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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die chloroplastiddre Genexpression ist durch charakteristische posttranskriptionelle Er-
eignisse, wie RNA-Prozessierung, RNA-Stabilitdt, RNA-Edierung oder RNA-Spleifien
gekennzeichnet. Diese Prozesse werden fast ausnahmslos durch kernkodierte Proteine
realisiert. PPR-Proteine (Pentatricopeptid repeat) stellen unter diesen kernkodierten
Faktoren die grofite Proteinfamilie dar.

Das plastidédre Protein P67 gehort zur kleinen Untergruppe der PPR-Proteine mit SMR-
Doméne (small MutS-related), deren molekulare Funktion im organelldren Nukleinsiu-
remetabolismus bislang unverstanden ist. P67 zeigt eine nahe Verwandtschaft zu GUNI,
einem zentralen Bestandteil retrograder Signalwege. Der hier analysierte P67-Knockout
in Mais verursacht hellgriine Phédnotypen, eine drastische Reduktion der plastiddren
ATPase und Keimlingsletalitit, was die essentielle Beteiligung von P67 an den Prozes-
sen der Chloroplastenbiogenese und der Expression der plastiddr kodierten ATPase-
Untereinheiten vermuten ldsst. Mogliche Implikationen eines fehlenden Phinotyps von
Mutanten des P67-Orthologs aus Arabidopsis thaliana werden diskutiert.

Eine Ausnahmestellung unter den Proteinen des chloroplastidiren RNA-Metabolismus
nimmt der einzige plastidiar kodierte RNA-Reifungsfaktor MatK ein. Die genomische
Position des matK-Gens im Intron der tRNA™S(UUU) ist in allen griinen Landpflanzen
konserviert. MatK ist mit bakteriellen Maturasen verwandt, die spezifisch den Spleil3-
prozess ihres Heimatintrons unterstiitzen. Dagegen deuten genetische und phylogeneti-
sche Studien zusétzliche MatK-Funktionen in trans an. In der vorliegenden Arbeit wird
die spezifische Interaktion von MatK mit sieben Gruppe-IIA-Intron enthaltenden Trans-
kripten in vivo gezeigt. Darunter befinden sich vier tRNA-Vorldufer (#7nK-UUU mit
dem matK-Heimatintron sowie #rnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC) und drei proteinko-
dierende Vorlaufertranskripte (rpl2, rpsi2, atpF). Die Feinkartierung der MatK-Bindung
im trnK-Heimatintron zeigt eine Assoziation mit multiplen Regionen. Organelldre Grup-
pe-1l-Introns gelten als Vorldufer der spleiBosomalen Introns. Die Assoziation mit mul-
tiplen Gruppe-II-Introns macht MatK somit zu einem interessanten Modell fiir die Evo-
lution der transaktiven Spleiaktivitit im Kern. Analysen der Expression von MatK und

seinen Zielen deuten auf ein komplexes Muster mdglicher regulativer Interaktionen hin.

Schlagworte: Chloroplast, Gruppe-II-Intron-Maturase, RNA-Bindeprotein, PPR-Protein



Abstract

Abstract

Chloroplast gene expression is characterized by posttranscriptional events including
RNA cleavage, RNA stability, RNA editing, and RNA splicing. The underlying
processing machinery is almost exclusively encoded in the nucleus. PPR proteins
(pentatricopeptide repeat) form the biggest protein family among these factors and are
major players of the aforementioned posttranscriptional processes.

The plastidial protein P67 is a member of a small subgroup of PPR proteins with SMR
domain (small MutS-related). Molecular functions of this protein family in organellar
nucleic acid metabolism are yet unknown. P67 is a close relative of GUN1, an essential
component of the chloroplast to nucleus retrograde signalling pathway. It is shown here
that a P67 knockout in maize causes pale green phenotypes, a dramatic reduction in
ATPase levels, and seedling lethality. This indicates an essential role of P67 for chloro-
plast biogenesis and expression of the plastid encoded ATPase. The finding that mutants
of the P67-orthologe in Arabidopsis lack a phenotype is discussed against the back-
ground of physiological differences between maize and Arabidopsis.

A special case among proteins involved in plastid RNA metabolism is MatK - the only
plastid encoded RNA maturation factor. The genomic position of the matK gene in the
tRNAS(UUU) intron is conserved throughout autotrophic land plants. MatK is related
to bacterial maturases - highly specific splice factors supporting splice processes of their
respective home introns. There is, however, indirect genetic and phylogenetic evidence
that MatK acts also in trans as a common plastidial splice factor serving various group
IT introns. This study shows that MatK interacts specifically with seven group ITA
introns in vivo. Among them are four tRNA precursor transcripts (#7nK-UUU including
the matK home intron as well as trnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC) and three protein-
coding precursors (rpl2, rpsi2, atpF). Fine mapping of MatK binding sites within the
trnK home intron uncovers protein RNA interactions with diverse intron regions. Organ-
ellar introns have been suggested as evolutionary ancestors of nuclear spliceosomal
introns. Consequently, association of MatK with multiple group II intron ligands makes
the plastidial maturase an attractive model for an early trans-acting nuclear splice activi-
ty. Analyses of the expression of MatK and its targets revealed a complex pattern of

possible regulatory interactions.

Keywords: Chloroplast, Group II Intron Maturase, RNA Binding Protein, PPR-Protein
II
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Einleitung

1 Einleitung

Plastiden sind das charakteristische Organell der Pflanzenzelle. Sie treten in verschiede-
nen Erscheinungsformen in den Gewebetypen der Pflanze auf. Den mit Abstand promi-
nentesten und molekularbiologisch am besten charakterisierten Plastidentyp stellen die
photosynthetisch aktiven Chloroplasten dar.

Plastiden und Mitochondrien sind Nachkommen endosymbiotischer Bakterien (Gray,
1999; Margulis, 1970; Martin et al., 2001). Die Endosymbiontentheorie geht von seriel-
len Ereignissen der Endosymbiose aus, wobei vor 2,2 - 1,5 Mrd. Jahren ein a-Proteo-
bakterium als Vorfahr der Mitochondrien und vor 1,5 - 1,2 Mrd. Jahren ein Vorgénger
heutiger Cyanobakterien als Vorldufer der Chloroplasten integriert wurden (zusammen-
gefasst in Kutschera und Niklas, 2004). Im Ergebnis interagieren und koevolvieren drei
genetische Systeme in pflanzlichen Zellen, zum einen das nukledre und zum anderen

zwel zytoplasmatische in Mitochondrien und Plastiden.

1.1 Plastidire Genexpression und deren Regulation

Die Genexpression der Plastiden ist von kern- und organellkodierten Proteinen abhéngig
und zeigt sowohl prokaryotische (z.B. Transkription) als auch eukaryotische Charakte-
ristika (z.B. RNA-Edierung). Thre Regulation muss konzertiert mit der Expression kern-
kodierter plastiddr lokalisierter Proteine stattfinden und ist vornehmlich auf posttrans-

kriptioneller und translationeller Ebene realisiert (zusammengefasst z.B. in Bock, 2007).

1.1.1 Das Plastom

Die Matrize und damit die Basis der plastiddren Genexpression ist das Plastidengenom
(Plastom). Wéhrend der Evolution vom Endosymbionten zu den Chloroplasten rezenter
Arten kam es zu einem massiven Verlust genetischer Information im Organell (Uber-
blick in Timmis et al., 2004). Die Ursachen dafiir liegen in einem ausgepriagten Transfer
ehemaliger Endosymbiontengene in das Kerngenom sowie dem Verlust funktionell
redundanter Gene (Martin et al., 2002; Stegemann et al., 2003). Dementsprechend wird
die Mehrzahl der plastiddren Proteine posttranslationell aus dem Zytoplasma in die
Chloroplasten importiert. Die Plastome der griinen Landpflanzen haben eine durch-

schnittliche Gréfe von rund 150 kb und liegen als ringférmige oder lineare Strukturen
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in vielen Kopien vor (z.B. Bendich, 2004; Herrmann et al., 1975; Zoschke et al., 2007).
Plastidengenome sind im Allgemeinen in zwei Kopien invertierter Sequenzregionen
(inverted repeats, IR) und zwei Einzelkopiebereiche gegliedert (large- und small single
copy region, LSC und SSC, s. Abb. 1). Sie kodieren rund 100 - 200 Gene der Genex-
pression und Photosynthese. Die Gene sind mehrheitlich in Operons organisiert, z.T.

durch Introns unterbrochen und tiberlappen selten (Daniell und Chase, 2004).

Nicotiana tabacum
Chloroplasten-DNA

155943 bp

BRNA-Polymerase BPhotosystem I/l =MatK, ClpP

mRibosomale RNAs mCytochrom-bf-Komplex cintrons (Gruppe: | =Q, IIA =T, [IB =%)
mRibosomale Proteine (gr. UE) oATPase OHyp. chloropl. Leserahmen (ycf)
mRibosomale Proteine (kl. UE) otNADH-Dehydrogenase 0OOffene Leserahmen (ORF)
mTransfer-RNAs ®mRubisCO (gr. UE)

Abb. 1: Genkarte des Plastoms von Tabak (verdndert nach Wakasugi et al., 2001).
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1.1.2 Transkription

Plastiden nutzen eine Bakterientyp-RNA-Polymerase, bestehend aus fiinf Kernunterein-
heiten (2 x a, B, B°, B”’; PEP, plastidir kodiert) und einem von mehreren Sigmafaktoren
(kernkodiert), sowie die kernkodierte Transkriptionsaktivitit NEP mit Ahnlichkeiten zu
RNA-Polymerasen aus T3-/T7-Phagen (RpoTp bzw. -Tp/-Tmp, Mono- bzw. Eudikoty-
ledonen, Uberblick in Liere und Borner, 2007). Der Transkriptionskomplex enthilt zahl-
reiche nukledr kodierte Proteine, unter denen sich auch ein Vertreter der Pentatrico-
peptid-Repeat-Proteinfamilie befindet (pTAC2, Pfalz et al., 2006).

Sowohl die differentielle Nutzung multipler Promotoren als auch deren durch endo- und
exogene Faktoren getriebene Aktivierung (z.B. Licht) sowie die Arbeitsteilung zwischen
NEP- und PEP-Enzymen wihrend der Chloroplastenentwicklung tragen zur Regulation

der plastidiren Genexpression bei (Ubersicht in Liere und Bérner, 2007).

1.1.3 Posttranskriptionelle Prozesse

Bei der Regulation der plastiddren Genexpression kommt posttranskriptionellen Prozes-
sen eine Schliisselfunktion zu. Das Prozessieren polycistronischer RNAs, die Steuerung
der Transkriptstabilitdt sowie Edierung und Spleilen tragen erheblich zur Dynamik der
Genexpression in Chloroplasten bei. An diesen Prozessen partizipieren vornehmlich
kernkodierte Proteine, unter denen die PPR-Proteine eine grof3e Familie stellen (Penta-

tricopeptid-Repeat-Proteine, s. Kap. 1.3, Uberblick in Bock, 2007; del Campo, 2009).

1.1.3.1 Prozessierung, Stabilitit und Degradation

Das Prozessieren polycistronischer Vorldufer-RNAs zu oligo- und monocistronischen
Transkripten, die Reifung der Transkriptenden sowie RNA-Degradation bzw. -Stabilitéit
sind charakteristische posttranskriptionelle Aktivititen in Chloroplasten (Ubersicht in
Bollenbach et al., 2007). Die intercistronische Prozessierung wird durch spezifische
Endonukleasen und eventuell auch PPR-Proteine realisiert (Bollenbach et al., 2007;
Nakamura und Sugita, 2008). Daneben kann die protektive Funktion von PPR-Proteinen
vor unspezifischen Nukleasen eine Prozessierung bewirken (Pfalz et al., 2009). Reife
5’-Transkriptenden entstehen transkriptionell bzw. wie reife 3’-Transkriptenden nach
Prozessierung durch Nukleasen (Bollenbach et al., 2007). Die RNA-Degradation erfolgt
durch endonukleolytische Schnitte in der 3’-nichttranslatierten Region (3°-UTR), fol-

3
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gende 3’-Polyadenylierung und 3’-5’- bzw. 5°-3’-exonukleolytischen Abbau (Ubersicht
in Bollenbach et al., 2007; Lange et al., 2009). Stabilisierend wirken cis-Elemente in 3’-
und 5’-UTR sowie Transfaktoren. Zu diesen gehoren translatierende Ribosomen sowie
schiitzende Faktoren mit schwacher Spezifitit (cpRNPs, Nakamura et al., 2001) und
hochspezifische Protektionsfaktoren, unter denen eine grofle Gruppe den PPR-Proteinen

zuzurechnen ist (z.B. PPRS5, Beick et al., 2008; PPR10, Pfalz et al., 2009).

1.1.3.2 Edierung

RNA-Edierung ist ein typischer Schritt der plastidiren Genexpression. Dabei werden
spezifische Nukleotide von C nach U, seltener von U nach C oder von A nach I
konvertiert (Karcher und Bock, 2009; Schmitz-Linneweber und Barkan, 2007). In den
Chloroplasten der Samenpflanzen sind ca. 30 - 40 C-nach-U-Transitionen bekannt, die
meist in kodierenden Bereichen stattfinden und héufig zur Restauration konservierter,
z.T. fiir die Proteinfunktion essentieller, Aminosduren fiihren (Bock et al., 1994; Tillich
et al., 2006). Erforderlich fiir die Edierungsaktivitét sind sowohl cis-Sequenzen als auch
Transfaktoren. Die bekannten cis-Sequenzen kénnen, Sequenzhomologien folgend, in
kleine Gruppen eingeteilt werden, die durch gemeinsame Transfaktoren bedient werden
(Schmitz-Linneweber und Barkan, 2007). Die analysierten Transfaktoren sind
kernkodiert und werden von Vertretern der PPR-Proteinfamilie dominiert (Ubersicht in
Hammani et al., 2009). Es handelt sich vermutlich um Spezifititsfaktoren, die die edie-
rende Aktivitdt zu den Edierungsstellen leiten (Schmitz-Linneweber und Barkan, 2007).
Als Edierungsenzyme werden Cytidin-De- oder -Transaminasen bzw. PPR-Proteine mit
zusitzlichen Dominen vermutet (z.B. DY W-Doméne, Schmitz-Linneweber und Barkan,
2007). Mit der tRNA-Adenosin-Deaminase-Arginin ist eine A-nach-I-Edierungsaktivitit
bekannt (Delannoy et al., 2009; Karcher und Bock, 2009).

1.1.3.3 Spleifien

In den Plastomen der nichtparasitiren Angiospermen sind 15 bzw. 17 Gene durch ein
oder mehrere Introns unterbrochen, dies sind neben einem Gruppe-I-Intron 17 bzw. 20
Gruppe-Il-Introns (Mono- bzw. Eudikotyledonen; s. Abb. 1 und Abb. 2; Uberblick in
Schmitz-Linneweber und Barkan, 2007). Daneben wurden in den Chloroplasten der

Euglenoiden degenerierte Gruppe-II-Introns, sogenannte Gruppe-IlI-Introns, gefunden,
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die z.T. ineinander verschachtelt sind (Twintrons) und sequentiell, beginnend mit dem
inneren Intron, gespleiBt werden (Uberblick in Lambowitz und Zimmerly, 2004). Da
plastiddre Introns Gene der Photosynthese- und der Genexpressionsmaschinerie unter-
brechen, ist das akkurate Spleien essentiell fiir die Chloroplastenbiogenese. Ein
regulativer Einfluss des Spleilens auf die plastiddre Genexpression wird diskutiert, ist
aber bisher kaum untersucht (Schmitz-Linneweber und Barkan, 2007). Als Beispiel
konnen hier das lichtaktivierte Spleien der psbA-Vorldufer in Chlamydomonas oder die
Abhidngigkeit der Spleiflaktivitit vom Gewebetyp fiir verschiedene Transkripte in Mais
genannt werden (Barkan, 1989; Deshpande et al., 1997).

B) Gruppe-l-Intron:  trnL (UAA)
Gruppe-ll-Introns:
A ]:]
Al|rps12-2 B1| petB
trnl (GAU) petD
trnA (UGC) rps16
trnV (UAC) rpoC1*
— - trnK (UUU) ycf3-2
Gruppe-l-\
| '"tmn)(l_ ______ clpP-2* clpP-1*
\@_ o @ — A2| atpF B2 rps12-1
©® | "’:'étva' \{ J rpl2 rpl16
| "/ rps12-2 ndhA
@ A tmV trK
L trnl trnA ndhB
| | g 5 yef3-1
Gruppe-llIA-Introns :
| _Grupperlif-introns oS trnG (UCC)

Abb. 2: Plastidére Introns und bekannte Spleififaktoren der Angiospermen. Sterne (*) markieren
spezifische Introns von Arabidopsis und Tabak, die Mais und Gerste fehlen. Ziffern indizieren
die Position bei Genen mit mehreren Introns. A) Spleififaktoren und ihre Ziel-RNAs (veridndert
nach Kroeger et al., 2009). Die SpleiBfaktoren sind mit ihren konservierten Doménen gezeigt.
Sofern analysiert, sind die Funktionen zwischen Mono- und Eudikotyledonen konserviert.
Assoziierte Spleilfaktoren sind gepaart dargestellt (z.B. WTF1/RNC1). Ziel-RNAs von MatK
sind nicht analysiert. Nicht aufgefiihrt sind folgende SpleiBifaktoren (und ihre Ziel-RNAs):
WHY1 (atpF), HCF152 (petB), OTP51 (atpF, trnV, trnK). B) Ubersicht iiber Gruppen und
Untergruppen plastidérer Introns der Angiospermen (verdndert nach Michel et al., 1989).
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Fiir keines der plastiddren Introns in GefaBpflanzen konnte bisher das, fiir Gruppe-I-
und -II-Intron-Ribozyme eigentiimliche, autokatalytische Spleiflen in vitro gezeigt
werden. Somit sind in den Plastiden Proteinkofaktoren, sogenannte Splei3faktoren, fiir
einen effizienten Spleiprozess essentiell (Uberblick in Schmitz-Linneweber und
Barkan, 2007). Im Gegensatz zu den meisten posttranskriptionellen Prozessen, die
ausschlie8lich von nukledr kodierten Faktoren realisiert werden, ist mit der Maturase K
ein plastiddr kodierter Kandidat fiir einen Spleilfaktor bekannt (MatK, s. Kap. 1.2).
Daneben ist fiir jedes der plastiddren Introns mindestens ein kernkodierter Spleif3faktor
beschrieben (s. Abb. 2). Unter diesen Spleifaktoren sind PPR-Proteine mit ungewohn-
lichen Domidnen (OTP51 bzw. PPR4 mit LAGLIDADG- bzw. RRM-Doméne, RNA-
recognition motif) sowie Proteine mit CRM-Doménen (chloroplast RNA splicing and
ribosome maturation, CAF1/2, CFM1/2, CRS1), ein Protein mit PORR-Doméne (plant
organelle RNA recognition, WTF1), eines mit RNaselll-Doméne (RNC1) und ein
Protein mit Ahnlichkeit zu Peptidyl-tRNA-Hydrolasen vertreten (CRS2). Plastidire
Spleififaktoren wurden in groBen Ribonukleoproteinkomplexen gefunden (mehrere
hundert kDa), die mindestens gleichviel Protein wie RNA enthalten und in ihrer Kom-
plexitdt an SpleiBosomen oder Ribosomen erinnern (Kroeger et al., 2009). Fiir einige
der genannten SpleiBfaktoren ist die direkte, wechselseitige Interaktion gezeigt bzw.

sehr wahrscheinlich (CRS2 und CAF1/CAF2 bzw. WTF1 und RNC1, s. Abb. 2).

1.1.4 Translation

Der plastididre Translationsapparat ist dem der bakteriellen Vorfahren weitestgehend
ortholog (Uberblick in Marin-Navarro et al., 2007). TRNAs und tRNAs sind plastidir
kodiert, tRNA-Synthetasen und die meisten ribosomalen Proteine sind kernkodiert.
Trotz der Orthologie der Ribosomen besitzt die Mehrheit der plastiddaren Gene in Tabak
keine Shine-Dalgarno-Sequenz (Sugiura et al., 1998). Neben positiv und negativ regu-
lierenden cis-Elementen in 5°- und wahrscheinlich auch 3’-UTR sind kernkodierte un-
spezifische und spezifische Transfaktoren der Translation bekannt, darunter mindestens
ein PPR-Protein (CRP1, Ubersicht in Wobbe et al., 2008). Die durch endo- und exogene
Faktoren (z.B. Licht) gesteuerte Translation ist gezeigt (z.B. psbA4) und eine assemblie-
rungsabhédngige Autoregulation der Translation von Untereinheiten der Photosystem-

komplexe ist, zumindest in Chlamydomonas, tiblich (Marin-Navarro et al., 2007).
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1.2 Maturasen und MatK

Gruppe-I- und -II-Introns sind als in vitro selbstspleiBend beschrieben worden. Da diese
Reaktionen oft unter unphysiologischen Bedingungen (hohe Salzkonzentration bzw.
Temperatur) bzw. sehr langsam ablaufen, sorgen in vivo proteindse Kofaktoren fiir einen
effizienten SpleiBprozess (Uberblick in Lambowitz et al., 1999). Diese SpleiBfaktoren
unterstiitzen die katalytische Aktivitdt der Introns (z.B. als RNA-Chaperon oder durch
Stabilisierung der katalytisch aktiven Struktur), sind aber selbst nicht an der eigent-
lichen SpleiBreaktion beteiligt. Eine Gruppe von Spleifaktoren sind intronkodierte
Maturasen, die das Spleilen des sie beherbergenden Introns (Heimatintrons) unter-
stiitzen, dem Heimatintron z.T. genetische Mobilitit verleihen und in Vertretern von
Gruppe-I- und -II-Introns gefunden wurden (Lambowitz et al., 1999). Eine andere
Gruppe sind sekunddr flir den Spleiiprozess akquirierte Proteine, die nicht im Intron
selbst kodiert sind (s. Kap. 1.1.3.3, z.B. CRM-Doménen-Proteine oder Peptidyl-tRNA-
Hydrolasen).

1.2.1 Struktur und Spleifiprozess von Gruppe-II-Introns

Gruppe-I- und -II-Introns unterscheiden sich grundsdtzlich in Struktur und SpleiB3-
mechanismus. Wiahrend Gruppe-I-Introns in ihrer Sekundérstruktur neun gepaarte
Regionen aufweisen (P1 - P9, in drei helikalen Doménen: P1-2, P4-5-6, P3-7-8-9) und
fiir den SpleiBprozess ein freies Guanosin als Kofaktor bendtigen (zusammengefasst in
Woodson, 2005), zeichnen sich Gruppe-II-Introns durch sechs gepaarte Hauptdomédnen
aus, die von einem zentralen Rad ausstrahlen (DI - DVI). Fiir ihren Spleiflprozess wird
ein spezifisches Adenosin der Intronsequenz oder H,O genutzt (Lambowitz und
Zimmerly, 2004; Podar et al., 1998; s. Abb. 3, Abb. 4). Beide Introngruppen bilden iiber
kurze Basenpaarungen ausgeprdgte Tertidrstrukturen, die flir die Katalyse des Spleif3-
prozesses essentiell sind (s. Abb. 4). Gruppe-II-Introns lassen sich aufgrund von Sekun-
dér- und Tertidrstruktur-Unterschieden in mindestens drei Untergruppen und weitere
Subtypen einteilen (IIA, IIB, IIC, s. Abb. 4, Lambowitz und Zimmerly, 2004). Trotz der
strukturellen und mechanistischen Unterschiede ist der chemische Prozess des Spleiflens
in Gruppe-I- und -II-Introns im Allgemeinen durch zwei Transester-Reaktionen gekenn-
zeichnet, die zweiwertige Kationen (Mg”") und nukleophile OH-Gruppen (3’- bzw. 2’-
OH-Gruppen) aber keine energieliefernden Kofaktoren bendtigen (s. Abb. 3).
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Standard-SpleiRen Hydrolytisches SpleiRen
2'OH
B A I~ HoH -
ﬂTransester-Reaktion ﬂ Hydrolyse
@J:I p =
3'0H5 ﬂs.OH\/
ﬂTransester-Reaktion ﬂTransester-Reaktion
C13'0H + HET P—3'0H + W]

Abb. 3: SpleiBwege von Gruppe-Il-Introns. Links: Standard-Spleilen {iber zwei Transester-
Reaktionen mit der Freisetzung des Introns als Lariat. Rechts: Spleilen durch Hydrolyse und

Transester-Reaktion, wobei das Intron als lineares Molekiil freigesetzt wird (Details siche Text).

