersucht werden.  
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2.   Material und Methoden  

 

2.1   Chemikalien und Enzyme  

 

Alle verwendeten Laborchemikalien wurden, sofern nicht anders im Text vermerkt, 

von den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (München), Bio-Rad 

(München), Fischer Scientific (Düsseldorf), Amersham GE Healthcare (Freiburg) und 

Agrisera (Vännäs, Schweden) bezogen. Sie erf¿llten den Reinheitsgrad Ăp.a.ñ.  

Die Restriktionsendonukleasen sowie DNA- (GeneRulerTM 1 kb DNA-Ladder) und 

Protein-Größenstandards (Prestained-Protein-Ladder 10-170 kDa) wurden von der 

Firma MBI Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Alle weiteren Enzyme stammten von 

den Firmen Invitrogen (Karlsruhe) und Promega (Mannheim). 

 

Alle Lösungen wurden mit Wasser angesetzt, das mit Hilfe einer Millipore-Anlage 

(Seradest SD 2000, USF Elga Seral, Ransbach-Baumbach) deionisiert wurde. Die 

Lösungen und Gerätschaften, die bei der Arbeit mit Nukleinsäuren Verwendung 

fanden, wurden für 20 min bei 120 °C autoklaviert. 

 

2.2   Pflanzenmater ial  

 

2.2.1   Anzucht verschiedener  Genotypen von Arabidopsis thaliana  

 

Als Wildtyp von Arabidopsis thaliana (A. thaliana, L.) wurde der Ökotyp Columbia 

verwendet. Zusätzlich wurden für die Versuche folgende Mutanten und transgene 

Linien eingesetzt: 

 

why1-1: T-DNA-Insertionsmutante, die unter der Bezeichnung Salk_023713 von 

NASC (European Arabidopsis Stock Centre) erworben wurde und eine 

T-DNA-Insertion im WHIRLY1-Gen (At1g14410) trägt. Die Insertionsstelle liegt 

nach dem vierten Nukleotid der kodierenden Sequenz des Gens. Siehe auch 

Yoo et al., 2007; Grabe, 2007; Isemer et al., 2012b  

 

why1-2: T-DNA-Insertionsmutante, die unter der Bezeichnung Salk_147680 von 

NASC erworben wurde und eine T-DNA-Insertion im WHIRLY1-Gen trägt. Die 

Insertionsstelle liegt nach dem 28. Nukleotid der kodierenden Sequenz des 

Gens. Siehe auch Yoo et al., 2007; Isemer et al., 2012b  

 

why2: T-DNA-Insertionsmutante, die unter der Bezeichnung Salk_118900 von NASC 

erworben wurde und eine T-DNA-Insertion im WHIRLY2-Gen (At1g71260) 

trägt. Die Insertionsstelle liegt im letzten Intron des Gens.  
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til-why3: TILLING-Mutante (targeting induced local lesions in genomes), die von 

N. Brisson und Mitarbeitern charakterisiert (Maréchal et al., 2009) und zur Ver-

fügung gestellt wurde. Hier wurde das 138. Basentriplet des WHIRLY3-Gens 

(At2g02740) von TGG zu TGA mutiert, wodurch an dieser Stelle ein 

Stoppcodon entsteht. 

 

why1-p x til-why3: Die til-why3-Mutante wurde mit einer T-DNA-Insertionsmutante 

(Salk_099937, als why1-p bezeichnet), welche eine T-DNA-Insertion im Pro-

motorbereich des Gens WHIRLY1 trägt (102 Basenpaare vor dem Startcodon 

ATG), gekreuzt. Die Doppelmutante wurde zur Verfügung gestellt von 

N. Brisson (Maréchal et al., 2009).  

 

gun1-1 und gun1-102: In diesen Mutanten wurden durch Behandlung mit Ethylme-

thansulfonat Mutationen im GUN1-Gen (At2g31400) hervorgerufen. Beide Li-

nien wurden von D. Leister (Universität München) zur Verfügung gestellt. Sie-

he auch Ruckle et al., 2007; Koussevitzky et al., 2007; Voigt et al., 2010   

 

gun5: In dieser Mutante wurde durch Behandlung mit Ethylmethansulfonat eine Mu-

tation im GUN5-Gen (At5g13630) hervorgerufen. Die Linie wurde von 

B. Grimm (Universität Berlin) zur Verfügung gestellt. Siehe auch Susek et al., 

1993 

 

abi4: In dieser Mutante wurde durch Behandlung mit Gammastrahlen eine Mutation 

im ABI4-Gen (At2g40220) hervorgerufen. Die Mutante wurde unter der Be-

zeichnung N8104 von NASC erworben.  

 

WHIRLY2:YFP: Transgene Linie, in der die WHIRLY2-Sequenz in Fusion mit der 

Sequenz für YFP unter Kontrolle des 35S-Promotors im Wildtyp exprimiert 

wird. Erstellt und zur Verfügung gestellt von A. Costa und M. Zottini (Universi-

tät Padua, Italien). 

 

pnWHIRLY1:HA: Transgene Linie, in der die WHIRLY1-Sequenz in Fusion mit der 

Sequenz für das HA-Tag unter Kontrolle des 35S-Promotors im genetischen 

Hintergrund der why1-1-Mutante exprimiert wird. Erstellt von N. Grabe (Grabe, 

2007). Siehe auch Isemer et al., 2012b  

 

nWHIRLY1:HA: Transgene Linie, in der die WHIRLY1-Sequenz, ohne den Bereich, 

welcher für die plastidäre Importsequenz kodiert, in Fusion mit der Sequenz 

für das HA-Tag unter Kontrolle des 35S-Promotors in der why1-1-Mutante ex-

primiert wird. Erstellt von N. Grabe (Grabe, 2007). Siehe auch Isemer et al., 

2012b 

 

pWHIRLY1:HA: Transgene Linie, in der die vollständige WHIRLY1-Sequenz in 

Fusion mit einer Kernexportsequenz sowie der Sequenz für das HA-Tag unter 
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Kontrolle des 35S-Promotors in der why1-1-Mutante exprimiert wird. Erstellt 

von N. Grabe (Grabe, 2007). 

 

A. thaliana wurde standardmäßig unter kontrollierten Bedingungen in der Klimakam-

mer bei 21 °C und bei einer 13-stündigen Beleuchtung mit einer Lichtstärke von 80 

bis 100 µmol Photonen s-1 m-2 angezogen. Die Aussaat erfolgte entweder direkt auf 

ein Gemisch aus Sand und TKS2 Kultursubstrat (Floragard, Oldenburg) im Verhältnis 

1:2 oder in Torfquelltöpfen (Jiffy-7, Jiffy Products International AS, Norwegen). Nach 

zwei Wochen wurden die Keimlinge pikiert. Unter diesen Bedingungen bildeten die 

Pflanzen nach sieben bis neun Wochen Blüten und reife Samen konnten nach zwölf 

bis 14 Wochen geerntet werden. 

 

Für die Anzucht von A. thaliana unter Einfluss von Norflurazon und Lincomycin 

wurden Samen sterilisiert (Aronsson und Jarvis, 2011) und auf Agar-Platten mit MS-

Medium (2.4.2) gekeimt. Dem Medium wurde entweder Norflurazon (Sigma Aldrich, 

Steinheim) in einer Konzentration von 0,5 µM (Voigt et al., 2010) oder Lincomycin 

(Duchefa, Haarlem, Niederlande) in einer Konzentration von 220 µg/ml (Koussevitzky 

et al., 2007) zugesetzt. Nach Quellung der Samen bei 6 °C üN erfolgte die Anzucht 

bei 21 °C und einer kontinuierlichen Beleuchtung von 120 µmol Photonen s-1 m-2. Die 

Keimlinge wurden nach sechs Tagen geerntet.  

 

2.2.2   Untersuchungen zur Keimung von Arabidopsis thaliana     

 

Samen von A. thaliana wurden wie beschrieben (Aronsson und Jarvis, 2011) sterili-

siert und auf MS-Medium (2.4.2) mit 1,5 % (w/v) Saccharose ausgelegt. Nach einer 

Quellphase bei 6 °C üN erfolgte die Anzucht bei kontrollierten Wachstumsbedingun-

gen in einer Klimakammer bei 21 °C mit einer 16-stündigen Beleuchtung bei einer 

Lichtintensität von 60 µmol Photonen s-1 m-2. Für Keimungsexperimente in Gegen-

wart von Salicylsäure (SA) wurde ein Neutralfilter verwendet, der das UV Licht aus 

dem Lichtspektrum filterte und die Lichtintensität auf 30 µmol Photonen s-1 m-2 redu-

zierte. Für vergleichende Keimungsexperimente wurden Samen mit vergleichbarem 

Alter und Lagerungsbedingungen verwendet. Außerdem enthielten alle Platten 

gleiche Mengen an MS-Medium.  

Um während der Keimung den Phänotyp von Mutanten bzw. transgenen Linien mit 

dem des Wildtyps zu vergleichen, wurden sterile Samen auf rechteckigen Platten 

ausgebracht. Die Platten wurden aufrecht stehend kultiviert.  

Der Einfluss von Phytohormonen auf die Keimung wurde in Anlehnung an beschrie-

bene Methoden untersucht (Choy et al., 2008). Zur Herstellung einer Stammlösung 

wurde das Natriumsalz der Salicylsäure (Sigma-Aldrich, Steinheim) in sterilem 

Wasser bis zu einer Konzentration von 1 M verdünnt. Abscisinsäure (ABA, 6 cis-

trans; Sigma A1049, Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde zunächst in 1 ml 1 M NaOH 

gelöst und dann mit sterilem Wasser auf eine Endkonzentration von 25 mM gebracht. 

Der Inhibitor Abamin (zur Verfügung gestellt von T. Asami; Han et al., 2004) wurde in 
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Dimethylsulfoxid bis zu einer Konzentration von 130 mM gelöst. Pro Platte wurden 20 

bis 50 Samen ausgelegt. Sieben Tage nach Quellung wurde die Anzahl der Samen, 

bei denen die Keimwurzel mit bloßem Auge sichtbar war, ermittelt. Jeweils eine 

Platte wurde als unabhängiges Experiment gewertet. 

 

 

2.2.3   Anzucht verschiedener  Genot ypen von Nicotiana tab acum  

 

Als Wildtyp wurde Nicotiana tabacum cv. Petit Havana genutzt. Diese Sorte wird 

standartmäßig zur Erstellung von Plastomtransformanten verwendet. Die Plastom-

transformantenlinien, die die Sequenz für das WHIRLY1-Protein von A. thaliana in 

Fusion mit der Sequenz für das HA-Tag in Plastiden exprimieren, wurden somit auch 

in der Sorte Petit Havana erstellt (Isemer et al., 2012a).   

 

Zur selektiven Anzucht wurden sterilisierte Samen der Plastomtransformanten auf 

MS-Medium (2.4.2) mit 3 % (w/v) Saccharose und dem Antibiotikum Spectinomycin 

(500mg/L) bei 22 °C und 16 Std. Licht (100 µmol Photonen s-1 m-2) kultiviert. Die An-

zucht des Wildtyps erfolgte in gleicher Weise ohne Spectinomycin. Ab der dritten 

Woche wurden die Keimlinge weiter auf Einheitserde im Gewächshaus unter natürli-

chen Lichtbedingungen gehalten.  

 

 

 

2.3   Bestimmung der maximalen Effizienz des Photosystems II  

 

Die Ermittlung der maximalen Quanteneffizienz des Photosystems II (Fv/Fm) fand in 

Anlehnung an Schreiber et al. (1986) statt und wurde mit Hilfe des Imaging-PAM 

(Puls-Amplituden-Modulation)-Chlorophyllfluorometers der Firma Walz GmbH 

(Effeltrich) durchgeführt. Die Pflanzen wurden für 30 min dunkeladaptiert, um eine 

vollständige Oxidation der Reaktionszentren hervorzurufen. Die Grundfluoreszenz F0 

wurde über gepulstes Schwachlicht von 0,5 µmol Photonen s-1 m-2 erzeugt. Das 

Reaktionszentrum des Photosystems II wurde durch einen Sättigungspuls von 

2400 µmol Photonen s-1 m-2 vollständig reduziert. Die dadurch erzeugte maximale 

Fluoreszenz Fm wurde gemessen. Die maximale Quantenausbeute (Fv/Fm) wurde 

wie folgt errechnet:  

 

 

Fv/Fm = (Fm-F0)/Fm 

 

 

Für die Auswertung der Daten wurde die ImagingWin-Software benutzt. Es wurde 

jeweils der Mittelwert über alle Blätter der Rosetten von fünf Pflanzen bestimmt.   
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2.4   Allgemeine molekularbiologische Methoden  

 

2.4.1   Lösungen und Puffer  

 

Die folgenden Lösungen und Puffer fanden im Rahmen dieser Arbeit Verwendung: 

 

10 x Bromphenolblau: 50 % (v/v) Glycerin 

 0,1 % Bromphenolblau 

 

10 x TAE-Puffer: 242 g/l  Tris 

 57,1 ml/l Eisessig 

 100 ml/l 0,5 M EDTA Stammlösung 

 pH 8 mit HCl einstellen 

 

1 x TE-Puffer: 10 mM  Tris/HCl, pH8 

 1 mM EDTA 

 

20 x SSC: 3 M  NaCl 

 300 mM Natriumcitrat, pH 7 

 

PBS: 8,1 mM Na2HPO4 

 1,5 mM NaH2PO4 

 150 mM NaCl 

 pH 7,4 

 

2.4.2   Medien  

 

Die folgenden Medien fanden im Rahmen dieser Arbeit Verwendung: 

 

MS-Medium 4,4 g/l MS (Duchefa M0245) 

(Murashige-Skoog-Medium): x g/l Saccharose 

 1 % (w/v) Phytoagar (Duchefa) 

 

Das Medium wurde vor Gebrauch autoklaviert. Die Menge an Saccharose variierte je 

nach experimentellem Ansatz zwischen 0 und 3 % (w/v). Für die Herstellung von MS-

Platten wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1 % (w/v) Agar zugesetzt. 

 

LB-Medium: 10 g/l NaCl 

(Luria-Bertani-Medium): 10 g/l Pepton 

 5 g/l Hefeextrakt 

 

Das Medium wurde vor Gebrauch autoklaviert. Für die Herstellung von LB-Platten 

wurde dem Medium vor dem Autoklavieren 1 % (w/v) Agar zugesetzt. 
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2.4.3   Techniken zur Transformation von  Bakterien  

 

2.4.3.1   Bakterienstämme  

  

Für die Klonierung von DNA-Fragmenten und zur Vervielfältigung rekombinanter 

Plasmide wurde der Bakterienstamm Escherichia coli DH5Ŭ eingesetzt.  

Für die stabile Transformation von A. thaliana wurde der Bakterienstamm 

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) verwendet (Koncz und Schell, 1986).  

  

2.4.3.2   Anzucht von Bakterienkulturen  

 

Die Bakterien des Stammes E. coli DH5Ŭ wurden in LB-Flüssigmedium oder auf LB-

Agarplatten (2.4.2) üN bei 37 °C im Schüttelinkubator (Labshaker, InnovaTM4400) 

oder im Brutschrank (WTB Binder) angezogen. Zur Selektion transformierter Bak-

terien wurde dem Medium Spectinomycin in einer Konzentration von 50 µg/ml zuge-

setzt. 

Die Bakterien des Stammes A. tumefaciens GV3101 (pMP90) wurden in Flüssigme-

dium oder auf LB-Agarplatten (2.4.2) bei 28 °C im Schüttelinkubator (Labshaker, 

InnovaTM4400) oder im Brutschrank (WTB Binder) angezogen. Zur Selektion trans-

formierter Bakterien wurde dem Medium Spectinomycin in einer Konzentration von 

50 µg/ml sowie  Rifampycin und Gentamycin in Konzentrationen von 100  bzw. 

25 µg/ml zugesetzt. 

 

2.4.3.3   Präparation von Plasmid -DNA aus  Flüssigkulturen von  Escherichia  coli   

 

Plasmid-DNA wurde entweder mit dem Roti®-Prep-Plasmid MINI Kit (Carl Roth, 

Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers oder nach der Methode von Birnboim und 

Doly (1979) isoliert.  

Zur Durchführung der Methode nach Birnboim und Doly wurden zunächst 1,5 ml 

einer Flüssigkultur von E. coli (2.4.3.2) bei 13100 x g für 2 min zentrifugiert (Tisch-

zentrifuge, Eppendorf, Hamburg). Die sedimentierten Bakterien wurden in 100 ɛl 

Lösung 1 gründlich resuspendiert und anschließend für 5 min auf Eis gekühlt, wobei 

die alkalische Lyse der Bakterienzellen erfolgte und die Plasmid-DNA zugänglich 

wurde. Um Proteine zu denaturieren, wurde die Suspension mit 200 ɛl Lºsung 2 vor-

sichtig vermischt und wiederum für 5 min auf Eis inkubiert. Zur Abtrennung der 

genomischen DNA wurde diese mit 150 ɛl 3 M NaAc (pH 4,8-6,0) gefällt und die 

Suspension anschließend für 10 min bei 16100 x g zentrifugiert. Dem Überstand 

wurde 0,7 x Vol. Isopropanol zugegeben, um die Plasmid-DNA zu fällen, welche an-

schließend für 10 min bei 16000 x g pelletiert wurde. Das Pellet wurde mit 70 % 

EtOH gewaschen, getrocknet und in 20 ɛl 1 x TE-Puffer (2.4.1) resuspendiert. Zu-

sätzlich wurde durch eine Behandlung mit 10 ɛg RNase A für 30 min bei 37 °C die 

noch vorhandene RNA verdaut.  
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Lösung 1: 50 mM Glukose 

 25 mM Tris/HCl pH 8 

 10 mM EDTA 

 

Lösung 2: 0,2 M  NaOH 

 1 % (w/v) SDS 

 erst direkt vor Gebrauch anmischen 

 

2.4.3.4   Transformati on kompetenter Escherichia coli  Zellen   

 

Für die Hitzeschocktransformation wurden chemisch kompetente DH5Ŭ-Zellen ver-

wendet, die mit der CaCl2-Methode hergestellt wurden (Cohen et al., 1972). Bis zu 

10 ɛl des zu transformierenden Vektors wurden mit 100 µl der angetauten Bakterien-

zellen vermischt. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis wurden anschließend die 

Bakterien einem Hitzeschock von 42 °C für 45 sek ausgesetzt, um die Aufnahme der 

Vektoren durch die Bakterienmembran zu erleichtern. Danach wurden die Zellen für 

2 min auf Eis gekühlt. Anschließend wurden 800 ɛl LB-Medium zugegeben, die Sus-

pension 60 min bei 37 °C geschüttelt und schließlich auf LB-Agarplatten angezogen 

(2.4.2).  

 

2.4.3.5   Erstellung  von GFP - und RFP -Konstrukten mit dem Gateway ® System  

 

Zur Herstellung von transgenen Pflanzen, die WHIRLY1 in Fusion mit GFP (green 

fluorescent protein) und WHIRLY1 bzw. WHIRLY3 in Fusion mit RFP (red fluorescent 

protein) akkumulieren, wurden mit dem Gateway® System (Invitrogen, Karlsbad) ge-

eignete Konstrukte in binären Vektoren erstellt. Dieses System basiert auf der se-

quenzspezifischen Rekombinationsreaktion des ɚ-Phagen. In sogenannten ENTRY-

Vektoren vorliegende DNA Fragmente, die von Rekombinationssequenzen flankiert 

sind, können gerichtet in andere Vektoren transferiert werden, die kompatible Re-

kombinationssequenzen besitzen und als Destination-Vektoren bezeichnet werden.   

Geeignete ENTRY-Vektoren (pENTRTM/D-TOPO®), in denen die kodierenden Se-

quenzen für WHIRLY1 bzw. WHIRLY3 ohne Stoppcodon vorlagen, waren bereits 

vorhanden und wurden für eine LR-Rekombinationsreaktion zur Einbringung der 

beiden Gene in die Destination-Vektoren pB7FWG2.0 und pB7RWG2 verwendet. 

Der Vektor pB7FWG2.0 beinhaltet die Sequenz für GFP und der Vektor pB7RWG2 

die Sequenz für RFP (Karimi et al., 2002). 

Für die LR-Rekombinationsreaktion wurden jeweils 50-150 ng des ENTRY-Vektors 

mit 150 ng Destination-Vektor gemischt und mit TE-Puffer (pH 8; 2.4.1) auf ein Vol. 

von 8 µl aufgefüllt. Der Lösung wurden 2 µl LR Clonase II Enzym-Mix zugesetzt und 

gut gemischt. Nach einer Inkubation üN bei 25 °C wurde die Reaktion durch Zugabe 

von 2 µl Proteinase K und durch eine Inkubation bei 37 °C für 10 min gestoppt. 
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Fünf µl des Reaktionsansatzes wurden für eine Transformation von E. coli verwen-

det. 

2.4.3.6   Transformation von Agrobacterium tumefaciens   

 

Das Einbringen von Vektoren (2.4.3.5) in A. tumefaciens erfolgte durch Elektropora-

tion. Aliquote von elektrokompetenten A. tumefaciens Zellen (50 µl) wurden auf Eis 

aufgetaut. Zehn bis 50 ng des Vektors wurden zu den Zellen hinzugefügt und vor-

sichtig gemischt. Der Ansatz wurde in eine vorgekühlte Elektroporationsküvette über-

führt und in einen Elektroporator (Bio-Rad, Gene Pulser) installiert. Der 

Elektroporator war wie folgt eingestellt: 

 

Spannung: 2,5 kV 

Kapazität: 25 µF 

Widerstand: 400 ɋ 

 

Sofort nach dem Stromfluss wurde die Küvette aus dem Elektroporator entnommen 

und die Zellen mit 1 ml LB-Medium (2.4.2) versetzt. Anschließend folgte eine Inkuba-

tion für 3 bis 4 Std. in einem Schüttelinkubator (Labshaker, InnovaTM4400) bei 

28 °C. Der Ansatz wurde auf Selektionsplatten ausplattiert (2.4.2). 

 

2.4.4   Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana   

 

Die stabile Transformation von A. thaliana mittels A. tumefaciens erfolgte in Anleh-

nung an die Methode von Clough und Bent (1998).  

Wildtyp Pflanzen wurden bis zur Blüte angezogen (2.2.1) und die primären Blüten 

wurden entfernt, um die Bildung von Seitentrieben zu fördern. Vor der Transformati-

on wurden zunächst vorhandene Schoten und reife Blüten entfernt. 

Fünfzig ml selektives YEP-Medium wurden mit einer Agrobakterienkolonie (2.4.3.6) 

beimpft und für 24 Std. bei  28 °C und 140 rpm angezogen, am nächsten Tag in 

50 ml Reaktionsgefäße überführt und bei 4 °C für 5 min bei 2.800 x g zentrifugiert 

(Centrifuge 5804 R, Festwinkelrotor F34-6-38, Eppendorf, Hamburg). Das Pellet 

wurde so in 5 %iger Saccharoselösung resuspendiert, dass eine OD600 von 0,5 

messbar war (Shimadzu, UV-2501PC, Spectrophotometer, Duisburg). Um die 

Benetzbarkeit der Lösung zu erhöhen, wurde der Bakteriensuspension 0,05 % (v/v) 

des Emulsionskonzentrats Silwet-L 77 (LEHLE SEEDS, Round Rock, TX, USA) bei-

gefügt Die Lösung wurde anschließend auf die unreifen Blüten und die Blattrosette 

pipettiert. Die behandelten Pflanzen wurden für die nächsten 16 bis 24 Std. stehend 

oder liegend unter einer Abdeckhaube aufbewahrt, um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu 

erreichen, bevor sie weiter angezogen wurden. Um eine höhere Transformationsrate 

zu gewährleisten, wurde die Transformation im Abstand von jeweils sieben Tagen 

noch zweimal wiederholt. 
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YEP-Medium 10 g/l Hefeextrakt 

 20 g/l Pepton 

 

Das Medium wurde vor Gebrauch autoklaviert. 