Bei Gruppe-II-Introns beginnt der Spleilprozess im Allgemeinen mit einem nukleo-
philen Angriff der 2’-OH-Gruppe eines spezifischen ausgewolbten Adenosinrestes des
Introns (DVI, bulged A) auf die Phosphodiesterbindung der 5’-Spleifistelle (s. Abb. 3
und Abb. 4, Lambowitz und Zimmerly, 2004). Die 3°-5’-Phosphodiesterbindung der 5’-
Spleifistelle wird gelost und gleichzeitig eine neue 2’-5’-Phosphodiesterbindung
zwischen dem bulged A und dem 5°-Ende des Introns gebildet. Uber Basenpaarungen
bleibt das 5’-Exon mit dem Rest des Vorldufertranskripts verbunden (IBS1/2 und
EBS1/2, Intron- und Exon-binding sites, s. Abb. 3 und Abb. 4). Das Intron liegt in einer
Lassostruktur (Lariat) verbunden mit dem 3’-Exon vor. Das freie 3’OH-Ende des 5°-
Exons startet nun einen nukleophilen Angriff auf die 3’-Spleifstelle, so dass, nach einer
weiteren Transester-Reaktion, die Exons verkniipft sind und das Intron als Lariat freige-
setzt wird. Diese Reaktionen benétigen keine energieliefernden Kofaktoren, da die An-
zahl der Phosphodiesterbindungen konstant bleibt. Wird die 5’-SpleiBstelle hydrolytisch
gedffnet, treten keine Lariat-Strukturen auf (Podar et al., 1998). Daneben wurden auch
ringformig geschlossene Introns gefunden (z.B. Li-Pook-Than und Bonen, 2006).

Den Dominen der Gruppe-Il-Introns konnten verschiedene Funktionen zugeordnet
werden (Uberblick in Fedorova und Zingler, 2007). DI ist essentiell fiir die Katalyse und
fungiert, durch seine Basenpaarungen mit anderen Introndoménen und den Exons, als

Gertist der Tertidrstruktur fiir die Faltung in die katalytisch aktive Struktur (s. Abb. 4).
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Abb. 4: Konsensussekundérstruktur und Tertidrstruktur von Gruppe-II-Introns und Doménen
intronkodierter Proteine. A) Konservierte Sekundirstruktur von Gruppe-II-Introns (aus
Lambowitz und Zimmerly, 2004). Gezeigt sind die sechs helikalen Hauptdoménen (DI - DVI,
abgehend von einem zentralen Rad) und Subdoménen (z.B. IVa). Intronkodierte Proteine sind in
DIV lokalisiert. Griechische Buchstaben zeigen Basenpaarungen der Tertidrstruktur. EBS und
IBS = Exon- und Intron-binding sites. Schliisselunterschiede der Untergruppen sind einge-
kastelt. Das bulged A ist rot eingekreist. Die Nomenklatur folgt Michel et al. (1989) und Qin
und Pyle (1998). B) Tertidrstruktur eines Gruppe-II-Introns (aus Toor et al., 2008). DV (rot)
bildet das katalytische Zentrum, die restlichen Domédnen sind umschlieBend angeordnet.
C) Proteindoménenstruktur zweier intronkodierter Proteine (verdndert nach Lambowitz und
Zimmerly, 2004). Schematisch dargestellt sind Intron- und Proteindoménen des L1.LtrB-Introns
aus Lactococcus lactis (LtrA-Protein) und des trnA®*(UUU)-Introns aus Arabidopsis thaliana
(A.t. matK). E1 und E2 = 5’- und 3’-Exon. Intron- (DI - DVI) und Proteindoménen sind darge-
stellt (RT = reverse Transkriptase mit Sequenzblocken 0 - 7, X = Doméine X, D = DNA-Binde-
doméne, En = DNA-Endonukleasedomine, schwarze Linie = nichtkodierende Bereiche).
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Es wurde vorgeschlagen, dass die m-n’-Interaktion zwischen DII und DVI die
Konformationsdnderung zwischen den beiden Splei3schritten bewirkt. DIII wird als
katalytischer Effektor angesehen, da ihre Priasenz nicht essentiell fiir die SpleiBreaktion
ist, diese aber beschleunigt. DIV enthilt offene Leserahmen fiir Maturasen, die den
Spleifiprozess unterstiitzen. Auch die Bindestellen von Splei3faktoren (LtrA-Maturase,
CRS1) befinden sich in DIV. DV ist die hochstkonservierte Doméne und absolut
essentiell fiir den SpleiBBprozess. Die jlingst veroffentlichte Kristallstruktur eines selbst-
spleiBenden Gruppe-II-Introns bestétigt, dass DV das katalytische Zentrum bildet, um
das sich die anderen Doménen anordnen (s. Abb. 4). DVI enthilt das bulged A, das den

Spleifiprozess einleitet.

1.2.2 Plastidire Gruppe-II-Introns

Alle plastiddaren Gruppe-II-Introns, bis auf das zweite c/pP-Intron, existierten wahr-
scheinlich bereits in einem gemeinsamen Vorfahr der Landpflanzen und Charophyten
(Ubersicht in Schmitz-Linneweber und Barkan, 2007). Linienspezifische Unterschiede
sind demnach durch Verlust von Introns oder intronhaltigen Genen verursacht (z.B.
Introns von clpP-/rpoC1 in Einkeimblittrigen oder ndhA/—B in Schwarzkiefer). Damit
gehoren Introns zu den am besten konservierten Elementen des Plastoms.

In den Plastidengenomen der Angiospermen finden sich im Allgemeinen 17 bzw. 20
Gruppe-II-Introns, von denen 7 bzw. 8 als Gruppe-IIA- und 10 bzw. 12 als Gruppe-IIB-
Introns klassifiziert sind (Mono- bzw. Eudikotyledonen, Michel et al., 1989). In Chloro-
plasten spleilen nahezu alle Gruppe-II-Introns iiber den StandardspleiBweg mit Lariat-
Bildung, lediglich fiir das Intron der tRNAY*(UAC) sind lineare Introns und das Fehlen
eines bulged A nachgewiesen, was die Nutzung des hydrolytischen Weges vermuten
lasst (Vogel und Borner, 2002). Charakteristisch ist auch die Fragmentierung orga-
nelldrer Gruppe-Il-Introns, die wahrscheinlich aus Rekombinationsereignissen hervor-
gegangen ist (zusammengefasst in Glanz und Kiick, 2009). Teile dieser Introns sind an
unterschiedlichen Genompositionen lokalisiert, werden getrennt transkribiert und
in trans gespleiit. Dies betrifft zum Beispiel in den Plastomen der Embryophyten das
erste Intron von rpsi2 und in Chlamydomonas die psaA-Introns 1 und 2, von denen das
erste in drei Teile fragmentiert ist und ein groBer Intronbereich als eigensténdiges Trans-

kript vorliegt. Eine Fragmentierung wurde in den Doménen I - IV gefunden. Die Frag-
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mente reassoziieren auf RNA-Ebene mit Hilfe von Spleififaktoren und formen das kata-
lytische Zentrum des Introns. Dieser ungewoOhnliche Spleilprozess fiihrt nach dem
ersten Spleiflschritt zu y-formigen Intronstrukturen.

Wenig ist iiber den Abbau von Gruppe-II-Introns bekannt. Da freie Introns {iber eine
Transester-Reaktion bereits gespleiite RNA wieder 6ffnen konnen (SER, spliced exon
reopening, Jarrell et al., 1988), scheint es wichtig, einen raschen Abbau der Introns oder
einen effektiven Schutz gespleiSter Transkripte zu gewéhrleisten. Die Polyadenylierung
und die geringe Akkumulation des freien linearen Introns der plastiddren tRNAV(UAC)
lassen eine effiziente Degradation vermuten (Vogel und Borner, 2002). Dagegen sind
einige der freien Lariat-formigen Introns in Chloroplasten gut nachweisbar, was ein
ineffizientes Debranching vermuten ldsst (z.B. Jenkins et al., 1997; Vogel und Borner,
2002). Auch eine regulative Funktion des Abbaus freier Introns durch die Freisetzung

gebundener Spleifaktoren wurde vorgeschlagen (del Campo und Casano, 2008).

1.2.3 Vorkommen und Aufbau von Maturasen

Maturasen wurden vorrangig in Mitochondrien von Pilzen und in Bakterien untersucht
(zusammengefasst in Lambowitz et al., 1999). Es handelt sich um Proteine, die in einer
funktionellen Adaptation aus Retrohoming-Enzymen hervorgingen (s. Kap. 1.2.4). Fiir
einige der kodierenden Introns konnte die genetische Mobilitidt gezeigt werden, sie
verhalten sich wie Retroelemente. Eine Unterstiitzung des Spleilens des Heimatintrons
durch intronkodierte Proteine mildert somit die negativen Effekte des Retrohomings auf
RNA-Ebene ab und kann damit das Potential der Ausbreitung verbessern.
Gruppe-I-Intron-Maturasen sind mit der LAGLIDADG-Familie der Homing-Endo-
nukleasen verwandt und unterstiitzen entweder Intronmobilitdt (Retrohoming) und
Spleifien oder sind spezialisierte Splei3faktoren, die die Endonukleasefunktion verloren
haben. In den Plastomen der Landpflanzen findet sich lediglich ein Gruppe-I-Intron
(s. Kap. 1.1.3.3), das jedoch keine Maturase kodiert. Gleichwohl sind Gruppe-I-Introns
aus Chlamydomonas bekannt, die fiir Maturase-Homologe mit Retrohoming- aber ohne
Maturase-Aktivitit kodieren (z.B. Diirrenberger und Rochaix, 1991). Vereinzelt wurden
auch LAGLIDADG-Doménen-Proteine in Gruppe-II-Introns bzw. deren Spleif3faktoren
gefunden (de Longevialle et al., 2008; Toor und Zimmerly, 2002).

Die iiblichen Gruppe-II-Intron-Maturasen sind durch vier charakteristische Doméanen
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gekennzeichnet, eine DNA-Binde- (D), DNA-Endonuklease- (En) und Reverse-Trans-
kriptase-Doméne (RT) sowie die Doméne X, wobei im Wesentlichen die drei erstge-
nannten den Retrohoming-Prozess realisieren und Doméne X und die RT-Doméne den
Spleiprozess unterstiitzen (zusammengefasst in Lambowitz und Zimmerly, 2004). Die
Sequenzen der Maturasen sind in einem Loop der DIV des Heimatintrons lokalisiert,
der die katalytische Aktivitdt des Introns nicht beeinflusst. Maturasen werden entweder
zusammen mit dem ersten Exon des sie beherbergenden Gens translatiert und proteoly-

tisch von diesem getrennt oder sind freistehend (s. Abb. 4 und Kap. 1.2.8).

1.2.4 Maturasen und Retrohoming

Retrohoming konnte fiir einige Gruppe-II-Introns nachgewiesen werden (z.B. L1.LtrB
aus Lactococcus lactis, Cousineau et al., 1998, coxl-all und coxI-al2 aus Saccharo-
myces cerevisiae, Yang et al., 1996). Die Mobilitdt des Introns wird dabei durch den
Prozess der targeted DNA-primed reverse transcription (TPRT) mit Hilfe des intron-
kodierten Proteins erreicht (Ubersicht in Lambowitz und Zimmerly, 2004). Beim TPRT
erfolgt nach dem Spleiflen die direkte Integration des freien Introns (RNA) in die Ziel-
DNA durch reverses Spleiflien. Entscheidend fiir die Erkennung der Insertionsstelle ist
die Basenpaarung der EBS- bzw. 6-Sequenzen des Introns mit den IBS- bzw. §’-Sequen-
zen der Ziel-DNA (s. Abb. 4). Die Integration iiber diese Basenpaarungen stellt die
SpleiBkompetenz am Insertionsort sicher und minimiert so die negativen Folgen fiir den
»Wirt”“. Beim Retrohoming des L1.LtrB-Introns wird dann der Gegenstrang der Ziel-
DNA mittels En-Doméne, einer H-N-H-Endonukleasedoméne, geschnitten, wodurch ein
Primer fir die RT-Doméne erzeugt wird, die das Intron revers in cDNA transkribiert.
Nach der Wiederherstellung der Integritit der Ziel-DNA durch Replikations- und Repa-
raturenzyme des ,,Wirts* ist das Intron (DNA) integriert. Auch die Integration ohne
Endonukleaseaktivitit wurde gezeigt und nutzt naszierende DNA-Stringe (/eading oder
lagging) an Replikationsgabeln als Primer. Gruppe-Il-Introns integrieren mit hoher
Frequenz in spezifische DNA-Sequenzen (gewohnlich intronlose Allele des sie beher-
bergenden Gens). Daneben erfolgt mit geringerer Frequenz die Integration in ekto-
pische, der natiirlichen Homing-Sequenz dhnliche DNA-Positionen. Das Retrohoming
von Gruppe-II-Introns wird in Vektoren, sogenannten Targetrons, genutzt, um Sequen-

zen in spezifische DNA-Positionen zu integrieren (z.B. Guo et al., 2000).
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1.2.5 Maturasefunktion beim Spleifien von Gruppe-II-Introns

Die Maturasefunktion intronkodierter Proteine ist mit der Doméne X assoziiert, die drei
vorhergesagte a-Helices enthélt und der Thumb-Domidne der RT entspricht (Blocker et
al., 2005). Doméne X ist meist basisch, was eine RNA-Bindung unterstiitzt (Mohr et al.,
1993). Fiir die Doméne X und den N-terminalen Teil der RT-Doméne der LtrA-Matu-
rase (L1.LtrB-Intron, Lactococcus lactis) ist eine Unterstiitzung des SpleiBBprozesses
gezeigt, wohingegen die DNA-Binde- und Endonukleasedoméne diesen nicht beeinflus-
sen (Cui et al., 2004; San Filippo und Lambowitz, 2002). LtrA bindet in vitro als Homo-
dimer spezifisch an sein Heimatintron, wobei die Dimerisierung in Gegenwart des In-
trons stattfindet (Blocker et al., 2005; Saldanha et al., 1999). Der erste Kontakt zwi-
schen Intron und Protein beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen basi-
schem LtrA und negativ geladener RNA (Rambo und Doudna, 2004). Die Bildung des
Ribonukleoproteins (RNP) fiihrt dann zur Stabilisierung und Konformationsdnderung
der RNA- und Proteinkomponente, wobei das Intron in die spleilaktive Struktur wech-
selt (Rambo und Doudna, 2004). Die Bindung erfolgt primir durch den N-terminalen
Teil der RT-Doméne an eine kleine Stammschleife in DIV (DIVa, s. Abb. 4, Matsuura et
al., 2001; Wank et al., 1999). LtrA-Bindung und ein ineffizienter Spleiflprozess finden
aber auch statt, wenn DIVa deletiert ist (Matsuura et al., 2001). Auch fiir den SpleiB3-
prozess des Hefeintrons cox/-al2 ist die Bindung seines intronkodierten Proteins p62 an
DIVa nicht essentiell (Huang et al., 2003). RT- und X-Domine des LtrA-Proteins gehen
sekundire Kontakte mit anderen Introndoménen ein (DI, DII, DVI), welche die Ausbil-
dung des katalytischen Zentrums des Introns unterstiitzen (Matsuura et al., 2001). Nach
dem Spleiflprozess bleibt LtrA an das freie Intron gebunden, so dass der Turnover des
RNP in vivo wahrscheinlich durch weitere Proteinaktivitit unterstiitzt wird (z.B. durch

Debranching-Enzyme, Saldanha et al., 1999).

1.2.6 MatK: Ein polyspezifischer Spleififaktor?

Nahezu alle plastiddaren Spleilifaktoren sind kernkodiert (s. Kap. 1.1.3.3). Daneben
befindet sich im Gruppe-IIA-Intron der tRNA™(UUU) ein Gen mit Homologien zu
Maturasen, die Maturase K (MatK, s. Abb. 4, Neuhaus und Link, 1987). Die matK-
Sequenz findet sich auf dem Plastom aller griinen Landpflanzen. Dennoch handelt es

sich um eine der am schnellsten evolvierenden Gen-Sequenzen der Plastiden, so dass
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matK verbreitet als phylogenetischer Marker verwendet wird. Die MatK-Aminosaure-
sequenz ist im Vergleich zu der anderer Maturasen degeneriert (s. Abb. 4). Von den vier
typischen Maturasedoménen (s. Kap. 1.2.3) sind in der Sequenz nur noch die Domine X
und die Sequenzblocke 5 - 7 der RT-Doméne erhalten, wobei Sekundirstruktur-Align-
ments ebenso die Sequenzblocke 0 und 3 der RT-Doméne erkennen lassen (Barthet und
Hilu, 2007a; Mohr et al., 1993). Die Degeneration eines konservierten und funktionell
essentiellen Aminosduremotivs in der RT-Doméne 5 ldsst vermuten, dass MatK keine
RT-Funktion besitzt (YXDD zu z.B. YQGK in Tabak, Mohr et al., 1993). Trotz der
Sequenzdegeneration wurde bald iiber eine Funktion der Maturase K als Spleil3faktor
spekuliert (Mohr et al., 1993). Fiir eine Proteinfunktion sprachen die positive Selektion
auf die Sequenz zumindest der Doméne X, die Existenz des Gens auf dem Plastom aller
griinen Landpflanzen sowie Edierungsstellen die eine konservierte Aminosdure resti-
tuieren (z.B. Hao et al., 2009; McNeal et al., 2009; Vogel et al., 1997). Daneben wurde
die RNA-Bindeaktivitit des MatK-Proteins in vitro gezeigt (Liere und Link, 1995).
Mittlerweile belegen immunologische Nachweise die Prdsenz des Proteins (Barthet und
Hilu, 2007b; du Jardin et al., 1994; Vogel et al., 1999).

Indirekte genetische und evolutiondre Hinweise sprechen dafiir, dass MatK nicht nur
sein Heimatintron, sondern weitere plastidire Gruppe-II-Introns als Spleififaktor be-
dient. In den Albostrians- und lojap-Mutanten aus Gerste und Mais, die ein Defizit an
intakten plastidiren Ribosomen zeigen, konnten Spleidefizienzen fiir das matK-
Heimatintron und weitere Gruppe-IIA-Introns nachgewiesen werden. Dies legt die Be-
teiligung eines plastidir kodierten Spleiflfaktors nahe, wobei MatK der beste Kandidat
ist (Ubersicht in Jenkins et al., 1997; Vogel et al., 1999). Trotz Nachweis des MatK-
Knockouts in der Albostrians-Mutante, konnte die SpleiBdefizienz durch den Ausfall
anderer plastidir kodierter Proteine oder der Ribosomen selbst verursacht sein (Vogel et
al., 1999). Versuche, transplastomische matK-Knockouts in Tabak zu erzeugen, fiihrten,
selbst wenn das #nK-Intron auf DNA-Ebene entfernt wurde, lediglich zu instabil
heteroplastomischen Geweben (Drescher, 2003). Dies zeigt, dass matK essentiell in der
Entwicklung von Tabak ist und wahrscheinlich weitere Introns neben dem Heimatintron
bedient. Daneben scheint die Mutation von matK in den vireszenten Wogon-Sugi-Mu-
tanten aus Cryptomeria japonica Chlorophylldefizienz zu verursachen, was die Bedeu-

tung von matK bei der Chloroplastenbiogenese unterstreicht (Hirao et al., 2009).
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Aus evolutiondrem Blickwinkel erlauben einige parasitische Pflanzen, urspriingliche
Farne und eine Alge interessante Aufschliisse iiber Funktion und potentielle Ziel-Introns
eines Spleilfaktors MatK (zusammengefasst in Krause, 2008; McNeal et al., 2009). In
den Plastomen der parasitierenden Pflanzen Epifagus virginiana, Cuscuta exaltata und
Cuscuta reflexa sowie der Alge Zygnema circumcarinatum und des Farns Adiantum
capillus-veneris finden sich freistehende matK-Sequenzen und kein #nK-Gen, was eine
Funktion in trans vermuten ldsst, da in allen Arten Gruppe-IIA-Introns erhalten sind.
Demgegeniiber fehlt allen parasitiren Cuscuta-Arten der Untergattung Grammica das
matK-Gen auf dem Plastom. Interessanterweise sind in allen fiinf Arten neben matK
auch die Gruppe-IIA-Introns bzw. die intronhaltigen Gene bis auf das zweite Intron in
clpP verloren gegangen. Dieses c/pP-Intron ist strukturell ein AuBenseiter unter den
Gruppe-IIA-Introns und evolutionér jlinger als matK und die restlichen Gruppe-IIA-
Introns (Michel et al., 1989; Turmel et al., 2005). Der parallele Verlust von Gruppe-II1A-
Introns und matK ldsst die Abhéngigkeit dieser Introns von einem MatK-Spleififaktor
vermuten, wenngleich ein matK-Transfer ins Kerngenom nicht ausgeschlossen ist.

MatK wire damit ein Beispiel fiir eine Gruppe-II-Intron-Maturase, die die exklusive
Spezifitit zum Heimatintron aufgegeben hat und mehrere Introns bedient. Betrachtet
man Gruppe-II-Introns als Vorldufer der spleifosomalen Introns, so kann MatK ein inte-
ressantes Modell fiir friihe nukledre SpleiB3faktoren darstellen, die nach der Expansion
der Gruppe-II-Introns und vor der Akquisition von Wirts-Proteinen beim Ubergang zum
SpleiBosom wirkten (s. Kap. 1.2.8). Ein direkter Beweis fiir die Interaktion zwischen

MatK und seinen putativen Ziel-Introns fehlt allerdings.

1.2.7 Potentielle Griinde der matK-Konservierung auf dem Plastom

Eine interessante evolutionédre Fragestellung ist, warum matK auf dem Plastom verblie-
ben ist und nicht, wie zahlreiche Gene des ehemaligen Endosymbionten, wéhrend der
Plastidenevolution in den Kern transferiert wurde. Als allgemeine Ursache fiir den
Erhalt plastiddrer Gene wurden membranbedingte Transporthemmnisse, die Toxizitdt im
Zytoplasma, die Notwendigkeit der kotranslationellen Assemblierung, regulative Er-
fordernisse und diverse andere Griinde vorgeschlagen (Ubersicht z.B. in Allen, 2003;
Barbrook et al., 2006). In der Kernsequenz von Arabidopsis und Reis sind in der Tat

vier freistethende Maturasegene gefunden worden, fiir deren Proteine eine mitochon-
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driale Lokalisation vorhergesagt und z.T. gezeigt ist (nMat-1a, -1b, -2a, -2b; Keren et
al., 2009; Mohr und Lambowitz, 2003). Fiir nMat-1a und -b, zwei Proteine mit kom-
pletter RT-Doméne und Doméne X, aber ohne DNA-Binde- und Endonukleasedomine,
ist die Beteiligung am Spleiflen mitochondrialer Gruppe-II-Introns gezeigt (Keren et al.,
2009; Nakagawa und Sakurai, 2006). Damit ist der posttranslationelle Import kern-
kodierter Maturasen zumindest fiir mitochondriale Vertreter moglich. Eine andere denk-
bare Ursache fiir den Verbleib von matK auf dem Plastom konnte ein Autoregulations-
mechanismus sein, der die effiziente Kontrolle der Expression erlaubt (s. Kap. 1.2.8),
aber bei kernkodierten Splei3faktoren durch die rdumliche Trennung von Transkription
(Kern), Translation (Zytoplasma) und Spleilen (Chloroplast) kaum umsetzbar ist. Eine
weitere Moglichkeit bestiinde in einer regulativen Funktion des Spleiflens fiir die Gen-
expression. Immerhin sind sechs der sieben potentiellen Ziel-Introns von MatK in
tRNAs oder Genen ribosomaler Proteine lokalisiert. Folglich konnte MatK als Stellglied
der plastiddren Genexpression dienen, dessen priazise Regulation in Anpassung an die
Bediirfnisse des einzelnen Chloroplasten essentiell wire, so dass eine Kodierung auf

dem Plastom erforderlich ist.

1.2.8 Regulation der Expression von Gruppe-II-Intron-Maturasen

Von den gut untersuchten Maturasen LtrA und p62 (L1.LtrB-Intron, Lactococcus lactis
und cox[-al2-Intron, Saccharomyces cerevisia) sind zwei interessante, negativ riickge-
koppelte Regulationsmechanismen der Expression bekannt.

Das intronkodierte LtrA bindet mit hoher Affinitdt an eine Subdoméne der Doméne 1V,
die das Startkodon und die Ribosomenbindestelle fiir die L#rA-Translation enthilt
(DIVa, Singh et al., 2002). Die Bindung von LtrA in dieser Subdomine realisiert neben
dem Spleiflen und Retrohoming auch die Funktion der Translationsregulation, indem die
Translationsinitiation durch Maskierung der Ribosomenbindestelle inhibiert wird (Singh
et al., 2002). Hinzu kommt, dass LtrA ohne gebundenes Intron instabil ist und eine
ausgepragte cis-Praferenz zu RNA hat, von der es translatiert wurde, was diese Art der
Regulation noch effizienter gestaltet (Cui et al., 2004). Dieser Autoregulationsmechanis-
mus sorgt dafiir, dass addquate Mengen des SpleiB3faktors produziert werden. Daneben
kann die LtrA-Bindung den Eintritt des Ribosoms in das Intron und damit die

Zerstorung der spleiBaktiven Intronstruktur verhindern (Singh et al., 2002). Inwieweit
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ein solcher Regulationsmechanismus auch bei der MatK-Expression realisiert wird, ist
nicht untersucht, wenngleich Autoregulation bei der Expression plastidirer Gene
anzutreffen ist (s. Kap. 1.1.4). Die N-terminale Extension organelldrer Maturasen
konnte eine evolutionire Adaptation darstellen, die die effizientere Translationsinitiation
oder -regulation erlaubt (Lambowitz und Belfort, 1993). Eine von #nK unabhingige
Transkription von matK wurde vorgeschlagen, ist aber nicht belegt, so dass auch die
Translation vom ungespleifiten #rnK-Vorlaufer bzw. dem freien Intron denkbar ist
(Barthet und Hilu, 2007b).

Ein anderer Mechanismus negativer Riickkopplung zeigt sich fiir die intronkodierten
Proteine der Hefeintrons cox/-all und -2 (zusammengefasst in Lambowitz und
Zimmerly, 2004). Diese Proteine werden mit dem 5°-Exon des sie beherbergenden Gens
kotranslatiert, posttranslationell proteolytisch freigesetzt und damit aktiviert. Nach dem,
durch die aktivierte Maturase assistierten, Spleilen der intronhaltigen Vorlaufer-RNA ist
ihre weitere Translation unterbunden. Diese Autoregulationsmechanismen konnen den

negativen Einfluss des genetisch mobilen Elements auf den ,,Wirt* abmildern.

1.2.9 Evolution von Gruppe-II-Introns und Maturasen

Gruppe-Il-Introns wurden in Bakterien und pflanzlichen Organellen gefunden, in
Archaeen sind sie die Ausnahme, in den Kernen der Eukaryoten sowie den Mitochon-
drien der Metazoen fehlen sie (Ubersicht in Lambowitz und Zimmerly, 2004). Ihre
Verteilung ldsst auf die primédre Evolution in Bakterien und eine spétere Invasion in
Eukaryoten, vermutlich durch Endosymbiose, schlieBen. In den Kernen der Eukaryoten
haben sich die spleiBosomalen Introns durchgesetzt, mutmaBliche Abkommlinge der
Gruppe-II-Introns. In den Mitochondrien der Metazoen kam es vermutlich zum Verlust
der Gruppe-II-Introns. Eine Expansion von Gruppe-II-Introns kénnte zur Kernbildung
geflihrt haben, um die Kompartimentierung zwischen langsamem Spleiflprozess und
schneller Translation herbeizufiihren (Martin und Koonin, 2006).

Phylogenetische Analysen lassen die Einteilung der in Gruppe-II-Introns kodierten
Proteine in acht Klassen zu (mitochondriale, chloroplastendhnliche 1 bzw. 2, bakterielle
A - E, Ubersicht in Lambowitz und Zimmerly, 2004). Jeder Klasse dieser Proteine ldsst
sich eine strukturelle Unterklasse der Gruppe-II-Introns zuordnen, was die Koevolution

von Intron und intronkodiertem Protein zeigt und eine urspriingliche Assoziation beider
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wahrscheinlich macht. Diese sogenannte ,,Retroelement-Vorldaufer-Hypothese* geht
vom sekundédren Verlust intronkodierter Proteine in Organellen und einigen Bakterien
aus, was durch Reste kodierender Sequenzen in nichtkodierenden Introns untermauert
wird (z.B. Toor et al., 2001). MatK und LtrA gehdren zur mitochondrialen Klasse der
Maturasen, die in Gruppe-IIA1-Introns kodiert sind (Hausner et al., 2006). Der evolu-
tiondre Ursprung mobiler Gruppe-II-Introns konnte in einem Retroelement liegen, das
Spleifaktivitdt entwickelte oder in der Invasion einer RT bzw. eines Retroelements in
ein existierendes Gruppe-II-Ribozym (Uberblick in Lambowitz und Zimmerly, 2004).
Gruppe-II-Introns stehen unter dem selektiven Druck, die SpleiBaktivitit zu erhalten
und die Mobilitit zu minimieren, um die negativen Effekte auf den ,,Wirt“ zu redu-
zieren. Der Ersatz intronkodierter durch Wirtsproteine als Spleillfaktoren erfiillt diese
Forderungen, was die Komplementation intronkodierter Proteine durch kernkodierte
Spleififaktoren in pflanzlichen Organellen erkldren kann (Lambowitz und Zimmerly,
2004). AuBlerdem sind die Ausbreitungsmdglichkeiten in den kleinen, in ihrer Popu-
lation isolierten, Organellengenomen begrenzt, was zu einer Séttigung der Zielsequen-
zen und dem Verlust der intronkodierten Proteine gefiihrt haben konnte.

Gruppe-II-Introns werden als Vorldufer der spleiBosomalen Introns vermutet und die
RNP-Komplexe ihrer intronkodierten Proteine zeigen Verwandtschaft mit Non-LTR-
Retrotransposons (long terminal repeats) und Telomerasekomplexen (zusammengefasst
in Eickbush, 1997; Lambowitz und Zimmerly, 2004). Die mutmalBlichen Schliissel-
schritte bei der Konversion von Gruppe-II-Introns in spleiosomale Introns wie Dege-
neration der RNA-Struktur, Abhingigkeit von allgemeinen Spleilifaktoren und Nutzung
von in trans agierender RNA, kénnen in den Gruppe-II-Introns rezenter Arten nachvoll-
zogen werden (s. Kap. 1.1.3.3 und Kap. 1.2.2). Hinzu kommt die strukturelle Ahn-
lichkeit der RNA-Fragmente des SpleiBosoms mit Gruppe-II-Introns (z.B. U2-U6-
snRNA-Paarung entspricht DV) und die Nutzung des gleichen molekularen Spleil3-
mechanismus mit der Ausbildung der 2’-5’-Phosphodiesterbindung eines bulged A
(Cech, 1986; Michel und Ferat, 1995). Somit kann ein Erkenntnisgewinn der Funktion
von Gruppe-II-Introns und ihrer intronkodierten Proteine auch zu einem besseren funk-
tionellen Verstindnis anderer RNP-Partikel beitragen, in denen ebenfalls die Koevo-
lution von RNA- und Proteinkomponenten zur Auspriagung der Funktion beigetragen

hat.
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1.3 PPR-Proteine und P67

Proteine mit Pentatricopeptid-Repeat-Domédnen (PPR) wurden vor zehn Jahren als
grof3e Familie in Pflanzen beschrieben (Aubourg et al., 2000; Small und Peeters, 2000).
Fiir die meisten ihrer Vertreter ist eine Lokalisation in den pflanzlichen Organellen
vorhergesagt oder gezeigt (Lurin et al., 2004; Schmitz-Linneweber und Small, 2008).
Die charakterisierten PPR-Proteine zeigen eine essentielle und omniprasente Beteili-
gung im RNA-Metabolismus der Mitochondrien und Chloroplasten (zusammengefasst

in Delannoy et al., 2007; Saha et al., 2007; Schmitz-Linneweber und Small, 2008).

1.3.1 Eine Familie, viele Funktionen

PPR-Proteine sind an den posttranskriptionellen Prozessen pflanzlicher Organellen wie
Spleiflen, Edieren, RNA-Prozessierung, aber auch an Transkription und Translation be-
teiligt (s. Abb. 5 und Kap. 1.1). Das charakteristische Repetitionsmotiv aus 35 Amino-
sduren tritt in 2 - 30 Wiederholungen auf, die pro PPR-Motiv aus zwei vorhergesagten
gegenldufigen a-Helices bestehen (Small und Peeters, 2000). Damit gehéren die PPR-
Proteine, wie die verwandten TPR-Proteine (Tetratricopeptid repeat) und die Puf-Domé-
nen-Proteine (Pumilio-family RNA binding repeat) zur a-Solenoid-Proteinsuperfamilie
(Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Vermutlich bilden die Tandem-PPR-Motive mit
Hilfe konservierter Tyrosinreste, dhnlich den TPR-Motiven, eine Superhelix mit innen-
liegender Bindefurche (Delannoy et al., 2007). Im Unterschied zu TPR-Proteinen, die
Proteine binden, wird die vorhergesagte konkave Bindefurche der PPR-Proteine im
Zentrum fast ausschlieBlich von hydrophilen und am Grund von positiv geladenen
Aminosduren dominiert, was den RNA-bindenden Puf-Doménen-Proteinen dhnelt und
hydrophile, saure Liganden, wie RNA vermuten ldsst (Delannoy et al., 2007). Es ist
denkbar, dass die Bindung einer RNA-Base an je einen PPR-Repeat erfolgt. Mittler-
weile ist die Kapazitit der RNA-Bindung/-Assoziation von PPR-Proteinen vielfach
in vivo und in vitro belegt, wenngleich die molekularen Grundlagen der Interaktion und
Spezifitit weitestgehend unbekannt sind (Schmitz-Linneweber und Small, 2008).

PPR-Proteine lassen sich aufgrund ihrer Doméanenstruktur in zwei Klassen einteilen, die
P-Klasse, die ausschlieBlich kanonische, 35 Aminosduren umfassende, PPR-Doménen
(P) enthdlt und die PLS-Klasse (auch plant combinatorial and modular proteins,

PCMP), die charakteristische Tripletts aus reguldren P- sowie ldngeren L- und kiirzeren
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S-Motiven enthdlt (long bzw. short, im Allgemeinen 36 bzw. 31 Aminosduren lang,
Ubersicht in Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Daneben weisen die Vertreter der
PLS-Familie meist C-terminale Extensionen auf, die eine weitere Unterteilung dieser
Klasse zulassen. Es sind die E- und E+ -Doménen (extended), mittlerweile zur
E-Doméne vereint, sowie die diesen z.T. nachgeschaltete DY W-Doméne beschrieben
(Lurin et al., 2004), so dass sich eine E- und eine DY W-Familie sowie die PLS-Familie
der PLS-Klasse ergibt (Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Die C-terminalen
Domiénen konnten der Interaktion mit anderen Proteinen dienen, wihrend die PPR-
Doménen RNA binden (Delannoy et al., 2007). Daneben sind wenige PPR-Proteine mit
C-terminaler SMR- oder RRM-Doméne beschrieben (s. Kap. 1.3.2 und Kap. 1.1.3.3).

o © ©
F - — \—JE!?C 3 o

Vorldaufer-mRNA

Legende:
@B PPR-Protein ATG - Startcodon  C- Cnach U Edierungsposition

%@Gruppe-ll-lntron X Stammschleife

Abb. 5: Zusammenfassung bekannter Funktionen plastiddr lokalisierter PPR-Proteine. Eine

Vorlaufer-mRNA mit Startcodon, Edierungsstelle, Gruppe-Il-Intron und Stammschleife in der
3’-UTR ist schematisch als schwarze Linie dargestellt. Gezeigt ist die Beteiligung von PPR-
Proteinen an der Transkriptstabilitit am 5°- und 3’-Ende (1, in der 3’-UTR in Kooperation mit
Stammschleifen), der Translation (2), der Edierung (3) und dem Spleiflen (4). Details im Text.

Den meisten PPR-Proteinen fehlen katalytische Domédnen. PPR-Proteine stellen
wahrscheinlich keine Effektoren sondern Spezifititsfaktoren dar und vermitteln oder
verhindern den sequenzspezifischen Kontakt anderer Proteine zum RNA-Substrat
(Schmitz-Linneweber und Small, 2008). In der Tat wurden PPR-Proteine in Protein-
komplexen gefunden (s. Kap. 1.1.3.3), wenngleich der direkte Kontakt zu anderen
Proteinen in Pflanzen bisher noch nicht gezeigt wurde (Delannoy et al., 2007). Fiir die
DYW-Domine wurde eine Edierungsaktivitidt vorgeschlagen, obgleich eine aktuelle
Publikation die endonukleolytische Funktion der Doméne zeigt (Nakamura und Sugita,

2008; Schmitz-Linneweber und Small, 2008).
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Mutationen in PPR-Proteinen fithren zu einem weiten Spektrum an Phénotypen, von
Defekten der Samenreifung und Photosynthese {liber zytoplasmatische ménnliche Steri-
litit (CMS) bis hin zu Embryoletalitit, was ihre spezifischen Funktionen widerspiegelt
(Ubersicht in Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Interessant ist der Vergleich
zwischen Knockouts in Mais und Arabidopsis. Wéhrend z.B. fiir PPR4 und -5 der
Knockout in Arabidopsis embryoletal ist, keimen Maispflanzen in denen die orthologen
Gene mutiert sind und sterben friih in ihrer Entwicklung (Beick et al., 2008; Schmitz-
Linneweber et al., 2006). Verantwortlich dafiir ist vielleicht die allgemeine Blockade der
plastidéren Translation in diesen Mutanten und damit der Knockout essentieller Gene
der Entwicklung, die in Monokotyledonen nicht auf dem Plastom kodiert sind (ycf1/-2,
accD, Schmitz-Linneweber und Small, 2008).

Ihre Omniprédsenz in den posttranskriptionellen Prozessen der Plastiden macht PPR-
Proteine zu idealen Kandidaten der Regulation plastidérer Genexpression. Bisher gibt es
dafiir aber kaum belastbare Beweise. MCA1, ein PPR-Protein aus Chlamydomonas,
reguliert ndhrstoffabhéngig die Transkriptstabilitit von pet4 (Loiselay et al., 2008;
Raynaud et al., 2007). Der Nachweis regulativer Einfliisse der PPR-Proteine in
Landpflanzen fehlt bislang. Dagegen spricht auch die konstitutive und schwache Ex-
pression vieler PPR-Gene zumindest auf RNA-Ebene (Lurin et al., 2004). Dennoch sind
auch Beispiele fiir differentielle Genexpression bekannt (Saha et al., 2007).

Die evolutiondre Herkunft der PPR-Proteine ist unklar. Ein Charakteristikum der
Proteinfamilie ist jedoch die enorme Expansion in den Genomen der Landpflanzen, die
vermutlich durch Retrotransposition verursacht wurde (O'Toole et al., 2008). Als
Ursache der parallelen Ausbreitung von PPR-Proteinen und Landpflanzen wurde
spekuliert, dass PPR-Proteine Mutationen des Plastoms, die durch oxygenen und UV-
Stress nach dem ,,Landgang® verursacht wurden, auf RNA-Ebene kompensierten (z.B.
als Edierungsfaktoren, Maier et al., 2008). Die Genome pflanzlicher Organellen evol-
vieren weitaus langsamer als das des Kerns, so dass ,,Kernreparaturfaktoren* die Defi-
zienzen der Organellen ausgleichen konnten (Maier et al., 2008). Einmal etabliert,
wurden diese Mechanismen erhalten und moglicherweise flir die Regulation der
Genexpression genutzt. Die PPR-Familien aus Reis und Arabidopsis zeigen im
Vergleich zu anderen Proteinfamilien erstaunliche Ahnlichkeit. Fiir mehr als 80 % der

PPR-Proteine finden sich Orthologe in beiden Spezies (O'Toole et al., 2008). Diese
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niedrige Rate der Genverluste bzw. —duplikationen spricht fiir einen starken Selektions-
druck, eine geringe funktionelle Redundanz und eine ausgeprigte Konservierung der

Funktionen der PPR-Proteine in Angiospermen (O'Toole et al., 2008).

1.3.2 P67: Ein PPR-Protein mit SMR-Domaine

In Arabidopsis sind neun P-Klasse-PPR-Proteine mit C-terminaler SMR-Doméne
kodiert (small MutS-related), von denen drei detaillierter charakterisiert sind (GUNI,
Koussevitzky et al., 2007; P67, Lahmy et al., 2000; pTAC2, Pfalz et al., 2006).

Die SMR-Doméne weist Homologien zu DNase I auf und wurde als hochkonservierte
C-terminale Domine von MutS2-Proteinen, einer Gruppe von MutS1-Homologen,
beschrieben (Diercks et al., 2008; Moreira und Philippe, 1999). Das MutS1-Protein der
Prokaryoten erkennt fehlgepaarte Basen nach der Replikation und wihrend der Rekom-
bination und leitet zusammen mit dem MutL- und MutH-Protein, einer Nicking-Endo-
nuklease, die Mismatch-Reparatur ein (zusammengefasst in Iyer et al., 2006). MutS2-
Proteine besitzen mit der SMR-Doméne eine eigene Nicking-Endonuklease-Aktivitit,
die zu einem MutL/-H unabhingigen Weg der Mismatch-Reparatur beitragen oder beim
Crossover der Meiose beteiligt sein konnte (Fukui et al., 2007; Malik und Henikoff,
2000). Fiir das MutS2-Protein aus Helicobacter pylori wurde gezeigt, dass es nicht an
der Mismatch-Reparatur beteiligt ist, sondern Rekombinationsereignisse unterdriickt,
wobei die SMR-Doméne endonukleolytisch Rekombinationsstrukturen auflésen konnte
(Kang et al., 2005; Pinto et al., 2005). Ob die SMR-Domidnen von PPR-Proteinen
dhnliche Funktionen ausiiben, ist unbekannt. Lediglich fiir eines der PPR-SMR-Proteine
(GUN1) ist die unspezifische DNA-Bindung gezeigt (Koussevitzky et al., 2007).

GUNI spielt eine Rolle im retrograden Signalling der Chloroplasten (Koussevitzky et
al., 2007). Die Zusammensetzung plastididrer Proteinkomplexe aus kern- und plastiden-
kodierten Untereinheiten erfordert die koordinierte Expression und damit anterograde
bzw. retrograde Signalwege, die vom Kern zum Chloroplasten bzw. entgegengesetzt ori-
entiert sind (Ubersicht in Kleine et al., 2009; Woodson und Chory, 2008). Mutanten mit
gestortem retrogradem Signalling zeigen den Genomes-Uncoupled-Phanotyp (GUN),
bei dem die Expression nukleér kodierter Gene der Photosynthese vom physiologischen
Zustand der Chloroplasten entkoppelt ist (z.B. LhcBI, RbcS). Retrograde Signalwege

perzipieren den Status der plastiddren Genexpression sowie den Redoxstatus der photo-
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synthetischen Elektronentransportkette und/oder die Akkumulation reaktiver Sauerstoff-
spezies. GUNI1 ist in retrograde Signalwege involviert und ein Kandidat fiir einen plasti-
déren Faktor der Generierung, Perzeption oder Transmission eines zentralen Signals
zum Kern (Koussevitzky et al., 2007). GUN1 und pTAC2 sind nah verwandte PPR-
SMR-Proteine und kolokalisieren suborganelldr, was eine Rolle in der Regulation der
plastiddren Transkription nahelegt (Koussevitzky et al., 2007; Pogson et al., 2008). Der
molekulare Wirkmechanismus des GUN1-Proteins ist unklar.

pTAC2 (plastid transcriptionally active chromosome), ein weiteres der drei charakteri-
sierten PPR-SMR-Proteine, wurde bei der Analyse des plastiddren transkriptionsaktiven
Komplexes in Arabidopsis und Senf identifiziert (Pfalz et al., 2006). Der Knockout des
entsprechenden Gens in Arabidopsis ist embryoletal, kann aber durch Kultivierung auf
Saccharose-haltigem Medium gerettet werden, wobei die Pflanzen reduzierte Chloro-
phyllgehalte und eine abnorme Chloroplastenstruktur aufweisen. Die pTAC2-Mutanten
zeigen ein Expressionsmuster plastiddrer RNAs, das mit dem von Knockouts der plasti-
dar kodierten RNA-Polymerase (PEP) korreliert, was fiir eine Beteiligung in der PEP-
abhingigen Transkription spricht. pTAC2 wird gewebespezifisch exprimiert, wobei hohe
RNA-Levels in Blittern und Bliite und geringe RNA-Levels in der Wurzel auftreten.
Die molekulare Funktion dieses PPR-Proteins ist unbekannt.

P67, das dritte bisher untersuchte PPR-SMR-Protein, wurde vor 15 Jahren als Kern-
rRNA-Vorlaufer bindendes Protein aus Rettich-Zellextrakten isoliert (Echeverria und
Lahmy, 1995). Es wurde zunichst als Teil des nukledren rRNA-Prozessierungskom-
plexes vermutet (Echeverria und Lahmy, 1995). Spiter zeigten Immunolokalisations-
Experimente und Fusionen mit Fluoreszenzproteinen die chloroplastididre Lokalisation
(Lahmy et al., 2000; Lurin et al., 2004). Die RNA-Bindeaktivitit von P67 ist in vitro
gezeigt (Echeverria und Lahmy, 1995). Eine gewebespezifische Expression der P67-
mRNA in Bléttern und Bliiten wird durch RT-Versuche nahegelegt (Lahmy et al., 2000).
Molekulare Funktionen von P67 sind nicht bekannt.