2.4.5   Isolierung  von  DNA aus Pflanzen  

 

Die Isolierung von DNA aus Blättern von A. thaliana oder von N. tabacum wurde 

nach Fulton et al. (1995) durchgeführt.  

Zur Isolierung aus frischem Pflanzenmaterial wurden mit einem Pistill in einem 1,5 ml 

Reaktionsgefäß 100 mg Blätter mit 200 µl Microprep-Puffer homogenisiert. Nach Zu-

gabe von 550 µl Microprep-Puffer wurde die Suspension mit Hilfe eines 

Vortexgerätes (MS2 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen) gründlich vermischt.  

Die Isolierung konnte entsprechend auch mit gefrorenem, gemörsertem Pflanzenma-

terial durchgeführt werden. Etwa 100 mg Material wurden hierfür mit 750 µl 

Microprep-Puffer versetzt und mit Hilfe eines Vortexgerätes gründlich gemischt.  

Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 65 °C über 30 bis 120 min, wobei gele-

gentlich die Proben mit Hilfe eines Vortexgerätes gründlich gemischt wurden. Durch 

Zugabe von 750 µl eines Gemisches aus Chloroform und Isoamylalkohol (24:1, v:v) 

und Zentrifugation für 5 min bei 9300 x g (Tischzentrifuge, Eppendorf, Hamburg) bil-

dete sich eine obere, wässrige Phase, welche in ein frisches Reaktionsgefäß über-

führt wurde. Um die DNA zu fällen, wurden 350 µl kalter Isopropanol zugesetzt. Die 

Lösung wurde durch vorsichtiges Invertieren gemischt und anschließend zentrifu-

giert. Das Pellet wurde mit kaltem 70 % EtOH (v/v) gewaschen, getrocknet und in 

50 µl TE-Puffer (2.4.1) bei 65 °C resuspendiert. Da die Proben noch RNA enthielten, 

wurde eine Behandlung mit 2,5 µg RNase A für 30 min bei 37 °C durchgeführt. 

 

Microprep-Puffer: 2,5 Teile DNA-Extraktionspuffer 

 2,5 Teile Kernlysepuffer 

 1 Teil 5% N-Lauroylsarcosin Natriumsalz 

 0,3 bis 0,5 g Natriumbisulfit pro 100 ml 

 

DNA- 0,35 M Sorbitol 

Extraktionspuffer: 0,1 M Tris HCl pH 7,5 

 5 mM EDTA 

 

Kernlysepuffer: 2 M NaCl 

 0,2 M Tris HCl pH 7,5 

 0,05 M EDTA 

 2% (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid 
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2.4.6   Sequenzierung von DNA -Fragmenten  

 

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten erfolgte nach Sanger und wurde durch das 

Institut für Klinische Molekularbiologie (IKMB) der Christian-Albrechts-Universität zu 

Kiel durchgeführt.  

 

2.4.7   Quantifizierung von Nukleinsäuren  

 

Die Konzentration von gelösten Nukleinsäuren wurde photometrisch bei Wellenlän-

gen von 280 nm und 260 nm mittels des ND-1000 Spektrophotometers (NanoDrop 

Technologies, Wilmington, DE, USA) bestimmt. Eine Extinktion von 1 stimmt mit 

einer Konzentration von 50 ɛg doppelstrªngiger DNA/ml und 40 ɛg RNA/ml ¿berein.  

Eine weitere Möglichkeit zur Bestimmung der Konzentration von Nukleinsäuren 

bieten ethidiumbromidhaltige Agarosegele (2.4.8). Hier wird eine definierte Menge an 

Probe mit einer definierten Menge an DNA-Standard wie dem Lambda-Marker 

(100 ng/ɛl) verglichen. Die Konzentrationsschätzung erfolgte auf einem UV-Tisch bei 

312 nm (MultiimageÊ Light Cabinet, Alpha Innotech Corporation, USA). 

 

2.4.8   Auf trennung von DNA durch Agaroseg elelekt rophorese  

 

Um DNA-Fragmente der Größe nach aufzutrennen, wurde die Agarosegelelektropho-

rese eingesetzt (Sambrook et al., 1989). Abhängig von der Größe der aufzutrennen-

den Fragmente wurden ethidiumbromidhaltige Gele mit 0,75 bis 2 % (w/v) Agarose 

verwendet. Die DNA Proben wurden vor dem Auftrag mit 1/10 x Vol. des Auftragspuf-

fers (10 x Bromphenolblau, 2.4.1) vermischt. Als Laufpuffer diente 1 x TAE (2.4.1). 

Die Auswertung erfolgte auf einem UV-Tisch bei 312 nm (Multiimage ÊLight 

Cabinet, Alpha Innotech Corporation, USA). 

 

Für die Aufreinigung von DNA Fragmenten wurde das zu eluierende Fragment aus 

dem Agarosegel unter UV-Licht ausgeschnitten und mit Hilfe des Nucleo Spin 

Extract II Kit (Macherey-Nagel, Düren) nach Angaben des Herstellers eluiert. 
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2.4.9   Vervielfältigung  von DNA -Fragmenten mittels PCR  

 

Für die Vervielfältigung von DNA-Fragmenten wurde die Polymerasekettenreaktion 

(PCR) verwendet. Die PCR wurde mit der Taq-Polymerase (5 U/µl) von MBI 

Fermentas und dem PCR-Gerät Primus 96 Plus von MWG Biotech (Ebersberg) 

durchgeführt. Die Anlagerungstemperatur (Tm) entspricht der physikalischen 

Schmelztemperatur der eingesetzten Oligonukleotide (Tab. M1). Nach der PCR er-

folgte eine Agarosegelelektrophorese (2.4.8). 

 

Ein 10 ml Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten: 

x ng   cDNA bzw. DNA 

1 µl 10 x Reaktionspuffer ohne MgCl2 (Taq buffer +(NH4)2SO4 ïMgCl2) 

0,2 µl dNTPs (2 mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 

0,6 µl MgCl2 (25 mM) 

0,5 µl je Oligonukleotid (10 pmol/µl) 

0,05 µl Taq-DNA-Polymerase (5 U/µl) 

ad 10 µl H2O 

     

Temperaturprofil der PCR: 

 Temperatur Dauer Zyklen 

erste Denaturierung 95 °C 2 min 1 

Denaturierung 95 °C 15 sek  

optimale Zyklenzahl* Anlagerung Tm* 1 min 

Verlängerung 72 °C 1 min 
 

letzte Verlängerung 72 °C 5 min 1 

* Parameter wurden entsprechend der verwendeten Oligonukleotide gewählt (Tab. M1). 

 

Tab. M1: Sequenzen der Oligonukleotide, die für den Homozygotietest der WHIRLY1-T-

DNA-Insertionsmutanten von A. thaliana verwendet wurden. Die Sequenzen sind jeweils in 

5`- 3` Richtung angegeben. 

 

Name 

 

 

Sequenz  

 

Gen 

 

Gen# 

 

Anmerkungen  

why2-1_LP AAATTACATGTCTGAAGTTGC WHIRLY1 At1g14410 genspezifische 

Oligonukleotide why2-1_RP TCACTGTCAGTTAAGCCCCAC 

why1-1_LP TGACCAACAAACTGTTGATGG   

why1-1_RP TCGAATGACCCACGTAAAATC 

Lba1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG   Oligonukleotid 

spezifisch für 

die T-DNA 
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2.4.10   Quantitative Real-Time  PCR 

  

Für die Untersuchungen zur Transkriptmenge wurde die quantitative Real-Time PCR 

verwendet (Holzapfel und Wickert, 2007). 

 

2.4.10.1   Synt hese von cDNA  

 

Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem QuantiTect® Reverse Transcription Kit der 

Firma Qiagen (Hilden) nach Angaben des Herstellers. 

 

2.4.10.2   Real-Time  Polymerasekettenreaktion   

  

Für die Durchführung einer Real-Time PCR wurde zunächst die cDNA (2.4.10.1) im 

Verhältnis 1:3 mit Wasser verdünnt. Die Expression verschiedener Gene wurde mit 

Hilfe von genspezifischen Oligonukleotide (Tab. M2, M3) untersucht. Hierfür fanden 

0,5 µl der verdünnten cDNA Einsatz in einer quantitativen SYBR-Green Real-Time 

PCR Analyse mit dem QuantiFast SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hilden), welches 

laut Anweisungen des Herstellers verwendet wurde. Es wurde das Applied Biosys-

tems 73000 Gerät (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) benutzt. Die quantitati-

ve Real-Time PCR wurde durch einen Denaturierungsschritt bei 95 °C für 5 min ein-

geleitet, welcher von 40 Zyklen gefolgt wurde, die aus einer Denaturierung bei 95 °C 

für 10 sek und einem Anlagerungs- und Verlängerungsschritt bei 58 °C für 30 sek 

bestanden. Um die Spezifität der Reaktion zu prüfen, wurde im Anschluss an die 

PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, wofür die Temperatur von 60 auf 

90 °C erhöht wurde (0,2 °C sek-1). Für jede Reaktion wurden mindestens drei techni-

sche Replikate erstellt. Die Analyse der Daten erfolgte mittels der 7300 System Soft-

ware (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Die relative Quantifizierung der 

Transkriptmengen erfolgte mit der ææCT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001).  

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind in den folgenden Tabellen auf-

gelistet. Es handelt sich dabei um Oligonukleotide zur Analyse der Genexpression 

von A. thaliana (Tab. M2) sowie von N. tabacum (Tab. M3) mittels Real-Time PCR. 

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma (München) bezogen. Sie wurden 

entweder basierend auf Sequenzinformationen (TAIR) mit Hilfe des Programms 

Primer 3 oder mit Hilfe des Programms Quant Prime erstellt.  
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Tab. M2: Sequenzen der Oligonukleotide, die für Real-Time PCR Analysen von A. thaliana 

verwendet wurden. Die Sequenzen sind jeweils in 5`- 3` Richtung angegeben. 

 

Name 

 

 

Sequenz  

 

Gen 

 

Gen# 

 

Anmerkungen  

sag12-fwd GCTTTGCCGGTTTCTGTTG  

SAG12 

 

At5g45890 

 

sag12-rvs GTTTCCCTTTCTTTATTTGTGTTG 

why1-fwd ACTTCGAGAAGCAGAGGTTCGG  

WHIRLY1 

 

At1g14410 why1-rvs TCTAGCAGGCAATCCTTCAGCAG 

why2-fwd GCATCCACAAAACCAATGAC  

WHIRLY2 

 

At1g71260 why2-rvs CATGATGTGTGGAAGAGCAA 

why3-fwd ACGATAGAACCACGAGCACCAG  

WHIRLY3 

 

At2g02740 why3-rvs TGTCAGCTTGAACGCACCAGATTC 

act2-fwd AAGCTCTCCTTTGTTGCTGTT  

ACTIN2 

 

At5g47910 

 

Kontrollgen act2-rvs GACTTCTGGGCATCTGAATCT 

KP1-fwd CTCCCTCAACCACAAACTAAGGAC  

KP1 

 

At3g44730 

 

KP1-rvs TGTGTTGAACGACTTCTCCTGAAC 

ABI4-fwd ACTTCCTCCGCTCAACGCAAAC  

ABI4 

 

At2g40220 ABI4-rvs CTTTGTCGAACGCCACGGTAAC 

cab1-fwd TGCACTACTCAACCTCAATGGC  

LHCB1.3 

 

At1g29930 cab1-rvs AAAGCTTGACGGCCTTACCG 

RbcS-RP GAAGCTTGGTGGCTTGTAGG  

RbcS 

 

At1g67090 RbcS-LP ACCTTATCCGCAACAAGTGG 
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Tab. M3: Sequenzen der Oligonukleotide, die für Real-Time PCR Analysen von N. tabacum 

verwendet wurden. Die Sequenzen sind jeweils in 5`- 3` Richtung angegeben. 

 

Name 

 

 

Sequenz  

 

Gen 

 

Anmerkungen  

At-why1_fwd ACTTCGAGAAGCAGAGGTTCGG   

WHIRLY1 

Transgen aus 

A. thaliana At-why1_rvs TCTAGCAGGCAATCCTTCAGCAG  

Nt-actin_fwd CCTGAGGTCCTTTTCCAACCA   

ACTIN 

für Analysen 

mit cDNA und 

DNA  
Nt-actin_rvs GGATTCCGGCAGCTTCCATT  

psbD_fwd ACTGGGTCAGTCTGGTTGGTTCTT  

psbD psbD_rvs CCATGAATGGCGCATAGCAAAGCA  

EF-1Ŭ_fwd TGAGATGCACCACGAAGCTC   

EF-1Ŭ EF-1Ŭ _rvs CCAACATTGTCACCAGGAAGTG  

Nt-23SrRNA_fwd CCTGCTTTGTCAGGGTAAGA   

23SrRNA Nt-23SrRNA_rvs CAGGTACCCTCTTGCTCAAA  

Nt_18S-fwd GGTGGAGCGATTTGTCTGGT  

18S Nt_18S_rvs CAGGCTGAGGTCTCGTTCGT 

Nt-pr1_fwd CTAGTAATATCCCACTCTTGCCGT   

PR1 

für Analysen 

mit cDNA  Nt-pr1_rvs GACTTTCGCCTCTATAATTACCTG  

Nt-pr2_fwd ATGGCTTTATGCATTAAAAATGGC  

PR2 Nt-pr2_rvs AGCATTGAAGACATTTGTTTCTGG  

Nt_PR10a(2)_fwd GTGGGAGATTTCAAGCTCAA  

PR10a Nt_PR10a(2)_rvs TGAACATAGCCGAGACCTTC 

Nt_KCH1_fwd CTTTGGATGTTGGGAATCTG  

KCH1 Nt_KCH1_rvs AGTGGTCACTCAATGGGAAA 

Nt_tck1_fwd TGGAAGGAACAAGCTGGTAG  

TCK1 Nt_tck1_rvs TCACTCGTTCTACGCATTCA 

 

 

2.4.11   Methoden zum Nachweis  von DNA -Fragmenten  

 

Um das Verhältnis von untransformierten zu transformierten Kopien der plDNA in 

den Plastomtransformanten des Tabaks (2.2.3) zu ermitteln, wurde das rps12-Gen in 

aus Tabakblättern isolierter DNA nachgewiesen, welche mit dem Restriktionsenzym 

EcoRI verdaut wurde. Das rps12-Gen liegt auf der plDNA direkt neben der in die 

Plastomtransformanten inserierten WHIRLY1-Genkassette. Die WHIRLY1-Genkas-

sette besitzt eine Restriktionsstelle für EcoRI, wodurch sich nach Verdau mit diesem 

Enzym ein verändertes Bandenmuster bildet.  
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2.4.11.1   Kapillartransfer von  DNA auf Membranen (Southern Blot)  

 

DNA (2.4.5) aus Blättern der Plastomtransformanten des Tabaks (2.2.3) wurde zu-

nächst mit dem Restriktionsenzym EcoRI hydrolysiert und auf einem Agarosegel 

(2.4.8) aufgetrennt. Anschließend wurde die DNA mit Hilfe von Standardprotokollen 

durch Kapillartransfer (Southern, 1975) auf positiv geladenen Nylonmembranen 

(Hybond N+, Amersham, Braunschweig) transferiert. Als Transferlösung wurde 20 x 

SSC (2.4.1) verwendet. Die Fixierung auf der Membran erfolgte durch Bestrahlung 

mit UV-Licht (UV-Crosslinking) mit einem UV-Stratalinker 1800 (Stratagene, La Jolla, 

CA, USA).  

 

 2.4.11.2   DNA-Sonde für das rps12 -Gen 

 

Für die Ermittlung des Verhältnisses von transformierten zu untransformierten 

Kopien der plDNA in den Plastomtransformanten des Tabaks wurde eine Sonde 

erstellt, die Teile des rps12-Gens des Tabaks umfasst. Die Sonde wurde mit Hilfe der 

Oligonukleotide rps12_fwd (5`AGGTATCGGGAAGGATTTGG3`) und rps12_rvs 

(5`CATACGGCTCCTCGTTCAAT3`) amplifiziert. Anschließend erfolgte die Markier-

ung mit radioaktivem Ŭ-32P-dCTP (Hartmann Analytic, Braunschweig) unter Verwen-

dung des Deca LabelTM DNA Labeling Kits (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) nach An-

gaben des Herstellers. Die markierte Sonde wurde mittels einer Spin-Column von 

freien Nukleotiden getrennt und für die Hybridisierung verwendet (2.4.11.3).   

 

2.4.11.3   Hybridisierung von DNA mit radioaktiv markierten Sonden  

 

Die radioaktiv markierte Sonde für das rps12-Gen (2.4.11.2) wurde mit DNA hybridi-

siert, welche auf einer Membran immobilisiert war (2.4.11.1). Hierfür wurde zunächst 

die Membran auf die eigentliche Hybridisierung vorbereitet (Prähybridisierung), 

indem sie üN bei 65 °C schwenkend in Denhardlösung inkubiert wurde, der 10 µl/ml 

denaturiertes Heringssperma zugesetzt waren. Am nächsten Tag wurde die Mem-

bran in frischer Denhardlösung mit Heringssperma und der Sonde (2.4.11.3) wiede-

rum üN bei 65 °C inkubiert. Abschließend erfolgte das Abwaschen unspezifisch ge-

bundener Sonden-DNA mit 2 x SSC (2.4.1), dem 0,1 % SDS zugesetzt waren. 

Weitere Waschschritte mit 1 x SSC, 0,5 x SSC und 0,1 x SSC, dem jeweils 0,1 % 

SDS zugesetzt waren, wurden je nach Strahlung der Membran durchgeführt. Die De-

tektion der Signale erfolgte bei -80 °C auf Röntgenfilm (High performance 

autoradiography film; Amersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). 

 

Denhardlösung: 250 ml/l 20 x SSC 

 50 ml/l 100 x Denhard 

 25 ml/l 20 % SDS 
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2.4.12   Isolierung und Aufreinigung von RNA  

 
RNA wurde jeweils aus Organen von A. thaliana (2.4.12.1) und von N. tabacum 
(2.4.12.2) isoliert und aufgereinigt.  
 

2.4.12.1   Isolierung von RNA aus Organen von  Arabidopsis thaliana   

 

Für die Extraktion von RNA aus Organen von A. thaliana wurde die Methode nach 

Sambrook et al. (1989) verwendet. 

Gefrorenes, gemörsertes Material wurde bis zur 0,5 ml Marke in ein 1,5 ml Reak-

tionsgefäß gefüllt und mit 800 µl Boratpuffer (auf 65 °C erhitzt) und 600 µl Phenol 

gründlich mit Hilfe eines Vortexgerätes (MS2 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen) 

vermischt. Nach einer 20-minütigen Inkubation unter Schütteln bei 30 °C im 

Heizblock (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg) wurden die wässrige Phase 

und die organische Phase durch Zentrifugation für 10 min bei 16100 x g (Tischzentri-

fuge, Eppendorf, Hamburg) getrennt. Die wässrige Phase (oben) wurde abgenom-

men, mit 300 µl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) und 300 µl Phenol versetzt, mit 

einem Vortexgerät gründlich vermischt und anschließend für 10 min bei 30 °C unter 

Schütteln inkubiert. Die durch 10- bis 20-minütige Zentrifugation bei 16100 x g ent-

standene wässrige Phase wurde erneut mit 600 µl Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) 

vermischt, um letzte Verunreinigungen durch Proteine zu entfernen. Nach einer 10-

minütigen Inkubation unter Schütteln bei 30 °C wurde die RNA aus der wässrigen 

Phase gefällt, indem 6 M LiCl bis zu einer Konzentration von 2 M LiCl zugegeben 

wurden. Die Fällung erfolgte bei 4 °C üN. Am nächsten Tag wurde durch Zentrifuga-

tion bei 16100 x g für 15 min die RNA pelletiert. Das Pellet wurde zweimal mit 70 % 

EtOH gewaschen, 5 bis 10 min getrocknet und anschließend in sterilem Wasser re-

suspendiert. 

 

Boratpuffer: 0,2 M            Natriumtetraborat 

 1 % (w/v)       SDS 

 30 mM          EDTA 

 

 

2.4.12.2   Isolierung von RNA  aus Nicotiana tabacum   

 

Mit Hilfe des Trifast-Reagenz (Peqlab Biotechnologie, Erlangen) wurde RNA aus 

Blättern von N. tabacum isoliert. Es wurden etwa 100 mg Pflanzenmaterial in flüssi-

gem Stickstoff gemörsert, mit 1 ml Trifast-Reagenz gründlich vermischt und für 5 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. Durch 8-minütige Zentrifugation bei 12000 x g (Tisch-

zentrifuge, Eppendorf, Hamburg) wurde der Zellbruch abgetrennt und der Überstand 

wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt.  

Die Lösung enthielt neben der RNA noch Proteine, DNA und andere Verunreinigun-

gen, so dass eine weitere Aufreinigung mit dem Direct-zolTM RNA MiniPrep Kit der 



2.   Material und Methoden  

 

41 
 

Firma Zymo Research (Irvine, CA, USA) nötig war. Hierfür wurde zunächst die RNA-

Lösung mit 1 x Vol. EtOH versetzt und mit Hilfe eines Vortexgerätes (MS2 Minisha-

ker, IKA Labortechnik, Staufen) gründlich vermischt. Anschließend pipettierte man 

die Lösung auf ein Zymo-Spin II C Säulchen, welches bei 1200 x g für 1 min zentrifu-

giert wurde. Nach zweimaligem Waschen mit jeweils 400 µl PreWash Lösung und 

einmaligem Waschen mit 700 µl  RNA Wash Buffer wurde das Säulchen durch Zent-

rifugation bei 12000 x g für 2 min getrocknet. Die an das Säulchen gebundene, ge-

reinigte RNA wurde schließlich mit 30 µl sterilem Wasser durch Zentrifugation bei 

maximaler Geschwindigkeit für 1 min gelöst. 

 

 

2.4.13   5`RLM-RACE  

 

Für die Durchführung einer 5`RLM-RACE Analyse (RNA Ligase Mediated Rapid 

Amplification of cDNA ends) wurde der First Choice® RLM-RACE Kit der Firma 

Ambion (Life Technologies, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers verwendet. 

Die Sequenzen der genspezifischen Primer sind in Tab. M4 aufgeführt. Die Durch-

führung des 5`RLM-RACE ist in Abb. M1 schematisch dargestellt.  

RNA aus Rosettenblättern von drei bis zwölf Wochen alten Pflanzen des Wildtyps 

von A. thaliana wurde mit CIP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase) behandelt um 

freie 5`-Phosphate von rRNA, fragmentierter RNA, tRNA und genomischer DNA zu 

entfernen (Abb. M1). Die 5`Cap-Struktur intakter mRNA wird durch diese Behandlung 

nicht beeinträchtigt. Anschließend wird die RNA mit Tabak Acid Pyrophosphatase 

versetzt, so dass die 5`Cap-Struktur von intakter mRNA entfernt wird und ein 

5`Monophosphat zurückbleibt. Mit Hilfe der T4-RNA-Ligase wird an dieses Mono-

phosphat ein 45 Basenpaar langes RNA Adapter Oligonukleotid ligiert (Abb. M1). 

Dabei ist es dem Adapter unmöglich, an dephosphorylierte RNA zu binden, da 

diesen Molekülen das benötigte 5`Phosphat fehlt. Somit wurden ausschließlich kom-

plette mRNA-Fragmente mit einem Adapter am Transkriptionsstart markiert. Eine 

reverse Transkription und eine anschließende PCR mit Oligonukleotiden spezifisch 

für den Adapter und spezifisch für das 3`Ende des jeweiligen WHIRLY-Gens, führt 

zur Vervielfältigung spezifischer Transkripte. 