Die Analysen der drei charakterisierten PPR-SMR-Proteine zeigen, dass bisher insbe-
sondere die molekularen Funktionen dieser kleinen Gruppe von PPR-Proteinen in den
Chloroplasten unverstanden sind. So konnte es sich bei PPR-SMR-Proteinen, ab-
weichend von der Mehrheit der analysierten PPR-Proteine, um katalytische Proteine

handeln, deren SMR-Doméne moglicherweise nukleolytisch an Nukleinsduren wirkt.
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1.4 Zielstellung

Die fiir die Dynamik der plastiddren Genexpression essentiellen posttranskriptionellen
Prozesse werden fast ausschliefSlich von nukledr kodierten Faktoren realisiert. P67, ein
Mitglied der im organelliren RNA-Metabolismus prominenten PPR-Proteinfamilie, und
MatK, eine putative Maturase, sind potentielle Akteure des plastiddren Nukleinsdureme-
tabolismus, ersteres in der grolen Fraktion kernkodierter Faktoren, letzere als einziger
Kandidat fiir einen plastiddr kodierten Splei3faktor. In beiden Féllen geben Vorarbeiten
einen ersten Einblick in mogliche Funktionen. Wéhrend es sich bei MatK um einen pu-
tativen SpleiBfaktor diverser Gruppe-II-Introns handelt, liegt die molekulare Funktion
von P67 moglicherweise in der Bindung und/oder Nukleolyse von Nukleinsduren.

Ein Anliegen der vorliegenden Arbeit ist es, die Ziel-Introns des vermeintlichen Spleif3-
faktors MatK in vivo zu identifizieren und damit zu zeigen, dass MatK als Modell fiir
die Konversion einer Maturase vom mono- zum polyspezifischen Splei3faktor zu
Beginn der Evolution von Gruppe-II-Introns zu spleiBosomalen Introns dienen kann.
Mit der RIP-Chip-Technik (RNA-Immunoprizipitation und Chip-Hybridisierung) steht
dafiir eine geeignete Methode zur Analyse von Protein-RNA-Assoziationen zur Verfii-
gung. Diese wird hier erstmals mit einem transplastomischen Ansatz kombiniert, in dem
MatK mit dem HA-Epitop markiert wird, das die Applikation hochreiner monoklonaler
Antikdrper ermdglicht. Dies erdffnet auch die Mdoglichkeit der Einengung der Binde-
stelle(n) und der Untersuchung von Proteininteraktionen im SpleiBkomplex. Da matK
fiir die Chloroplastenbiogenese essentiell und damit ein Knockout ausgeschlossen ist,
konnte die Analyse transplastomischer, hypomorpher Punktmutanten des Gens bei der
Aufkliarung der Funktion helfen. Desweiteren konnen Untersuchungen zur Expressions-
regulation von matK (und seiner Ziele) Aufschluss iiber die Ursache der Konservierung
auf dem Plastom und die mogliche Funktion als ein Stellglied der plastiddren Gen-
expression geben.

Seine Zugehorigkeit zur kleinen Gruppe der PPR-SMR-Proteine und die Verwandt-
schaft zu GUNI, einem essentiellen Bestandteil retrograder Signalwege, machen P67 zu
einem interessanten Untersuchungsobjekt. Sowohl genetische als auch immunologische
Analysen konnen zur Aufkldarung der molekularen Funktion dieses Proteins beitragen.
Moglicherweise erlaubt dies allgemeine Riickschliisse auf die Rolle der PPR-SMR-Pro-

teine in der plastiddren Genexpression.
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2  Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Fiir die Plastidentransformation wurde Nicotiana tabacum cv. Petit Havana verwendet.
SAIL-Transfer-DNA-Insertionslinien wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Cen-
ter (NASC), CSHL-Transposon-Linien vom Cold Spring Harbor Laboratory bezogen
(s. Tab. 1). Zea mays Mu-Insertionslinien (Sorten B73, A188, A163) wurden durch
Prof. Dr. Alice Barkan zur Verfiigung gestellt (s. Tab. 1). Als wildtypische Kontrolle

wurde Saatmais der Sorten Tassilo (Camena) bzw. B73 verwendet.

2.1.2 Bakterienstimme

Rekombinante Plasmide wurden in E. coli TOP10 (Invitrogen) propagiert. Die hetero-
loge Expression von Proteinen/Peptiden erfolgte in E. coli BL21(DE3) (Novagen).

2.1.3 Antikorper, Vektoren und Oligonukleotide

Eine Auflistung der verwendeten Antikorper, Vektoren und Oligonukleotide findet sich

im Anhang (s. Tab. 2, Tab. 3, Tab. 4, ab S. 120).

2.1.4 Medien

2.1.4.1 Pflanzenmedien

MS-Medium: 4,24 % (w/v) Murashige und Skoog Basal Medium inkl.
Saccharose und Agar (Sigma) bzw. 0,44 % (w/v) Murashige
& Skoog Medium (Duchefa), 0,05 % (w/v) MES, 0,5 % (w/v)
Pflanzenagar (Duchefa), 3 % (w/v) Saccharose; pH 5,8 mit
KOH; modifiziert nach Murashige und Skoog (1962)

MS-Medium mit NF: MS-Medium (s.o.) inkl. Norflurazon (5 pM, Sigma); modi-
fiziert nach Koussevitzky et al. (2007)

MS-Medium mit Spec.: MS-Medium (s.o.) inkl. Spectinomycin-Dihydrochlorid-Pen-
tahydrat (500 pg/ml, Duchefa)
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RMOP-Medium:

MS-Medium mit Spec. (s.0.) inkl. 6-Benzylaminopurin
(1 mg/l) und 1-Naphthylessigsdaure (0,1 mg/l) von Sigma;
modifiziert nach Svab et al. (1990)

2.1.4.2 Bakterienmedien

LB-Medium:

LB-Medium mit Agar:

SOB-Medium

SOC-Medium

Lysogeny-Broth-Medium: 1 % (w/v) Trypton, 0,5 % (W/v)
Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl, pH 7,0 mit NaOH; modifiziert
nach Bertani (1951)

LB-Medium (s.0.) mit 1,5 % (w/v) Agar bzw. 3,5 % (W/v)
LB-Agar (Sigma)

Super-Optimal-Broth-Medium: 2 % (w/v) Trypton, 0,5 %
(w/v) Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 10
mM Magnesiumsulfat, pH 7,0 mit NaOH; 10 mM MgCl,
(Zugabe nach dem Sterilisieren im Autoklav aus einer steril
filtrierten Stammldsung); nach Hanahan (1983)

SOB-Medium (s.0.) inkl. 20 mM Glucose (Zugabe aus einer
steril filtrierten Stammldsung); nach Hanahan (1983)

2.1.5 Standardpuffer und -losungen

5x Transferpufter:

10x MEN:

10x SDS Laufpuffer:
10x TBST:
20x SSC:

50x TAE

2.1.6 Software

1 M Glycin, 125 mM Tris-Base

200 mM MOPS, 10 mM EDTA (pH 8,0), 80 mM NaAc,
pH 7,0 bzw. pH 8,0 mit NaOH

1,92 M Glycin, 250 mM Tris-Base, 1 % (w/v) SDS
0,5 M Tris-HCI (pH 7,5), 1,5 M NaCl, 1 Vol.% Tween 20
3 M Na(Cl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 mit HCI1

2 M Tris-Acetat (pH 8,0), 50 mM EDTA (pH 8,0)

Eine Auflistung der verwendeten Software findet sich im Anhang (Tab. 5, S. 127).
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2.1.7 Sonstige Materialien

Soweit nicht gesondert vermerkt, handelt es sich bei allen Puffern um wéssrige
Losungen (Verwendung von A. bidest: deionisiertes, destilliertes Wasser, PURE-Lab-
Ultra-Anlage, Veolia). Chemikalien und Biochemikalien wurden, sofern nicht gesondert
vermerkt, von Roth, Merck, Serva oder Sigma, Radiochemikalien von PerkinElmer,
Enzyme von Fermentas, NEB und Qiagen, Desoxy- und Ribonukleosidtriphosphate von
Fermentas bezogen. Oligonukleotide wurden durch Sigma oder Eurofins MWG Operon
synthetisiert. Zentrifugationen erfolgten, sofern nicht gesondert vermerkt, in Tisch-
zentrifugen (BIOFUGE® FRESCO, Heraeus).

Alle anderen Materialien werden in den folgenden Kapiteln im Einzelnen beschrieben.

2.1.8 Anbieter

Eine Liste der Anbieter findet sich im Anhang (Tab. 6, S. 128).

2.2 Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

Arabidopsis thaliana wurde auf einem Gemisch aus Erde (Einheitserde Typ T, frux®)
und Vermiculite (4 : 1, 3 - 6 mm, DVD) bzw. Quarzsand (5 : 1, 0,1 - 0,5 mm, SAKRET)
oder MS-Medium unter Langtagbedingungen (16 h Weilicht/8 h Dunkelheit) bei 23 °C
kultiviert. Die Lichtintensitit betrug ca. 130 pmol x m™ x 5™

Tabak wurde auf Erde (s.0.) oder MS-Medium unter Langtagbedingungen (s.0.) bei
27 °C kultiviert. Eine Diingung der Erde erfolgte mit Osmocote Pro 5-6M von Scotts
(ca. 4 g Dinger/l 1 Erde). Die Lichtintensitit betrug je nach Wuchshdhe
ca. 200 - 350 pmol x m? x s, Die Kultivierung der Regenerate aus Plastidentrans-
formationen erfolgte auf RMOP-Medium. Fiir die Isolation von Chloroplasten und
jungem Material wurde Tabak auf einem Polyamidnetz (Maschenweite 500 uM, Franz
Eckert GmbH) ausgesidt und fiir 7 d auf wassergesittigtem Vermiculite kultiviert
(Diingung s.o.).

Mais wurde auf einem Erde-Vermiculite-Gemisch (s.o0.) unter Langtagbedingungen bei
27 °C kultiviert (s.0.). Die Lichtintensitit betrug ca. 200 pmol x m™ x s™'. Fiir Kreu-
zungen und zur Samengewinnung wurde Mais im Freiland kultiviert. Die Ernte fiir
RNA-, DNA- und Proteinisolationen erfolgte 7 - 13 d nach der Aussaat (2 - 3-Blatt-
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Stadium). Fiir die Isolation von Chloroplasten wurden Maispflanzen nach der Keimung
fir 3 - 4 d etioliert (27 °C) und nach einem Tag unter Langtagbedingungen (s.o.)

geerntet.

2.2.2 Oberflichensterilisation von Pflanzensamen

Fiir die sterile Kultivierung von Pflanzen auf den in Kap. 2.1.4.1 genannten Medien ist
eine Aussaat oberflachensteriler Samen notig.

Die Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen erfolgte geméll einem Standard-
protokoll (http://www.gabi-kat.de/faq/sul-selection-scheme.html).

Die Oberfldchensterilisation von Tabaksamen erfolgte durch 15-miniitige Inkubation der
Samen in Sterilisationslosung, einminiitige Inkubation in 70%igem EtOH und fiinf ab-
schlieBende Waschschritte in sterilem Leitungswasser (Separation der Samen zwischen

den Waschschritten durch Zentrifugation: 1 min, 10000 rpm, Tischzentrifuge).

Sterilisationslosung: 15 Vol.-% DanKlorix (Colgate-Palmolive), 0,03 Vol.-%
Tween 20

2.2.3 Sterilisation von Losungen, Geriten und GVO

Die Sterilisation von Losungen, Puffern und Gerdten sowie die Inaktivierung gen-
technisch verdnderter Organismen (GVO) erfolgten in einem Varioklav-75S-Dampf-

sterilisator (Thermo Fisher) bei 120 °C und 55 kPa fiir 20 Minuten.

2.2.4 Plastidentransformation

Die stabile Transformation von Plastiden erfolgte mit Modifikationen nach dem
Protokoll von Svab und Maliga (1993). Die Klonierung der Transformationsvektoren ist
von Zoschke et al. (2010) beschrieben, die Vektoren sind sequenziert, die Sequenzen
sind in der NCBI-Gendatenbank hinterlegt (FN396957 - FN396960) bzw. im Ergeb-
nisteil beschrieben (s. Kap. 3.1.1). Der Resistenzmarker (aadA-Kassette) wurde von
Koop et al. beschrieben (1996). Sterile Tabakblitter (Pflanzen auf MS kultiviert,
s. Kap. 2.1.4.1) wurden UN mit der Blattunterseite nach oben auf MS-Platten ausgelegt
und mit Hilfe des Biolistic® PDS-1000/He Particle Delivery Systems (Bio-Rad) mit
Goldpartikeln (0,6 uM, Bio-Rad, beladen mit dem Transformationsvektor, gemal
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Hersteller) beschossen (1100 psi, L2 = 6 cm, 10 Schuss je Konstrukt). Spectino-
mycinresistente Kalli wurden auf RMOP-Medium regeneriert (2 - 4 Runden), auf MS-
Medium bewurzelt und zur Samengewinnung auf Erde umgesetzt. Die Integration von
aadA-Kassette bzw. HA-Epitop wurde durch PCR, Southern-Hybridisierungen, immu-
nologisch und durch Keimungstests der F;-Generation auf selektivem Medium gepriift

(s. Kap. 3.1.2 und Kap. 3.1.4).

2.2.5 Chloroplastenisolation, Stroma- und Membranextraktion

Chloroplasten aus Mais- und Tabakblittern (s. Kap. 2.2.1) wurden nach dem Protokoll
von Voelker und Barkan (1995) isoliert. Die Isolation von Arabidopsis-Chloroplasten
erfolgte nach Kunst (1998), abweichend wurden die Chloroplasten bei 500g pelletiert
und 40%-80%-Percoll-Stufengradienten (bei 6500g) verwendet.

Es folgte die Lyse der Chloroplasten (Zoschke et al., 2010). Membran- und Stroma-
fraktionen wurden durch Zentrifugation (Tabak, Arabidopsis: 30 min, 13000 rpm, 4 °C
Tischzentrifuge) bzw. Ultrazentrifugation (Mais: 30 min, 45000 rpm, 4 °C, L8-70M,
Rotor 75 Ti, Beckman) separiert. Der Proteingehalt des Stromas wurde bestimmt
(s. Kap. 2.2.13), die Lagerung erfolgte in 10 Vol.-% Glycerol bei -80 °C.

Die Membranfraktion wurde direkt verwendet (s. Kap. 2.2.14) bzw. nach einem Wasch-
schritt in Ex-Puffer durch Zentrifugation separiert (s.0.) und in Thylakoidpuffer aufge-
nommen. Der Gehalt an Chlorophyll @ und b wurde in 80 Vol.-% Aceton photometrisch
bestimmt (Porra et al., 1989), die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Ex-Puffer: 200 mM KAc, 30 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 10 mM
MgAc,;, 2 mM DTT, 0,1 Vol.-% RiboLock™ RNase Inhibitor
(Fermentas), 0,4 mM PMSF, 1 pg/ml Leupeptin, 0,1 pg/ml
Pepstatin A, 0,1 ug/ml Aprotinin

Thylakoidpuffer: 100 mM Sorbitol, 10 mM HEPES-KOH (pH 8,0), 5 mM
NaCl, 5 mM MgCl,

2.2.6 Messungen physiologischer Parameter der Photosynthese

Physiologische Parameter der Photosynthese wurden in Kooperation mit Dr. Schéttler

bestimmt, die Methoden sind beschrieben (Aronsson et al., 2008; Schoéttler et al., 2007).
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2.2.7 Identifikation von Mu-Insertionslinien (Mu-Screen)

Mutante P67-Allele wurden in einem reversen genetischen Screen aus einer Samenbank
mit rund 2300 Mu-induzierten, nichtphotosynthetischen Maismutanten gewonnen
(http://chloroplast.uoregon.edu). Dazu wurden PCR-Amplifikationen mit gen- und Mu-
spezifischen Primern (s. Tab. 4) auf vereinigten DNA-Proben aus Mutanten ausgefiihrt

(Williams und Barkan, 2003, http://chloroplast.uoregon.edu/index.htm.old).

2.2.8 Isolation und Reinigung von Nukleinsiuren, Sequenzierung
2.2.8.1 DNA-Extraktion

Die Isolation von DNA aus Pflanzenmaterial erfolgte mit Modifikationen nach der
Methode von Murray und Thompson (1980). Dabei folgte nach Homogenisierung des
Pflanzenmaterials eine 30-miniitige Inkubation bei 60 °C in 2x CTAB (ca. 1 ml je
300 mg Homogenat). Nach zweimaliger Extraktion mit Chloroform/Isoamylalko-
hol (24:1) wurde die DNA durch Zugabe von 0,66 Vol. Isopropanol gefallt (Sambrook
und Russell, 2001). Es folgten eine Reinigung in 70%igem EtOH, die Aufnahme in
A. bidest und die Behandlung mit RNase A (Fermentas).

2x CTAB: 2 % CTAB (w/v), 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 20 mM EDTA
(pH 8,0), 1,4 M NaCl

Fiir die Genotypisierung per PCR wurde DNA mit Hilfe des Extract-N-Amp' -Plant-
PCR-Kits (Sigma) entsprechend dem Herstellerprotokoll isoliert.

2.2.8.2 Plasmidpriparation

Plasmidpréparationen aus E.-coli-Kulturen in kleinem Mafstab erfolgten nach dem
Protokoll zur alkalischen Lyse und Plasmidpréparation (Sambrook und Russell, 2001).
Es folgten RNase-A-Behandlung (Fermentas) und vor der Sequenzierung eine Reini-
gung iiber QIAquick-Siulchen (Qiagen, PCR-Purification-Protokoll).

Plasmidpréparationen aus E.-coli-Kulturen in groferem Malstab erfolgten mit dem

Plasmid-Midi-Kit bzw. dem Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen, nach Herstellerprotokoll).
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2.2.8.3 Reinigung von DNA-Fragmenten, Sequenzierung

PCR-Produkte wurden iiber QIAquick-Saulchen gereinigt (Qiagen, PCR-Purification-
Protokoll bzw. Gel-Extraction-Protokoll).
Sequenzierungen von Plasmiden und PCR-Fragmenten wurden durch die Firma SMB

mit Hilfe eines ABI 377 DNA Sequencers (Applied Biosystems) ausgefiihrt.

2.2.8.4 RNA-Extraktion

Die Extraktion von RNA aus Pflanzenmaterial erfolgte mit Hilfe des TRIzol®-

Reagenzes (Invitrogen) gemill den Angaben des Herstellers.

2.2.8.5 Quantifizierung und Qualititskontrolle

Die Bestimmung der Konzentration und der Qualitit von Nukleinsdurelosungen
erfolgten spektrophotometrisch mit Hilfe des Nanodrop 1000 (peqLab) und durch
Gelelektrophorese bzw. Northern-Transfer (s. Kap. 2.2.9.1 und Kap. 2.2.9.6).

2.2.9 Elektrophorese und Transfer von Nukleinsiduren
2.2.9.1 DNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese diente der Lingenanalyse, Mengenabschitzung, Qualitats-
kontrolle und Reinigung von DNA sowie der Vorbereitung zum Southern-Transfer
(s. Kap. 2.2.9.2). Die DNA wurde mit 0,25 Vol. 5x DNA-Ladepuffer gemischt und auf
0,8 - 2%igen Agarosegelen (w/v, in 1x TAE, inkl. 0,2 pg/ml EtBr) parallel zu 0,5 ug
eines Grofen- und Mengenstandards (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 100 bp Plus
DNA Ladder, Fermentas) in 1x TAE aufgetrennt (Sambrook und Russell, 2001). Es
wurden horizontale Elektrophoresesysteme der Firma peqLab verwendet (PerfectBlue-
Gelsystem Mini bzw. -Midi). Die angelegte Spannung betrug 5 - 10 V/cm. DNA-
Banden wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert (Gel Doc™ XR,
Bio-Rad).

5x DNA-Ladepuffer: 50 Vol.-% Glycerol, 10 Vol.-% 50x TAE, 0,1 % (w/v) Brom-
phenolblau, 0,1 % (w/v) Xylencyanol

Laufpuffer 1x TAE: 2 Vol.-% 50x TAE
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2.2.9.2 DNA-Transfer (Southern-Transfer)

Gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde mit Modifikationen nach der Methode
von Southern (1975) auf eine Nylonmembran transferiert. Um Doppelstrangbriiche in
langere Fragmente einzufiihren (Erhdhung der Transfereftizienz), wurde die DNA im
Gel mit UV-Licht bestrahlt (250 mJ, GS-GeneLinker-UV-Kammer, Bio-Rad). Nach
zwel 15-miniitigen Inkubationen in Denaturierungspuffer und einer zehnminiitigen
Inkubation in Neutralisationspuffer wurde die aufgetrennte DNA in 5x SSC auf eine
Nylonmembran (Hybond™-N+, Amersham Biosciences) iiberfiihrt (Southern, 1975).
Eine Immobilisierung der DNA auf der Membran erfolgte durch UV-Bestrahlung
(150 mJ, GS-GeneLinker-UV-Kammer, Bio-Rad). Anschliefend wurde die Membran
direkt fiir die Hybridisierung mit DNA-Sonden genutzt oder trocken bei RT gelagert.

Denaturierungspuffer: 1,5 M Na(Cl, 0,5 M NaOH
DNA-Transferpuffer: 5x SSC: 25 Vol.-% 20x SSC

Neutralisationspuffer: 1,5 M NaCl, 1 M Tris-HCI (pH 7,5)

2.2.9.3 Herstellung von Macroarrays

Fiir die Analyse coimmunopréazipitierter RNA (s. Kap. 2.2.17.2) wurden Macroarrays
hergestellt. PCR-Sonden wurden mit der BIO-DOT-Apparatur (Bio-Rad) und einer
Vakuumpumpe (Cole-Parmer) als Duplikate auf eine Nylonmembran {ibertragen
(Hybond™-N+, Amersham Biosciences, je 1 ng Sonde, denaturiert durch zehnminiitige
Inkubation in 0,5 M NaOH bei 95 °C). Nach zweimaligem Spiilen der Anlage mit
100 ul 0,5 M NaOH erfolgte die Immobilisierung der DNA auf der Membran durch
UV-Bestrahlung (250 mJ, GS-GeneLinker-UV-Kammer, Bio-Rad). Die Membran wurde
zweimal fiir fiinf min in 2x SSC gespiilt und direkt fiir die Hybridisierung mit radio-

aktiv markierter cDNA genutzt oder trocken bei RT gelagert.

2.2.9.4 Herstellung von Microarrays

Die verwendeten Tabak-Chloroplastengenom-7iling-Arrays sind von Prof. Dr. Sugiura
zur Verfiigung gestellt worden (Nakamura et al., 2003). Tabak-trnK-Oligonukleotid-
Tiling-Arrays wurden mit Hilfe des OmniGrid® Accent (Zinsser) auf GAPS II Coated
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Slides (Corning) gedruckt (Schmitz-Linneweber et al., 2005a; Zoschke et al., 2010).
Mais-Chloroplastengenom-7iling-Arrays wurden wie von Schmitz-Linneweber et al.
(2005a) beschrieben hergestellt.

Unmittelbar vor der Verwendung (s. Kap. 2.2.17.1) wurden die Microarrays mit UV-
Licht bestrahlt (s. Kap. 2.2.9.3, Immobilisierung der Sonden), fiir 2 h bei 42 °C in BSA-
Losung inkubiert, kurz in 4. bidest und Isopropanol gewaschen und bei 1500 rpm

(Multifuge 1S-R, Thermo Fisher) fiir 3 min bei RT trockenzentrifugiert.