 

 

Tab. M4: Sequenzen der Oligonukleotide, die für die Durchführung der 5`RLM-RACE Analy-

se verwendet wurden. Die Sequenzen sind jeweils in 5`- 3` Richtung angegeben. 

 

Name 

 

Sequenz  

 

Gen 

 

Gen# 

Atwhy1-gs-outer TCATCTATTCCATTCATAGTCT  

WHIRLY1 

 

At1g14410 Atwhy1-gs-inner TCCATAGTTAGGCGAAGCGTT 

Atwhy2-gs-outer ATCATTTCATTTATCCCACTCCA  

WHIRLY2 

 

At1g71260 Atwhy2-gs-inner AATTTACTCCGTTCCTACTACT 

Atwhy3-gs-outer TCATCTACTCCATTCGTAGTCT  

WHIRLY3 

 

At2g02740 Atwhy3-gs-inner ATACTTAGGCGAAGCATTGTTAA 

 



2.   Material und Methoden  

 

42 
 

 
Abb. M1: Schematische Darstellung einer 5`RLM-RACE Analyse (RNA Ligase Mediated Ra-

pid Amplification of cDNA ends). 1) Freie 5`-Phosphate werden von rRNA, fragmentierter 

RNA, tRNA und genomischer DNA entfernt. 2) Anschließend wird die 5`Cap-Struktur von 

intakter mRNA entfernt, wobei ein 5`Monophosphat zurückbleibt, 3) an das ein RNA Adapter 

Oligonukleotid ligiert wird. 4) Eine reverse Transkription mit Random Primern und 5) eine 

anschließende PCR mit adapter- und genspezifischen Oligonukleotiden führt zur Verviel-

fältigung des spezifischen Transkriptes. 

 

2.4.14   Konfokale Laserscanning  Mikroskopie   

 

Die subzelluläre Lokalisierung von GFP-, RFP- und YFP-Fusionsproteinen in stabil 

transformierten Linien von A. thaliana wurde mit dem Konfokalmikroskop (CLSM, 

confocal laser scanning microscope) TCS SP5 der Firma Leica Microsystems 

(Wetzlar) analysiert. Etwa 1 cm2 große Blattsegmente wurden in 1 x PBS (2.4.1) 

mikroskopiert. Die Aufnahme der Bilder sowie die Auswertung der Daten erfolgte mit 
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der LAS AF Lite Software (Leica Microsystems, Wetzlar). Für alle Aufnahmen wurde 

das Objektiv HCX PL APO CS 63.0 x 1.40 OIL verwendet. Es wurde ein sequentieller 

Scan durchgeführt. Der Laser und der Detektor (Photomultiplier, PMT) wurden für die 

Detektion der verschiedenen Fluorophore wie folgt eingestellt: 

 

GFP: Anregung: Argonlaser (30%) mit ɚ = 488 nm (14%), Detektion: 500-556 nm  

RFP: Anregung: Argonlaser (28%) mit ɚ = 543 nm (60%), Detektion: 555-624 nm  

YFP: Anregung: Argonlaser (30%) mit ɚ = 514 nm (31%), Detektion: 525-561 nm  

Chlorophyll: Anregung: Argonlaser (30%) mit ɚ = 633 nm (18%),  

                    Detektion: 650-730 nm 

 

2.5   Allgemeine proteinbiochemische Analysen  

 

2.5.1   Isolierung von Gesamtprotein aus Pflanzenmaterial  

 

Zur Isolierung von Gesamtprotein wurden 200 mg gefrorenes, gemörsertes Pflan-

zenmaterial mit 1 ml Proteinextraktionspuffer versetzt und mit Hilfe eines 

Vortexgerätes (MS2 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen) gründlich vermischt. 

Nach Extrak-tion der Proteine für 5 min bei 95 °C im Heizblock (Thermomixer com-

pact, Eppendorf, Hamburg) wurden die Proben auf RT abgekühlt und anschließend 

für 15 min bei 12000 x g zentrifugiert (Tischzentrifuge, Eppendorf, Hamburg). Der 

Überstand enthielt die gesamten Proteine der Zelle und wurde in ein neues Reakti-

onsgefäß überführt. 

 

 

Proteinextraktionspuffer: 62,5 mM            Tris pH 6,8 

 10 % (v/v)       Glyzerin 

 3 mM          EDTA 

 1 mM DTT 

 1 % (w/v)       SDS 

  

2.5.2   Methoden zur Isolierung und Fraktionierung von Chloroplasten   

  

Chloroplasten wurden aus Blattmaterial von A. thaliana (2.5.2.1) und von N. tabacum 

(2.5.2.2) mit jeweils unterschiedlichen Methoden isoliert. 

 

2.5.2.1   Chloroplasten isolierung  aus Blattmaterial von  Arabidopsis thali ana  

 

Zur Isolierung von intakten Chloroplasten aus Rosettenblätter von A. thaliana wurde 

die Methode nach Gruissem et al. (1986) verwendet. Es wurden 10 g Blattmaterial 
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mit 200 ml GM-Puffer im Waring Blendor homogenisiert (1 x 2 sek low, 3 x 2 sek 

high). Grobe Zellbestandteile wurden durch Filtration über vier Lagen Miracloth 

(Calbiochem, San Diego, CA, USA) abgetrennt. Das Filtrat wurde für 30 sek bei 

6000 x g und 4 °C zentrifugiert (Centricon T-124, KONTRON Instruments, Rossdorf). 

Das Sediment wurde mit Hilfe eines Pinsels in wenig GM-Puffer vorsichtig resuspen-

diert. Die Suspension wurde auf einen zweistufigen Percollgradienten gegeben und 

zentrifugiert (20 min, 7000 x g, 4 °C). Die intakten Plastiden, die sich auf dem unte-

ren, höher prozentigen Percollkissen befanden, wurden abgenommen und im Ver-

hältnis 1:1 mit Waschmedium versetzt und zentrifugiert (2 min, 7000 x g, 4 °C). Nach 

einem weiteren Waschschritt wurden die Plastiden in wenig GM-Puffer resuspen-

diert.  

 

5 x GM-Puffer: 1,65 M Sorbitol 

 250 mM HEPES 

 2 M EDTA 

 1 M Magnesiumchlorid 

 1 M Manganchlorid 

 1 M (tetra)-Natriumpyrophosphat 

 pH 6,8 mit NaOH einstellen 

  

 

1 x GM-Puffer: 100 ml 5 x GM 

 400 ml Wasser 

 1 ml 1 M DTT 

 stets frisch vor Gebrauch ansetzen 

  

 

Percollgradient: 80 %, 40 %, 

30 % (v/v) 

PCBF 

 330 mM Sorbit  

 2 mM EDTA 

 1 mM Magnesiumchlorid 

 2 mM DTT  

 0,017 % (w/v) Glutathion  

 50 mM HEPES/KOH, pH 8,0 

PCBF: 3 % (w/v) PEG (MW 6000) 

 1 % (w/v) BSA 

 1 % (w/v) Ficoll 

 in Percoll lösen 

 

Waschmedium: 330 mM Sorbit  

 50 mM HEPES/KOH, pH 8,0 
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2.5.2.2   Chloroplasten isolierung  aus Blättern von  Nicotiana tabacum   

 

Zur Isolierung von intakten Chloroplasten aus Blättern von N. tabacum wurden 30 bis 

50 g frisches Blattmaterial mit 200 ml kaltem Isolierungsmedium im Waring Blendor 

homogenisiert (1 x 4 sek low, 3 x 2 sek high). Grobe Zellbestandteile wurden mittels 

Filtration durch vier Lagen Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, USA) abgetrennt. 

Das Filtrat wurde für 1 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5804 R, 

Eppendorf, Hamburg). Das Sediment wurde mit Hilfe eines Pinsels in wenig Wasch-

medium resuspendiert. Die Suspension wurde auf einen zweistufigen 

Percollgradienten gegeben und zentrifugiert (25 min, 5000 rpm, 4 °C). Die intakten 

Chloroplasten, die sich auf dem unteren, höher prozentigen Percollkissen befanden, 

wurden abgenommen und mit 2 x Vol. Waschmedium versetzt und zentrifugiert 

(1 min, 7000 rpm, 4 °C). Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Plastiden in 

wenig Waschmedium resuspendiert.  

 
Isolierungsmedium: 0,33 M Sorbitol 

 4 mM Natriumascorbat 

 1,2 mM MgCl2 

 4 mM EDTA 

 1 mM KH2PO4 

 4 mM DTT 

 0,2% (w/v) BSA 

 0,1% (w/v) PVP10 

 25 mM MES 

 25 mM HEPES/KOH pH 6,8 

 

Waschmedium: 0,33 M Sorbitol 

 50 mM HEPES/KOH pH 8 

 
Gradientenlösungen: 50 mM Hepes KOH pH 8 

 0,33 M Sorbitol 

 40% bzw. 80% (v/v) Percoll 

 

2.5.2.3   Fraktionierung von Chloroplasten  

 

Um Plastidenmembranen und Stroma getrennt untersuchen zu können, erfolgte eine 

Fraktionierung von Chloroplasten, die zuvor aus Blättern von A. thaliana isoliert 

wurden (2.5.2.1). Die Chloroplasten wurden in Lysispuffer aufgenommen und für 

30 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Lösung bei 50000 x g bei 4 °C für 

20 min pelletiert (OptimaTM L-90 K Ultracentrifuge, Beckmann Coulter, Krefeld). Das 

Pellet enthielt die Thylakoidmembranen und die plastidären Hüllmembranen. Der 

Überstand, der Stromaproteine enthielt, wurde gefällt. 
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Lysispuffer: 10 mM HEPES/KOH pH 7.6 

 5 mM MgCl2 

    

2.5.3   Anreicherung  von Mitochondrien aus  Blättern von  Arabidopsi s thaliana  

 

Zur Anreicherung von Mitochondrien aus Blättern von A. thaliana wurden 5 g Blatt-

material in 30 ml Medium A fein zerschnitten und das Homogenat anschließend 

durch Nylongaze mit einem Durchmesser von 20 µm filtriert. Anschließend erfolgte 

eine Differentialzentrifugation bei 4 °C (Centrikon T-124; KONTRON Instruments, 

Rossdorf). Hierfür wurde das Homogenat zunächst bei 2500 x g für 5 min sedimen-

tiert, das Pellet verworfen und der Überstand erneut für 5 min bei 2500 x g zentrifu-

giert. Der Überstand wurde dann bei 8000 x g für 5 min zentrifugiert, das Pellet ver-

worfen und aus dem Überstand wurden die Mitochondrien durch eine Zentrifugation 

bei 15000 x g abgetrennt. Das Pellet wurde vorsichtig in 1 bis 2 ml Waschmedium A 

gelöst und auf einen Gradienten geschichtet. Für die Herstellung des Gradienten 

wurden eine 52 %ige und eine 20 %ige Saccharoselösung in Waschmedium A her-

gestellt, übereinander geschichtet und für mindestens 2 Std. bei 4 °C gelagert. Der 

Gradient wurde für 4 Std. bei 24000 rpm im TST28.38-Rotor der OptimaTM L-90 K 

Ultracentrifuge (Beckmann Coulter, Krefeld) bei 4 °C zentrifugiert. Die Bande 

zwischen den beiden Gradientenlösungen enthielt die Mitochondrien und wurde ab-

genommen und mit mindestens 3 x Vol. Waschmedium A verdünnt. Durch eine Zent-

rifugation bei 15000 x g und 4 °C für 15 min (Centrikon T-124; KONTRON 

Instruments, Rossdorf) erfolgte die Sedimentierung der Mitochondrien, welche ab-

schließend in 1 bis 2 ml Waschmedium A aufgenommen wurden. 

 

 

Medium A: 0,3 M Saccharose 

 60 mM MES 

 10 mM EDTA 

 25 mM Na4P2O7 

 10 mM KH2PO4 

 1 mM Glycin 

 1 % (w/v) PVP-40 

 1 % (w/v) BSA 

 50 mM Na-Ascorbat 

 20 mM Cystein 

pH 8 einstellen 
 
Waschmedium A: 0,3 M Saccharose 

 10 mM MES 

 2 mM EDTA 

 10 mM KH2PO4 

      pH 7,5 einstellen 
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2.5.4   Isolierung von Zellkernen aus  Blättern von  Arabidopsi s thaliana   

 

Die Isolierung von Zellkernen aus Blattmaterial von A. thaliana erfolgte nach 

Kanazawa et al. (2000). Zehn g des gefrorenen, gemörserten Blattmaterials wurden 

mit 40 ml Isolationsmedium I versetzt und gründlich vermischt. Anschließend erfolgte 

eine Filtration durch zwei Lagen Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, USA). 

Jeweils 10 ml des Filtrats wurden auf ein 5 ml Saccharosekissen geschichtet und für 

20 min bei 1800 x g und 4 °C zentrifugiert (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg). 

Anschließend wurde die Schicht auf dem Saccharosekissen abgenommen und mit 

3 x Vol. Isolationsmedium II gründlich vermischt. Durch 30-minütiges Schwenken auf 

Eis erfolgte die Zerstörung der Chloroplasten. Die Zellkerne wurden anschließend 

durch eine 20-minütige Zentrifugation bei 1800 x g und 4 °C pelletiert. Das Pellet 

wurde mehrmals mit Isolationsmedium II gewaschen, bis es nicht mehr grün war.   

 

Isolationsmedium I und II: 1,14 M Saccharose 

 10 mM Tris/HCl, pH 7,6 

 5 mM MgCl2 

 0,1 mM PMSF 

 1,1 mM Phenanthrolin Monohydrat 

 0,1 % (v/v) Thyodiglycol 

Für das Isolationsmedium II wird noch 0,15 % Triton X-100 hinzugefügt. 
 
Saccharosekissen: 2 M Saccharose 

 10 mM Tris/HCl, pH 7,6 

 5 mM MgCl2 

 

2.5.5   Isolierung von Zellkernen aus  Blättern von  Nicotiana tabacum   

 

Die Isolierung von Zellkernen aus Blättern von N. tabacum erfolgte nach Busk und 

Pagès (1997). Etwa 100 mg gemörsertes, gefrorenes Blattmaterial wurden mit 1 ml 

Puffer A versetzt und mit Hilfe eines Vortexgerätes (MS2 Minishaker, IKA Labortech-

nik, Staufen) für 30 sek gründlich vermischt. Das Homogenat wurde anschließend in 

ein 1,5 ml Reaktionsgefäß ohne Boden gegeben, welches in ein 15 ml 

Reaktionsgefäß eingesetzt wurde. Zwischen den beiden Reaktionsgefäßen befanden 

sich zwei Lagen Miracloth (Calbiochem, San Diego, CA, USA). Durch eine 15-

minütige Zentrifugation bei 3000 x g und 4 °C (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, 

Hamburg) wurden die Zellkerne am Boden des 15 ml Reaktionsgefäßes sedimentiert 

und von den restlichen Zellbestandteilen getrennt. Das Pellet wurde in 400 µl Puffer 

A resuspendiert und in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Anschließend 

erfolgte eine Zentrifugation bei 2000 x g und 4 °C für 10 min. Das Pellet wurde ab-

schließend so oft mit Puffer A gewaschen, bis es nicht mehr grün war.     
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Puffer A: 10 mM HEPES pH 7,8 

 10 mM KCl 

 10 mM MgCl2 

 5 mM EDTA 

 0,5 % (v/v) Triton X-100 

 250 mM Saccharose 

 1 mM DTT 

 0,2 mM PMSF 

 DTT und PMSF frisch zugeben 

 

2.5.6   Bestimmung der Proteinkonzentration  

 

Die Proteinkonzentration wurde nach Bradford (1976) ermittelt.  

Bis zu 10 ɛl des Proteinextraktes wurden auf 800 ɛl mit deionisiertem Wasser aufge-

f¿llt und mit 200 ɛl des Farbstoffkonzentrates BIO-RAD Protein Assay versetzt. Nach 

einer 15-minütigen Inkubation bei RT erfolgte die photometrische Messung der Ab-

sorption bei einer Wellenlänge von 595 nm (Spektralphotometer UV-2501 PC, 

Shimadzu, China). Weiterhin wurde eine BSA-Eichreihe erstellt, die zur Berechnung 

der Proteinkonzentration diente. 

 

2.5.7   Denaturierende SDS -Polyacrylamidgelelektrophorese  

 

Die denaturierende Auftrennung von Proteinen erfolgte in einem SDS-

Polyacrylamidgel (Laemmli, 1970). Entsprechend des Molekulargewichtes der zu 

untersuchenden Proteine wurde ein 12 bis 14 %iges (w/v) Trenngel verwendet. Die 

Gele wurden entsprechend der folgenden Tabelle erstellt: 

 

Stammlösung  10 ml Sammelgel  10 ml Trenngel  
Acrylamid/Bisacrylamid 30 %  1,5 ml  x ml  
1 M Tris/HCl pH 6,8  2,5 ml  -  
1 M Tris/HCl pH 8,8  -  3,8 ml  
20 % SDS  50 ɛl  50 ɛl  
10 % APS  100 ɛl  50ɛl  
TEMED  16 ɛl  5 ɛl  
H2O  6 ml  x ml  
 

 

Proteinproben wurden mit 1 x PSB-Puffer versetzt, für 10 min bei 95 °C denaturiert 

und anschließend auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 20 bis 

30 mA in 1 x Puffer nach Laemmli. Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurde 

der Marker Prestained-Protein-Ladder (10-170 kDa, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) 

verwendet.  
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2 x PSB: 100 mM Tris/HCl pH 6,8 

 100 mM DTT 

 20 % (v/v) Glycerin 

 4 % (w/v) SDS 

 0,2 % (w/v) Bromphenolblau 

 

10 x Puffer nach Laemmli:  250 mM Tris/HCl pH 6,8 

 1,9 M Glycin 

 1 % (w/v) SDS  
 

 
Zur besseren Auftrennung von kleinen Proteinen wurde eine modifizierte SDS-PAGE 

durchgeführt (Fling und Gregerson, 1986). Für die Proteinauftrennung wurden SDS-

haltige High-Tris-Trenngele mit 14 % (w/v) Acrylamid verwendet. Es wurde ein 

5 %iges (w/v) Acrylamid-Sammelgel benutzt.  

 
5 x High-Tris-Puffer: 160 mM Tris/HCl pH 6,8 

 5,5 % (w/v) SDS 

 30 % (v/v) Glycerin 

 0,5 % (w/v) Bromphenolblau  

 19 % (v/v) ß-Mercaptoethanol  

 3 M Harnstoff  

 
10 x High-Tris-Laufpuffer:  60,6 g/l Tris  

 142,8 g/l Glycin  

 1 % (w/v) SDS  

  pH 8,5 mit HCl einstellen 

 

 

2.5.8   Färbung von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen  mi t 

Coomassie -Brill antblau 

 

Mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie-Brillantblau können Proteine angefärbt werden. 

Die PA-Gele (2.5.7) wurden für mindestens 1 Std. in der Färbelösung inkubiert. An-

schließend erfolgte die Entfärbung mit Färbelösung ohne Coomassie, bis klare Pro-

teinbanden erkennbar waren.  

 

Färbelösung: 25 % (v/v) Isopropanol  

 10 % (v/v) Essigsäure  

 0,1 % (w/v) Coomassie-Brillantblau  
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2.5.9   Methoden zur Immundetektion von Proteinen   

 

Zur Immundetektion von Proteinen wurden Proteinproben zunächst mittels SDS-

PAGE aufgetrennt (2.5.7), anschließend auf Trägermembranen transferiert (2.5.9.1), 

welche abschließend mit spezifischen Antikörpern (2.5.9.2) behandelt wurden 

(2.5.9.3). 

 

2.5.9.1   Proteintransfer auf Trägermembranen  (Western Blot)  

 

Die gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine (2.5.7) wurden auf einer 

Nitrocellulosemembran (Roti®-NC, Porengröße 0,2 ɛm, Roth, Karlsruhe) immobili-

siert. Dafür wurden sechs Whatman Filterpapiere (Schleicher und Schuell, Dassel) 

sowie die Membran auf die Größe des Gels zurechtgeschnitten. Die Filterpapiere, die 

Membran und das Gel wurden im Transferpuffer getränkt. Für den Transfer auf die 

Membran wurden auf die Anode der Blottingapparatur (Fastblot B44; Biometra, Göt-

tingen) drei Lagen Filterpapier, dann die Membran und anschließend das PA-Gel 

sowie der Kathode zugewandt wieder drei Lagen Filterpapier geschichtet. Für den 

Proteintransfer wurde eine Stromstärke von 2 mA/cm2 für 40 min angelegt.   

 

Transferpuffer: 2,93 g/l Glycin 

 5,81 g/l Tris 

 0,375 g/l SDS 

 200 ml/l Methanol 

 

2.5.9.2   Liste der verwendeten Antikörper  

 

In der folgenden Tabelle sind die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primäranti-

körper mit den zugehörigen Sekundärantikörpern aufgelistet. Zusätzlich wird ange-

geben, wie die Antikörper jeweils verdünnt wurden.  

 

Tab. M5: Auflistung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikörper. 

 
Primärantikörper  

 

 
Verdünnung  

 
Sekundärantikörper  

 
Verdünnung  

 
Herkunft  

Ŭ-Cytochrom b559 1:2.000 Ŭ-Maus 1:50.000  Vallon et al., 
1987 

Ŭ-H2B Histon 1:1.000  Ŭ-Kaninchen 1:5.000 Cell Signaling 
Technology, 
Denvars, MA, 
USA 

Ŭ-Pol I 1:2.000  Ŭ-Kaninchen 1:100.000  Agrisera 

Ŭ-HA-Tag 1:4.000  Ŭ-Ratte 1:100.000  Roche 

Ŭ-WHIRLY3 1:500  Ŭ-Kaninchen 1:50.000   

Ŭ-TOC75 1:5.000  Ŭ-Kaninchen 1:50.000  Agrisera 
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2.5.9.3   Immundetektion  

 

Nach Immobilisierung der Proteine (2.5.9.1) wurden die Membranen zur Blockierung 

unspezifischer Bindestellen in einer 2 %igen Blockierungslösung (ECL AdvanceÊ 

blocking agent, GE Healthcare UK, Buckinghamshire, UK), welche in 1 x TBS ange-

setzt wurde, für 2 bis 5 Std. bei RT inkubiert. Nach anschließendem Waschen mit 1 x 

TBST (zweimal kurz spülen, einmal 15 min schwenken, zweimal 5 min schwenken) 

wurden die Membranen mit dem jeweiligen Primärantikörper (2.5.9.2), der gegen das 

zu untersuchende Protein gerichtet war und in 1 x TBS verdünnt wurde, bei 4 °C üN 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Membranen mit 1 x TBST gewaschen 

(zweimal kurz spülen, einmal 15 min schwenken, zweimal 5 min schwenken). An-

schließend erfolgte eine einstündige Inkubation bei RT mit einem Sekundärantikör-

per, der den jeweiligen Primärantikörper bindet (2.5.9.2) und in 1 x TBS verdünnt 

wurde. Der Sekundärantikörper war mit einer Peroxidase gekoppelt, wodurch ein 

Nachweis mittels Chemilumineszenz ermöglicht wurde. Nach erneutem Waschen mit 

1 x TBST (zweimal kurz spülen, dreimal 15 min schwenken) erfolgte der Nachweis 

des Protein-Antikörper-Komplexes entweder mit Hilfe des LuminogenTMTMA-6 Kits 

(Amersham GE Healthcare, UK) oder des SuperSignal®WestPico Chemiluminescent 

Substrate Kits (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) nach Angaben des Herstellers. 

Die  Peroxidaseaktivität wurde in einer ECL-Kassette durch Auflegen eines Films 

(HyperfilmTMECL High performance chemiluminescence film, Amersham Bio 

Sciences, Buckinghamshire, England) detektiert. Der Film wurde in Entwickler 

inkubiert, bis deutlich erkennbare Banden erschienen. Daraufhin wurde der Film kurz 

in Leitungswasser geschwenkt und dann für 10 min fixiert. Entwickler und Fixierer 

stammten von der Firma Tetenal (Norderstedt).  

 

10 x TBS(T): 12,1 g/l Tris  

 87,66 g/l NaCl 

 (5 g/l Tween 20) 

 

2.5.9.4   Entfernen von  gebundenem Antikörper von der Trägerm embran  

 

Sollte eine Membran, auf der Proteine immobilisiert waren (2.5.9.1), nach erfolgter 

Immundetektion (2.5.9.3) für einen erneuten Nachweis mit Hilfe von Antikörpern ver-

wendet werden, mussten neben der Detektionslösung die gebundenen Primär- und 

Sekundärantikörper entfernt werden. Dafür wurde die Membran für 3 min in 0,4 M 

NaOH mit 0,1 % (w/v) SDS geschwenkt. 

 

2.5.9.5   Aufreinigu ng und Analyse des WHIRLY3 -Peptidantikörpers   

 

Die  Aufreinigung des WHIRLY3-Peptidantikörpers erfolgte mit Hilfe des SulfoLink® 

Kits (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) nach Angaben des Herstellers.  
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Zur Charakterisierung von Ŭ-WHIRLY3 wurden Dot-Blot Teststreifen angefertigt. 

Dafür wurden auf eine Nitrocellulosemembran (Roti®-NC, Porengröße 0,2 ɛm; Roth, 

Karlsruhe) verschiedene Mengen an WHIRLY3-Peptid (1 ɛg, 100 ng, 10 ng, 1 ng und 

0,1 ng) aufgebracht. Dies erfolgte mit Hilfe einer Dot-Blot-Apparatur (SRC 96 D 

Minifold I, Schleicher & Schuell). In die Auftragslöcher wurden zuerst 200 ɛl 1 x PBS 

(modifiziert) gegeben, die Lösung wurde mit Hilfe eines Vakuums durch die ange-

feuchtete Membran und das darunter liegende Whatman-Filterpapier gesaugt. Da-

raufhin wurden das Peptid aufgetragen und mit 200 ɛl 1 x PBS Puffer (modifiziert) 

nachgewaschen. Die Membran wurde getrocknet. Die Immundetektion erfolgte wie 

beschrieben (2.5.9.3). 

 

10 x PBS (modifiziert): 150 mM  NaCl 

 8,1 mM  Na2HPO4 

 1,5 mM  NaH2PO4 

  pH 7,4 

 

2.5.10   Koimmunpräzipitation  

 

Zur Identifizierung von Interaktionspartnern des WHIRLY3-Proteins von A. thaliana 

wurde eine Koimmunpräzipitation mit Ŭ-WHIRLY3 durchgeführt. Hierfür wurden zu-

nächst Chloroplasten aus Keimlingen des Wildtyps isoliert. Die intakten Chloro-

plasten wurden lysiert und die Chloroplastenproteine für die Durchführung der 

Koimmunpräzipitation eingesetzt.  

 

2.5.10.1   Isolierung v on Chloroplastenproteinen  

 

Die Isolierung von intakten Chloroplasten erfolgte nach der Methode von Aronsson 

und Jarvis (2011). Als Ausgangsmaterial dienten zwei Wochen alte Keimlinge des 

Wildtyps von A. thaliana, die auf agarhaltigem MS-Medium angezogen wurden. Die 

frisch geernteten Keimlinge wurden in einer kleinen Menge 1 x Isolationspuffer ho-

mogenisiert, indem man sie für 3 sek mit einem Stabmixer zerkleinerte. Anschlie-

ßend wurde das Homogenat durch zwei Lagen Miracloth (Calbiochem, San Diego, 

CA, USA) gefiltert und die zerkleinerten Keimlinge erneut in Isolationspuffer mit dem 

Stabmixer homogenisiert. Dieser Vorgang wurde fünfmal wiederholt. Das Filtrat 

wurde bei 1000 x g für 6 min pelletiert. Das Pellet wurde vorsichtig in 0,5 bis 2 ml Iso-

lationspuffer gelöst.  

Durch Vermischen von 2 x Isolationspuffer mit Percoll im Verhältnis 1:1 wurde die 

Gradientenlösung erstellt, welcher eine Spatelspitze Glutathion zugesetzt wurde. Ein 

kontinuierlicher Gradient bildete sich durch eine 30-minütige Zentrifugation der 

Gradientenlösung bei 60000 x g ohne Bremse. Auf diesen Gradienten wurde das 

resuspendierte Pellet gegeben. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 

7.800 x g und 4 °C ohne Bremse, wodurch sich zwei distinkte Banden im Gradienten 
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bildeten. Die untere Bande, die die intakten Chloroplasten enthielt, wurde abgenom-

men und mit der dreifachen Menge HSïPuffer versetzt. Durch eine abschließende 5-

minütige Zentrifugation bei 1000 x g wurden die intakten Chloroplasten gewaschen 

und anschließend in einer kleinen Menge HS-Puffer aufgenommen. 

 

Anschließend erfolgte der osmotische Aufbruch der intakten Chloroplasten. Hierfür 

wurde die Chloroplastensuspension mit ½ x Vol. Lysispuffer, 1 % Digitonin und 1 mM 

PMSF gründlich vermischt mit Hilfe eines Vortexgerätes und für zehn bis 20 min auf 

Eis geschüttelt. Während dieser Inkubation wurden die Chloroplasten zusätzlich me-

chanisch zerstört, indem die Suspension einige Male mit einer Spritze angesaugt 

wurde. Durch eine 20-minütige Zentrifugation bei 12000 x g und 4 °C wurden grobe 

Bruchstücke der Chloroplasten pelletiert. Der Überstand, der die 

Chloroplastenproteine enthielt, fand seinen Einsatz in der Koimmunpräzipitation 

(2.5.10.2).      

 

2 x Isolationspuffer: 0,6 M Sorbitol 

 10 mM MgCl2 

 10 mM EGTA 

 10 mM EDTA 

 40 mM  HEPES 

 20 mM NaHCO3 

 mit KOH pH 8 einstellen 

 

HS-Puffer: 0,6 M Sorbitol 

 50 mM HEPES 

 mit KOH pH 8 einstellen 

 

Lysispuffer: 10 M HEPES-KOH, pH 7,9 

 0,25 M KCl 
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2.5.10.2   Durchführung einer K oimmunpräzipitation  

 

Das Prinzip der im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Koimmunpräzipitation mit 

Ŭ-WHIRLY3 ist in Abb. M3 schematisch dargestellt.  

 

 
Abb. M3: Schematische Darstellung der Koimmunpräzipitation mit Ŭ-WHIRLY3. 

1) Rekombinantes Protein-G wurde an magnetische Kügelchen (magnetic beads; 

Dynabeads®) gekoppelt. 2) Das Protein-G ist in der Lage, Ŭ-WHIRLY3 über dessen schwere 

Ketten zu binden und somit an den Kügelchen zu fixieren. 3) Chloroplastenproteine wurden 

mit den magnetischen Kügelchen inkubiert, wodurch das WHIRLY3-Protein vom Antikörper 

gebunden wurde. Assoziierte Interaktionspartner banden somit ebenfalls an die Kügelchen. 

4) Nach einigen Waschschritten zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine wurden 

die Proteine von den Kügelchen gelöst und 5) mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Das Gel wur-

de anschließend mit Coomassie-Brillantblau eingefärbt. 6) Abschließend erfolgte die Unter-

suchung der resultierenden Banden mittels Massenspektrometrie.      
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Die Koimmunpräzipitation wurde mit dem Immunoprecipitation Kit ï Dynabeads® 

Protein G (Invitrogen, Karlsbad) durchgeführt. Hierfür wurden zunächst 50 µl magne-

tische Kügelchen in einem Reaktionsgefäß in einen Magnetständer (Dyna-Mag 2, 

Invitrogen, Karlsbad) eingestellt, wodurch die Kügelchen pelletierten. Der Überstand 

wurde abgenommen und die Kügelchen mit 10 µg Ŭ-WHIRLY3 bzw. des entspre-

chenden Präimmunserums und 200 µl PBS + T (0,02 % Tween 20, pH 7,4) versetzt. 

Die Bindung des Antikörpers an das Protein-G erfolgte bei einer 10-minütigen Inku-

bation im Überkopfschüttler bei RT. Danach wurde das Reaktionsgefäß in den Mag-

netständer eingestellt und der Überstand entfernt. Die Kügelchen wurden mit 200 µl 

PBS + T gewaschen. Bei der anschließenden 10-minütigen Inkubation der Kügel-

chen mit Chloroplastenproteinen (2.5.10.1) wurde das WHIRLY3-Protein zusammen 

mit assoziierten Interaktionspartnern vom Antikörper erkannt, gebunden und somit 

auch an die Kügelchen angeheftet (Abb. M3). Die Inkubation erfolgte in einem Über-

kopfschüttler bei RT. Danach wurde das Reaktionsgefäß in den Magnetständer ein-

gestellt, der Überstand entfernt und die Kügelchen dreimal mit 200 µl PBS + T gewa-

schen, um unspezifische Bindungen zu lösen. Die Kügelchen wurden in 100 µl PBS 

gelöst und in ein frisches Reaktionsgefäß überführt, welches in den Magnetständer 

eingesetzt wurde. Der Überstand wurde entfernt und die Kügelchen wurden in 20 µl 

PSB (2.5.7) aufgenommen. Durch eine Inkubation bei 70 °C für 10 min wurde das an 

die magnetischen Kügelchen gebundene Proteingemisch eluiert und anschließend 

mittels SDS-PAGE (2.5.7) aufgetrennt. Das Gel wurde abschließend mit Coomassie-

Brillantblau eingefärbt (2.5.8), um die Banden der isolierten Interaktionspartner sicht-

bar zu machen. Die in ausgewählten Banden enthaltenen Proteine wurden mittels 

MALDI-TOF massenspektrometrisch identifiziert (durchgeführt durch Proteomics Co-

re Facility, Universität Göteborg, Schweden). Es wurde die UniprotKB Datenbank 

(www.expasy.org) für die Identifizierung von Proteinen genutzt. 

 

2.6   Hefe-2-Hybridsystem  

 

Beim Hefe-2-Hybridsystem erfolgt die Untersuchung der Protein-Protein-Interaktion 

in einer in vivo-ähnlichen Umgebung, d.h. in einer eukaryotischen Zelle (Saccharo-

myces cerevisiae) mit den dort vorkommenden post-translationalen Modifikationen. 

Das Hefe-2-Hybridsystem basiert dabei auf der aktivierenden Wirkung des GAL4-

Transkriptionsfaktors. GAL4 gliedert sich in zwei funktionelle Domänen, die DNA-

Bindedomäne und die Aktivierungsdomäne. Trennt man die Domänen, so verliert 

GAL4 seine Funktionalität als Transkriptionsaktivator (Fields und Song, 1989). 

 

Zur Identifizierung von Interaktionspartnern des WHIRLY3-Proteins wurde das 

Protein mit der GAL4-DNA-Bindedomäne fusioniert (Abb. M4). Mit diesem sogenann-

ten Bait-Protein (bait engl. für Köder) wurde eine cDNA-Bank durchmustert, welche 

Proteine von A. thaliana als Fusionsproteine mit der GAL4-Aktivierungsdomäne 

(Prey-Proteine; prey engl. für Beute) kodiert. Kommt es nun zu einer Interaktion 

zwischen WHIRLY3 und einem Prey-Protein, werden dabei die DNA-Bindedomäne 
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und die Aktivierungsdomäne zusammengebracht und der GAL4-Transkriptionsfaktor 

kann die Transkription einer Reportergenkassette aktivieren (Abb. M4). Durch die 

Aktivierung der Reportergene können Hefekolonien auf Minimalmedium wachsen 

bzw. eine Blaufärbung der Kolonien bei einem X-Gal-Assay kann beobachtet wer-

den. Anschließend kann der mögliche WHIRLY3-Interaktionspartner durch Sequen-

zierung der im cDNA-Bank Vektor enthaltenen Sequenz identifiziert werden. 

 

 
Abb. M4: Schematische Darstellung des Hefe-2-Hybridsystems. Das WHIRLY3-Protein wird 

in Fusion mit der DNA-Bindedomäne des GAL4-Transkriptionsaktivators (GAL4-DNA-BD) 

synthetisiert. Die Genfragmente einer cDNA-Bank in S. cerevisiae werden als Fusion mit der 

Sequenz der GAL4-Aktivationsdomäne (GAL4-AD) exprimiert. Die so synthetisierten Pro-

teine werden als Prey-Proteine bezeichnet. Interagiert WHIRLY3 mit einem Prey-Protein so 

kommt es zur räumlichen Annäherung der beiden Domänen des GAL4-Transkriptionsfaktors 

und eine Reportergenkassette wird transkribiert.   

 

Alle Arbeiten zur Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen wurden mit dem 

Matchmaker Library Construction & Screening Kit der Firma Clontech (Saint-

Germain-en-Laye, Frankreich) nach Anweisungen des Herstellers durchgeführt. 

 

 

 

2.6.1   Hefestämme   

 

Zur Erstellung der cDNA-Bank (2.6.6) und zur Überprüfung der Interaktion von mög-

lichen Interaktionspartnern des WHIRLY3-Proteins in Hefen (2.6.3) wurde der Hefe-

stamm AH109 verwendet. Dieser Stamm ist auxotroph für Adenin, Tryptophan, 

Leucin und Histidin.  

Das bait-Plasmid (pGBKT7-WHIRLY3; 2.6.3) wurde in den Hefestamm Y187 trans-

formiert, welcher mit dem Stamm AH109 gepaart werden kann. Dieser Stamm ist 

auxotroph für Adenin, Tryptophan, Leucin, Methionin und Histidin. 
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2.6.2   Anzucht von Hefen  

 

Die Anzucht von Hefen (Saccharomyces cerevisiae) der Stämme AH109 und Y187 

(2.6.1) erfolgte in Flüssigkultur üN bei 29 °C im Schüttelinkubator (Labshaker, 

InnovaTM4400) bei 250 rpm oder auf agarhaltigen Medien im Brutschrank (WTB 

Binder) für mindestens drei Tage. Untransformierte Hefen wurden dabei auf YPD(A)-

Medium angezogen. Zur Selektion transformierter Hefen erfolgte die Anzucht auf SD-

Dropout-Medium, dem eine oder mehrere Aminosäuren fehlten, für die die 

untransformierten Hefen auxotroph waren.  

 

YPD(A): 20 g/l  Bacto Peptone 

 10 g/l Hefeextrakt 

 (1,5% (v/v) 0,2% Adenin-Lösung) 

 mit HCl pH 6,5 einstellen 

Nach dem Autoklavieren wurden dem Medium 5 % (v/v) sterilfiltrierte 40%ige Gluko-

selösung zugesetzt. 

 

SD-Dropout- 6,7 g/l  yeast nitrogen base without amino acids 

Medium: 0,74 g/l Dropout-Supplement 

 5 g/l Glukose 

 mit KOH pH 5,8 einstellen 

  

 

2.6.3   Klonierung von Konstrukten in die  Vektor en pGBKT7 und pGAD424  

 

Zur Identifizierung von Interaktionspartnern des WHIRLY3-Proteins wurde eine 

cDNA-Bank in Hefe (2.6.6) mit Hilfe eines Fusionsproteins aus WHIRLY3 und der 

GAL4-DNA-Bindedomäne durchmustert (Abb. M3, M4). Zur Erstellung dieses soge-

nannten Bait-Proteins wurde der Vektor pGBKT7 verwendet, der die Sequenz für die 

GAL4-DNA-Bindedomäne beinhaltet (Abb. M5).  

Die WHIRLY3-Sequenz umfasst einen Bereich, der für eine Importsequenz für die 

Plastiden kodiert. Es wurde ein Konstrukt ohne die für die Importsequenz kodieren-

den Nukleotide (Nukleotid 1 bis 213) erstellt. Ein weiterer Bereich des WHIRLY3-

Gens, der die Interaktionsstudien stört, ist die Sequenz für eine putative Autoregula-

tionsdomäne (Nukleotid 758 bis 807). Eine Autoregulationsdomäne führt zu einer 

Aktivierung der Reportergene ohne vorliegende Protein-Protein-Interaktion und daher 

wurde die entsprechende Sequenz entfernt (vergleiche Anhang Abb. A4). Zur Erstel-

lung des Konstrukts wurden in einer PCR (2.4.9) die Oligonukleotide WHY3-BamHI-

fwd und WHY3-SalI-rvs (Tab. M6) verwendet. 
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Abb. M5: Schematische Darstellung des Vektors pGBKT7. Kanr: Gen, das die Resistenz 

gegen Kanamycin vermittelt; pUC ori: Replikationsursprung für die Vermehrung in E. coli; 

TRP1: Gen für die Synthese von Tryptophan; TT7&ADH1: Terminator; GAL4-DNA-BD: Sequenz 

für die DNA-Bindedomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors; PT7 und PADH1: Promotoren; 2µ 

ori: Replikationsursprung für die Vermehrung in S. cerevisiae; MCS: multiple cloning site. Die 

Vektorkarte wurde aus dem Handbuch des Matchmaker Library Construction & Screening 

Kits der Firma Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) entnommen.  

 

Während der Vervielfältigung des WHIRLY3-Konstruktes wurde mit Hilfe der Oligo-

nukleotide am 5`Ende eine Schnittstelle für das Restriktionsenzym BamHI und am 

3´Ende eine Restriktionsschnittstelle für SalI angefügt. Mit Hilfe dieser Schnittstellen 

erfolgte die gerichtete Einfügung des Konstrukts in den pGBKT7-Vektor mit Hilfe des 

Rapid DNA Ligation Kits (Fermentas, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers. Der 

gesamte Ligationsansatz wurde für eine Hitzeschocktransformation von E. coli Zellen 

verwendet (2.4.3.4). Nach Anzucht der transformierten Zellen auf LB-Medium mit 

Kanamycin (2.4.3.2) wurde aus einzelnen Kolonien Plasmid-DNA präpariert (2.4.3.3), 

welche sequenziert wurde (2.4.6). Fehlerfrei transformierte Vektoren wurden für die 

Durchmusterung der cDNA-Bank (2.6.6) verwendet.  

 

Für einige der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten möglichen Interaktionspartner 

des WHIRLY3-Proteins wurde ein Test der Protein-Protein-Interaktion in Hefen 

durchgeführt. Dafür wurden Hefen des Stammes AH109 mit dem pGBKT7 Vektor, 

der das WHIRLY3-Konstrukt trug, und dem Vektor pGAD424 (Abb. M6), in den die 

Sequenzen der möglichen Interaktionspartner eingefügt wurden, kotransformiert 

(2.6.4). Sequenzen, die im Vektor pGAD424 vorliegen werden als Fusionskonstrukt 

mit der GAL4-Aktivierungsdomäne exprimiert. Der Test auf Interaktion der möglichen 

Interaktionspartner mit dem WHIRLY3-Protein wurde mittels SD-Dropout-Medium 

(2.6.2) durchgeführt. Dafür wurden einzelne Kolonien auf Platten aufgetragen, die 

kein Tryptophan, kein Leucin sowie kein Histidin enthielten. Anschließend wurden die 

Platten für zwei bis drei Tage angezogen. Kommt es zum Wachstum der Hefen auf 

den Platten, interagieren die Proteine miteinander. 
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Abb. M6: Schematische Darstellung des Vektors pGAD424. Ampr: Gen, das die Resistenz 

gegen Ampicillin vermittelt; Col E1 ori: Replikationsursprung für die Vermehrung in E. coli; 

Leu2: Gen für die Synthese von Leucin; TADH1: Terminator; GAL4 AD: Sequenz für die Auto-

aktivierungsdomäne des GAL4-Transkriptionsfaktors; PADH1: Promotor; 2µ ori: Replikations-

ursprung für die Vermehrung in S. cerevisiae; MCS: multiple cloning site. Die Vektorkarte 

wurde aus dem Handbuch des Matchmaker Library Construction & Screening Kits der Firma 

Clontech (Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) entnommen.  

 

Für die Überführung in den Vektor pGAD424 wurden die vollständigen kodierenden 

Sequenzen der möglichen Interaktionspartner COR15 (can8), CDKG1 (can9), PSBR 

(can11), Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase (can12), zweier unbekannter Proteine 

(can14, can15) und GRP7/CCR2 (can16) mit Hilfe von Oligonukleotiden (Tab. M6) so 

amplifiziert (2.4.9), dass sie Schnittstellen für Restriktionsenzyme am 5`und 3´Ende 

trugen. Dies ermöglichte eine gerichtete Einbringung in die MCS des Vektors 

pGAD424, die wie für den Vektor pGBKT7 bereits beschrieben durchgeführt wurde.  
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Tab. M6: Oligonukleotide für die Erstellung der DNA-Sequenzen für das Hefe-2-

Hybridsystem. Die Sequenzen sind jeweils in 5`- 3` Richtung angegeben. 

 

Name 

 

 

Sequenz  

WHY3-BamHI-fwd CGGGATCCCGCAAAACGCTGAAGTATCTTC 

WHY3-SalI-rvs  ACGCGTCGACGTCGGCCATAGCGGCCGCGGAATCATCTACTCCATTC

GTAGT 

can8-BamHI-fwd CGGGATCCCGATGGCGATGTCTTTCTCAGG 

can8-PstI-rvs CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTCTACTTTGTGGCATCCTTAG 

can9-BamHI-fwd CGGGATCCCGATGGCAGCAGGGGGTGTT 

can9-PstI-rvs CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTACCGCTTTGGAGGATATGT 

can11-BamHI-fwd CGGGATCCCGATGGCTGCTTCAGTGATGCT 

can11-PstI-rvs CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTACTGAGCCAAAGCACTTGT 

can12-EcoRI-fwd GGAATTCCGGATGCCTCAGGCACCGATG 

can12-SmaI-rvs TTAGAGTTTGACAACTTCGGG 

can14-BamHI-fwd CGGGATCCCGATGGAGGAAGGTCTAAAGATT 

can14-PstI-rvs CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTAAACAGCTGCTTCAGCTCT 

can15-BamHI-fwd CGGGATCCCGATGGCTTTTAGACGACCACT 

can15-PstI-rvs CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTACAAAGCAGCCTTTTCTTTG 

can16-BamHI-fwd CGGGATCCCGATGGCGTCCGGTGATGTTG 

can16-PstI-rvs CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTACCATCCTCCACCACCA 

 

2.6.4   Transformation von Hefen  

 

Für die Transformation von Hefen wurden zunächst kompetente Hefezellen herge-

stellt. Hierfür wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß zwei bis drei frische Hefekolo-

nien in 1 ml YPD-Medium (2.6.2) für 5 min mit Hilfe eines Vortexgerätes (MS2 

Minishaker, IKA®, Staufen) vollständig gelöst. Die Hefelösung wurde mit 50 ml YPD-

Medium in einem 250 ml Kolben vermischt. Die Anzucht der Hefen erfolgte üN 

(2.6.2). Am nächsten Morgen wurde die Hefekultur mit 300 ml YPD-Medium in einem 

500 ml Kolben vermischt. Die OD600 der Kultur sollte zwischen 0,2 und 0,3 liegen. 

Dann erfolgte eine Anzucht der Kultur für weitere 3 Std. bis zu einer OD600 von 0,4 

bis 0,6. Die Kultur wurde in 50 ml Reaktionsgefäße umgefüllt und bei RT für 5 min 

bei 1000 x g (Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Der Überstand 

wurde dekantiert und die Pellets in je 5 ml 1 x TE-Puffer durch vorsichtiges Schwen-

ken aufgenommen. Die Lösungen wurden vereinigt und nochmals bei 1000 x g bei 

RT für 5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1,5 ml 

1xTE/1x LiAc resuspendiert. Die frisch hergestellten Hefezellen konnten nun direkt 

für die Transformation eingesetzt werden. 