BSA-Losung; 25 Vol.-% 20x SSC, 1 % (w/v) BSA, 0,1 % (w/v) SDS

2.2.9.5 RNA-Gelelektrophorese

Die RNA-Gelelektrophorese diente der Vorbereitung zum Northern-Transfer. Die RNA
wurde mit 4 Vol. RNA-Probenpuffer gemischt und fiir 15 min bei 75 °C denaturiert.
Nach Zugabe von 0,1 Vol. 10x RNA-Ladepuffer wurde die RNA auf 1 - 2%igen RNA-
Agarosegelen (w/v) parallel zu 1 pl (0,5 pg) eines Groflenstandards (RiboRuler™ RNA
Ladder, High Range bzw. Low Range, Fermentas) in 1x MEN (pH 7,0) aufgetrennt. Es
wurden horizontale Elektrophoresesysteme der Firma bsb11 biotech verwendet (Midi-

large blu). Die angelegte Spannung betrug 5 - 10 V/cm.

10x RNA-Ladepuffer: 50 Vol.-% Glycerol, 10 Vol.-% 10x MEN (pH 8§,0), 10 mM
EDTA (pH 8,0), 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 0,25 % (w/v)
Xylencyanol; steril filtriert

Formaldehydlosung: 36,5 - 38 % (w/v) Formaldehyd, 10 - 15 % (w/v) MeOH
(Fertiggemisch fiir die Molekularbiologie, Sigma)

Laufpuffer 1x MEN: 10 Vol.-% 10x MEN (pH 7,0), 10 Vol.-% Formaldehydlosung

RNA-Agarosegel: 1 - 2 g Certified™ Molecular Biology Agarose (Bio-Rad) in
113 ml H,O aufkochen, auf 65 °C abkiihlen und 15 ml
10x MEN (pH 8,0) und 26 ml Formaldehydlésung zusetzen

RNA-Probenpuffer: 62,5 Vol.-% deionisiertes Formamid, 25 Vol.-% Formalde-
hydlésung, 12,5 Vol.-% 10x MEN (pH 8,0)
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2.2.9.6 RNA-Transfer (Northern-Transfer)

Nach 15-miniitiger Inkubation des Agarosegels in 5x SSC wurde die RNA, wie in
Kap. 2.2.9.2 beschrieben, auf eine Nylonmembran (Hybond™-N, Amersham Bioscien-
ces) transferiert. Die Immobilisierung der RNA und die Lagerung der Membran erfolg-
ten wie beschrieben (s. Kap. 2.2.9.2). Zur Mengenstandardisierung und Qualitdtskon-
trolle wurden abundante (ribosomale) RNA-Banden durch Fiarbung mit Methylenblau
sichtbar gemacht (30 s Inkubation in Methylenblauldsung, Entfiarben durch Waschen in

A. bidest) und durch Einscannen dokumentiert.

Methylenblaulésung: 0,3 M NaAc (pH 5,2), 0,03 % (w/v) Methylenblau

2.2.10 Markierung von DNA-Sonden

Die Volllingenmarkierung von DNA-Sonden (PCR-Produkte) unter Einbau von
[a’*-P]-dCTP (PerkinElmer) erfolgte mit dem HexaLabel™ DNA Labeling Kit bzw.
dem Decalabel™ DNA Labeling Kit (Fermentas) den Herstellerangaben folgend.

Die 5’-Endmarkierung von DNA-Oligonukleotidsonden erfolgte mit der T4-Poly-
nukleotidkinase (Fermentas) und [y’>-P]-ATP (PerkinElmer) gemi$ dem Hersteller-
protokoll (forward reaction).

Freie Radioaktivitit wurde nach Herstellerangaben mit illustra MicroSpin G25- bzw.
G-50 Saulchen (GE Healthcare) von Oligonukleotid- bzw. PCR-Sonden getrennt.
Digoxigenin-markierte DNA-Sonden wurden nach einem Protokoll von Prof. Dr. Alice
Barkan erzeugt (http://chloroplast.uoregon.edu/index.htm.old).

Die Sonden wurden vor der Verwendung (s. Kap. 2.2.11) denaturiert (10 min, 95°C).

2.2.11 Hybridisierung und Detektion von DNA-Sonden

Die Hybridisierung von DNA-Sonden (PCR-Produkte, s. Kap. 2.2.10) mit DNA und
Gesamt-RNA erfolgte bei 60 °C UN, die mit coprizipitierter RNA erfolgte bei 53 °C fiir
6 h in Church-Puffer (s. Kap. 2.2.9.2 und Kap. 2.2.9.6). Die Hybridisierung von DNA-
Sonden (PCR-Produkte bzw. Oligonukleotide, s. Kap. 2.2.9.3 bzw. Kap. 2.2.10) mit
cDNA bzw. RNA erfolgte bei 48 °C bzw. 50 °C UN in Church-Puffer (s. Kap. 2.2.17.2
bzw. Kap. 2.2.17.3).

Die Membranen wurden in vorgewarmten Puffern (s. Hybridisierungstemperatur) je
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10 min wie folgt gewaschen: zweimal in 1x SSC, 0,5 % SDS; einmal in 0,5x SSC,
0,1 % SDS; optional: einmal in 0,2x SSC, 0,1 % SDS (% in w/v). Detektion der Sonden
und Signal-Quantifizierung erfolgten mit einem Phosphorimagersystem (PMI FX,

Eraser Screen-K, Quantity-One-Software, Bio-Rad).

Church-Puffer: 0,5 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,0 mit H3PO,), 7 % (w/v)
SDS, 1 mM EDTA (pH 8,0)

Zur Identifikation von Mu-Insertionslinien wurden digoxigeninmarkierte DNA-Sonden,
wie unter http://chloroplast.uoregon.edu/index.htm.old beschrieben, hybridisiert und

detektiert. RIP-Chip-Hybridisierungen sind gesondert beschrieben (s. Kap. 2.2.17.1).

2.2.12 Isolation von Proteinen

Die Isolation von Proteinen aus Pflanzengeweben erfolgte mit Modifikationen nach dem
Protokoll von Barkan (1998). Das Homogenat aus Pflanzengewebe wurde mit frischem
Proteinisolationspuffer gemischt (300 mg/1 ml). Z.T. wurden 16sliche- und unlésliche
Zellbestandteile durch zehnminiitige Zentrifugation separiert (13000 rpm, Tischzentri-

fuge). Die unldsliche Fraktion wurde in Proteinisolationspuffer emulgiert.

Proteinisolationspuffer: 100 mM Tris-HCI (pH 7,2), 40 mM 2-MeEtOH, 10 % (w/v)
Saccharose, 5 mM EDTA (pH 8,0), 5 mM EGTA (pH 8,0),
2 ug/ml Aprotinin, 2 mM PMSF

2.2.13 Quantifizierung von Proteinlosungen

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen erfolgte mit dem Bio-Rad Protein
Assay den Herstellerangaben folgend (gegen BSA-Eichgerade). Die photometrischen
Messungen wurden mit dem Lamda 35 UV/Vis Spektrometer (PerkinElmer) ausgefiihrt.

2.2.14 Elektrophorese und Transfer von Proteinen
2.2.14.1 Denaturierende Protein-Gelelektrophorese

Die denaturierende Gelelektrophorese von Proteinen wurde im Puffersystem von
Laemmli nach Standardmethoden ausgefiihrt (Laemmli, 1970; Sambrook und Russell,

2001). Sie diente der Qualitdtskontrolle und Quantifizierung von Proteinlosungen sowie
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der Vorbereitung zum Western-Transfer. Proteinldsungen wurden mit 0,5 Vol. Protein-
ladepufter gemischt, fiir 10 min bei 65 °C denaturiert und auf Standard-SDS-Polyacryl-
amidgelen (5 % Sammel-, 13 % Trenngel) parallel zu 5 pl eines Grofen- bzw. Mengen-
standards (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Unstained Protein Molecular Weight
Marker, Fermentas) in 1x SDS-Laufpuffer aufgetrennt. Es wurden vertikale Elektropho-
resesysteme verwendet (Mini-Protean”, Bio-Rad, Spannung: 70 - 80 V).

Proteine wurden durch Coomassiefdarbung sichtbar gemacht (Waschen in 4. bidest, 1 h
Inkubation in Coomassielosung, 2 h Entfirben in Entfdrbelosung) und durch Ein-
scannen dokumentiert, sofern nicht dem Protein-Transfer zugefiihrt (s. Kap. 2.2.14.2).
Die Silberfarbung von Proteinen vor der massenspektrometrischen Analyse erfolgte mit

dem SilverQuest™ Kit (Invitrogen) gemill den Angaben des Herstellers.

1x SDS-Laufpuffer: 10 Vol.-% 10x SDS-Laufpuffer (s. Kap. 2.1.5)

3x Proteinladepuffer: 30 Vol.-% Glycerol, 15 Vol.-% 2-MeEtOH, 7 % (w/v) SDS,
200 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,25 % (w/v) Bromphenolblau

Coomassielosung: 25 Vol.-% Isopropanol, 10 Vol.-% Essigsdure, 0,05 % (w/v)
Coomassie” Brilliant Blue-R250 (Merck)

Entfarbelosung: 10 Vol.-% Essigsdure, 10 Vol.-% Isopropanol

Sammelgel: 5 Vol.-% Acrylamid, 130 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,1 % (w/v)

SDS, 0,1 % (w/v) APS, 0,1 Vol.-% TEMED

Trenngel: 13 Vol.-% Acrylamid, 375 mM Tris-HCI (pH 8,8), 0,1 %
(w/v) SDS, 0,1 % (w/v) APS, 0,05 Vol.-% TEMED

2.2.14.2 Protein-Transfer (Western-Transfer)

Gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine wurden im Tank-Blo#-System (Mini Trans-
Blot Cell, Bio-Rad) in 1x Transferpuffer elektrophoretisch auf eine Nitrozellulose-
membran (Hybond™-C Extra, Amersham Biosciences) iiberfiihrt. Der Transfer erfolgte
UN bei 4 °C mit einer angelegten Spannung von 40 V. Zur Mengenstandardisierung und
Qualitétskontrolle wurden abundante Proteine durch Ponceaufirbung sichtbar gemacht

(5 min Inkubation in Ponceauldsung, mehrmaliges Waschen mit 4. bidest) und durch

36



Material und Methoden

Einscannen dokumentiert. AnschlieBend wurde die Membran direkt fiir die Immuno-

detektion genutzt oder trocken bei RT gelagert.

1x Transferpuffer: 20 Vol.-% 5x Transferpuffer (s. Kap. 2.1.5), 20 Vol.-% MeOH

Ponceaulosung: 30 % (w/v) Trichloressigsdure, 30 % (w/v) 5-Sulfosalicyl-
sdure, 2 % (w/v) Ponceau S (Merck)

2.2.15 Immunodetektion

Die Visualisierung ausgewéhlter Proteine auf Nitrozellulosemembranen erfolgte durch
Immunodetektion. Nach dem Blockieren freier Bindungsstellen auf der Membran
(30-miniitige Inkubation in Blockierungslosung) erfolgte eine einstiindige Inkubation in
Antikorperlosung mit primirem Antikdrper (s. Tab. 2, S. 120). Nach kurzem Waschen in
A. bidest und vier finfmintitigen Waschschritten in 1x TBST wurde die Membran fiir
1 h mit Antikérperlosung mit sekundarem Antikorper inkubiert (s. Tab. 2, nicht bei HA-
AK-HRP als primdrem Antikorper). Es folgten vier 15-miniitige Waschschritte in
Ix TBST und die Detektion des an den sekundiren Antikorper gekoppelten Enzyms
HRP (Meerrettichperoxidase) durch Chemilumineszenz (SuperSignal® West Pico Che-
miluminescent Substrate Kit, Thermo Fisher, gemill Herstellerprotokoll). Alle Schritte
wurden bei RT ausgefiihrt. Die Signale wurden mit Rontgenfilmen (Hyperfilm™ MP,
Amersham Biosciences) und/oder dem Lumi-Imager F1 (Roche) dokumentiert.

Die Immunodetektion von P67 auf Fraktionen aus Immunoprézipitationen erfolgte mit

dem ONE-HOUR IP-Western Kit (Rabbit, GenScript) den Herstellerangaben folgend.

1x TBST: 10 Vol.-% 10x TBST

Antikdrperlosung: 2 % (w/v) Trockenmilch, 15 mM EDTA, Antikérper (in
verschiedenen Verdiinnungen, s. Tab. 2) in 1x TBST

Blockierungslosung: 4 % (w/v) Trockenmilch, 15 mM EDTA in 1x TBST

2.2.16 Immunoprézipitationen

Je Immunoprézipitation wurden 100 - 200 pl Stroma (0,5 - 1 mg Protein) mit 1 pl
RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas) behandelt (nicht vor DIP-Chip-Analysen, s.
unten). Fiir RIP-Chip- bzw. DIP-Chip-Analysen (RNA- bzw. DNA-Immunoprézipitatio-
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nen und Chip-Hybridisierungen) von P67 erfolgte eine DNase- bzw. RNase-Behandlung
des Stromas wie von Prikryl et al. (2008) beschrieben. Protein-A-Sepharose (Rec.
Protein A - Sepharose”™ 4B, Invitrogen) wurde in Co-IP-Puffer gewaschen (drei Wasch-
schritte, Separation der Sepharose in Tischzentrifuge, 2000 rpm, 4 °C, 30 s) und aufge-
nommen (Ausgangsvolumen). Alle folgenden Inkubationen wurden bei 4 °C drehend
auf einem Rotator ausgefiihrt (Intelli-Mixer, Programm C3, 50 rpm, neolLab). Das
Stroma wurde fiir 10 min mit 100 pl Protein-A-Sepharose inkubiert. Nach Trennung
von Stroma und Sepharose durch Zentrifugation (13000 rpm, 4 °C, 5 min, Tischzentri-
fuge) wurden 5 pl des HA-AK bzw. des P67-AK zum Stroma gegeben. Es folgten eine
einstiindige Inkubation, die Zugabe von 100 pl Protein-A-Sepharose und eine weitere
einstiindige Inkubation. Die Uberstandsfraktion wurde durch Zentrifugation (2000 rpm,
4 °C, 30 s, Tischzentrifuge) von der Sepharose (Pellet) getrennt. Das Pellet wurde durch
dreimaliges Waschen in Co-IP-Puffer gereinigt (s.0.). Teile beider Fraktionen wurden
direkt fir die Proteingelelektrophorese verwendet (s. Kap. 2.2.14.1). Aus Pellet- bzw.
Uberstandsfraktion wurde durch phenolische Extraktion und Ethanolfillung RNA oder
DNA isoliert (Sambrook und Russell, 2001), in 20- bzw. 30 ul 4. bidest aufgenommen
und weiterverwendet (s. Kap. 2.2.17) bzw. bei -80 °C gelagert. Vor DIP-Chip-Analysen
erfolgte die alkalische Hydrolyse der RNA (Prikryl et al., 2008).

Co-IP-Puffer: 0,15 M NaCl, 20 mM Tris-HC1 (pH 7.5), 2 mM MgCl,,
0,5 Vol.-% Nonidet P-40, 5 pg/ml Aprotinin, 0,1 Vol.-%
RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas)

2.2.17 Analyse von RNA und DNA aus Immunoprizipitationen
2.2.17.1 RIP-Chip, DIP-Chip

Die Immunoprizipitation ist in Kap. 2.2.16 beschrieben. RIP-Chips (Schmitz-
Linneweber et al., 2005a) bzw. DIP-Chips (RNA- bzw. DNA-Immunoprézipitationen
und Chip-Hybridisierungen) mit P67-AK wurden wie von Prikryl et al. (2008)
beschrieben, RIP-Chips mit HA-AK wie bei Zoschke et al. (2010) gezeigt, ausgefiihrt.
Die Markierung der coprézipitierten Nukleinsduren erfolgte mit dem ASAP Micromax
Labeling Kit entsprechend den Herstellerangaben (Pelletfraktion mit Cy5, Uberstands-
fraktion mit Cy3, PerkinElmer). Die Hybridisierung erfolgte im Hybridisierungs-
pufter III des Markierungskits bei 58 °C, 50 °C bzw. 40 °C (Mais-, Tabak-Chloro-
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plastengenom- bzw. Tabak-trnK-Oligonukleotid-7iling-Arrays). Das Waschen der
Microarrays erfolgte wie bei Zoschke et al. (2010) beschrieben, wobei die Tabak- und
Mais-Chloroplastengenom-7iling-Arrays gleich behandelt wurden. Die Microarray-
Signale wurden mit dem Scanarray-Gx-Gerdt (PerkinElmer) eingelesen und wie bei

Zoschke et al. (2010) beschrieben ausgewertet.

2.2.17.2 Reverse Transkription in radioaktiv markierte cDNA

Fraktionen coimmunoprézipitierter RNA (12 pl) wurden mit Hilfe des QuantiTect Rev.
Transcription Kits (Qiagen) in radioaktiv markierte cDNA umgeschrieben. Die reverse
Transkription wurde in doppelten Mastermixen (40 pl) mit je 5,33 pl [a**P]-dCTP,
[a’*P]-dGTP, [a’*P]-dATP (PerkinElmer, je 6000 Ci/mmol), 1 pl dTTP (10 mM), 5 pl
8x RT-Puffer (ohne dNTPs, Qiagen), 2 ul Primer-Mix, 2 ul Reverser Transkriptase und
14 pl RNA (DNase-behandelt laut Herstellerprotokoll) ausgefiihrt. Ansonsten folgte die
reverse Transkription den Angaben des Herstellerprotokolls.

Freie Radioaktivitit wurde nach Herstellerangaben mit illustra MicroSpin G-50
Columns (GE Healthcare) abgetrennt. Die c¢cDNA wurde vor der Verwendung
(s. Kap. 2.2.11) denaturiert (5 min, 96 °C). Die Hybridisierung der markierten cDNA

auf Macroarrays ist an anderer Stelle beschrieben (s. Kap. 2.2.11).

2.2.17.3 Transfer auf Nylonmembranen (S/ot-Blot)

Der Transfer von RNA-Fraktionen aus Immunoprézipitationen erfolgte mit Modi-
fikationen nach dem Protokoll von Schmitz-Linneweber et al. (2005a). Je ein Drittel der
prézipitierten und ein Zehntel der freien RNA wurden nach Zugabe von 0,33 Vol. Slot-
Blot-Puffer denaturiert (10 min 70 °C), mit 1 Vol. 20x SSC gemischt und mit der PR-
648-Slot-Blot-Manifold-Apparatur (Amersham Biosciences) und einer Vakuumpumpe
(Cole-Parmer) auf eine Nylonmembran iibertragen (Hybond™-N, Amersham Bio-
sciences). Die Anlage wurde mit 1 ml 10x SSC gespiilt. Immobilisierung der RNA und
Lagerung der Membran erfolgten wie beschrieben (s. Kap. 2.2.9.2). Die Hybridisierung
der Membranen mit DNA-Sonden ist in Kap. 2.2.11 beschrieben.

Slot-Blot-Pufter: 66 Vol.-% deionisiertes Formamid, 21 Vol.-% Formaldehyd-
16sung (s. Kap. 2.2.9.5), 13 Vol.-% 10x MEN (pH 7,0)
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2.2.18 Massenspektrometrie

Immunopréazipitierte Proteine (HA-AK) aus Kontroll- und HA-7ag-Pflanzenmaterial
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Silberfiarbung sichtbar gemacht
(s. Kap. 2.2.14.1). Spezifische Proteinbanden der HA-7ag-Fraktion und der entspre-
chende Groflenbereich der Kontrollfraktion wurden ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut
(Shevchenko et al., 1996) und durch Frau Dr. Waltraud Schulze wie beschrieben mittels

Massenspektrometrie und Homologieabgleich untersucht (Pertl et al., 2009).

2.2.19 Bakterienanzucht

E. coli wurde in LB-Medium (mit oder ohne Agar, s. Kap. 2.1.4.2) unter Standard-
bedingungen kultiviert (Sambrook und Russell, 2001). Die Bedingungen fiir die
Expression rekombinanter Polypeptide in E. coli sind in Kap. 2.2.21 beschrieben.

2.2.20 Transformation chemisch kompetenter E.-coli-Zellen

2 - 5 pl einer Standardligationsreaktion wurden zu 50 pl chemisch kompetenter E.-coli-
Top10-Zellen gegeben (Invitrogen), fiir 15 min auf Eis inkubiert und fiir 90 s auf 42 °C
erhitzt (Hitzeschock). Es folgte eine einstiindige Inkubation in 1 ml SOC-Medium
(37 °C, schiittelnd bei 220 rpm) und die Selektion positiver Klone auf LB-Medium mit
Agar (inkl. Antibiotika entsprechend den plasmidkodierten Resistenzen).

2.2.21 Heterologe Expression rekombinanter Polypeptide in E. coli

Fiir die Herstellung eines P67-Antikorpers wurde ein Epitop des P67-Proteins aus Mais
heterolog in E. coli exprimiert (AS 441 - 691, s. Abb. 21, S. 71). Dazu wurde die DNA-
Sequenz des Epitops PCR-basiert mit Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukle-
asen versehen (Ndel bzw. BamHI, Primer NdePPR52for und BamPPRS52rev, s. Tab. 4,
S. 121), unter Beibehaltung des Leserahmens in den Vektor pET-15b (Novagen) ligiert
(T4-DNA-Ligase, Fermentas, Herstellerprotokoll), kloniert (s. Kap. 2.2.20) und amplifi-
ziert (s. Kap. 2.2.8.2.). Die Sequenz wurde gepriift. Die Expression des Epitops erfolgte
in E.-coli-BL21(DE3)-Zellen (Novagen, geméll Vektorherstellerprotokoll). Ca. 2,5 mg
des Epitops wurden aus einem Coomassie-gefarbten Polyacrylamidgel ausgeschnitten
(s. Kap. 2.2.14.1), UN in A. bidest gewaschen und der Firma Eurogentec zur Antikor-
perproduktion zur Verfiigung gestellt.
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2.2.22 Reinigung des P67-Antiserums

Die Reinigung des Antikorpers erfolgte geméfl Herstellerprotokoll iiber antigen-
gekoppelte Affigel 10 Sdulchen (Bio-Rad).

2.2.23 Analyse der MatK-Expressionsregulation in E. coli

Die Untersuchungen zur Regulation der MatK-Expression im heterologen System
wurden wie von Singh et al. (2002) und Zoschke et al. (2009) beschrieben ausgefiihrt.
2.2.24 PCR

Zur Amplifikation von DNA (in verschiedenen Anwendungen) wurden die folgenden
Enzyme gemill Herstellerangaben verwendet: Taq DNA Polymerase (Sondenherstel-
lung, Test-PCRs, Qiagen), Ex Taq™ (Mu-Screen, s. Kap. 2.2.7, TAKARA), Phusion™
High-Fidelity DNA Polymerase (Klonierungen, NEB), Extract-N-Amp™ Plant Kit Taq
(Pflanzengenotypisierung, Sigma). Die Zyklenzahlen lagen zwischen 25 und 40 (je nach
Anwendung). Die Primer-Hybridisierungstemperaturen lagen 2 - 5°C unter den berech-

neten Schmelztemperaturen. Die verwendeten Primer sind in Tab. 4 (S. 121) dargestellt.

2.2.25 Reverse Transkription

Verwendet wurde das QuantiTect Rev. Transcription Kit (Qiagen, Herstellerangaben).