Als Vorbereitung für die Transformation von Hefezellen erfolgte eine Denaturierung 

von DNA aus Heringssperma (10 mg/ml), indem diese zweimal für 20 min auf 95 °C 

erhitzt und im Anschluss auf Eis abgekühlt wurde. In einem 1,5 ml Reaktionsgefäß 

wurden für die Transformation 0,1 µg Plasmid mit 10 µl denaturierter Heringssperma-

DNA und 100 µl frisch hergestellten kompetenten Hefezellen gemischt. Anschließend 

wurde die Lösung mit 600 µl frisch angesetzter PEG/LiAc-Lösung (Matchmaker 
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Library Construction & Screening Kit, Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) 

ergänzt und mit dem Vortexgerät für 10 sek gemischt. Die Lösung wurde für 30 min 

bei 30 °C und 300 rpm im Heizblock inkubiert. Durch die anschließende Zugabe von 

70 µl DMSO wurden die Zellwände der Hefen für die Vektoren durchlässiger. Es 

folgte eine Inkubation bei 42 °C für 15 min und anschließend eine Inkubation auf Eis 

für 2 min. Durch eine kurze Zentrifugation wurden die Zellen sedimentiert. Das Pellet 

wurde in 500 µl sterilem 1 x TE gelöst und auf dem entsprechendem SD-Dropout-

Medium (2.6.2) angezogen. 

 

2.6.5   Isolierung von Plasmid -DNA aus Hefen  

 

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen wurde eine Hefekolonie in 1,5 ml des 

entsprechenden SD-Dropout-Mediums angezogen (2.6.2). Die Kultur wurde für 5 min 

bei maximaler Geschwindigkeit in der Tischzentrifuge (Model 5415 D, Eppendorf, 

Wesseling-Berzdorf) pelletiert, der Überstand wurde dekantiert und das Pellet im 

restlichen Medium resuspendiert. Anschließend erfolgte der Zellaufbruch durch Zu-

gabe von 10 µl Lyticase-Lösung (Sigma, Steinheim; 5 U/µl in TE-Puffer), welche mit 

Hilfe eines Vortexgerätes (MS2 Minishaker, IKA Labortechnik, Staufen) gründlich mit 

der Lösung vermischt wurde. Nach eine 30- bis 60-minütige Inkubation bei 37 °C und 

250 rpm im Heizblock (Thermomixer compact, Eppendorf, Hamburg) wurde die 

Lösung mit 10 ml 20 % SDS versetzt, für 1 min mit Hilfe eines Vortexgerätes gründ-

lich gemischt und anschließend bei -20 °C eingefroren. Der wieder aufgetauten 

Probe wurden 180 µl TE-Puffer zugegeben. Nach gründlichem Mischen der Lösung 

wurden je 100 µl Phenol und Chloroform:Isoamylalkohol (24:1, v:v) hinzugefügt und 

wiederum für 1 min mit Hilfe eines Vortexgerätes gründlich vermischt. Durch eine 10-

minütige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit bildeten sich zwei Phasen. 

Die obere, wässrige Phase wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und vor-

sichtig mit 700 µl EtOH vermischt. Anschließend erfolgte die Fällung der Plasmid-

DNA für 5 min bei RT. Die gefällte Plasmid-DNA wurde durch Zentrifugation für 

10 min bei maximaler Geschwindigkeit pelletiert und das Pellet wurde mit 500 µl 

EtOH gewaschen. Nach Trocknung des Pellets wurde die DNA in 20 µl Wasser re-

suspendiert.  

Zur Identifizierung der Nukleotidsequenzen in den isolierten Plasmiden erfolgte eine 

PCR (2.4.9), in der Oligonukleotide, die im 5`und 3`Bereich der MCS der Plasmide 

binden, Verwendung fanden. Die DNA-Fragmente wurden sequenziert (2.4.6) und 

die Sequenzen wurden mit Sequenzdatenbanken (2.7) verglichen. 

 

2.6.6   Erstellung und Durchmusterung einer cDNA -Bank  

 

Die Erstellung und Durchmusterung  einer cDNA-Bank in Hefe erfolgte mit dem 

Matchmaker Library Construction & Screening Kit der Firma Clontech (Saint-

Germain-en-Laye, Frankreich) nach Angaben des Herstellers. Als Ausgangsmaterial 

für die Synthese der cDNA wurde RNA (2.4.12.1) aus drei, vier, fünf, sechs und sie-
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ben Wochen alten Pflanzen des Wildtyps von A. thaliana verwendet. Die Erstellung 

der cDNA-Bank ist in Abb. M7 schematisch gezeigt. Aus den Hefekolonien, die nach 

Durchmusterung der cDNA-Bank auf Minimalmedium wachsen konnten, wurde zur 

Identifizierung der möglichen Interaktionspartner des WHIRLY3-Proteins Plasmid-

DNA isoliert (2.6.5).   

 

 
Abb. M7: Erstellung einer cDNA-Bank für das Hefe-2-Hybridsystem. 1) RNA wurde zunächst 

in cDNA umgeschrieben. Durch die dabei verwendeten CDS III Oligonukleotide, die an den 

Poly-A Schwanz der RNA binden, entstanden CDS III Adapter am 3`Ende. Durch eine spezi-

elle reverse Transkriptase wurden am 5` Ende vermehrt Cytosine an die cDNA angelagert. 

2) An diesen CCC-Überhang banden SMART II Oligonukleotide. Die reverse Transkriptase 

wechselte die Matrize von der RNA zum SMART II Oligonukleotid und fügte am 3` Ende der 

cDNA die SMART II Adaptersequenz an. Die cDNA enthielt spezifische Adapter am 3´ und 5´ 

Ende. 3) Mittels long-distance PCR (LD-PCR) wurde doppelsträngige cDNA synthetisiert, 4) 

welche über Rekombination zielgerichtet in den pGADT7-Rec Vektor inseriert wurde. Über 

diesen Vektor konnte die cDNA in Fusion mit der Sequenz für die GAL4-Aktivierungsdomäne 

(GAL AD) exprimiert werden. PADH1: hefespezifischer Promotor, PT7: bakterienspezifischer 

Promotor, HA: Sequenz für das Hämagglutinin-Tag, TADH1: hefespezifischer Terminator, 

LEUZ: Reportergen, ermöglicht Wachstum auf Medium ohne Leucin  
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2.6.7   X-Gal-Assay  

 

Der X-Gal-Assay wird im Rahmen des Hefe-2-Hybridsystems eingesetzt, um mögli-

che Protein-Protein-Interaktionen zu testen. Er wurde modifiziert nach Duttweiler 

(1996) durchgeführt.  

Die kotransformierten Hefen wurden auf agarhaltigem Medium angezogen (2.6.2) 

und mit Chloroform bedeckt. Nach einer 5-minütigen Inkubation wurde das Chloro-

form entfernt und die Hefen für 10 min getrocknet. Anschließend erfolgte eine Über-

schichtung der Hefen mit einer Agarose-X-Gal-Lösung. Zur Herstellung der Agarose-

X-Gal-Lösung wurden 0,1 g Agarose in 10 ml 0,1 M Na2HPO4 (pH 7) aufgekocht, 

kurz abgekühlt und mit 2,5 mg X-Gal (0,25 mg/ml; Roth, Karlsruhe) vermischt. Die 

überschichteten Hefen wurden weiter kultiviert, bis eine Blaufärbung zu sehen war.  

 

2.7   Datenbanken und Internetseiten  

 

Die folgenden Datenbanken und Internetseiten wurden verwendet: 

 

¶ The Arabidopsis Information Resource (TAIR); http://www.arabidopsis.org/ 

¶ SIGnAL, Salk Institute Genomic Analyzes Laboratory; 

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress 

¶ The European Arabidopsis Stock Centre (uNASC); http://arabidopsis.info/ 

¶ The Sequence Manipulation Suite; http://www.bioinformatics.org/sms/ 

¶ ExPASy: Bioinformatics Resource Portal;  http://www.expasy.org/ 

¶ National Center for Biotechnology Information (NCBI); 

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

¶ Primer3; http://frodo.wi.mit.edu/ 

¶ Quant Prime: qPCR primer design tool; http://www.quantprime.de/ 

¶ ClustalW2; http://www.ebi.ac.uk/services 

¶ PSORT; http://www.psort.org/ 

¶ TargetP; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ 

¶ iPSORT; iprort.hgc.jp/predict.cgi 

¶ ChloroP1.1; cbs.dt.udk/services/ChloroP 

 

 

 

 

http://www.arabidopsis.org/
http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
http://www.bioinformatics.org/sms/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.  Ergebnisse  

 

3.1   Subzelluläre Lokalis ation  der  WHIRLY-Proteine  von  Arabidopsis thaliana   

 

3.1.1   Subzelluläre Lokalis ierung  von  WHIRLY1  

 

Für das HvWHIRLY1-Protein der Gerste wurde immunologisch eine duale Verteilung 

auf den Zellkern und die Chloroplasten gezeigt. HvWHIRLY1 besitzt in beiden 

Kompartimenten die gleiche molekulare Größe (Grabowski et al., 2008). Um zu 

prüfen, ob auch das WHIRLY1-Protein von Arabidopsis thaliana (A. thaliana, L.) 

dasselbe Verteilungsmuster in der Zelle zeigt wie HvWHIRLY1, wurden 

immunologische Studien durchgeführt. Da kein Antikörper gegen das native 

WHIRLY1-Protein von A. thaliana vorhanden war, kam eine transgene Linie 

(pnWHIRLY1:HA) zum Einsatz, die die Sequenz für WHIRLY1 in Fusion mit der 

Sequenz für das HA-Tag (Hämagglutinin-Tag) unter Kontrolle des 35S-Promotors im 

genetischen Hintergrund der why1-1-Mutante überexprimiert (2.2.1; Grabe, 2007; 

Isemer et al., 2012b).  

Die subzelluläre Verteilung des rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins in der Linie 

pnWHIRLY1:HA wurde immunologisch getestet. Hierfür wurden zunächst Chloro-

plasten (2.5.2.1) und Zellkerne (2.5.4) aus der transgenen Linie sowie dem Wildtyp 

isoliert und Proteinextrakte aus diesen Zellfraktionen mittels SDS-PAGE entspre-

chend ihrer Größe aufgetrennt (2.5.7). Nach Immobilisierung der Proteine auf einer 

Membran (2.5.9.1) erfolgte die Immundetektion des rekombinanten WHIRLY1:HA-

Proteins mittels eines gegen das HA-Tag gerichteten Antikörpers (2.5.9.3). Das 

HA-Tag war in der transgenen Linie in Zellkernen und Chloroplasten detektierbar 

(Abb. E1). Wie das native HvWHIRLY1-Protein der Gerste (Grabowski et al., 2008) 

hatte das rekombinante WHIRLY1:HA-Protein in beiden Kompartimenten die gleiche 

molekulare Größe (Abb. E1). Beide Isoformen waren etwa 24 kDa groß, was der 

theoretischen Größe des prozessierten WHIRLY1-Proteins in Plastiden entspricht. In 

Zellfraktionen des Wildtyps war das HA-Tag nicht nachweisbar (Abb. E1). Um die 

Reinheit der Fraktionen zu zeigen, wurden in gleicher Weise angefertigte Membra-

nen mit Antikörpern gegen Cytochrom b559, als spezifisches Markerprotein für Chlo-

roplasten und gegen die RNA Polymerase I, als spezifisches Markerprotein für Zell-

kerne immundekoriert. Diese Analysen zeigten, dass die Chloroplastenfraktion keine 

detektierbaren Mengen an Kernproteinen enthielt und umgekehrt die Zellkernfraktion 

keine detektierbaren Mengen an Plastidenproteinen (Abb. E1). 
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Abb. E1: Immunologischer Nachweis eines rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins in Zell-

kern- und Chloroplastenfraktionen aus Blättern einer transgenen Linie von A. thaliana, die 

die komplette WHIRLY1-Sequenz in Fusion mit einem HA-Tag (pnWHIRLY1:HA) überexpri-

miert, und des Wildtyps (WT). Proteinextrakte aus Chloroplasten- (CP) und Zellkern-

fraktionen (K) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf einer Membran immobilisiert. 

Es wurden Antikörper gegen das HA-Tag des rekombinanten WHIRLY1-Proteins sowie 

gegen Cytochrom b559 (Cyt b559) und die RNA Polymerase I (RNA POL-I) verwendet. Als Be-

ladungskontrolle wurde ein vergleichbares Gel mit Coomassie-Brillantblau gefärbt. 

 

3.1.2   Ermittlung der Läng en von WHIRLY-Transkripten mittels RLM-RACE 

 

Das dual lokalisierte Protein WHIRLY1 hat im Zellkern die gleiche molekulare Größe 

wie die prozessierte Isoform in Plastiden (3.1.1). Während Proteine in den Plastiden 

prozessiert werden, ist dies für Proteine im Zellkern nicht möglich. Wie die beiden 

gleich großen WHIRLY1-Isoformen dennoch entstehen, ist unbekannt. Eine Möglich-

keit wäre, dass in der Zelle zwei unterschiedlich lange WHIRLY1-Transkripte vorlie-

gen, von denen eines die Sequenz für die plastidäre Importsequenz beinhaltet und 

für die in den Plastiden lokalisierte Isoform des WHIRLY1-Proteins kodiert und ein 

anderes kürzeres Transkript für das kleinere kernlokalisierte Protein kodiert (Small et 

al., 1998). Durch Prozessierung von WHIRLY1 beim Import in die Plastiden würden 

so zwei gleich große Isoformen entstehen.  

Um die Längen der Transkripte für alle drei WHIRLY-Proteine von A. thaliana zu er-

mitteln, wurde die 5`RLM-RACE-Methode (RNA ligase mediated rapid amplification 

of cDNA ends) verwendet (2.4.13). Mit dieser Methode können Transkripte unter-

schieden werden, die von demselben Gen kodiert werden, jedoch unterschiedlich 

lang sind. Möglicherweise bilden sich die unterschiedlich langen Transkripte nur wäh-
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rend einer bestimmten Entwicklungsphase der Pflanze. Daher wurde die für den 

5`RLM-RACE-Ansatz benötigte cDNA aus einer RNA-Mischprobe synthetisiert, die 

aus Blättern unterschiedlicher Entwicklungsstadien des Wildtyps von A. thaliana iso-

liert wurde. 

Nach der PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für die Gene WHIRLY1, WHIRLY2 

bzw. WHIRLY3 waren für jedes der drei Gene Banden zu erkennen, deren Größe mit 

der des vollständigen Transkriptes übereinstimmt (Abb. E2A). Eine Sequenzierung 

dieser DNA-Fragmente zeigte, dass es sich hier um die WHIRLY-Transkripte für die 

jeweiligen Vorstufenproteine handelt. 

 

 
Abb. E2: Länge der WHIRLY-Transkripte in Blättern des Wildtyps von A. thaliana. A 5`RLM-

RACE-Analyse mit spezifischen Oligonukleotiden für die drei WHIRLY-Gene. Die mit Pfeilen 

markierten DNA-Fragmente wurden sequenziert. Grüne Pfeile geben WHIRLY-Transkripte 

an, rote Pfeile zeigen unspezifische Transkripte an. B Schematische Darstellung der Längen 

von WHIRLY-Transkripten. Die grünen Striche repräsentieren die Transkripte für die Vorstu-

fenproteine, die braunen Striche zeigen die theoretischen Größen, die die Transkripte ohne 

die Importsequenzen hätten. 

 

Zusätzlich wurden für WHIRLY2 und WHIRLY3 jeweils ein und für WHIRLY1 zwei 

kleinere DNA-Fragmente detektiert (Abb. E2A). Die Sequenzierung dieser DNA-

Fragmente ergab, dass es sich hier nicht um kürzere Transkripte der WHIRLY-Gene 

sondern um unspezifische DNA-Fragmente handelt. Sehr schwache Banden, wie sie 

zum Beispiel für WHIRLY3 detektierbar waren, wurden nicht untersucht. Zum Ver-

gleich sind in Abbildung E2B die theoretischen Längen der WHIRLY-Transkripte dar-

gestellt, die letztere mit und ohne die Importsequenzen hätten (Vorhersage mit dem 

Programm ChloroP1.1). Die Befunde zeigen, dass in Blättern verschiedener Entwick-

lungsstadien nur ein spezifisches Transkript für jedes WHIRLY-Gen gebildet wird. 

Die gleichen Molekulargrößen der beiden WHIRLY1-Isoformen in Plastiden und dem 

Zellkern können somit nicht auf zwei unterschiedlich lange Transkripte zurückgeführt 

werden. 
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3.1.3   Untersuchungen zum Mechanismus der Umverteilung  von WHIRLY1 an 
Plastomtransformanten  

 

Das dual lokalisierte WHIRLY1-Protein von A. thaliana hat wie das verwandte Protein 

der Gerste in Zellkernen und Plastiden die gleiche molekulare Größe, und beide Iso-

formen entstehen aus nur einem Transkript (3.1.1, 3.1.2). Da WHIRLY1 im Zellkern 

ähnlich groß ist wie das prozessierte WHIRLY1-Protein in den Plastiden, wird die 

Hypothese aufgestellt, dass die beiden Isoformen durch eine Umverteilung des pro-

zessierten WHIRLY1-Proteins aus dem Organell zum Zellkern entstehen.  

Um diese Hypothese zu prüfen, wurden immunologische Untersuchungen an Plas-

tomtransformanten des Tabaks (Nicotiana tabacum) durchgeführt. Eine Genkassette, 

die die WHIRLY1-Sequenz aus A. thaliana ohne die plastidäre Importsequenz in Fu-

sion mit der Sequenz für das HA-Tag beinhaltet (Abb. E3A), wurde in das Plastom 

des Tabaks inseriert (Isemer et al., 2012a). Um die Selektion von Plastom-

transformanten zu ermöglichen, beinhaltet die Genkassette das aadA-Gen, welches 

den transformierten Pflanzen eine Resistenz gegenüber dem Antibiotikum Spectino-

mycin verleiht (Abb. E3A). Es wurden fünf unabhängige Linien identifiziert und für die 

Untersuchungen verwendet. 

Um zu prüfen, ob diese fünf Linien die WHIRLY1-Genkassette enthalten, wurde die 

Southern Blot Methode verwendet. Genomische DNA (2.4.5) aus den Linien wurde 

mit EcoRI geschnitten, auf einem Agarosegel der Größe nach aufgetrennt und auf 

einer Membran immobilisiert (2.4.11.1). Anschließend erfolgte eine Detektion mit 

Hilfe einer radioaktiv markierten Sonde, die an das rps12-Gen bindet (2.4.11.3). Ein 

1038 bp langes Fragment wies auf eine erfolgreiche Integration der Genkassette hin, 

wohingegen ein 3136 bp langes Fragment aus der untransformierten plDNA des 

Wildtyps stammte. Somit schienen die Linien 1, 2 und 3 homoplastomisch zu sein, 

wohingegen die Linie 5 heteroplastomisch war (Abb. E3B). In der Linie 4 ist es zu 

einer teilweisen Deletion der Genkassette gekommen, wodurch die Erkennungsse-

quenz für das Enzym EcoRI verloren gegangen ist. In dieser Linie wurde ein fast 

5 kbp großes Fragment detektiert (Abb. E3B). Entsprechend der mit dem Southern 

Blot Verfahren erzielten Ergebnisse war mit Hilfe eines HA-Tag-Antikörpers das re-

kombinante WHIRLY1-Protein nur in Proteinextrakten der Linien 1, 2, 3 und 5 

detektierbar. Im Wildtyp und in der Linie 4 konnte das Protein nicht nachgewiesen 

werden (Abb. E3C). Ein Proteinextrakt aus Zellen von E. coli, die die Genkassette 

exprimierten, diente als Kontrolle. 
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Abb. E3: Molekulare Charakterisierung von WHIRLY1:HA Plastomtransformanten des Ta-
baks. A Schematische Darstellung der Genkassette, die für die Transformation der plDNA 
des Tabaks verwendet wurde. Atwhy1: WHIRLY1-cDNA-Sequenz von A. thaliana ohne die 
Sequenz für die plastidäre Importsequenz; 3`rbcL: Terminatorsequenz; aadA: Gen für die 
Streptomycin 3'-Adenylyltransferase, 3`rps12, orf131: flankierende Sequenzen der plDNA; 
16S/rbs: Promotor und Ribosomenbindestelle. EcoRI-Restriktionsstellen sind mit Pfeilen 
markiert. B Southern Blot Analyse in fünf unabhängigen Plastomtransformantenlinien (1-5) 
und im Wildtyp des Tabaks (WT). Die genomische DNA wurde mit EcoRI hydrolysiert. Die 
Detektion erfolgte mittels einer Sonde, die spezifisch für den 3`Bereich des rps12-Gens ist. 
Die erfolgreiche Insertion ist an einem 1038 bp Fragment (markiert mit einem Pfeil) erkenn-
bar. C Immunologischer Nachweis des rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins in Proteinex-
trakten aus Blättern der fünf Plastomtransformantenlinien. Als Kontrollen wurden Proteinex-
trakte aus dem Wildtyp des Tabaks und E. coli Zellen, die die für die Transformation verwen-
dete Genkassette exprimierten, genutzt. Als Beladungskontrolle wurde ein vergleichbares 
Gel mit Coomassie-Brillantblau gefärbt.   
 

Nur die Linie 5 produzierte Samen und wurde daher für weitere Analysen verwendet. 

Da es sich um eine heteroplastomische Linie handelt, wurde zunächst geprüft, wie 

viele Kopien der plDNA die Genkassette besitzen. Dazu wurde die DNA (2.4.5) 

dieser Linie mittels quantitativer Real-Time PCR (2.4.10) untersucht. Das 

Plastidengen psbD und das Gen für die 23S rRNA der Plastiden waren in der DNA 

etwa zweimal bzw. dreimal so häufig nachweisbar wie das rekombinante WHIRLY1-

Gen (Abb. E4). Das Gen für die 23S rRNA kommt in zwei Kopien in der plDNA vor, 

während das Gen psbD nur einmal vorkommt. Somit konnte davon ausgegangen 

werden, dass in der Linie 5 mehr als 50% der Kopien der plDNA die Genkassette 

enthielten. Weiterhin wurde das rekombinante WHIRLY1-Gen mehr als 100mal häu-

figer nachgewiesen als die Kerngene ACTIN und EF1a (Abb. E4).  
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Abb. E4: Bestimmung der Kopienzahl von plDNA, die die WHIRLY1-Genkassette besitzen. 

Es wurde die DNA-Menge des Plastidengens für die 23S rRNA und des Plastidengens psbD 

sowie die der Kerngene ACTIN und EF1a in Blättern der Plastomtransformantenlinie 5 

mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht und mit der des Transgens WHIRLY1:HA 

verglichen. Als Kontrollgen wurde die 18SrDNA genutzt. Die DNA-Menge des Transgens 

WHIRLY1:HA ist auf den Wert 1 normiert, auf den sich alle weiteren Werte beziehen. Stan-

dardabweichungen wurden aus drei technischen Replikaten berechnet. 

 

Um einen möglichen Transfer des rekombinanten WHIRLY1-Proteins aus den Plas-

tiden in den Zellkern zu untersuchen, wurden aus Blättern der Linie 5 Chloroplasten 

und Zellkerne isoliert (2.5.2.2, 2.5.5). Zusammen mit einem Gesamtproteinextrakt 

wurden Proteine aus den Zellfraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.5.7), auf 

einer Membran immobilisiert (2.5.9.1) und anschließend mit einem Antikörper gegen 

das HA-Tag immundekoriert (2.5.9.3). Es zeigte sich sowohl im Gesamtproteinex-

trakt und den Chloroplasten als auch in der Zellkernfraktion ein Signal mit der Größe 

des rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins (Abb. E5). Das WHIRLY1:HA-Protein, 

welches in den Chloroplasten gebildet wird, ist somit auch im Zellkern nachweisbar. 

Dies spricht für eine Umverteilung von WHIRLY1 aus dem Organell in den Zellkern. 

Als Kontrolle für die Größe des rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins aus der 

Plastomtransformante wurde ein Proteinextrakt aus Blättern einer transgenen Linie 

von A. thaliana verwendet, welche WHIRLY1 ohne die Importsequenz in Fusion mit 

einem HA-Tag synthetisiert (nWHIRLY1:HA, 2.2.1). Als zusätzliche Kontrolle diente 

ein Proteinextrakt aus Zellen von E. coli, die die Genkassette exprimieren, welche für 

die Erstellung der Plastomtransformanten genutzt wurde (Abb. E5). Um die Reinheit 

der Fraktionen zu zeigen, wurden entsprechend angefertigte Membranen mit Anti-

körpern gegen die Proteine Cytochrom b559 als spezifisches Markerprotein für Chlo-

roplasten und Histon H2B als spezifisches Markerprotein für Zellkerne immundeko-

riert. Diese Analysen zeigten, dass die Chloroplastenfraktion keine detektierbaren 

Mengen an Kernproteinen enthielt und umgekehrt die Zellkernfraktion keine 

detektierbaren Mengen an Plastidenproteinen (Abb. E5). 
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Abb. E5: Immunologischer Nachweis des rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins in Chloro-

plasten (C) und Zellkernen (N) sowie in einer Gesamtproteinprobe (GP) aus Blättern der 

Plastomtransformantenlinie 5. Es wurden Antikörper gegen das HA-Tag sowie gegen 

Cytochrom b559 und Histon H2B verwendet. Zur Kontrolle erfolgte der Nachweis von 

WHIRLY1:HA in einem Proteinextrakt aus Blättern einer transgenen Linie von A. thaliana, die 

die prozessierte Form von WHIRLY1 in Fusion mit einem HA-Tag synthetisiert (A.th.), sowie 

in einem Proteinextrakt aus Zellen von E. coli, die diejenige Genkassette exprimieren, 

welche für die Erstellung der Plastomtransformanten genutzt wurde (E. coli). Als Beladungs-

kontrolle wurde ein vergleichbares Gel mit Coomassie-Brillantblau gefärbt.  

 

In früheren Arbeiten konnten bereits Zielgene der Kernform des Transkriptionsfaktors 

WHIRLY1 identifiziert werden (1.4.3.1). In Kartoffeln und in A. thaliana stehen PR-

Gene unter transkriptioneller Kontrolle durch WHIRLY1 (Desveaux et al., 2000, 

2005). In A. thaliana wurde das KP1-Gen, welches für ein Kinesinprotein kodiert, als 

Zielgen von WHIRLY1 identifiziert (Xiong et al., 2009). In der 

Plastomtransformantenlinie 5 wurde untersucht, ob das aus den Plastiden in den 

Zellkern umverteilte WHIRLY1:HA einen Einfluss auf die Transkriptmenge der ent-

sprechenden Gene des Tabaks hat. Als mögliche Zielgene wurden die PR-Gene 

PR10a, PR1, PR2 sowie die zum KP1-Gen von A. thaliana nahe verwandten 

Kinesingene KCH1 und TCK1 des Tabaks ausgewählt. Das Gen EF1a ist kein 

Zielgen von WHIRLY1, und die EF1a-Transkriptmenge wurde daher zur Kontrolle 

untersucht. Es wurde eine quantitative Real-Time PCR mit RNA aus Blättern des 

Wildtyps und der Linie 5 durchgeführt (2.4.10).  

Die relativen Transkriptmengen der Gene PR10a (1,2), KCH1 (1,4), TCK1 (1,9) und 

EF1a (1,4) waren in der Plastomtransformantenlinie 5 im Vergleich zum Wildtyp 

kaum verändert. Die Transkriptmenge des Gens PR2 hingegen war um das 76-fache 

und die Transkriptmenge von PR1 sogar um das 719-fache erhöht (Abb. E6). Das in 

den Plastiden synthetisierte WHIRLY1:HA-Protein verstärkt somit, wahrscheinlich 

nach dem Transfer in den Zellkern, spezifisch die Expression von PR1 und PR2. 
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Abb. E6: Analyse der Transkriptmengen der Gene PR10a, PR1, PR2, KCH1, TCK1 und 

EF1a in Blättern der Plastomtransformantenlinie 5 mittels quantitativer Real-Time PCR. Es 

wurde der Wildtyp (WT) mit der Linie 5 verglichen. Als Kontrollgen wurde ACTIN genutzt. Die 

Transkriptmengen im Wildtyp sind auf den Wert 1 normiert, auf den sich die weiteren Werte 

beziehen. Standardabweichungen wurden aus drei technischen Replikaten berechnet und 

waren kleiner als ±0,5.  

 

 

3.1.4   Subzelluläre L okalisierung  von WHIRLY -Fusionsprotein en  

 

Bisherige Untersuchungen zur subzellulären Lokalisation der WHIRLY-Proteine von 

A. thaliana wurden mittels transienter Transformation von GFP-Fusionsproteinen 

durchgeführt und ergaben eine Lokalisation in den Organellen (Krause et al., 2005). 

Eine Lokalisation im Zellkern, wie sie in dieser Arbeit für WHIRLY1 mittels immuno-

logischer Analysen gezeigt wurde (3.1.1), konnte für die GFP-Fusionsproteine jedoch 

nicht beobachtet werden. WHIRLY1 besitzt kein Kernlokalisationssignal in seiner Se-

quenz und gelangt daher wahrscheinlich passiv über die Kernporen in den Zellkern. 

Bisher wurde angenommen, dass das WHIRLY1:GFP-Fusionsprotein mit einem Mo-

lekulargewicht von über 50 kDa zu groß ist, um die Kernporen passieren zu können 

(Krause et al., 2005).  

Um die Ergebnisse der transienten Transformationsansätze zu prüfen, wurden stabil 

transformierte Pflanzen erstellt, die WHIRLY1 in Fusion mit GFP (green fluorescent 

protein) bzw. RFP (red fluorescent protein) synthetisieren. Für einen Vergleich der 

subzellulären Lokalisation der beiden plastidären WHIRLY-Proteine wurden zusätz-

lich stabile Transformanten hergestellt, die WHIRLY3 in Fusion mit RFP synthetisie-

ren. Die Vektoren für die stabile Transformation wurden mit dem Gateway® System 

erstellt (2.4.3.5). In die Vektoren pB7FWG2.0 und pB7RWG2.0, welche die Sequenz 

für GFP bzw. RFP tragen, wurden die WHIRLY1- bzw. die WHIRLY3-Sequenz so 

eingefügt, dass sie als Fusionsproteine mit GFP bzw. RFP synthetisiert werden. Der 

Wildtyp von A. thaliana wurde jeweils mit dem Vektor pB7FWG2.0:WHIRLY1, 
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pB7RWG2:WHIRLY1 bzw. pB7RWG2:WHIRLY3 stabil transformiert (2.4.4). Für 

jeden Transformationsansatz wurden zwei unabhängige Linien untersucht, in denen 

das jeweilige Fluoreszenzsignal gut sichtbar war.  

 

 
Abb. E7: Subzelluläre Lokalisierung von WHIRLY1:GFP- und WHIRLY3:RFP-Fusionspro-

teinen in Mesophyllzellen junger Rosettenblätter von stabil transformierten Linien. Gezeigt 

sind das Fluoreszenzsignal (links) und die Autofluoreszenz der Chloroplasten (Mitte) sowie 

eine Überlagerung der beiden Signale (rechts). Die Schichttiefe in Z-Richtung beträgt 7,1 µm 

(WHY1:GFP) bzw. 6,9 µm (WHY3:RFP). Messbalken = 10 µm  

 

Die Fluoreszenzsignale wurden in Mesophyllzellen junger Rosettenblätter mittels 

konfokaler Laserscanning Mikroskopie betrachtet (2.4.14). In allen untersuchten 

Linien, die WHIRLY1 in Fusion mit GFP synthetisierten, wurden punktförmige 

Signale mit einer Größe von 0,4 bis 0,6 µm in den Chloroplasten detektiert (Abb. E7). 

Zusätzlich waren auch deutlich kleinere Punkte vorhanden. Die kleineren Punkte 

waren fast immer mit der roten Chlorophyllfluoreszenz kolokalisiert, die größeren 

Punkte teilweise nicht. Es wurden keine Signale detektiert, die auf eine Kernlo-

kalisation des WHIRLY1-Proteins hindeuten. Die Untersuchungen an stabil transfor-

mierten Linien bestätigten somit die Annahme, dass WHIRLY1 in Fusion mit GFP 

nicht in den Zellkern gelangen kann.  
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Abb. E8: Lokalisierung der WHIRLY1:GFP- und WHIRLY3:RFP-Fusionsproteine in Chloro-

plasten aus jungen Rosettenblättern von stabil transformierten Linien. Gezeigt sind Überla-

gerungen des Fluoreszenzsignals mit der Autofluoreszenz der Chloroplasten. Vier aufeinan-

derfolgende Z-stacks mit einer Schichttiefe von jeweils 0,73 µm sind nebeneinander abgebil-

det. Der gelbe Pfeil markiert einen Chloroplasten, der in den vier Z-stacks in verschiedenen 

Schnittebenen sichtbar ist. Messbalken = 2,5 µm 

 

Auch das Signal des WHIRLY3:RFP-Fusionsproteins war in Mesophyllzellen junger 

Rosettenblätter von stabil transformierten Linien nicht im Zellkern nachweisbar (Abb. 

E7). Eine Kernlokalisation des nativen WHIRLY3-Proteins ist jedoch zu erwarten, da 

WHIRLY3 als Teil eines Transkriptionsfaktors im Zellkern beschrieben wurde (Xiong 

et al., 2009). Die WHIRLY3:RFP-Fluoreszenzsignale konnten in den Chloroplasten 

beobachtet werden und zeigten, ähnlich wie WHIRLY1:GFP, ein punktförmiges 

Muster (Abb. E7). Es waren größere Punkte mit einem Durchmesser von 0,4 bis 

0,6 µm detektierbar, wobei häufig eine Lokalisation knapp außerhalb der roten 

Chlorophyllfluoreszenz erkennbar war. Die Lokalisation von WHIRLY1:GFP und 

WHIRLY3:RFP innerhalb der Chloroplasten wurde durch Serien von Z-stacks 

bestätigt (Abb. E8). Beide Signale sind auch in Bildern mit einer geringen Schichttiefe 

in Z-Richtung (0,73 µm) im Bereich der roten Chlorophyllfluoreszenz zu erkennen. 

 

Zusätzlich zu den Mesophyllzellen wurde die Blattepidermis mikroskopiert (Abb. E9A, 

B). Stabil transformierte Linien, die WHIRLY1 in Fusion mit RFP synthetisierten, 

zeigten in Blattepidermiszellen ein ähnliches Fluoreszenzsignal, wie es für 
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WHIRLY1:GFP in Mesophyllzellen beobachtet wurde. Die WHIRLY1:RFP-Fluores-

zenzsignale waren punktförmig, und es wird auf Grund der Größe, Form und 

Verteilung der Signale angenommen, dass sie in den Leukoplasten der Epidermis 

lokalisiert sind (Abb. E9A). Es wurden keine Signale gefunden, die auf eine 

Lokalisation außerhalb der Plastiden hindeuteten. In den Epidermiszellen der 

WHIRLY3:RFP-Linien wurden allerdings neben den Signalen, die auf eine Loka-

lisation in Plastiden hinweisen, noch weitere Fluoreszenzsignale beobachtet. So war 

das WHIRLY3:RFP Fluoreszenzsignal in Plastidenfortsätzen detektierbar, die 

Stromuli (Krupinska et al., 2010) ähneln (Abb. E9A, B). Zusätzlich waren auch sehr 

kleine punktförmige Signale in unmittelbarer Nähe zu Plastiden, aber auch in einiger 

Entfernung zu diesen vorhanden, bei denen es sich um Mitochondrien handeln 

könnte. Folglich könnte WHIRLY3 dual in Plastiden und Mitochondrien lokalisiert 

sein. 

 

Im Unterschied zu den plastidären Proteinen WHIRLY1 und WHIRLY3 ist das 

WHIRLY2-Protein in Mitochondrien lokalisiert (Krause et al., 2005; Janicka et al., 

2012). Um eine mögliche Lokalisation von WHIRLY3 in Mitochondrien zu prüfen, 

kamen stabil transformierte Linien zum Einsatz, die WHIRLY2 in Fusion mit YFP 

(yellow fluorescent protein) synthetisieren (2.2.1). Die WHIRLY2:YFP-Fluores-

zenzsignale wurden mit den WHIRLY3:RFP-Fluoreszenzsignalen verglichen. Mikros-

kopische Untersuchungen an jungen Rosettenblättern zeigten punktförmige 

WHIRLY2:YFP-Fluoreszenzsignale, die außerhalb des Bereiches der Autofluo-

reszenz der Chloroplasten detektiert wurden und eine Größe von 0,4 bis 0,6 µm 

hatten (Abb. E9C). Somit haben die WHIRLY2:YFP- und die WHIRLY3:RFP-Signale 

ähnliche Größen. Die Lokalisation der WHIRLY2:YFP-Fusionsproteine außerhalb der 

Chloroplasten wurde durch eine Serie von Z-stacks bestätigt (Abb. E9D). Der direkte 

Vergleich der Größe, Form und Lokalisation der WHIRLY2:YFP und WHIRLY3:RFP 

Signale deutet darauf hin, dass zumindest ein Teil der WHIRLY3-Proteine in 

Mitochondrien lokalisiert sein könnte (Abb. E7, E9).   

 

 

Legende zur Abbildung auf der nächsten Seite: 

Abb. E9: Subzelluläre Lokalisierung von WHIRLY1:RFP-, WHIRLY3:RFP- und 

WHIRLY2:YFP-Fusionsproteinen in jungen Rosettenblättern von stabil transformierten Li-

nien. A Gezeigt sind das RFP-Signal (links) sowie dessen Überlagerung mit dem Transmis-

sionsbild (rechts) in Epidermiszellen. Die Schichttiefe in Z-Richtung beträgt 6,5 µm 

(WHY1:RFP) und 5,12 µm (WHY3:RFP). B Detailansicht des WHIRLY3:RFP-Fluores-

zenzsignals in Epidermiszellen. Die Schichttiefen in Z-Richtung betragen von oben nach 

unten 5,9 µm, 5,12 µm und 7,1 µm. C Gezeigt sind das YFP-Signal (links) und die Autofluo-

reszenz der Chloroplasten (Mitte) sowie eine Überlagerung der beiden Signale (rechts). Die 

Schichttiefe in Z-Richtung beträgt 1,24 µm. D Vier aufeinanderfolgende Z-stacks mit einer 

Schichttiefe von jeweils 0,89 µm sind nebeneinander abgebildet. Gezeigt sind Überlagerun-

gen des Fluoreszenzsignals mit der Autofluoreszenz der Chloroplasten. Der gelbe Pfeil 

markiert jeweils einen Chloroplasten, der in den vier Z-stacks in verschiedenen Schnittebe-

nen sichtbar ist. Messbalken = 10 µm (A,B) bzw. 2,5 µm (C,D) 
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3.1.5   Herst ellung  und Charakterisierung  eines Antikörpers  gegen WHIRLY3  

 

Mikroskopische Analysen von transgenen Linien, die WHIRLY3 in Fusion mit RFP 

akkumulieren, weisen auf eine duale Lokalisation des WHIRLY3-Proteins von 

A. thaliana in Mitochondrien und Plastiden hin (3.1.4). Um das native Protein in der 

Zelle nachweisen zu können, wurde ein Antikörper gegen das WHIRLY3-Protein 

hergestellt. 

Ein Aminosäuresequenzvergleich von WHIRLY1 und WHIRLY3 von A. thaliana 

ergab, dass die Proteine zu 79,1 % aus identischen und zu weiteren 12,7 % aus ähn-

lichen Aminosäuren bestehen (Abb. E10), was eine eindeutige Unterscheidung mit 

Hilfe eines Antikörpers erschwert. Auf Grund der hohen Ähnlichkeit der beiden 

plastidären WHIRLY-Proteine musste für die Synthese eines WHIRLY3-Antikörpers 

zunächst eine Peptidsequenz identifiziert werden, die spezifisch für WHIRLY3 ist, 

das heißt im WHIRLY1-Protein nicht vorkommt.  

   

 
Abb. E10: Aminosäuresequenzvergleich der Proteine WHIRLY1 und WHIRLY3 von 

A. thaliana. Die Peptidsequenz, welche für die Synthese eines WHIRLY3-Antikörpers genutzt 

wurde, ist eingerahmt. Identische Aminosäuren sind mit einem Stern gekennzeichnet. Dop-

pelpunkte und Punkte bezeichnen Aminosäuren mit sehr ähnlichen bzw. teilweise ähnlichen 

chemischen Eigenschaften. Vorhersagen für die Prozessierungsstellen wurden mit den Pro-

grammen iPSORT (blaue Pfeile) und ChloroP1.1 (grüne Pfeile) erstellt. Der Sequenzver-

gleich erfolgte mit ClustalW2. 

 

Die deutlichsten Sequenzunterschiede konnten im aminoterminalen Bereich der 

beiden Proteine gefunden werden (Abb. E10). Peptidsequenzen aus diesem Bereich 

sind jedoch für die Antikörpersynthese nicht relevant, da hier die plastidäre Importse-

quenz liegt, die nach Import des Proteins in die Plastiden abgespalten wird. Die 
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genaue Prozessierungsstelle von WHIRLY3 konnte mit Hilfe von Vorhersagepro-

grammen zwar nicht eindeutig bestimmt werden, aber es ist zu erwarten, dass sie 

zwischen der 30. und 75. Aminosäure liegt (Abb. E10). Untersuchungen zum Import 

in die Plastiden ergaben für WHIRLY1 und WHIRLY3 eine ähnliche Größe von etwa 

24 kDa (unveröffentl. Daten K. Krause). Für die Erstellung des Peptidantikörpers 

wurde die im C-terminalen Bereich des WHIRLY3-Proteins befindliche Aminosäure-

sequenz EDSNRLNNASPKY als Epitop verwendet (Abb. E10). Ein Sequenzvergleich 

mit dem Proteom von A. thaliana ergab, dass nur das WHIRLY3-Protein diese Pep-

tidsequenz besitzt und sie somit für die Herstellung eines spezifischen WHIRLY3-

Antikörpers geeignet ist.    

Die Herstellung eines polyklonalen Antikörpers erfolgte in Kaninchen (BioGenes, 

Berlin). Das Rohserum wurde über eine Affinitätssäule aufgereinigt (2.5.9.5). Zur Un-

terscheidung vom Rohserum wird hier nur der aufgereinigte WHIRLY3-

Peptidantikörper als Ŭ-WHIRLY3 bezeichnet. Ŭ-WHIRLY3 wurde auf seine Sensitivi-

tät und Spezifität hin untersucht. Um die Sensitivität zu testen, wurden verschiedene 

Mengen des Peptides (0 bis 1000 ng), gegen das der WHIRLY3-Antikörper gerichtet 

ist, mittels des dot-blot Verfahrens auf Membranstreifen aufgetragen (2.5.9.5). Die 

Streifen wurden jeweils mit dem Rohserum des WHIRLY3-Antikörpers, mit 

Ŭ-WHIRLY3 sowie zur Kontrolle ohne einen Primärantikörper immundekoriert 

(2.5.9.3). Bei Verwendung des Rohserums konnte das WHIRLY3-Peptid bis zu einer 

Menge von 100 ng nachgewiesen werden (Abb. E11). Mit Ŭ-WHIRLY3 konnte man 

0,1 ng des Peptides nachweisen, womit die Empfindlichkeit von Ŭ-WHIRLY3 1000-

mal höher als die des unaufgereinigten Rohserums ist. Die Kontrolle ohne spezifi-

schen Antikörper ergab lediglich schwache Hintergrundsignale bei der größten 

Peptidmenge von 1000 ng (Abb. E11).  

  
Abb. E11: Sensitivität des gegen das WHIRLY3-Protein gerichteten Peptidantikörpers. 

Mittels des dot-blot Verfahrens wurden 0,1 bis 1000 ng des Peptides, gegen das der 

WHIRLY3-Antikörper gerichtet ist, auf Membranstreifen immobilisiert. Diese wurden mit dem 

Rohserum des WHIRLY3-Antikörpers, dem aufgereinigten WHIRLY3-Antikörper 

(Ŭ-WHIRLY3) sowie zur Kontrolle ohne primären Antikörper (AK) immundekoriert.               
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Um die Spezifität von Ŭ-WHIRLY3 zu testen, wurden Zellen von E. coli verwendet, 

welche die Sequenz für ein rekombinantes WHIRLY3-Protein in Fusion mit einem C-

Myc-Tag überexprimieren (Anhang Abb. A1, A2). Proteine aus 5, 10 und 20 µl der 

lysierten E. coli Kulturen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (2.5.7) und unter 

Verwendung der Western Blot Methode auf Membranen immobilisiert (2.5.9.1). Zwei 

der Membranen wurden jeweils mit dem Präimmunserum bzw. Ŭ-WHIRLY3 behan-

delt. Mit dem Präimmunserum wurden keine spezifischen Banden nachgewiesen, 

wohingegen mit Ŭ-WHIRLY3 eine Bande in der Größe des rekombinanten WHIRLY3-

Proteins detektierbar war (Abb. E12). Darüber hinaus wurde eine Immundetektion mit 

einer Ŭ-WHIRLY3-Lösung durchgeführt, die zuvor entweder mit 1 µg/ml WHIRLY3-

Peptid oder 1 µg/ml Rinderserumalbumin (BSA) für 1 Std. vorinkubiert wurde. Nach 

einer Vorinkubation mit dem WHIRLY3-Peptid konnten keine Banden nachgewiesen 

werden (Abb. E12). Die Vorinkubation mit BSA führte zwar zu einer Reduktion der 

ECL-Signalstärke, es sind jedoch nach wie vor die Banden des rekombinanten 

WHIRLY3-Proteins zu erkennen. Der WHIRLY3-Antikörper bindet somit spezifisch an 

das WHIRLY3-Peptid.  

 

 
Abb. E12: Spezifität von Ŭ-WHIRLY3. Auf vier Membranen wurden Proteine aus jeweils 5, 10 

und 20 µl einer lysierten E. coli Kultur immobilisiert. Die Bakterien synthetisierten ein rekom-

binantes WHIRLY3-Protein. Die Immundetektion erfolgte jeweils mit dem Präimmunserum 

des WHIRLY3-Peptidantikörpers, Ŭ-WHIRLY3 bzw. zweier Ŭ-WHIRLY3-Lösungen, die mit 

1 µg/ml WHIRLY3-Peptid bzw. mit 1 µg/ml BSA für 1 Std. vorinkubiert wurden (von links 

nach rechts).  

 

Um zu pr¿fen, ob Ŭ-WHIRLY3 in Proteinproben von A. thaliana spezifisch das native 

WHIRLY3-Protein erkennt, wurden Gesamtproteinextrakte (2.5.1) aus sechs Tage 

alten Keimlingen des Wildtyps verwendet. Zusätzlich wurden Gesamtproteinextrakte 

aus Keimlingen der Mutanten, denen jeweils eines der drei WHIRLY-Proteine fehlt 

(why1-1, why2, til-why3), und aus einer transgenen Linie, welche das WHIRLY2-

Protein in Fusion mit YFP synthetisiert (WHIRLY2:YFP), eingesetzt (2.2.1). Im Ge-

samtproteinextrakt aus Keimlingen des Wildtyps war eine Bande detektierbar, deren 
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Größe mit der theoretischen Größe des prozessierten WHIRLY3-Proteins in Plas-

tiden (zwischen 21 und 26 kDa, vergleiche Abb. E10) und der mittels Importassays 

experimentell ermittelten Größe von ca. 24 kDa (unveröffentl. Daten K. Krause) etwa 

übereinstimmt (Abb. E13). In dem Proteinextrakt aus Keimlingen der til-why3-

Mutante war WHIRLY3 nicht detektierbar. In den Proteinextrakten aus Keimlingen 

der Mutanten why1-2 und why2 war WHIRLY3 in gleicher Stärke wie im Wildtyp 

nachweisbar, und in der transgenen Linie WHIRLY2:YFP war keine zusätzliche 

Bande mit der Größe des rekombinanten WHIRLY2-Proteins detektierbar (Abb. E13). 