2.2.26 Verwendung von Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme (Fermentas) wurden den Herstellerangaben folgend verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der putativen plastidiren Maturase MatK
3.1.1 Markierung von matK mit der HA-Epitopsequenz

Die plastidire Maturase MatK ist schwach exprimiert und dementsprechend schwer
nachzuweisen (Barthet und Hilu, 2007b; du Jardin et al., 1994). Uberdies zeigen die
verfiigbaren polyklonalen MatK-Antikdrper eine geringe Spezifitit, die fiir die beab-
sichtigten Experimente, z.B. die Immunoprézipitation, inaddquat erscheint (Barthet und
Hilu, 2007b; du Jardin et al., 1994). Um diese Probleme zu umgehen, sollte MatK in der
vorliegenden Arbeit durch Plastidentransformation stabil mit einem Epitop markiert
werden. Dies ermoglicht die Anwendung hochaffiner monoklonaler Antikorper fiir die
geplanten umfassenden Analysen der plastiddren Maturase (Western, Immunoprézipita-
tion, Analyse coprézipitierter RNA etc.). Das Himagglutinin-Epitop des Influenzavirus
(HA-Epitop, AS 98 - 106) ist dafiir ein geeigneter Kandidat, da frithere Arbeiten gezeigt
haben, dass die Applikation von HA-spezifischen Antikorpern auf pflanzliche und
speziell plastiddre Proteine ein geringes Mall an unspezifischen Kreuzreaktionen ver-
ursacht (personliche Mitteilung Julia Legen, Ferrando et al., 2000; Varet et al., 2003).
Dementsprechend wurden fiir einen transplastomischen Ansatz die Transformationsvek-
toren pRZN+ bzw. pRZC+ kloniert, die matK am 5’- bzw. 3’-Ende mit der Sequenz des
HA-Epitops markieren (s. Abb. 6). Die daraus abgeleiteten Kontrollvektoren pRZN-
bzw. pRZC- enthalten keine HA-Sequenz und dienen der Priifung des Einflusses des
Resistenzmarkers (aadA-Kassette, s. Abb. 6). Diese vier Vektoren wurden fiir die stabile
Transformation der Plastiden in Tabak eingesetzt (Svab et al., 1990). Dabei wird die
Plasmid-DNA jeweils auf Goldpartikel prazipitiert, die unter Heliumdruck beschleunigt
und auf sterile Tabakblétter geschossen werden. Die Plastiden-penetrierenden Goldpar-
tikel setzen die Plasmid-DNA frei, deren homologe Sequenzen durch Rekombination
die entsprechenden Bereiche des Chloroplastengenoms ersetzen konnen. Unter Selek-
tionsdruck segregieren die so entstandenen Transplastome in den polyploiden Organel-
len und verdrangen die wildtypischen Plastome. Lediglich Chloroplasten, die wihrend
der Zell- und Chloroplastenteilungen Transplastome mit dem Selektionsmarker aadA
tragen, zeigen Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Spectinomycin, einem Inhibitor

der plastiddren Translation, und bringen letztlich griine Sprdsslinge hervor.
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Abb. 6: Genkarte der matK-Region von Tabak (Nicotiana tabacum) und Beschreibung der
Plastiden-Transformationsvektoren pRZN+, pRZN- bzw. pRZC+, pRZC- (s. Kap. 2.2.4 und
Zoschke et al., 2010) und abgeleiteter (—) transplastomischer Linien (N+, N- bzw. C+, C-; oben
bzw. unten). Schwarze Rechtecke zeigen Exons (Transkriptionsrichtung nach rechts). Nichtko-
dierende Bereiche sind als dicke, Introns als diinne Linien gezeigt. Insertionen sind als farbige
Rechtecke dargestellt. Ein GroBenmalBstab ist eingezeichnet. Zahlen entsprechen den Positionen
auf dem Tabakplastom (NCBI-Akzession: NC 001879). aad4 = Selektionsmarker (=> = Trans-
kriptionsrichtung), HA = 3x Hamagglutinin-Epitopsequenz, Grenze = Rekombinationsgrenzen
des Plastomfragments im Transformationsvektor (Basis = pBluescript II SK (+)), M = fiir
Southern-Analyse relevante Munl-Schnittstellen (pRZN+ und pRZN- fehlen M 4629 und
M 4870 aus Klonierungsgriinden). Positionen der Southern-Sonden sind gezeigt (s. Kap. 3.1.2).
Sonden-Primer s. Tab. 4, S. 121.

3.1.2 Segregationsstatus der transplastomischen Pflanzen

Da in den polyploiden Organellen initial immer nur wenige Plastome transformiert
werden, die sich durch Aufspaltung unter selektiven Bedingungen ausbreiten, muss der
Segregationsstatus der Transformanten gepriift werden. Dabei wird zwischen homo- und
heteroplastomischen Pflanzen unterschieden. Erstgenannte enthalten nur eine Spezies
von Plastomen (z.B. nur Transplastome), wohingegen letztgenannte verschiedene Arten
von Plastomen tragen (wildtypische und Transplastome).

Nach zwei bis vier Regenerationsrunden auf RMOP-Medium wurden griine Sprosslinge
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aus den Transformationen mit pRZN+/pRZN- bzw. pPRZC+/pRZC- durch PCR zunéchst
auf die Insertion der aadA-Kassette gepriift (Primer-Paare 5’matK-test-rps16, aadA-LB-
rev bzw. NtpsbArev2, aadA-RB-for, Daten nicht gezeigt). Eine erste Analyse des Segre-
gationsstatus erfolgte mit Hilfe einer 7ag-liberspannenden PCR (Primer-Paare 5 matk-
HA-Test-fw, 5’matk-HA-Test-rev bzw. 3’matkSeq-fw, 3’matkSeq-rev, Daten nicht ge-
zeigt). Die Sprosslinge wurden, nach Bewurzelung, auf Erde umgesetzt und es erfolgte
die Priifung des Segregationsstatus der HA-Epitopsequenz und/oder der aadA-Kassette
durch Southern-Analyse (s. Abb. 7).

N+/N- C+/C-

1 2 3 4 5WT 1 2345678 91011WT
4,9 kb W s s - 00dA ohne HA p - e 4,9 kb
3,5 kb WT 3,5 kb
2,4 kb — aadA und HA | -- ~2,4 kb

+ + + 1 N

N+ = aadA und HA =4629-3660 + 1413 (aadA) = 2383 bp ]
N- =aadA ohne HA=4629 - 1110 + 1413 (aadA) = 4933 bp | Erwartete GréRen
C+ =aadAund HA =2131-1110+ 1413 (aadA) = 2435 bp | der Munl-Restrik-
C- =aadA ohne HA= 4629 - 1110 + 1413 (aadA) = 4933 bp | tionsfragmente

WT =4629 - 1110 =3520 bp |

Abb. 7: Southern-Hybridisierung zum Test der Homoplastomie transplastomischer Tabaklinien.
Gesamt-DNA wurde mit Munl verdaut, gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Nylonmembranen
transferiert und mit konstruktspezifischen Sonden hybridisiert. Oben links: Detektion der Wild-
typ- und Transplastome mit der 5’-Sonde in den Linien N+ und N-. Oben rechts: Detektion mit
der 3’-Sonde in den Linien C+ und C-, sonst wie links (Sondenpositionen und Restriktions-
stellen s. Abb. 6). Unten: Die gezeigten Restriktionsfragmente korrelieren mit den berechneten
GroBlen (M 4629 ist nicht durch Rekombination mit pRZN+ und pRZN- entfernt worden).
Basierend auf GroBe und Anzahl der Signale wurde der Segregationsstatus bestimmt. Homo-
plastomische Pflanzen sind mit roten (aad4 und HA) bzw. schwarzen (aadA ohne HA) Pfeilen
markiert, heteroplastomische Pflanzen sind unmarkiert (nur z.T. gezeigt). Irrelevante Spuren
wurden entfernt (senkrechte Linien). WT = Wildtypkontrolle. Abkiirzungen s. Abb. 6.

Die Southern-Hybridisierungen zeigen, dass Pflanzen aus Transformationen mit pRZN+
und pRZN- die in den Vektoren ausgeschaltete Munl-Schnittstelle an Position 4629

restituierten, wahrscheinlich durch Rekombination mit dem Wildtypplastom zwischen
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der Schnittstelle und der aadA4-Kassette (s. Abb. 6 und Abb. 7). Dieser Bereich ist aus-
reichend grof} fiir die Rekombination (z.B. Kavanagh et al., 1999). Desweiteren traten
nach der Transformation mit pRZC+ Transformanten mit Plastomen ohne HA-Epitop-
sequenz, aber mit aadA-Kassette auf (s. Abb. 7 rechts, Spuren 6, 9, 10, 11, oberes Sig-
nal), was sich durch Rekombinationsereignisse zwischen den Insertionen erklért.

Der Segregationsstatus der aadA-Kassette wurde in der Fi-Generation der homoplasto-
mischen Pflanzen durch Keimungstests auf selektivem Medium bestitigt (s. Abb. 8).
Lediglich die Samen homoplastomischer transgener Pflanzen bringen ausschlieBlich
griine Keimlinge auf spectinomycinhaltigem Medium hervor. Die Nachkommen hetero-
plastomischer Pflanzen segregieren griine, weille und griin-weifl gescheckte Keimlinge,
wihrend die Nachkommen wildtypischer Pflanzen ausschlieBlich weile Keimlinge
hervorbringen. Unter je ~ 1000 selektiv kultivierten Keimlingen der F;-Generationen
der Linien N+, N-, C+, C- wurden keine gebleichten gefunden, was die Homoplastomie
beziiglich der aadA-Kassette belegt. Zusammen wurden aus den Transformationen elf
homoplastomische und zahlreiche heteroplastomische Pflanzen gewonnen. Die homo-
plastomischen Linien sind, abgeleitet von der Benennung des Transformationsvektors,
als N+, N-, C+, C- bezeichnet. Fiir die weiteren Experimente wurden ausschlieBlich

homoplastomische Pflanzen verwendet.

Abb. 8: Keimungstests transplastomischer Samen auf spectinomycinhaltigem Medium zur
Demonstration der Homoplastomie. Unter je ca. 1000 untersuchten Keimlingen wurden keine
gebleichten gefunden (F;-Generation der Linien N+, N-, C+, C-). WT-Kontroll-Samen erzeug-
ten ausschlieBlich weile Keimlinge. Abkiirzungen wie in Abb. 7.

3.1.3 Phiénotypen der homoplastomischen Pflanzen

Die homoplastomischen Pflanzen der vier Transformationen zeigten keine Unterschiede
im Phinotyp im Vergleich zu wildtypischen Pflanzen (s. Abb. 9). Dies legt nahe, dass

Epitopsequenz und Resistenzmarker keinen Einfluss auf die MatK-Funktion haben.
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WT

Abb. 9: Auf Erde gezogene, homoplastomische Pflanzen zeigen keine phénotypischen Unter-
schiede im Vergleich zu WT-Pflanzen (Abkiirzungen wie in Abb. 7).

3.1.4 MatK ist ein Stromaprotein

Plastidire SpleiBfaktoren sind im Allgemeinen im Stroma lokalisiert (Ubersicht in
Kroeger et al., 2009). Dementgegen wurde {iber eine Membranassoziation von MatK
spekuliert (Barthet und Hilu, 2007a). Um zu priifen, inwieweit MatK als potentieller
Spleififaktor membranassoziiert oder als losliches Protein vorliegt, wurden Western-
Analysen mit einem HA-spezifischen Antikorper (Sigma) auf den entsprechenden chlo-

roplastiddren Fraktionen ausgefiihrt (s. Abb. 10).

Stroma Membranen
kDa  N. N+ C- C+ WT N- N+ C- C+ WT
100 —

70 —

551 e G

40 -
RbcLWﬂM“w—‘

Abb. 10: Immunologische Detektion des HA-epitopmarkierten MatK-Proteins in der 16slichen
Fraktion chloroplastiddrer Extrakte. Chloroplasten aus 7 d alten transplastomischen bzw. WT-
Pflanzen wurden lysiert und in Membran- und Stromabestandteile separiert. Der Proteingehalt
der Fraktionen wurde quantifiziert, gleiche Mengen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert und fiir die Western-Analyse mit dem HA-Antikorper
(Sigma) eingesetzt. Die Analyse wurde einmal mit gleichem Ergebnis wiederholt. kDa = Kilo-
dalton, RbcL = groBe Untereinheit der RuBisCO (~ 55 kDa, detektiert durch Ponceaufarbung),
iibrige Abkiirzungen wie in Abb. 7.
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Separation von Chloroplastenisolationen in Stroma- und Membranfraktionen und
anschlieende Western-Analyse mit dem HA-Antikorper zeigten spezifische Signale
ausschlieBlich in der I6slichen Fraktion der transplastomischen Linien mit epitop-
markiertem MatK (N+, C+, s. Abb. 10). Das MatK-spezifische Signal ist mit ca. 55 kDa
kleiner als die mit rund 64 kDa berechnete Grofe des epitopmarkierten Proteins. Aller-
dings ist bekannt, dass RNA-Bindeproteine im Allgemeinen und MatK im Speziellen in
der SDS-PAGE schneller migrieren als es ihre Grofle erwarten ldsst (z.B. Barthet und
Hilu, 2007b; Liere und Link, 1995).

3.1.5 MatK wird speziell in jungen, griinen Organen exprimiert

Aufgrund des Fehlens qualitativ hochwertiger MatK-Antikorper sind keine quantita-
tiven Daten zur entwicklungs- oder organabhidngigen MatK-Expression verfiigbar. Eine
qualitative Western-Analyse in Reis mit geringer zeitlicher Auflosung ldsst eine stirkere
Expression in frithen Entwicklungsstufen lediglich vermuten (Barthet und Hilu, 2007b).
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die entwicklungsabhingige Expression des epi-
topmarkierten MatK-Proteins durch quantitative Western-Blot-Analyse verschiedener
Organe unterschiedlichen Alters untersucht (s. Abb. 11).

Die stirkste MatK-Akkumulation wurde sieben Tage nach Aussaat beobachtet. Ein
zweiter Gipfel der MatK-Expression ist in 18 Tage alten Pflanzen bestimmt worden. In
den, dem Alter nach intermedidren, elf Tage alten Pflanzen sinkt die MatK-Protein-
menge auf weniger als die Hélfte des Maximalwertes ab. In dlteren Pflanzen (> 18 Tage)
verringern sich die gemessenen Mengen des MatK-Proteins besténdig. 38 Tage nach der
Aussaat ist MatK kaum noch detektierbar, in ausgewachsenen Blittern 59 Tage alter
Pflanzen, die keine sichtbaren Anzeichen von Seneszenz zeigen, ist MatK nicht nach-
weisbar. Demgegeniiber ist das epitopmarkierte Protein in den Achselknospen &lterer
Pflanzen gut nachweisbar, wobei die Expressionslevels sogar mit zunehmendem Alter
der Pflanze ansteigen. In Wurzeln und Bliiten von Pflanzen verschiedener Altersstufen
fanden sich keine nachweisbaren Mengen des MatK-Proteins (Daten nicht gezeigt). In
den Stengeln verschieden alter Pflanzen akkumuliert MatK nur sehr schwach (Daten
nicht gezeigt). Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass MatK speziell in jungen,
griimen Geweben exprimiert wird, was eine Funktion bei der Chloroplastenbiogenese

vermuten lasst.
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Abb. 11: Entwicklungsabhéingige MatK-Expression. Gleiche Mengen 16slichen Gesamtproteins
aus Samen sowie Pflanzen, Blittern und Achselknospen (Achselkn.) unterschiedlichen Alters
der transplastomischen Linien mit epitopmarkiertem MatK (N+, C+) wurden durch SDS-PAGE
aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen transferiert und fiir die Western-Analyse mit dem
HA-Antikorper (Sigma) eingesetzt. Chemolumineszenzsignale von drei Western-Analysen
(zwei biologische Replikate) wurden mit dem Lumi-Imager (Roche) detektiert, quantifiziert
(Quantity-One-Software, Bio-Rad), jeweils auf den Maximalwert normiert (7 d alte Pflanzen)
und gegen das Alter der Pflanzen aufgetragen (oben). Standardabweichungen sind als vertikale
Linien dargestellt. Phidnotypen von Pflanzen oder Pflanzenteilen und reprasentative Ausschnitte
der Ponceaufiarbung (RbcL in griinen Geweben) sowie der Chemoluminogramme sind gezeigt

(unten). Irrelevante Spuren wurden entfernt (senkrechte Linien).

3.1.6 Epitopbasierte MatK-Immunoprazipitation

Fiir die Identifikation MatK-assoziierter RNAs musste eine epitopbasierte Immuno-
prézipitation des Proteins etabliert werden. Es wurden Test-Immunoprézipitationen auf
Stromafraktionen sieben Tage alter transplastomischer Pflanzen mit dem HA-spezi-
fischen Antikorper (Sigma) ausgefiihrt. Die anschlieBende Western-Analyse der préizipi-
tierten Pellet- sowie der freien Uberstandsfraktionen mit einem Peroxidase-gekoppelten
HA-Antikorper (Sigma) zeigte, dass sich sowohl N- als auch C-terminal epitopmar-
kiertes MatK mit Hilfe des HA-Antikorpers aus plastiddren Stromaextrakten prézi-
pitieren lédsst (s. Abb. 12). Dies ermoglicht die Identifikation MatK-assoziierter RNAs
durch Analyse von Protein-Nukleinsdure-Coprézipitaten (s. Kap. 3.1.7).
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Abb. 12: Immunologische Analyse von epitopbasierten MatK-Immunoprézipitationen aus trans-

plastomischen Pflanzen. Pellet- und Uberstandsanteile (1 : 1) aus Immunoprizipitationen mit
dem HA-Antikorper (Sigma) auf Stromafraktionen transplastomischer Pflanzen (7 d alt) wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und fiir die Western-
Analyse mit einem Peroxidase-gekoppelten HA-Antikorper (Sigma) verwendet. Ein Ausschnitt
der Ponceaufirbung ist gezeigt (RbcL). Die Analyse wurde mehrmals mit gleichem Ergebnis
wiederholt. P = Pellet, U = Uberstand, andere Abkiirzungen s. Abb. 10.

3.1.7 Spezifische MatK-Assoziation mit siecben Gruppe-I1IA-Introns

Zur ldentifikation MatK-assoziierter RNAs wurden Immunoprizipitationen auf den
Stromafraktionen der transplastomischen Tabaklinien N+, N-; C+, C- ausgefiihrt.
Coprézipitierte und freie RNA wurden differentiell mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert
(Cy5 und Cy3), kompetitiv auf einen Tabak-Chloroplastengenom-7iling-Microarray
hybridisiert, detektiert und quantifiziert (RNA-Immunoprézipitation und Chip-Hybridi-
sierung, RIP-Chip, Nakamura et al., 2003; Schmitz-Linneweber et al., 2005a). Der
Quotient von gebundener zu ungebundener RNA wurde fiir epitopmarkierte (N+, C+)
und Kontrolllinien (N-, C-) berechnet und ins Verhiltnis gesetzt. Diese differentielle An-
reicherung (+HA/-HA) wurde gegen die Genomposition der Sonden des Arrays aufge-
tragen (s. Abb. 13A). Sieben der acht am starksten und signifikantesten angereicherten
RNAs tragen Gruppe-IIA-Introns (p-Werte < 5 x 10, Wertetabelle in Zoschke et al.,
2010). Darunter finden sich vier tRNAs (¢rnK-UUU, trnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC),
zweil Transkripte ribosomaler Proteine (rp/2, rpsi2) sowie das Transkript einer chloro-
plastiddren ATPase-Untereinheit (afpF). Beim achten Transkript handelt es sich um die
23S-rRNA (rrn23), wobei deren differentielle Anreicherung eine geringe Signifikanz
aufweist (p-Werte ~ 0,04). Hinzu kommt, dass 23S-rRNA, #n/-GAU und #trn4A-UGC auf
einem polycistronischen Vorldufertranskript lokalisiert sind, so dass eine gewisse

Anreicherung durch Coprézipitation mit ¢##n/- und -4-Vorldaufern wahrscheinlich ist.
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Differentielle An-
reicherung (+HA/-HA)
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Gruppe-llA-Introns Gruppe-lIB-Introns  Gruppe-I- Keine Introns
PP PP Intron (Kontrollen)

Abb. 13: Identifikation MatK-assoziierter RNAs im Stroma der transplastomischen Pflanzen.
A) MatK-assoziierte RNAs wurden durch epitopbasierte RNA-Coimmunoprizipitation und
Microarray-Analyse identifiziert (RIP-Chip). Die Anreicherungswerte (F635 : F532 = Pellet :
Uberstand) von 13 Experimenten wurden normalisiert (3 x N+, 3 x N-, 4 x C+, 3 x C-). Die hin-
tergrundbereinigten, Median-normalisierten Werte der Punktreplikate von Analysen mit epitop-
markierten Linien (N+/C+) wurden durch die von Analysen mit Kontrolllinien (N-/C-) dividiert
und gegen die Genomposition der Sonden aufgetragen (+HA/-HA). Die Skalierung der Y-Achse
ist logarithmisch. Eine Wertetabelle ist bei Zoschke et al. (2010) gezeigt. B) Validierung der
RIP-Chip-Ergebnisse durch radioaktive Markierung und Macroarray-Hybridisierung. Coim-
munoprazipitierte RNA aus epitopmarkierten (N+/C+) und Kontrolllinien (N-/C-) wurde mit
Zufalls-Primern unter Einbau radioaktiv markierter Desoxynukleotide revers transkribiert und
(als cDNA) auf Macroarrays hybridisiert. Die Signale wurden detektiert, quantifiziert (Phos-
phorimager/Quantity-One-Software, Bio-Rad) und jeweils auf das psbE-Signal normalisiert
(Normalisierungen auf psbA, psbD, rrnl6 und rrn23 ergaben vergleichbare Ergebnisse). Die
Werte eines (N+)-Experiments bzw. zweier (C+)-Replikate wurden zu denen eines (N-)-Expe-
rimentes bzw. zweier (C-)-Replikate ins Verhiltnis gesetzt. Die Y-Achse ist logarithmisch
skaliert. Standardabweichungen = vertikale Balken, In = Intron, pBlue. = pBluescript II SK (+).
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Zur Bestitigung der RIP-Chip-Ergebnisse wurde in einer alternativen Methode
coimmunoprazipitierte RNA aus den transplastomischen Tabaklinien N+, N-, C+, C-
mit Zufalls-Primern und unter Einbau von radioaktiv markierten Desoxynukleotiden
revers in cDNA transkribiert, die auf Macroarrays hybridisiert wurde. Diese Arrays
enthielten Sonden fiir alle plastidiren Introns sowie verschiedene Kontrollsonden, ein-
schlieBlich einer 23S-rRNA-Sonde. Die Signale eines (N+/N-)-Experimentpaares und
zweier (C+/C-)-Experimentepaare wurden quantifiziert, normalisiert und fiir die
Berechnung relativer Anreicherungswerte (+HA/-HA) herangezogen (s. Abb. 13B).
Eine Anreicherung wird lediglich fiir jene sieben Transkripte mit Gruppe-IIA-Introns
deutlich, die bereits in der RIP-Chip-Analyse identifiziert wurden. Weder eines der
anderen Introns, noch eine der RNAs, die wie r7n23 ebenfalls geringe Anreicherungen
im RIP-Chip zeigten, wurden in Immunoprézipitationen mit epitopmarkiertem MatK

coprézipitiert und angereichert.
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Abb. 14: Slot-Blot-Hybridisierung coimmunoprazipitierter RNA mit Intronsonden zur Vali-
dierung der RIP-Chip-Ergebnisse. Links: Ein Drittel der RNA aus Pelletfraktionen (P) und ein
Zehntel der RNA aus Uberstandsfraktionen (U) aus Immunoprizipitationen der Tabaklinien N+,
N-, C+, C- wurden auf Nylonmembranen transferiert und mit Intronsonden hybridisiert. Rechts:
Die Signale wurden detektiert und quantifiziert (Phosphorimager/Quantity-One-Software, Bio-
Rad), Quotienten aus Pellet und Uberstandssignalen wurden berechnet, zwischen epitopmar-
kierten und Kontrolllinien ins Verhéltnis gesetzt und zusammengefasst (Mittelwert aus N+/N-
und C+/C- = differentielle Anreicherung +HA/-HA). Vertikale Linien zeigen Standardab-

weichungen. Die Skalierung der Y-Achse ist logarithmisch.