Ŭ-WHIRLY3 erkennt somit spezifisch WHIRLY3 in Proteinextrakten von A. thaliana 

und nicht die nahe verwandten Proteine WHIRLY1 und WHIRLY2. Zusätzlich wurden 

in allen Proteinextrakten noch zwei Banden mit einer Größe von etwa 55 kDa bzw. 

etwa 16 kDa detektiert (Abb. E13). Da diese Banden in allen Genotypen gleich stark 

auftreten, handelt es sich wahrscheinlich um unspezifische Signale.  

 

 
Abb. E13: Immunologischer Nachweis von WHIRLY3 in Proteinextrakten aus sechs Tage 

alten Keimlingen des Wildtyps von A. thaliana und der Mutanten why1-1, why2 und til-why3 

sowie der transgenen Linie WHIRLY2:YFP. Die Immundekoration erfolgte mit Ŭ-WHIRLY3. 

Als Beladungskontrolle wurde ein vergleichbares Gel mit Coomassie-Brillantblau gefärbt.   

 

3.1.6   Immunologische Untersuchungen zur Lokalis ierung  von  WHIRLY3 

 

WHIRLY3:RFP-Fusionsproteine waren sowohl in Plastiden als auch in Zellkomparti-

menten nachweisbar, bei denen es sich um Mitochondrien handeln könnte (3.1.4). 

Um diese unerwartete duale Lokalisation zu prüfen, wurden immunologische Unter-

suchungen mit Ŭ-WHIRLY3 (3.1.5) durchgeführt. Ein Gesamtproteinextrakt aus Ro-

settenblättern von vier Wochen alten Pflanzen des Wildtyps von A. thaliana wurde 
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zusammen mit einer Chloroplastenfraktion (2.5.2.1) sowie einer Fraktion, in der Mito-

chondrien angereichert waren (2.5.3) mittels der Western Blot Methode analysiert 

(2.5.9). Überraschenderweise wurde in der Chloroplastenfraktion anstelle des erwar-

teten Proteins mit einer Größe von etwa 24 kDa eine Bande mit einer Größe von 

30 kDa nachgewiesen (Abb. E14A). Bei dieser Bande könnte es sich um das 

unprozessierte WHIRLY3-Vorstufenprotein handeln, welches eine theoretische Grö-

ße von 29,73 kDa hat. Bei weiteren immunologischen Untersuchungen an Chlorop-

lasten-fraktionen aus verschiedenen Anzuchten des Wildtyps von A. thaliana zeigte 

sich, dass Chloroplasten neben dem möglichen WHIRLY3-Vorstufenprotein auch das 

prozessierte WHIRLY3-Protein enthalten können (Anhang Abb. A3). Wie viel von 

welcher Form nachweisbar ist, könnte von den Anzuchtbedingungen abhängen. Im 

Rahmen der Arbeiten konnte jedoch nicht geklärt werden, welche Bedingungen zu 

einer Prozessierung des WHIRLY3-Vorstufenproteins führen.   

 

 
Abb. E14: Immunologischer Nachweis des WHIRLY3-Proteins. A Es wurde ein Gesamtpro-

teinextrakt (GP) sowie Proteinextrakte aus Chloroplasten (CP) und aus einer Fraktion, in der 

Mitochondrien angereichert wurden (M) aus Rosettenblättern von Pflanzen des Wildtyps von 

A. thaliana untersucht. B Eine Stroma- (S) und eine Membranfraktion (CM) wurden aus Chlo-

roplasten (CP) isoliert. Die Immundetektion erfolgte mit Ŭ-WHIRLY3. Vergleichbare Gele 

wurden mit Coomassie-Brillantblau gefärbt.     

 

In der Mitochondrienfraktion waren sowohl die 30 kDa Bande des möglichen 

WHIRLY3-Vorstufenproteins als auch die 24 kDa Bande des prozessierten 

WHIRLY3-Proteins detektierbar (Abb. E14A). Da es sich bei der Fraktion allerdings 

nicht um eine reine Mitochondrienfraktion handelte, könnten die Banden auf Grund 

von Verunreinigungen mit Proteinen aus Chloroplasten oder anderen Kompartimen-

ten nachweisbar sein. Es könnte sein, dass Mitochondrien zumindest die prozessier-

te Form des WHIRLY3-Proteins enthalten. 

Beim Import in die Plastiden passieren Vorstufenproteine die äußere und innere 

Hüllmembran des Organells (Flores-Pérez und Jarvis, 2013). Es wäre denkbar, dass 

das WHIRLY3-Vorstufenprotein nicht vollständig in die Chloroplasten importiert wird, 
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aber mit der Hüllmembran assoziiert ist. Um dies zu klären, wurden Chloroplasten in 

Stroma und Membranen fraktioniert (2.5.2.3). Proteine aus den Fraktionen wurden 

immunologisch mit Ŭ-WHIRLY3 untersucht. Die 30 kDa Bande war nur in der 

Membranfraktion und nicht im Stroma nachweisbar. Somit scheint das mögliche 

WHIRLY3-Vorstufenprotein in Chloroplasten mit Membranen assoziiert zu sein.  

Um zu prüfen, ob das WHIRLY3-Vorstufenprotein nur locker an die äußere Hüll-

membran bindet oder sich bereits im Importapparat befindet, erfolgte eine Behand-

lung von Chloroplasten mit Thermolysin. Wenn ein Protein durch eine oder beide 

Hüllmembranen geschützt ist, werden größere Mengen der Peptidase Thermolysin 

für den Abbau benötigt. Während die Menge des TOC75-Proteins, welches Bestand-

teil des Importapparates in der äußeren Plastidenhüllmembran ist (Flores-Pérez und 

Jarvis, 2013), bereits bei einer Thermolysinkonzentration von 0,1 µg/µl abnimmt, 

wurde das vermutliche WHIRLY3-Vorstufenprotein erst bei einer Konzentration von 1 

bis 2 µg/µl abgebaut (Abb. E15). Somit ist das vermutliche WHIRLY3-Vorstufen-

protein nicht an die äußeren Hüllmembran der Plastiden gebunden, sondern entwe-

der in bzw. an der inneren Hüllmembran oder bereits innerhalb der Chloroplasten 

lokalisiert. 

 

 

 
Abb. E15: Thermolysinbehandlung von isolierten Chloroplasten aus Rosettenblättern des 

Wildtyps von A. thaliana.  Thermolysin wurde in einer Konzentration von 0,05 bis 2 µg/µl ein-

gesetzt. Nach SDS-PAGE und Blot des Gels erfolgte ein immunologischer Nachweis des 

WHIRLY3-Proteins und des TOC75-Proteins. Als Beladungskontrolle wurde ein vergleich-

bares Gel mit Coomassie-Brillantblau gefärbt.   
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3.2   Identifizierung von I nteraktionspartnern des WHIRLY3 -Prote ins  

 

Durch Identifizierung von Interaktionspartnern, deren subzelluläre Lokalisation und 

Funktion bereits bekannt sind, könnten weitere Hinweise auf die Lokalisation und auf 

die Funktion der WHIRLY-Proteine erhalten werden. Für das WHIRLY1-Protein von 

A. thaliana wurde bereits im Vorfeld dieser Arbeit mit Hilfe des Hefe-2-Hybridsystems 

eine Reihe von Interaktionspartnern identifiziert (unveröffentl. Daten Y. Miao). Da  

WHIRLY1 und WHIRLY3 zu fast 80 % aus identischen Aminosäuren bestehen und 

beide in Plastiden akkumulieren, könnten die beiden Proteine mit ähnlichen oder 

gleichen Partnern interagieren, wobei besonders Plastidenproteine als Interaktions-

partner erwartet werden. Im Rahmen dieser Arbeit werden nun Interaktionspartner 

des WHIRLY3-Proteins mit Hilfe des Hefe-2-Hybridsystems identifiziert und mit den 

bekannten WHIRLY1-Interaktionspartnern verglichen.  

 

3.2.1   Hefe-2-Hybrids ystem  

 

Zunächst wurde eine cDNA-Bank aus RNA von Rosettenblättern des Wildtyps von 

A. thaliana in Hefen (Saccharomyces cerevisiae) exprimiert (2.6.6). Für die Durch-

musterung der cDNA-Bank wurde ein Fusionsprotein aus WHIRLY3 und der GAL4-

DNA-Bindedomäne, das sogenannte Bait-Protein, benötigt (2.6). Zur Synthese 

dieses Fusionsproteins wurde ein WHIRLY3-Konstrukt in den Vektor pGBKT7, der 

die Sequenz für die GAL4-DNA-Bindedomäne trägt, eingebracht (2.6.3). Das 

WHIRLY3-Konstrukt bestand aus den Nukleotiden 214 bis 757 der für das 

WHIRLY3-Protein kodierenden Sequenz. Die Nukleotide 1 bis 213 wurden für die 

Herstellung des Bait-Proteins entfernt, da sie für die plastidäre Importsequenz kodie-

ren. Eigene Voruntersuchungen zeigten, dass die Nukleotide 758 bis 807 der 

WHIRLY3-Sequenz, welche für eine mögliche Autoregulationsdomäne kodieren 

(Grabowski, 2008), zu einer Aktivierung der Reportergene in der Hefe ohne vorlie-

gende Protein-Protein-Interaktion führen (Anhang Abb. A4). Daher wurde die ent-

sprechende Sequenz entfernt.  

Nach Durchmusterung der cDNA-Bank mit dem WHIRLY3-Bait-Protein wurden auf 

Minimalmedium Kolonien erhalten (2.6.6). Aus diesen Kolonien wurde Plasmid-DNA 

isoliert (2.6.5) und sequenziert, wodurch insgesamt 20 verschiedene mögliche Inter-

aktionspartner des WHIRLY3-Proteins ermittelt wurden (Tab. E1 und Anhang Tab. 

A1). Je mehr Kolonien Sequenzen eines bestimmten Gens enthielten, d.h. je häufi-

ger ein möglicher Interaktionspartner identifiziert wurde, desto wahrscheinlicher ist 

eine Interaktion mit WHIRLY3. Von den 20 möglichen Interaktionspartner wurden 13 

in jeweils nur einer Kolonie identifiziert und sind folglich als unspezifisch einzustufen 

(Anhang Tab. A1). Nur bei sieben der 20 identifizierten Proteine ist eine Interaktion 

mit WHIRLY3 wahrscheinlich (Tab. E1).  
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Tab. E1: Mögliche Interaktionspartner des WHIRLY3-Proteins, die mit dem Hefe-2-

Hybridsystem identifiziert wurden. Mögliche Interaktionspartner von WHIRLY1, die bei vo-

rangegangenen Arbeiten mit dem Hefe-2-Hybridsystem identifiziert wurden, sind gelb unter-

legt.  

 
Protein  

 
Access ion 

number 

Anzahl  
der   

Kol onien  

 
Lokalisation  

 

 
Beschreibung  

 
Lit eratur  

CysC1 At3g61440 56 Mitochondrium  Cystein Synthase Isomer; 
Entgiftung von Cyaniden; 
bindet Kupferionen 

García et al., 
2010 

L11  At3g53430 21 60S-Ribosomen ribosomales Protein  Carroll, 2013 

ACO1 At4g35830 8 Cytoplasma  
oder Mitochon-
drium 

Aconitat Hydratase; kataly-
siert Umwandlung von 
Citrat zu Isocitrat; evtl. 
RNA-Bindeprotein 

Peyret et al., 
1995; 
Arnaud et 
al., 2007  

CER6/ 
CUT1 

At1g68530 6 Membranen  
3-Ketoacyl-CoA Synthase; 
Bildung von Fettsäuren 

Fiebig et al., 
2000; 
Hooker et 
al., 2002 

unbekann-
tes  
Protein  

At4g08593 6 Mitochondrium  TAIR  

Xyloseisome
rase 

At5g57655 2 ER Protein aus der Familie der 
Xyloseisomerasen 

Dunkley et 
al., 2006; 
Rajjou et al., 
2006 

LAZ1 At4g38360 2 Cytoplasma, 
Plasma-
membran, 
Vesikel  

DUF300-Domäne Malinovsky 
et al., 2010 

 

Die am häufigsten identifizierten möglichen Interaktionspartner sind das CysC1-

Protein und das L11-Protein der 60S-Ribosomen. Zusätzlich wurden fünf weitere 

Proteine in zumindest zwei Kolonien gefunden (Tab. E1). Hierzu zählen auch ACO1 

und das Protein aus der Familie der Xyloseisomerasen, welche beide in voran-

gegangenen Untersuchungen mit dem Hefe-2-Hybridsystem als Interaktionspartner 

für das WHIRLY1-Protein identifiziert wurden. ACO1 und die Xyloseisomerase 

könnten mit beiden plastidären WHIRLY-Proteinen von A. thaliana interagieren.  

 

3.2.2   Koimmunpräzipitation  

 
Mit Hilfe des Hefe-2-Hybridsystems wurden sieben Proteine identifiziert, die mögli-

cherweise mit dem WHIRLY3-Protein von A. thaliana interagieren können (3.2.1). 

Keines dieser Proteine kommt in Plastiden vor, wo WHIRLY3 hauptsächlich lokali-

siert ist (3.1). Um speziell plastidäre Interaktionspartner des WHIRLY3-Proteins zu 

identifizieren, wurde eine Koimmunpräzipitation mit Proteinen aus isolierten Chloro-

plasten und Ŭ-WHIRLY3 (3.1.5) durchgeführt.  

 

Zunächst wurden intakte Chloroplasten aus zwei Wochen alten Keimlingen des 

Wildtyps von A. thaliana isoliert. Damit Ŭ-WHIRLY3 während der 

Koimmunpräzipitation an die Plastidenproteine binden kann, wurden die intakten 

Chloroplasten osmotisch aufgebrochen und die Membranproteine mit Hilfe von 

Digitonin solubilisiert. Anschließend wurden die Bruchstücke der Plastiden durch 
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Zentrifugation abgetrennt und der Überstand, der die Chloroplastenproteine enthielt, 

für die Koimmunpräzipitation eingesetzt (2.5.10). Um durch einen Vergleich der Ban-

denmuster in den beiden Immunpräzipitaten spezifische von unspezifischen Banden 

unterscheiden zu können, wurde die Koimmunpräzipitation sowohl mit Ŭ-WHIRLY3 

als auch mit dem zugehörigen Präimmunserum durchgeführt. Im Ŭ-WHIRLY3-

Immunpräzipitat waren fünf spezifische Banden erkennbar (Abb. E16). Zur Identifizie-

rung wurden die Proteine in den fünf Banden zunächst mit Trypsin verdaut und die 

so entstandenen Peptide anschließend mittels MALDI-TOF massenspektrometrisch 

untersucht. Zusätzlich wurden sowohl Proteine aus den isolierten Chloroplasten als 

auch der Überstand nach dem osmotischen Aufbruch und Zentrifugation der Chlo-

roplasten mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. E16A). 

 

 

 
Abb. E16: A Eine Koimmunpräzipitation wurde mit  Ŭ-WHIRLY3 (Ko-IP Ŭ-WHY3) sowie mit 

dem entsprechenden Präimmunserum (Ko-IP PIS) durchgeführt. Die Immunpräzipitate 

wurden zusammen mit Proteinen aus isolierten Chloroplasten (CP) sowie dem Überstand 

nach dem osmotischen Aufbruch und Zentrifugation der isolierten Chloroplasten (ÜS), 

welcher für die Koimmunpräzipitation verwendet wurde, mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Das 

PA-Gel wurde mit Coomassie-Brillantblau gefärbt. Proteinbanden, die mittels Massenspek-

trometrie untersucht wurden, sind mit roten Pfeilen markiert und mit 1 bis 5 bezeichnet. 

B Immunologischer Nachweis des WHIRLY3-Proteins mit Ŭ-WHIRLY3 in den unter A be-

schriebenen Proben.  

 

Zur Kontrolle wurde ein PA-Gel, auf dem das Immunpräzipitat, die 

Chloroplastenproteine und der Überstand nach Lyse aufgetrennt waren, für einen 

Western Blot genutzt und die Membran mit Ŭ-WHIRLY3 immundekoriert. Im Immun-

präzipitat war eine Bande mit einer Größe von etwa 16 kDa nachweisbar (Abb. 

E16B). Diese Bande hatte die gleiche Größe wie eine Bande, die auch bei anderen 
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Immundekorationen mit Ŭ-WHIRLY3 detektiert wurde (vergleiche Abb. E13,  A3). Zu-

sätzlich zeigte sich in der Spur mit dem Immunpräzipitat ein starkes Hintergrundsig-

nal von etwa 24 bis 70 kDa, welches eventuell das Signal des prozessierten 

WHIRLY3-Proteins, das eine Größe von 24 kDa hat, überlagert bzw. mit einschließt 

(Abb. E16B). Das Hintergrundsignal könnte auf eine Kreuzreaktion des verwendeten 

Sekundärantikörpers mit den schweren ImmunglobulinG-Ketten von Ŭ-WHIRLY3, die 

im Immunpräzipitat enthalten sind, zurückzuführen sein. In den 

Chloroplastenproteinen und im Überstand nach Lyse war hingegen das prozessierte 

WHIRLY3-Protein nachweisbar, wobei das Signal im Überstand deutlich schwächer 

war (Abb. E16B). Dies wurde auf eine unterschiedliche Beladung des Gels zurückge-

führt (vergleiche Abb. E16A).  

 

Die durch die Massenspektrometrie identifizierten Peptide aus den Banden 1 bis 5 

(Abb. E16A) wurden mit der UniprotKB-Proteindatenbank (www.expasy.org) vergli-

chen. Mit Ausnahme der Bande 2 konnten in allen Banden Proteine von A. thaliana 

identifiziert werden. Die Proteine aus den jeweiligen Banden wurden zusammen mit 

ihrem theoretischen Molekulargewicht, der Nummer des kodierenden Gens und einer 

Beschreibung aufgelistet (Tab. E2). Zusätzlich sind die Anzahl an identifizierten Pep-

tiden, die eindeutig der Proteinsequenz zugeordnet werden konnten, und der score-

Wert gezeigt. Der score-Wert leitet sich von dem sogenannten ions score ab. Dieser 

berechnet sich durch -10 * Log (P), wobei P die Wahrscheinlichkeit ist, dass die ge-

fundene Übereinstimmung des Peptides mit dem Protein aus der Datenbank zufällig 

ist. Zur Berechnung des score-Wertes werden nun die höchsten ions scores addiert. 

Je höher der score-Wert ist, desto spezifischer ist die Identifizierung eines Proteins. 

Im Anhang (Abb. A5, A6, A7, A8) sind die Aminosäuresequenzen der identifizierten 

Proteine zusammen mit den in den Banden gefundenen Peptiden gezeigt. 

Anhand des score-Wertes und der Anzahl der Peptide eines Proteins, die jeweils in 

einer Bande gefunden wurden, lässt sich abschätzen wie spezifisch die Identifizie-

rung dieses Proteins ist. Mögliche Interaktionspartner von WHIRLY3, für die ein ho-

her score-Wert berechnet wurde und für die viele Peptide identifizierbar waren, sind 

PPR4, PRPS5, FIB1a, PTAC4/VIPP1, PetA, LHCB5/CP26 und PRPS3. Weiterhin ist 

wichtig, zu prüfen, ob das theoretische bzw. apparente Molekulargewicht des identifi-

zierten Interaktionspartners mit der Größe der untersuchten Bande übereinstimmt. 

Dies war für PPR4, FIB1a, PetA, FIB4, LHCB5/CP26 und PRPS3 der Fall. Jedoch 

könnten Unterschiede im theoretischen/apparenten und dem hier ermittelten Moleku-

largewicht der Proteine auf posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen 

zurückzuführen sein.  
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Tab. E2: Mögliche Interaktionspartner des WHIRLY3-Proteins, die durch 

massenspektrometrische Analyse der Proteinbanden aus Abb. E16A identifiziert wurden. Es 

ist das theoretische Molekulargewicht (the. MW) der Proteine angegeben. Das apparente 

Molekulargewicht ist falls bekannt in der Beschreibung gezeigt. Die Größe der Banden im 

Gel ist in Klammern angegeben.  Ă# Pep.ñ: Anzahl gefundener Peptide, die eindeutig der Pro-

teinsequenz zugeordnet werden konnten. 
 

Protein  

the . 

MW 

(kDa) 

 

Accession 

num ber 

 

# 

Pep. 

 

score -

Wert  

 

Beschreibung  

 

Literatur  

Bande 1  (120-125 kDa) 

PPR4 106,7 At5g04810 7 212 enthält eine PPR-Domäne;  

bindet an RNA;  

Bestandteil des TAC 

Schmitz-

Linneweber et al., 

2006; Pfalz et al., 

2006 

ClpC1 103,4 At5g50920 2 41,85 Chaperon der Clp-Protease; 

Bestandteil des TAC;  

96 kDa 

Zheng et al., 

2002; Melonek et 

al., 2012; Majeran 

et al., 2012 

Bande 3  (40 kDa) 

PRPS5 32,6 At2g33800 7 216,03 struktureller Bestandteil der 

plastidären 70S-Ribosomen; 

bindet an RNA;  

Bestandteil des TAC 

Yamaguchi und 

Subramanian, 

2000; Melonek et 

al., 2012 

PTAC4/ 

VIPP1 

36,4 At1g65260 6 258,52 wichtig für die Bildung der 

Thylakoidmembran; Bestandteil 

des TAC; 36 und 37 kDa große 

Formen vorhanden 

Kroll et al., 2001; 

Pfalz et al., 2006; 

Zhang et al., 

2012 

BCCP1/ 

CAC1A 

29,6 At5g16390 2 43,28 Biotin-Carboxyl-Carrier-

Untereinheit der plastidären 

Acetyl-CoA Carboxylase 

Li et al., 2010 

Bande 4  (35 kDa) 

FIB1a 28,8 At4g04020 4 149,44 Fibrillin; lokalisiert in 

Plastoglobuli und 

Thylakoidmembran;  

24ï30 kDa 

Singh und 

McNellis et al., 

2011 

PetA 35,3 AtCg00540 3 102,56 Cytochrom-f-Apoprotein Mitchel, 1961 

FIB4 22,9 At3g23400 2 30,4 Fibrillin; lokalisiert in 

Plastoglobuli und 

Thylakoidmembran;  

25-27 kDa 

Singh und 

McNellis et al., 

2011 

Bande 5  (27 kDa) 

LHCB5/ 

CP26 

30,1 At4g10340 5 206,41 Apoprotein des LHCB;  

26 kDa 

Jansson, 1999 

PRPS3 25,2 AtCg00800 4 150,96 struktureller Bestandteil der 

plastidären 70S Ribosomen; 

Bestandteil des TAC 

Yamaguchi et al., 

2002; Pfalz et al., 

2006 
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3.3   Untersuchungen zur Funktion  der WHIRLY -Proteine von  

Arabidops is  thaliana  

 

Die nahe verwandten Proteine WHIRLY1 und WHIRLY3 weisen unterschiedliche 

Lokalisationen in der Zelle (3.1) und unterschiedliche Interaktionspartner (3.2) auf. 

Um zu prüfen, ob die beiden Proteine die gleichen Funktionen haben, wurden 

Untersuchungen zur Genexpression durchgeführt und Mutanten analysiert. Zusätz-

lich wurde auch das WHIRLY2-Protein hinsichtlich seiner Funktion untersucht   

 

3.3.1   Expression von WHIRLY-Genen  

 

Um erste Hinweise auf die Funktionen der WHIRLY-Proteine von A. thaliana zu 

erhalten, wurden Expressionsanalysen durchgeführt, indem die Transkriptmengen 

der entsprechenden Gene ermittelt wurden. Weist ein Gen in einem bestimmten 

Entwicklungsstadium, nach einer Behandlung, in einer Mutante oder in einem 

besonderen Gewebe oder Organ eine erhöhte Transkriptmenge auf, so kann gerade 

hier das zugehörige Protein eine Funktion übernehmen.  

 

3.3.1.1   Transkriptmengen  in verschiedenen Organen   

 

Die Transkriptmengen der drei WHIRLY-Gene wurden in verschiedenen Organen 

des Wildtyps von A. thaliana untersucht. Hierfür wurden Pflanzen auf Erde kultiviert 

(2.2.1), bis sie nach sieben Wochen eine Sprossachse mit Infloreszenzen bildeten. 

Von diesen Pflanzen wurden getrennt Rosettenblätter, Spross, Hochblätter, ge-

schlossene Blütenknospen, geöffnete Blüten und grüne Schoten geerntet (Abb. 

E17A). Aus diesen sechs verschiedenen Organen wurde RNA isoliert (2.4.12.1), 

welche nach der Synthese von cDNA (2.4.10.1) für eine quantitative Real-Time PCR 

mit spezifischen Oligonukleotiden für die Gene WHIRLY1, WHIRLY2 und WHIRLY3 

eingesetzt wurde (2.4.10.2).  

Bei allen drei WHIRLY-Genen betrug die Transkriptmenge im Spross nur etwa 5 % 

der Transkriptmenge in den Rosettenblättern (Abb. E17B). Die Transkriptmenge von 

WHIRLY1 betrug in Hochblättern 50 % der Transkriptmenge in Rosettenblättern, und 

die Transkriptmengen von WHIRLY2 und WHIRLY3 waren hier auf etwa 20 % 

reduziert. In geschlossenen Blütenknospen war für die beiden Gene, die für die 

plastidären WHIRLY-Proteine kodieren, eine erhöhte Transkriptmenge nachweisbar. 

So zeigte das WHIRLY3-Gen in Knospen eine fast achtfach erhöhte Transkript-

menge und das WHIRLY1-Gen sogar eine etwa 46-fach erhöhte Transkriptmenge im 

Vergleich zu den Rosettenblättern (Abb. E17B). Das WHIRLY2-Transkript war 

ähnlich wie im Spross und den Hochblättern auch in geschlossenen Blütenknospen 

nur schwach nachweisbar. Die Transkriptmenge in den Blütenknospen betrug 10 % 

der Transkriptmenge in Rosettenblättern. In reifen Blüten lagen die Transkript-

mengen von WHIRLY1, WHIRLY2 und WHIRLY3 bei 10-30 % der Transkriptmenge 
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in den Rosettenblättern. Grüne Schoten enthielten im Vergleich zu den Rosetten-

blättern nur etwa 50 % der WHIRLY3-Transkriptmenge und sogar nur 3 % der 

WHIRLY2-Transkriptmenge. Nur für WHIRLY1 waren die Transkriptmengen in 

grünen Schoten gleich denen in Rosettenblättern (Abb. E17B).  

 

 
Abb. E17: Analyse der Transkriptmengen der WHIRLY-Gene in verschiedenen Organen des 

Wildtyps von A. thaliana. A RNA wurde aus verschiedenen Organen von sieben Wochen 

alten Pflanzen isoliert. B Die relativen Transkriptmengen der Gene WHIRLY1, WHIRLY2 und 

WHIRLY3 wurden mittels quantitativer Real-Time PCR ermittelt. Als Kontrollgen wurde 

ACTIN2 genutzt. Die Transkriptmengen in Rosettenblättern sind auf den Wert 1 normiert, auf 

den sich alle weiteren Werte beziehen. Standardabweichungen wurden aus drei technischen 

Replikaten berechnet. 
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3.3.1.2   Transkriptmengen  in Blättern verschiedener   Entwicklungsstadien  

 

Abgesehen von einer erhöhten Transkriptmenge von WHIRLY1 und WHIRLY3 in 

geschlossenen Blütenknospen waren die Transkriptmengen der drei WHIRLY-Gene 

von A. thaliana in Rosettenblättern am höchsten (3.3.1.1). Um festzustellen, ob die 

Transkriptmengen der WHIRLY-Gene sich während der Blattentwicklung ändern, 

erfolgte eine Untersuchung der RNA aus Blättern verschiedener Entwicklungs-

stadien.  

Zunächst wurden die Transkriptmengen der WHIRLY-Gene in frühen und späten 

Keimlingsstadien verglichen. Samen des Wildtyps von A. thaliana wurden für vier 

bzw. zwölf Tage auf MS-Medium angezogen (2.2.2). Nach vier Tagen waren lediglich 

die Kotyledonen ausgebildet, und nach zwölf Tagen besaßen die Keimlinge bereits 

vier bis sechs Blätter (Abb. E18A). RNA aus Keimlingen der beiden Stadien wurde 

für eine quantitative Real-Time PCR mit spezifischen Oligonukleotiden für die Gene 

WHIRLY1, WHIRLY2 und WHIRLY3 eingesetzt.  

 

 
Abb. E18: Transkriptmengen der Gene WHIRLY1, WHIRLY2, WHIRLY3, ABI4 und KP1 in 

vier und zwölf Tage alten Keimlingen. A Keimlinge des Wildtyps von A. thaliana. Messbalken 

= 1 cm B RNA aus den in A dargestellten Keimlingen wurde für eine quantitative Real-Time 

PCR verwendet. Als Kontrollgen wurde ACTIN2 genutzt. Die Transkriptmenge des jeweiligen 

Gens in den vier Tage alten Keimlingen ist auf den Wert 1 normiert, auf den sich der Wert in 

zwölf Tage alten Keimlingen bezieht. Standardabweichungen wurden aus drei technischen 

Replikaten berechnet. 
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Die Expression des KP1-Gens wird von WHIRLY1 und WHIRLY3 reguliert (Xiong et 

al., 2009). Um eine mögliche Koregulation der Expression von WHIRLY1 und 

WHIRLY3 mit der Expression des KP1-Gens aufzuzeigen, wurde zusätzlich die KP1-

Transkriptmenge ermittelt. Die Transkriptmenge des Gens ABI4 ist in sehr frühen 

Stadien der Keimung von A. thaliana hoch, fällt in der weiteren Entwicklung 

allerdings stark ab (Shkolnik-Inbar und Bar-Zvi, 2011). ABI4 diente daher als Kon-

trollgen für die Entwicklung. Die Transkriptmengen des Gens ABI4 und des 

WHIRLY1-Gens betrugen in zwölf Tage alten Keimlingen weniger als 1 % der 

Transkriptmengen in vier Tage alten Keimlingen (Abb. E18B). Die Transkriptmengen 

der Gene WHIRLY2, WHIRLY3 und KP1 veränderten sich mit zunehmendem Alter 

hingegen kaum. Es wird somit nicht angenommen, dass die Expression der Gene 

WHIRLY1 und KP1 während der frühen Entwicklung koreguliert ist.   

 

Bei der lichtabhängigen Umwandlung von Etioplasten zu Chloroplasten verändert 

sich die Transkriptionsrate von fast 30 % der kernkodierten Gene. Hiervon ist 

vermehrt die Expression solcher Gene betroffen, die für Plastidenproteine kodieren 

(Pogson und Albrecht, 2011). Entsprechende RT-PCR Studien an etiolierten 

Keimlingen von A. thaliana zeigten jedoch, dass sich weder die Transkriptmenge der 

Gene WHIRLY1 und WHIRLY3 noch die des WHIRLY2-Gens während der 

Ergrünung ändert (Anhang Abb. A9). Dies bestätigt Ergebnisse zur Transkriptmenge 

der WHIRLY-Gene während der Ergrünung der Gerste (Grabowski, 2008). 

 

Um die Transkriptmengen der WHIRLY-Gene in späteren Phasen der Blattentwick-

lung zu untersuchen, wurden Pflanzen des Wildtyps auf Erde bis zur Seneszenz an-

gezogen. In der neunten Woche zeigten die Rosettenblätter eine Gelbfärbung im 

Randbereich. Nach zwölf Wochen waren die Blätter bereits deutlich vergilbt und teil-

weise abgestorben (Abb. E19B). Als Parameter für das Fortschreiten der Seneszenz, 

wurde Fv/Fm bestimmt (2.3). Bei den hier untersuchten Pflanzen war nach drei 

Wochen ein Wert von 0,8 erreicht, der sich bis zur achten Woche kaum veränderte 

(Abb. E19B). Ab der neunten Woche sank der Fv/Fm Wert kontinuierlich und lag in 

der zwölften Woche bei unter 0,78. 
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Abb. E19: Relative Transkriptmengen in Rosettenblättern von drei bis zwölf Wochen alten 

Pflanzen des Wildtyps von A. thaliana. A Die drei WHIRLY-Gene sowie die Gene SAG12 

und psbA wurden mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht. Als Kontrollgen wurde 

ACTIN2 genutzt. Die Transkriptmenge des jeweiligen Gens in den drei Wochen alten Pflan-

zen ist auf den Wert 1 normiert, auf den sich alle anderen Werte beziehen. Standardabwei-

chungen wurden aus drei technischen Replikaten berechnet. B Unter den drei bis zwölf Wo-

chen alten Pflanzen ist die photochemische Effizienz des Photosystems II (Fv/Fm) der Ro-

settenblätter dargestellt. Für jede Woche sind die Mittelwerte aus Messungen von jeweils 

fünf Pflanzen gezeigt. 

 

Von den so charakterisierten Pflanzen wurden drei bis zwölf Wochen nach Aussaat 

Rosettenblätter zur Analyse der Transkriptmengen der drei WHIRLY-Gene mittels 

quantitativer Real-Time PCR geerntet. Die Transkriptmengen der Gene SAG12 und 

psbA wurden als Marker für die Entwicklung verwendet. Die Expression des Gens 

SAG12 steigt in seneszenten Blättern stark an. Die Expression des psbA-Gens, 

welches für das D1-Protein des PSII kodiert, wird abhängig von der Blattentwicklung 

reguliert.  

 

Die relative Transkriptmenge des Seneszenzmarkergens SAG12 stieg ab der 

sechsten Woche stark an, wohingegen die relative Transkriptmenge des Gens psbA 

zunächst von Woche drei bis Woche sechs anstieg, dann aber wieder leicht sank 

(Abb. E19A). Die untersuchten Pflanzen entwickelten sich somit von der dritten bis 

zur sechsten Woche noch und gingen ab der achten Woche in die Seneszenz über. 

In der vierten Woche wurde im Vergleich zur dritten Woche für alle drei WHIRLY-

Gene ein Anstieg der Transkriptmenge auf etwa 250 % festgestellt (Abb. E19A). In 

der fünften und sechsten Woche war die Transkriptmenge aller drei WHIRLY-Gene 
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ähnlich hoch wie in Woche drei. Ab der siebten Woche der Anzucht betrugen die 

Transkriptmengen aller drei WHIRLY-Gene etwa 50 % der Transkriptmengen in der 

dritten Woche (Abb. E19A). Die relativen Transkriptmengen der drei WHIRLY-Gene 

zeigten somit keine deutlichen seneszenzabhängigen Veränderungen. 

 

 

 

3.3.2   Untersuchungen  an Mutanten und Überexpressionslinien   

 

3.3.2.1   Molekulare Charakterisierung der WHIRLY1-T-DNA-Insertionsm utante n 

 

Um weitere Hinweise auf Funktionen der WHIRLY-Proteine zu erhalten, wurden 

phänotypische Untersuchungen an Mutanten durchgeführt. Für das Gen WHIRLY1 

von A. thaliana sind insgesamt fünf T-DNA-Insertionsmutanten erhältlich (NASC). Für 

die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen wurden die Mutanten 

Salk_023713 und Salk_147680 ausgewählt. Diese werden im Folgenden als why1-1 

und why1-2 bezeichnet (1.4.3.3, 2.2.1). In der genomischen DNA der Mutante 

why1-1 liegt die Insertionsstelle der T-DNA vier Basenpaare hinter dem Transla-

tionsstart, in der why1-2-Mutante liegt die T-DNA 24 Basenpaare weiter downstream 

(Abb. E20A).  

Zur Prüfung der Homozygotie der beiden Linien wurde eine PCR mit genomischer 

DNA und den Oligonukleotiden LP, RP und LBa1 (Abb. E20A) so durchgeführt wie 

vom T-DNA Express Tool des Salk Instituts empfohlen (2.4.9). Das LP-RP DNA-

Fragment des Wildtyp-Allels war in den Mutanten nicht nachweisbar (Abb. E20B). 

Das kleinere durch die T-DNA-Insertion entstandene DNA-Fragment war jedoch in 

beiden Linien detektierbar (Abb. E20B). Folglich wurde davon ausgegangen, dass 

beide Mutanten für die T-DNA-Insertion homozygot waren. 

Um zu prüfen, ob die komplette WHIRLY1-mRNA in den Linien why1-1 und why1-2 

transkribiert wird, wurden die Oligonukleotide Ăfwdñ und Ărvsñ, welche das AUG 

Startcodon, Exon1 und Teile von Exon2 flankieren (Abb. E20A), in einer RT-PCR 

(2.4.9) verwendet. Hierfür wurde RNA aus den beiden Mutanten und dem Wildtyp 

eingesetzt. Das etwa 300 bp große DNA-Fragment, welches dem Bereich zwischen 

den Bindestellen der Oligonukleotide Ăfwdñ und Ărvsñ entspricht, wurde nur im Wildtyp 

und nicht in den Mutanten detektiert (Abb. E20C). Die mRNA für ACTIN2, welche als 

Beladungskontrolle genutzt wurde, war dagegen in allen drei Genotypen nachweis-

bar. In den Mutanten why1-1 und why1-2 wird somit die WHIRLY1-mRNA nicht syn-

thetisiert. 

 



3.  Ergebnisse  

 

93 
 

 
Abb. E20: Charakterisierung der Mutanten why1-1 und why1-2. A Schematische Darstellung 

der beiden Insertionsstellen der T-DNA im WHIRLY1-Gen. Exone des WHIRLY1-Gens sind 

durch dickere, Introne durch dünnere Balken dargestellt. Graue Bereiche zeigen die 3´ bzw. 

5´ nicht-kodierenden Bereiche an. Die Positionen der T-DNA-Insertionen sind mit Pfeilköpfen 

markiert. Zusätzlich sind die Bindestellen der Oligonukleotide gezeigt, die für den Homozy-

gotietest (LP, LBa1, RP) bzw. zur Prüfung auf das Vorhandensein des Startcodons ATG in 

der mRNA (fwd, rvs) genutzt wurden. B Für einen Homozygotietest kam genomische DNA 

des Wildtyp (WT) und der why1-1- bzw. why1-2-Mutante mit den in A gezeigten 

Oligonukleotiden zum Einsatz. C Es wurde eine RT-PCR mit cDNA aus den beiden Mutanten 

und dem Wildtyp (WT) und den in A gezeigten Oligonukleotiden durchgeführt. Als Bela-

dungskontrolle dienten amplifizierte ACTIN2-DNA-Fragmente und zur weiteren Kontrolle 

wurde eine PCR mit Wasser anstelle von cDNA durchgeführt. 
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3.3.2.2   Molekulare Charakterisierung von  WHIRLY1-Überexpressionslinien  

 
Als dual lokalisiertes Protein kann WHIRLY1 verschiedene Aufgaben in den beiden 

Kompartimenten übernehmen (1.4.3). Um zwischen Funktionen von WHIRLY1 in den 

Plastiden und Funktionen von WHIRLY1 im Zellkern unterscheiden zu können, 

wurden von N. Grabe drei transgene Linien erstellt, die verschiedene WHIRLY1-

Konstrukte in Fusion mit der Sequenz für das HA-Tag überexprimieren. Die Kon-

strukte stehen im genetischen Hintergrund der why1-1-Mutante unter Kontrolle des 

35S-Promotors (2.2.1; Grabe, 2007; Isemer et al., 2012b). In Pflanzen, die die kom-

plette WHIRLY1-Sequenz in Fusion mit der Sequenz für das HA-Tag überexprimie-

ren (pnWHIRLY1:HA), ist das rekombinante Protein sowohl in Zellkernen als auch in 

Plastiden zu erwarten (Abb. E21A). Für ein kürzeres Protein ohne die plastidäre Im-

portsequenz wurde hingegen eine alleinige Akkumulation im Zellkern erwartet 

(nWHIRLY1:HA). In Pflanzen, die eine komplette WHIRLY1-Sequenz mit einer zu-

sätzlich eingefügten Kernexportsequenz überexprimieren (pWHIRLY1:HA), sollte 

WHIRLY1 nur in den Plastiden akkumulieren (Abb. E21A).   

 

Um die subzelluläre Verteilung der rekombinanten WHIRLY1-Proteine in den drei 

Überexpressionslinien zu untersuchen, wurden zunächst Plastiden (2.5.2.1) und Zell-

kerne (2.5.4) aus den Linien pnWHIRLY1:HA, nWHIRLY1:HA und pWHIRL1:HA 

sowie dem Wildtyp isoliert und Proteinextrakte aus diesen Zellfraktionen immunolo-

gisch auf das Vorhandensein des jeweiligen rekombinanten WHIRLY1:HA-Proteins 

hin untersucht. In Pflanzen, die das komplette WHIRLY1:HA-Konstrukt überexpri-

mierten (pnWHIRLY1:HA), war das HA-Tag in beiden Kompartimenten detektierbar 

(Abb. E21B). Das rekombinante Protein, welches aus dem Konstrukt ohne die Se-

quenz für die plastidäre Importsequenz entsteht, war hingegen nur in der Zellkern-

fraktion nachweisbar (nWHIRLY1:HA). Wider Erwarten wurde in der transgenen Linie 

pWHIRLY1:HA das rekombinante WHIRLY1-Protein nicht ausschließlich in den Plas-

tiden, sondern auch in der Zellkernfraktion detektiert (Abb. E21B). Diese Linie war 

somit für Untersuchungen zur Funktion in den Plastiden ungeeignet. Um die Reinheit 

der Fraktionen zu zeigen, wurden vergleichbare Membranen mit Antikörpern gegen 

die Proteine Cytochrom b559, ein spezifisches Markerprotein der Chloroplasten, und 

die RNA Polymerase I, ein spezifisches Markerprotein des Zellkerns, immundeko-

riert. Diese Analysen zeigten, dass die Chloroplastenfraktion keine detektierbaren 

Mengen an Kernproteinen enthielt und umgekehrt die Kernfraktion keine 

detektierbaren Mengen an Plastidenproteinen (Abb. E21B). 
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Abb. E21: Charakterisierung von transgenen Linien, die entweder die komplette WHIRLY1-

Sequenz in Fusion mit einem HA-Tag (pnWHIRLY1:HA) oder eine gekürzte WHIRLY1-

Sequenz ohne die plastidäre Importsequenz (nWHIRLY1:HA) oder die WHIRLY1-Sequenz in 

Fusion mit einer Kernexportsequenz (pWHIRLY1:HA) überexprimieren. A Schematische 

Darstellung der Konstrukte, die für die Transformation von why1-1 Pflanzen Verwendung 

fanden. Das rechte Schema zeigt die theoretisch erwartete Verteilung der rekombinanten 

WHIRLY1-Proteine. PTP: plastidäre Importsequenz; NES: Kernexportsequenz; HA: Hä-

magglutinin-Tag B Proteinextrakte aus Plastiden- (P) und Kernfraktionen (N) der transgenen 

Linien pnWHIRLY1:HA, nWHIRLY1:HA und pWHIRLY1:HA sowie des Wildtyps (WT) kamen 

für einen Immunnachweis mittels Western Blot zum Einsatz. Es wurden Antikörper gegen 

das HA-Tag des rekombinanten WHIRLY1-Proteins (WHIRLY1:HA), Cytochrom b559 

(Cyt b559) und die RNA-Polymerase I (RNA POL-I) verwendet. Als Beladungskontrolle wurde 

ein vergleichbares Gel mit Coomassie-Brillantblau gefärbt. 
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3.3.2.3   Phänotyp der Mutanten  und WHIRLY1-Überexpressionslinien   

 

Bei einer Anzucht unter Standardbedingungen (2.2.1) war der Phänotyp der T-DNA-

Insertionsmutanten why1-1 und why1-2 (3.3.2.1) nicht von dem des Wildtyps zu un-

terscheiden. Diese Beobachtung wurde sowohl an voll entwickelten Pflanzen als 

auch an Keimlingen gemacht. Die Keimlinge wurden während der ersten fünf Tage 

nach Aussaat auf MS-Medium (2.2.2) beobachtet (Abb. E22). Diese Ergebnisse 

stimmen mit denen vorangegangener Arbeiten zu den Mutanten why1-1 und why1-2 

überein (Yoo et al., 2007).  

 

 
Abb. E22: Phänotyp der Mutanten why1-1 und why1-2 im Vergleich mit dem Wildtyp (WT).  

A Sechs Wochen alte Pflanzen. B Keimlinge zwei bis fünf Tage nach Aussaat (tna).  

 

Für das WHIRLY3-Gen sind keine geeigneten T-DNA-Insertionslinien erhältlich, 

jedoch wurde eine TILLING-Mutante (targeting induced local lesions in genomes) 

identifiziert. In dieser ist das 138. Basentriplet des WHIRLY3-Gens von TGG zu TGA 

mutiert, wodurch ein Stoppcodon entsteht (Maréchal et al., 2009). Zusätzlich wurde 

eine Mutante (Salk_099937, als why1-p bezeichnet), welche eine T-DNA-Insertion im 

Promotorbereich von WHIRLY1 (102 Basenpaare vor dem Starcodon ATG) besitzt, 

charakterisiert und mit der WHIRLY3-TILLING-Mutante gekreuzt (Maréchal et al., 

2009; 1.4.3.3). Die WHIRLY3-TILLING-Mutante (ab jetzt als til-why3 bezeichnet) und 

die WHIRLY1/WHIRLY3-Doppelmutante (ab jetzt als why1-p x til-why3 bezeichnet) 

wurden für die Phänotypanalysen genutzt.  

 

Um den Phänotyp der Mutanten til-why3 und why1-p x til-why3 mit dem des Wildtyps 

und der why1-1-Mutante zu vergleichen, wurden Pflanzen für zwölf Wochen unter 

Standardbedingungen angezogen (2.2.1). Sowohl die til-why3-Mutante als auch die 

Doppelmutante why1-p x til-why3 zeigten eine verzögerte Entwicklung im Vergleich 

zum Wildtyp und zur why1-1-Mutante (Abb. E23A, B). Dies zeigte sich besonders 

auffällig durch eine spätere Blütenentwicklung bei den til-why3- und why1-p x til-

why3-Mutanten (Abb. E23B).  
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Abb. E23: Phänotyp der Mutanten why1-1, til-why3 und why1-p x til-why3 im Vergleich zum 

Wildtyp. Fünf Wochen (A) und sieben Wochen (B) alte Pflanzen, die unter Standardbedin-

gungen (80-100 µmol Photonen s-1 m-2) angezogen wurden. C Vier Wochen alte Pflanzen 

der Doppelmutante why1-p x til-why3 sowie des Wildtyps, die bei einer Lichtintensität von 

180 µmol Photonen s-1 m-2 angezogen wurden. 6,2 % der untersuchten why1-p x til-why3-

Mutanten hatten variegierte Blätter (n = 210).     

 

In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe Brisson zur Mutante why1-p x til-

why3 wiesen 4 % der untersuchten Pflanzen zumindest ein variegiertes, d.h. teilwei-

se weiß gefärbtes Blatt auf (Maréchal et al., 2009). Im Rahmen der eigenen Arbeiten 

entwickelten Pflanzen der Linie why1-p x til-why3 unter Standardanzuchtbedingun-






















































































