Das einzige Gruppe-IIA-Intron, das mit keiner Methode als MatK-assoziiert detektiert

wurde, ist das zweite Intron in c¢/pP. Um dieses Resultat weiter abzusichern, wurden in
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Slot-Blot-Analysen coimmunoprizipitierte und freie RNAs auf Membranen fixiert und
mit verschiedenen Intronsonden hybridisiert (s. Abb. 14). Die Signale wurden quanti-
fiziert und die Quotienten aus Pellet- und Uberstandssignalen aus Experimenten mit
epitopmarkierten Linien zu denen aus Experimenten mit Kontrolllinien ins Verhiltnis
gesetzt (+HA/-HA). Wihrend sich fiir die Gruppe-IIA-Introns der #rnd- und atpF-
Transkripte eine deutliche Anreicherung zeigt, sind fiir die Gruppe-IIB-Introns der
trnG-, petB- und rpsi6-Transkripte sowie fiir das Gruppe-IIA-Intron enthaltende c/pP-

Transkript keine Coprézipitationen zu beobachten.

3.1.8 MatK-Assoziation mit verschiedenen #rnK-Introndoménen

Um die MatK-Bindestelle(n) in seinem Heimatintron durch RIP-Chip-Analyse genauer
charakterisieren zu konnen, wurden 7iling-Arrays verwendet, die das trnK-Gen (Tabak)
mit Oligonukleotiden abdecken (Zoschke et al., 2010). Diese teilweise iiberlappenden
Oligonukleotidsonden sind, von drei Ausnahmen abgesehen, 50 nt lang (Zoschke et al.,
2010). In vergleichbaren Experimenten wurden durch Slot-Blot-Analysen mit Oligo-
nukleotidsonden die Bindestellen plastiddrer PPR-Proteine bestimmt (Pfalz et al., 2009;
Schmitz-Linneweber et al., 2006). Die Methode beruht auf der Protektion von RNA-
Bereichen durch das RNA-Bindeprotein vor intrinsischen RNasen, die wéhrend der
Stromaextraktion und der Immunoprézipitation aktiv sind. Das Ausmal} der Degradation
und damit die Moglichkeiten der Auflosung der Bindestelle(n) wurden durch Northern-
Analysen mit einer trnK-Intron-spezifischen Sonde bestitigt (s. Abb. 15C). RNA aus
Uberstandsfraktionen von Immunoprizipitationen zeigt den Hauptteil degradierter trnk-
Vorlduferfragmente im Grofenbereich zwischen ~ 100 nt und ~ 500 nt, wobei keine in-
takten /rnK-Vorlaufertranskripte detektiert wurden, die hingegen in Gesamt-RNA-Isola-
tionen nachweisbar sind (RNase-Inhibition durch phenolische Extraktion). In den Pellet-
fraktionen liegt die Menge der prazipitierten RNA unter der Nachweisgrenze (was beim
Vergleich der Signalfliche der Northern- und RIP-Analyse nicht unerwartet ist). Den-
noch ist ein vergleichbarer Abbau auch fiir die Pelletfraktionen anzunehmen, so dass
eine Auflosung der MatK-Bindestelle(n) moglich ist.

Die Sekundarstruktur des trnK-Introns zeigt die fiir Gruppe-II-Introns charakteristischen
sechs Doménen, die von einem zentralen Rad ausstrahlen (DI - VI, s. Kap. 1.2.1). Die

Position der Oligonukleotidsonden in diesen Doménen ist in Abb. 15A dargestellt (eine
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Abb. 15: Kartierung der MatK-Bindestellen im #7nK-Vorldufertranskript. A) MatK-assoziierte
Fragmente des trnK-Vorldufers wurden durch epitopbasierte RIP-Chip-Analyse identifiziert
(s. Abb. 13, 3 Experimente je transplastomischer Tabaklinie: N+, N-, C+, C-). Eine Wertetabelle
ist bei Zoschke et al. (2010) gezeigt. Die Lage der RIP-Chip-Sonden und einer Northern-Sonde
(s. C) in Introndoménen und Exons ist gezeigt (DI - DVI, Ex1/Ex2). Der GC-Gehalt der Sonden
ist indiziert. B) Anreicherungswerte von Kontrollsonden aus Genen, die nicht als MatK-asso-
ziiert identifiziert wurden (+HA/-HA, basierend auf den in A gezeigten Experimenten, In =
Intron). C) Northern-Analyse MatK-coprizipitierter RNA. Oben: Die Hélfte der RNA aus
Pellet- und ein Drittel der RNA aus Uberstandsfraktionen aus epitopbasierten MatK-Immuno-
prézipitationen mit transplastomischen Tabaklinien (N+, N-, C+, C-) sowie 10 ug Gesamt-RNA
(G) aus einer (N+)-Linie wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (1,5 % Agarose), auf eine
Nylonmembran transferiert und mit einer t7nK-Intron-Sonde hybridisiert (Position s. A, Sonden-
Primer s. Tab. 4, S. 121). Irrelevante Spuren sind entfernt worden (senkrechte Linien). knt =
Kilonukleotide, Pfeil = ungespleifites #rnK-Vorlaufertranskript (~ 2,8 knt). Unten: Methylen-
blau-Fiarbung (zytoplasmatische ribosomale Banden der Gesamt-RNA fehlen in Immunoprizi-

pitationen mit Plastidenmaterial). Die Analyse wurde einmal mit gleichem Ergebnis wiederholt.
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genauere Position in Subdoménen und Elementen der Tertidrstruktur ist bei Zoschke et
al. (2010) gezeigt). Als Kontrollen befinden sich zwolf Oligonukleotide aus den Genen
rrnl6, rbcl, psbA sowie den Gruppe-lIB-Introns der Gene rpll6 und petD auf den
Microarrays. Die entsprechenden Transkripte wurden in den priméren RIP-Chip-Expe-
rimenten nicht als MatK-assoziiert identifiziert (s. Abb. 13). RIP-Chip-Analysen mit
trnK-Oligonukleotid-Tiling-Arrays wurden basierend auf Immunoprézipitationen mit
epitopmarkierten und Kontrolllinien ausgefiihrt (3 Experimente je Genotyp). Die diffe-
rentielle Anreicherung (+HA/-HA, s. Kap. 3.1.7) wurde berechnet und gegen die Posi-
tion der Oligonukleotidsonden aufgetragen (s. Abb. 15A). Alle Kontrollsonden zeigen
nur dulerst geringe Anreicherungswerte, die als Standard fiir eine passive Hintergrund-
anreicherung dienten (rbcL = 2,2; sonstige Werte < 1,8; s. Abb. 15B). Im Vergleich zu
den Kontrollen ergibt sich keine Anreicherung fiir den gesamten matK-ORF, Doméne V,
Teile von Doméne VI und die Exonsequenzen. Alle anderen Intronbereiche sind stark
bis sehr stark angereichert (iiber dem Level der Kontrollen). Die grofiten Werte errei-
chen rrnK 11/12 bzw. trnK 39, die mit Doméne I/II bzw. dem 3’-Ende von Domine IV
paaren. Die Anreicherung ist keine Funktion des GC-Gehaltes der Sonden und damit
unabhéngig von Markierungs- oder Hybridisierungseffizienzen (s. Abb. 15A). Zusam-
menfassend legen diese Ergebnisse eine zeitlich oder rdumlich multiple Assoziation von
MatK mit den frnK-Introndomaénen I, II, III, dem 3’-Ende der Domaéne IV und Teilen

von Domiéne VI wihrend des Spleiflprozesses nahe.

3.1.9 Untersuchungen zur Regulation der MatK-Expression

Fiir eine der am besten untersuchten Maturasen, das LtrA-Protein aus Lactococcus
lactis, wurde ein Autoregulationsmechanismus nachgewiesen, bei dem die Bindung des
Proteins an eine kleine, das Startcodon enthaltende Stammschleife (DIVa) seiner mRNA
die Translation inhibiert und eine addquate Expression sicherstellt (s. Abb. 16 und
Kap. 1.2.8). Auch die MatK-Startcodons in Mais und Tabak befinden sich in vorher-
gesagten Stammschleifen, die eine dhnliche Funktion der Regulation vermuten lassen
(s. Abb. 16). Der Nachweis der Autoregulation von LtrA wurde im heterologen Ex-
pressionssystem in E. coli erbracht (Singh et al., 2002). Dasselbe Expressionssystem ist
in der vorliegenden Arbeit genutzt worden, um eine mogliche Autoregulation fiir das

MatK-Protein aus Mais zu testen (Zoschke et al., 2009).
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Abb. 16: Stammschleifenstrukturen der Introndoméne IV in der Umgebung des Startcodons von
Maturasen. Links: DIVa der LtrA-mRNA aus Lactococcus lactis enthélt die Shine-Dalgarno-
Sequenz (SD) sowie das Startcodon (eingerahmt) der Maturase und ist die Hauptbindestelle des
Proteins (verdndert nach Singh et al., 2002). Die Bindung der Maturase an diese Stammschleife
unterbindet die Translation und autoreguliert die Expression von LtrA. Mitte und Rechts:
Vorhergesagte Stammschleifen in der Umgebung der matK-Startcodons von Mais und Tabak
(Mfold, Mathews et al., 1999; Zuker, 2003). Die Startcodons sind eingerahmt. matK besitzt

keine kanonische Shine-Dalgarno-Sequenz. D = Doméne.

Drei Regionen aus Zea mays, die das matK-Startcodon enthalten, wurden so mit dem
lacZ-Gen eines Reportervektors fusioniert (pACYC184), dass dessen endogenes
Startcodon deletiert ist (s. Abb. 17, Singh et al., 2002; Zoschke et al., 2009). Die lacZ-
Reportergenexpression wird durch einen Arabinose-induzierbaren Promotor realisiert.
Die so klonierten Reportergen-Vektoren pmZ1, -2 und -3 beinhalten matK-lacZ-Fusio-
nen, deren 3’-Ende 259 bp stromabwiérts des Startcodons von matK liegt (+1 = erste
Base des Startcodons). Die 5’-Enden der Insertionen variieren wie folgt: pmZ1 beginnt
direkt mit dem Startcodon, so dass die potentielle Stammschleife aufgelost ist, pmZ2
und pmZ3 beginnen 132 bp und 239 bp vor dem Startcodon. Es ist bekannt, dass das
E.-coli-Translationssystem auch mRNA-Sequenzen ohne 5°-UTR translatiert und Muta-
tionen in regulativen Sequenzen, wie der Shine-Dalgarno-Sequenz, toleriert (Barrick et

al., 1994; Van Etten und Janssen, 1998). Dementsprechend erzeugten alle drei Vektoren
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Abb. 17: Analyse zur Regulation der MatK-Expression im heterologen System. A) Schema-
tischer Kartenausschnitt der 5’matK-lacZ-Reportergen-Vektoren (pmZ1 - 3), die dem Test der
Interaktion von MatK mit seiner mRNA dienen (nicht maf3stabsgetreu). Das /acZ-Startcodon ist
durch drei 5’-matK-Insertionen aus Mais (pmZ1 - 3) unter Beibehaltung des Leserahmens aus-
getauscht. ATG = matK-Startcodon. P = Arabinose-induzierbarer Promotor vor lacZ. B) Quanti-
tative Analyse der B-Galactosidase-Aktivitit von 5’-matK-lacZ-Fusionen in E. coli. Die B-Ga-
lactosidase-Aktivitdt der Arabinose-induzierten 5’matK-lacZ-Reportergen-Vektoren pmZ1 - 3
(s. A), wurde nach Koexpression mit MatK (pmatM2pGEX), GST (leerer MatK-Expressions-
vektor) und CYT-18 (Neurospora crassa, Kontrollplasmid pEX560) in E. coli bestimmt (Singh
et al., 2002; Zoschke et al., 2009). Gezeigt sind die /acZ-Aktivititen mit (+) und ohne (-) Koin-
duktion der Expressionsvektoren durch IPTG (in Millerunits, Miller (1972); Mittelwert aus drei
unabhéngigen Experimenten). Die Standardabweichungen sind durch vertikale Linien indiziert.

nach Transformation in E. coli und Kultivierung auf Arabinose-/X-Gal-haltigem
Medium blaue Kolonien, was die erfolgreiche Expression des 5’-matK-lacZ-Fusions-
reporters anzeigt (nicht gezeigt). Die Koexpression dieser Reportergen-Vektoren mit
dem IPTG-induzierbaren MatK-Expressionsvektor pmatM2pGEX (N-terminale GST-
Fusion) sollte eine Expressionsrepression des 5’-matK-lacZ-Fusionsreportergens her-
vorrufen, sofern die Maturase an die matK-Insertionen der Fusionsreporter-mRNA bin-
det und die Translation inhibiert (Zoschke et al., 2009). Die kotransformierten E.-coli-
Zellen wurden in LB-Medium kultiviert und mit Arabinose und verzégert mit IPTG
induziert (Kontrollen ohne IPTG-Induktion). Als Kontrollen sind GST (leerer MatK-
Expressionsvektor) sowie CYT-18, ein RNA-Bindeprotein aus Neurospora crassa, in
unabhingigen Assays mit den drei matK-lacZ-Fusionsvektoren koexprimiert worden
(Kittle et al., 1991; Zoschke et al., 2009). MatK- und GST-Expression wurden durch
Westernblot-Analyse mit einem GST-Antikorper iiberpriift (Zoschke et al., 2009), die
LacZ-Aktivitdt wurde nach Standardmethoden bestimmt (s. Abb. 17). Im Gegensatz zur

LtrA-Maturase, deren Koexpression in einem analogen Versuchsansatz die Expression
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eines Fusionsreporters reprimierte (Singh et al., 2002), wurde kein Effekt der MatK-
Koexpression auf die Aktivitdt der matK-lacZ-Fusionsreporter beobachtet (s. Abb. 17).
Ebenso zeigte die GST-Koexpression keinen Effekt. Erstaunlicherweise ist ein deut-
lich positiver Effekt der CYT-18-Koexpression auf die Expression der 5’-matK-lacZ-
Fusionsreporter zu beobachten. CYT-18 fungiert als Gruppe-I-Intron-Spleilfaktor in
Neurospora crassa und konnte durch unspezifische RNA-Bindung die Translation for-
dern (z.B. durch Auflésung von Sekundirstrukturen, Zoschke et al., 2009).

Da dieses Negativresultat einer moglichen Autoregulation der MatK-Expression im he-
terologen Expressionssystem E. coli erhalten wurde, kann es keinen endgiiltigen Beweis
darstellen. Eine alternative /n-Planta-Anndherung an einen denkbaren Autoregulations-

mechanismus ist in Kap. 3.1.11 beschrieben.

3.1.10 Expression der MatK-Ziele

Eine vorstellbare Korrelation zwischen der Expression von matK und der seiner Ziele
konnte auf eine regulative Funktion des MatK-abhédngigen Spleiflens hinweisen. Dabei
wire insbesondere ein moglicher Zusammenhang zwischen dem Spleif3status der MatK-
Ziele und dem MatK-Level von Interesse. Um dies zu analysieren, wurden quantitative
Northern-Analysen mit Intron- und Exonsonden fiir die MatK-Ziele #nK-UUU,
trnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC, rpl2, rpsl2 und atpF ausgefiihrt (s. Abb. 18).
Daneben wurde, als Kontrolle, die Expression des Gruppe-IIB-Intron enthaltenden
trnG-UCC-Gens gepriift, dessen RNA nicht mit MatK assoziiert ist (s. Abb. 18). Es
wurden jeweils sukzessive Intron- und Exonsonden auf Filter hybridisiert, die gleiche
Mengen Gesamt-RNA aus den Organen/Altersstufen enthielten, welche fiir die MatK-
Expressionsanalyse verwendet wurden (Linien N+ und C+, s. Abb. 11, Kap. 3.1.5).
Lediglich aus Samen konnten keine ausreichenden RNA-Mengen fiir die Northern-Ana-
lyse gewonnen werden. Die Signale wurden quantifiziert (Quantity-One-Software, Bio-
Rad) und entsprechend ihrer Grof8e und Spezifitit fiir Intron- bzw. Exonsonden grup-
piert (Gruppen: intronhaltige Vorlaufer, Prozessierungs- und Spleilzwischenprodukte,
freie Introns, Intron-Degradationsprodukte oder reife, gespleiite Transkripte). Da die
Dynamik der quantifizierten Einzelsignale einer Gruppe im Altersverlauf und in den
verschiedenen Organen jeweils nur marginale Unterschiede aufwies, wurden diese

durch Addition zusammengefasst. Die zusammengefassten Werte wurden auf den
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kumulativen Maximalwert normiert (wegen erhdhter Varianz wurden die Werte von
Achselknospen fiir die Normierung ausgeschlossen). Die normierten Werte der biolo-
gischen Replikate (N+, C+) wurden durch Mittelwertbildung zusammengefasst und
gegen das Alter der Pflanzen/Organe aufgetragen (s. Abb. 18). Die Intron-Degradations-
bzw. Prozessierungs- und SpleiBzwischenprodukte verhielten sich fiir alle Transkripte in
threm Akkumulationsverhalten im Wesentlichen wie die entsprechenden freien Introns
bzw. Vorlidufer (aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht gezeigt). Die Methylenblau-
Féarbungen zeigen, dass in jungen Organen die ribosomalen RNAs der Plastiden nur sehr
schwach exprimiert sind (3 Tage, Achselknospen 38 und 59 Tage).

Bei der Analyse der trnK-Expression fanden sich Signale fiir intronhaltige Vorldufer, die
mit ~ 2800 nt und ~ 2950 nt wahrscheinlich monocistronischen Transkripten ent-
sprechen (Sugita et al., 1985). GroBere Signale konnten von Kotranskripten mit psbA4
oder rps16 abstammen. Das Signal von ~ 2500 nt ist spezifisch fiir die Intronsonde und
stellt wahrscheinlich das freie Intron dar. Die eindeutige Identifikation des freien Introns
per Northern-Analyse ist schwierig, da Lariat-RNA anomale Migrationseigenschaften
in RNA-Gelen aufweist (z.B. Grabowski et al., 1984; Ruskin et al., 1984). Daneben fin-
den sich Intron-Degradationsprodukte mit GroBlen zwischen ~ 1800 und ~ 700 nt. Die
Intron-Degradationsprodukte, bei denen es sich der Groe nach um Matrizen der matK-
Translation handeln kénnte (>1500), zeigen das gleiche Akkumulationsverhalten wie
kleinere Degradationsprodukte. Nach Hybridisierung mit der Exonsonde wurde die reife
tRNA detektiert. Trotz der unterschiedlichen Integration der HA-Epitopsequenz am 5°-
bzw. 3’-Ende der matK-Sequenz in den Pflanzen der Linien N+ bzw. C+ zeigten sich
keine Unterschiede in Signalmuster oder -stirke der #nK-Northern-Analysen dieser
Pflanzen. Dies zeigt, dass die Epitopsequenz keinen Einfluss auf das Spleilen oder die
Prozessierung hat. Die reife #nK ist in nichtgriinen Entwicklungsstadien (3 Tage) nur in
geringen Mengen nachweisbar und erreicht in jungen griinen Stadien (7 - 11 Tage)
hohere Akkumulationswerte, die in 18 - 25 Tage alten Pflanzen kaum abnehmen. In 38
Tage alten Pflanzen zeigen sich wiederum hohere RNA-Levels, in ausgewachsenen
Bléttern 59 Tage alter Pflanzen wird ein Maximum erreicht. In den Achselknospen
akkumuliert die reife tRNA schwach, wobei die Levels zudem mit zunehmendem Alter
der Pflanze abnehmen. Vorldufer und freies Intron sind in jungen Pflanzen (3 und 7

Tage) in geringen Mengen nachweisbar, akkumulieren dann im weiteren Verlauf der

58



Ergebnisse

Entwicklung und erreichen in 25 Tage alten Pflanzen ein Maximum. In dlteren Pflanzen
(38 und 59 Tage) sinken die Levels der Vorldufer und des freien Introns wiederum ab. In
den Achselknospen der 38 Tage alten Pflanzen wurde eine starke Akkumulation von
Vorldufern und freiem Intron detektiert, die in 59 Tage alten Pflanzen eine ausgeprigte
Abnahme zeigt.

Das fiir #rnK beschriebene Akkumulationsmuster zeigte sich fiir die intronhaltigen Vor-
laufer, die reifen Transkripte und, sofern detektierbar, auch fiir die freien Introns aller
untersuchten tRNAs. Auch #7nG, kein MatK-Ziel, zeigte dieses Akkumulationsverhalten
wihrend der Entwicklung und Alterung der Pflanze.

Fiir trnV wurden der erwartete monocistronische Vorldufer (~ 750 nt) und das reife
Transkript (73 nt) nachgewiesen (Deno et al., 1982). Ein freies Intron ist nicht detektiert
worden. Fiir trnl und trnA, die sich auf dem polycistronischen Transkript des rRNA-
Operons befinden (Kossel et al., 1982), konnten zahlreiche intronhaltige Vorldufer de-
tektiert werden (~ 7000 nt - ~ 800 nt), von denen die groBeren polycistronisch sind. Die
monocistronischen Vorldufer weisen jeweils eine Grof3e von ca. 800 nt auf. Spezifische
Signale der Intronsonden fanden sich jeweils bei rund 600 nt und kdnnten die freien In-
trons repriasentieren. Die reifen tRNAs konnten im erwarteten Grofenbereich detektiert
werden. Fiir ##znG wurden zwei monocistronische Vorldufer (~ 750 nt, ~ 900 nt) sowie
die reife tRNA, aber kein freies Intron detektiert (Meng et al., 1991).

Die proteinkodierenden MatK-Ziele zeigten z.T. ein von den tRNA-Zielen abweichen-
des Expressionsverhalten wihrend der Alterung. Fiir rpl2, das sich in einem Operon
ribosomaler Proteine befindet (Tanaka et al., 1986), konnten verschiedene polycistro-
nische Vorlaufer (~ 3100 nt — ~ 2300 nt bzw. ~ 1900 nt), ein oder zwei monocistro-
nische Vorldufer (~ 1600 nt bzw. ~ 1900 nt) und Zwischenprodukte ihrer Gro3e nach
identifiziert werden. Letztere konnten Prozessierungszwischenstufen oder Spleilinter-
mediate darstellen, wie sie von Kim und Hollingsworth (1993) fiir atpF beschrieben
wurden. Ein spezifisches Signal der Intronsonde wurde bei rund 700 nt identifiziert und
konnte das freie Intron zeigen. Daneben wurden putative Intron-Degradationsprodukte
(~ 350, ~ 200 nt) und ein spezifisches Signal der Exon-Sonde identifiziert (~ 900 nt).
Letzteres konnte das reife monocistronische rp/2-Transkript darstellen. rp/2-Vorlaufer,
freies Intron und reifes Transkript zeigen die gleiche Akkumulationsdynamik wéhrend

der Alterung der Pflanze, die in etwa der der tRNA-Vorldufer entspricht aber bereits in
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25 Tage alten Pflanzen ein Maximum aufweist. Eine sehr starke bzw. starke Akku-
mulation findet sich fiir alle drei 7p/2-Abkdmmlinge in den Achselknospen der 38 bzw.
59 Tage alten Pflanzen.

Auch die rpsi2-Vorldufer sowie die reifen, intronfreien Transkripte zeigen dieses
Akkumulationsverhalten, wobei, wie bei den tRNAs, ein Maximum in 25 Tage alten
Pflanzen erreicht wird und wiederum sehr starke bzw. starke Akkumulationen in den
Achselknospen beobachtet wurden (38 bzw. 59 Tage). Das freie Intron hingegen
akkumuliert, abgesehen von den ersten beiden Altersstufen, kontinuierlich iiber die
gesamte Entwicklung der Pflanze und erreicht in den dltesten Pflanzen und Bléttern ein
Maximum, wobei in Achselknospen mit zunehmendem Alter abnehmende Levels beob-
achtet wurden. Das cis-Intron enthaltende 3’-Ende von rpsi2 befindet sich ebenso wie
das weit entfernt lokalisierte 5’-Ende in einem Operon (Uberblick in Ems et al., 1995).
Dementsprechend wurden zahlreiche das Gruppe-IIA-Intron enthaltende Vorldufer
detektiert (~ 7000 nt - ~ 1000 nt), von denen die groBeren und die kleinsten in trans
gespleilt sein konnten. Signale von ~ 700 nt bzw. ~ 450 nt konnten ein Spleill- oder
Prozessierungszwischenprodukt bzw. ein Intron-Degradationsprodukt darstellen. Ein
spezifisches Signal der Intronsonde wurde bei rund 550 nt identifiziert und konnte das
freie Intron reprédsentieren. Zwei spezifische Signale der Exon-2-Sonde (~ 2200 nt und
~ 1200 nt), kénnten bicistronische, gespleifite Transkripte darstellen, erscheinen jedoch
fiir ein Signal des monocistronischen reifen rps/2-Transkripts zu groB.

Das atpF-Gen befindet sich mit anderen atp-Genen und rps2 in einem Operon (Miyagi
et al., 1998). Infolgedessen finden sich in der Northern-Analyse zahlreiche Signale
intronhaltiger Vorldaufer (~ 5700 - ~ 1300 nt), von denen die grofen poly- und das
kleinste monocistronischen Ursprungs sein konnten. Daneben sind ein Spleif3-/Prozes-
sierungszwischenprodukt (~ 900 nt) sowie ein spezifisches Signal der Intronsonde
detektiert worden (~ 750 nt), das das freie Intron darstellen konnte (Kim und
Hollingsworth, 1993). Die spezifischen Signale der Exon-2-Sonde koénnten mit ~ 1400
bzw. ~ 800 nt das gespleiBite bicistronische (mit atpH) bzw. monocistronische Transkript
zeigen. Die reifen, gespleiiten azpF-Transkripte, das freie Intron und die Vorldufer
zeigen im Wesentlichen das gleiche Akkumulationsverhalten wie ihre ps/2-Pendants.
Abweichend von rpsi2 ist lediglich der Anstieg der Vorlduferlevels in den Blittern 59

Tage alter Pflanzen.
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Legende:

Achselkn. = Achselknospen, D = Intron-Degradationsprodukte, | = Freies
Intron, R = Reife(s) Transkript(e) (gespleifft), V = Intronhaltige Vorlaufer,
Z = Prozessierungs-/SpleiRzwischenprodukte (intronhaltig)
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Abb. 18: Quantitative Northern-Analyse der Akkumulation intronhaltiger Vorldufer, freier
Introns sowie reifer Transkripte der MatK-Ziele trnK-UUU, trnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC,
rpl2, rpsi2, atpF und der intronhaltigen #rnG-UCC (Kontrolle). Jeweils 5 pg Gesamt-RNA aus
Pflanzen, Blittern und Achselknospen (Achselkn.) transplastomischer Tabakpflanzen ver-
schiedenen Alters (Linien: N+ und C+, s. Abb. 11) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
(1,5 % Agarose), auf Nylonmembranen transferiert und sukzessive mit Intron- und Exonsonden
hybridisiert (Sonden-Primer s. Tab. 4, S. 121). Je Sonde und Altersstufe wurden die Signale von
zwei Northern-Analysen (N+, C+) detektiert (Phosphorimager, Bio-Rad) und jeweils ent-
sprechend ihrer GroBBe und Spezifitit fiir Intron- bzw. Exonsonden in folgende Gruppen zu-
sammengefasst: intronhaltige Vorldufer (V), Prozessierungs- und Spleilzwischenprodukte (Z),
freie Introns (I), Intron-Degradationsprodukte (D) oder reife, gespleiite Transkripte (R), s. Text.
Nach Quantifizierung (Quantity-One-Software, Bio-Rad) wurden die Signale einer Gruppe je-
weils addiert und auf den kumulativen Maximalwert normiert (wegen hoher Varianz wurden
Werte von Achselknospen fiir die Normierung ausgeschlossen). Nach Mittelwertbildung der
normierten Werte aus den biologischen Replikaten (N+, C+) wurden diese gegen das Alter der
Pflanzen/Organe aufgetragen (Diagramm oben, Intron-Degradations-, Prozessierungs-/Spleif3-
zwischenprodukte nicht gezeigt). Vertikale Linien zeigen Standardabweichungen. Je einer der
beiden Filter ist exemplarisch gezeigt (unten, N+ oder C+). Die Signalgréflen wurden anhand
halblogarithmischer Eichgeraden, beruhend auf den Gréfen und Laufweiten von komigrierten
Markerbanden berechnet (RiboRuler™ RNA Ladder, High Range und Low Range, Fermentas).
Irrelevante Spuren wurden entfernt (senkrechte Linien). Unten: Methylenblau-Farbung (Bela-

dungskontrolle). nt = Nukleotide.

Fir die proteinkodierenden MatK-Ziele atpF, rp/2 und rpsi2 sollten neben der
Expression auf RNA-Ebene auch die Proteinlevels im Altersverlauf analysiert werden.
Unter der Annahme, dass die Untereinheiten plastidérer Proteinkomplexe immer in den
Mengenverhéltnissen vorliegen, die ihrer Haufigkeit im Komplex entsprechen, geniigt
es, die entwicklungsabhdngigen Proteinmengendnderungen einer Untereinheit des
ATPase-Komplexes und eines ribosomalen Proteins stellvertretend fiir die drei
proteinkodierenden MatK-Ziele zu untersuchen (s. Abb. 19). Fiir die quantitative
Analyse des ATPase-Komplexes wurde ein AtpB-Antikorper verwendet (Prof. Dr.
Barkan; ein kommerzieller AtpF-Antikorper (Abcam) lieferte keine Signale). Die
Ribosomenmengen wurden durch einen RpsS5-Antikorper analysiert (Prof. Dr. Mache).
Sowohl fiir AtpB als auch fiir Rps5 wurden spezifische Signale der erwarteten
Proteingroflen detektiert. Fiir beide Proteine zeigten sich keine bzw. geringe Protein-
levels in den nichtgriinen Entwicklungsstufen der Samen bzw. drei Tage alter Keim-

linge. In griinen Entwicklungsstadien akkumulieren AtpB und Rps5 mit zunehmendem
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Alter der Pflanze, wobei Rps5 bereits in sieben Tage alten Pflanzen ein Maximum er-
reicht und dann in etwa auf diesem Level stagniert, wihrend AtpB erst in den ausge-
wachsenen Bléttern 59 Tage alter Pflanzen den Hochstwert zeigt. In den Achselknospen
finden sich mit zunehmendem Alter der Pflanzen abnehmende Levels beider Proteine.
Keine bzw. sehr schwache Akkumulationen von AtpB und Rps5 wurden in Wurzeln und

Bliiten bzw. Stengeln verschiedenen Alters gefunden (nicht gezeigt).

Samen Pflanze(n) Blatt  Achselkn.

1.2
. | «+Rps5
£c 1 —
£.2 / » +AtpB
ox 0.8
SE 06 / , 1
> 4
52 04 // /{/( \\

0 4

Tage nach
AR N 0 3 7 11 18 25 38 59 38 59
RbclL e S———— .
Rps5 W—— — — — 32 kDa
AtpB — 54 kDa

Abb. 19: Quantitative Analyse der entwicklungsabhidngigen Rps5- und AtpB-Expression.
Gleiche Mengen Gesamtprotein aus Samen sowie Pflanzen, Blittern und Achselknospen
(Achselkn.) unterschiedlichen Alters der transplastomischen Linien mit epitopmarkiertem MatK
(N+, C+) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen transferiert und
fiir die Western-Analyse mit Rps5- und AtpB-spezifischen Antikorpern eingesetzt. Chemolumi-
neszenzsignale von drei Western-Analysen (zwei biologische Replikate) wurden mit dem Lumi-
Imager (Roche) detektiert, quantifiziert (Quantity-One-Software, Bio-Rad), jeweils auf den
Maximalwert bezogen und gegen das Alter der Pflanzen aufgetragen (oben). Standardabwei-
chungen sind als vertikale Linien dargestellt. Représentative Ausschnitte der Ponceaufarbung
(RbcL in griinen Geweben) sowie der Chemoluminogramme sind gezeigt (unten). Irrelevante
Spuren wurden entfernt (senkrechte Linien). Die GroBen der Signale sind dargestellt. Phino-
typen der Pflanzen bzw. Pflanzenteile s. Abb. 11. (kDa = Kilodalton).

Vergleicht man die Western- und Northern-Analysen von MatK und seinen Zielen
(s. Abb. 11, Abb. 18, Abb. 19), so ldsst sich zusammenfassend festhalten, dass keines

der Ziele von MatK eine schlichte Korrelation mit der MatK-Expression zeigt.
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3.1.11 Experimente zum Funktionsnachweis von MatK

Wenngleich in dieser Arbeit die Assoziation spezifischer RNAs mit MatK gezeigt wer-
den konnte, ist die Funktion des putativen Spleififaktors in der Reifung plastidérer
RNAs nicht eindeutig belegt. Die Funktionsanalyse durch reverse Genetik, anhand eines
gezielten Knockouts von matK in transplastomischen Tabakpflanzen, ist nicht moglich
(Drescher, 2003, s. Kap. 1.2.6). Daher sollten Punktmutationen in das matK-Gen einge-
bracht werden, um hypomorphe matK-Allele zu erzeugen. PCR-basiert wurden neun
Punktmutationen in das #nK-Intron eingefiigt (Transformationsvektor pRZMatK-Mu),
wovon acht im matK-Leserahmen lokalisiert sind (5 in Domine X, s. Abb. 20). Um
einen Knockout zu vermeiden, wurden ausschlieBlich Codons ausgetauscht, die in
einem MatK-Alignment reprasentativer Streptophyten nicht konserviert sind (Turmel et
al., 2005). Die Aminosédureaustausche wurden so gewéhlt, dass die Ladung beeinflusst
wird (s. Abb. 20) und die Punktmutationen wurden in einem Abstand von mindestens
30 bp gesetzt, was die Rekombination zwischen den einzelnen Mutationen erlaubt
(Kavanagh et al., 1999). Unter der Annahme, dass tolerierbare Mutationen wihrend der
Regeneration und Segregation vererbt werden, wahrend starke Mutationen oder Knock-
outs durch Rekombination zwischen Wildtyp- und Transplastomen eliminiert werden,
konnten letztlich homoplastomische, hypomorphe MatK-Mutanten erzeugt werden,
deren molekulare (SpleiB3-)Phénotypen dem Funktionsnachweis von MatK dienen. Der
so generierte Transformationsvektor pRZMatK-Mu wurde fiir die Plastidentransfor-
mation von Tabak eingesetzt (s. Abb. 20). Insgesamt wurden sechs spectinomycin-
resistente Regenerate isoliert, die alle den Selektionsmarker aadA stromabwirts des
matK-Gens enthielten (PCR-Test mit den Primern NtpsbArev2 und aadA-RB-for, nicht
gezeigt). Sequenzierungen (Primer: aadAoutrev und 3’matK-Au2) zeigten jedoch, dass
selbst in primédren, wenige Tage alten, transplastomischen Regeneraten keine der
Punktmutationen erhalten wurde, was Rekombinationsereignisse im Bereich zwischen
dem Resistenzmarker und den Punktmutationen vermuten ldsst. Da eine Punktmuta-
genese prinzipiell moglich ist, selbst wenn der Resistenzmarker mehrere hundert Basen-
paare vom Ort der Mutation entfernt liegt (Schmitz-Linneweber et al., 2005b), ist anzu-
nehmen, dass ein starker Selektionsdruck gegen die eingefiihrten Mutationen wirkte

und/oder diese womoglich den Knockout der Proteinfunktion verursachten.
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200 bp

g gtk oomicx N

QO % X Q%
A DTN

Mutation (Codon-Position)| WT-Codon | WT-AS |Mutiertes Codon| Mutierte AS
1 (374) CcCT Pro GAT Asp
2 (387) GTA Vval GAT Asp
3 (404) GAT Asp AAT Asn
4 (437) CGA Arg GAG Glu
5 (458) AGA Arg GAG Glu
6 (473) CAA Gin GAG Glu
7 (485) AGT Ser GAT Asp
8 (499) ATT lle GAG Glu
9 (+2)1 ATT 3'-UTR GGG 3'-UTR

1 bezeichnet das zweite Basentriplett nach dem Stopcodon

Abb. 20: matK-Punktmutagenese. A) Ausschnitt des Transformationsvektors pRZMatK-Mu.
Der Vektor pRZMatK-Mu wurde durch PCR-basierte Punktmutagenese aus dem Transfor-
mationsvektor pRZC- abgeleitet und ist bis auf die gezeigten Punktmutationen im matK-ORF
und der -3’-UTR identisch mit diesem (s. Abb. 1, Primer s. Tab. 4, S. 121). Die putative RNA-
Bindedomine X sowie ein GroBenstandard sind eingezeichnet. Senkrechte Linien der Genkarte
zeigen die Position der Punktmutationen, Aminosdureaustausche sind indiziert (Einbuch-
stabencode). B) Ubersicht der Art und Position eingebrachter Punktmutationen (Startcodon =
Codonposition 1, WT = Wildtyp, AS = Aminosédure, UTR = nichttranslatierte Region).

Neben dem erlduterten Ansatz der Punktmutagenese ist versucht worden, die MatK-
Expression zu manipulieren, um einen mutanten (Splei3-)Phanotyp zu erzeugen. Dazu
wurde eine Ndel-Schnittstelle PCR-basiert in eine neutrale Position zwischen Stop-
codon und Terminator des aadA-Gens in den Transformationsvektor pRZC+ einge-
bracht (Strategie wie in Schmitz-Linneweber et al., 2001; s. Abb. 6; Primer: Ndel-
aadAfw, Ndel-aadArev, s. Tab. 4, S. 121). In diese Restriktionsstelle ist die in Abb. 16
fiir Tabak gezeigte putative Stammschleife, die das matK-Startcodon enthilt, in bzw.
entgegen der Transkriptionsrichtung des aadA-Gens kloniert worden, so dass die Vek-
toren pRZC+Stem bzw. pRZC+Anti erzeugt wurden (Position 3648 - 3696 im Tabak-
plastom, NCBI-Akzession NC 001879, durch MatK-ATGfw und MatK-ATGrev er-
zeugt, s. Tab. 4, S. 121). Beide Vektoren wurden fiir die stabile Plastidentransformation

von Tabak eingesetzt. Da das aadA-Gen von einem starken 16S-rRNA-Promotor aus
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transkribiert wird, fithrt die Transformation mit pRZC+Stem bzw. pRZC+Anti zur
Uberexpression des matK-Stammschleifeninserts bzw. der matK-Antisense-RNA.

Die ektopische Uberexpression der Stammschleife kénnte durch Titration von negativen
bzw. positiven Regulatoren der MatK-Translation (MatK selbst, wenn autoreguliert bzw.
andere Translationsfaktoren) von ihren nativen Bindestellen eine Uberexpression von
MatK bzw. den Knockdown der MatK-Expression verursachen.

Wenngleich, bis auf die Inhibition der Edierung durch Antisense-RNA (Hegeman et al.,
2005), keine Mechanismen der Antisense-Genregulation in Chloroplasten beschrieben
sind, wurden kleine RNAs mit dem Potential einer solchen Regulation identifiziert
(Lung et al., 2006). Uberdies sind Antisense-Regulationsmechanismen in Cyanobakte-
rien bekannt (z.B. Diihring et al., 2006). Somit kénnte die Uberexpression eines matK-
Antisense-Fragmentes, z.B. durch Basenpaarung und Translationsinhibition, einen
Knockdown der MatK-Expression verursachen. Sowohl der Knockdown als auch die
Uberexpression von MatK kénnten zu molekularen (SpleiB-)Phiinotypen fiihren, die
dem Nachweis der Maturasefunktion dienen.

Aus den Transformationen mit den Vektoren pRZC+Stem und pRZC+Anti wurden je
zwei transplastomische Pflanzen gewonnen, fiir die die Homoplastomie mit einer HA-
Epitopsequenz-iiberspannenden PCR nachgewiesen werden konnte (nicht gezeigt).
Diese Pflanzen zeigen keine auftilligen Phanotypen im Vergleich zu Wildtyppflanzen.
Eine erste qualitative epitopbasierte Western-Analyse der MatK-Expression ergab keine
markanten Anomalititen (Daten nicht gezeigt). Weitere quantitative Untersuchungen,
speziell zur entwicklungsabhéngigen Expression von MatK auf RNA- und Proteinebene

sind mit den transplastomischen Pflanzen im Vergleich zu (C+)-Kontrolllinien geplant.
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3.2 Charakterisierung des PPR-SMR-Proteins P67

3.2.1 Identifikation von P67-Insertionsmutanten

P67 gehort zur kleinen Gruppe der PPR-Proteine mit SMR-Domine und ist nah mit
GUNI, einer Komponente retrograder Signalwege, verwandt. Dies macht P67 zu einem
interessanten Untersuchungsobjekt. Um die molekulare Funktion dieses PPR-SMR-
Proteins zu charakterisieren, sollten Knockout-Mutanten identifiziert werden. Fiir einige
PPR-Proteine fiihrt der Funktionsverlust in Arabidopsis zur Embryoletalitit, wihrend
der Knockout der Mais-Orthologen erst nach der Keimung letal ist (z.B. Beick et al.,
2008; Schmitz-Linneweber et al., 2006). Zudem ist Mais filir biochemische Analysen
problemlos zugénglich (z.B. durch grof3e Ausbeuten an Pflanzenextrakten), wohingegen
Arabidopsis ausgezeichnet genetisch charakterisiert ist. Aus diesen Griinden und um fiir
den Fall der Embryoletalitdt in Arabidopsis eine zeiteffiziente Fortfithrung der Analysen

zu gewihrleisten, wurden Arabidopsis- und Maismutanten parallel identifiziert.
3.2.1.1 Pé67-Insertionslinien in Mais

Fiir den Screen nach mutanten P67-Allelen in Mais musste zundchst das orthologe
Maisgen identifiziert werden. Mit Hilfe der POGs-Software wurde das orthologe
Reisgen bestimmt (OsP67, NCBI-Akzession: Os03g0215900). Durch BLASTN-Suche
konnten, basierend auf der OsP67-Sequenz, zwei nahe verwandte Mais-Sequenzen fest-
gestellt werden (Plant GDB BLAST, 84 % bzw. 77 % identische Nukleotide im Homo-
logiebereich, Akzessionen: Sequenz 1 = AC177889.2 bzw. Sequenz 2 = AC217960.3).
Weitere Mais-Sequenzen zeigten nur kurze Homologieabschnitte (< 300 bp). Der mit
77 % Homologie weniger nahe verwandten Sequenz 2 fehlen zwei PPR-Doméinen
sowie die C-terminale SMR-Doméine der Arabidopsis- und Reis-P67-Proteine. Deswei-
teren ist die Anzahl der identischen Nukleotide im Homologiebereich fiir diese Mais-
sequenz mit 673 bp nur etwa halb so gro3 wie die der Sequenz 1 mit 1309 bp. Daneben
zeigte die reverse BLAST-Suche mit Sequenz 1 gegen das Reisgenom OsP67 als besten
Treffer. Eine cDNA-Sequenz liefert iiberdies den Nachweis der Expression dieser Mais-
sequenz auf RNA-Ebene (NCBI-Akzession: BT033579). Daher wird Sequenz 1 (NCBI-
Akzession: AC177889.2) im Weiteren als P67-Orthologes ZmP67 bezeichnet. Die
Proteinsequenzen der drei orthologen Arabidopsis-, Reis- und Maisgene wurden mittels

ClustalW-Alignment verglichen (s. Abb. 21). Die drei P67-Orthologen kodieren Protei-
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At P67 MSFHHMESEEIMAHDP LPLCNLIMEVYEREASTPRSF LSS YNENSHHF HSRAN 50
Os P67 - - - - - - NS PSS L LEASWPHRINI S L S F [P K- NMEEPEEA TN 33
Zzmpr67 [MASL PERAENNFAMEERPINARENGIN - - - - - - - - - - MEH - BEVIARHM 39
At P67 LL[O]AHVSVE]EAIQEKSKLVDVDLPHHEPTASKSKSQ 100
os 67 FAEIODPENE- - - - - - EEISIA - - - - RS PR - - BRIN T SRAAATNANGEIENAV.VNGIH 71
zmpr67 FENINENEEECPMEDPSEEEDIS - - - -NMENG TRIESEESNTRF LIMEINEELRYYID V85
At P67 RREKSYDH-RBYSsSM' K LNESEO"KP NEBDNCDVI TG -HGGKLF 148
(N7 A RIARAGSGRRARLAINAAAALINACENEE ARVINAA LIJAAFPEPPSEQDAV | 121
FN YA AR ARAGSGRRARLAEIAAAALIEACERRIEENYVIHAALIIAAFPEPPS 135
At P67 [ENNMTN - - EEEEYPEVEANNLEE T VP S RENEAIBEMN T V[IV FRIAS KD L EKSEK 196
os p67 [MVRIT SIY-REA A VANV qNAEBVRKEV I LYNVN AMINRERWED A 170
zm r67 [MNMEA ALY T [NACKENAWNER EINAKVRKEV I LYNVNY LN KE L WS E T 185
I ——
At P67 FOEYME RE! KEEREETH ' IEEAE C NEVE < RENENGEES sEEEEREIN Y 246
Os P67 HEMLR[AGVQPDNATFSTV I SCARACG[YPIEJKAVEWFEKMP[F GCSP DML el
Zm P67 INE ML RBIGVQPDNATFSTV I SCARACG|NEEIKAVEWFBIKMPIEF GC S P DM L Pkl
——-
At P67 MARMIEEREEIXN V D M YGV 296
Os P67 IDAYGRAGEENEW HSH 270
Zm P67 I DAYGEAGNEEL T 285
—_
At p67 PrEICIN! YEEIA ! NN MR L 1 ES ERA < RENQ ALS 346
XN TAMD GALNVFEEMKARNGVKPNLVVYNTWALDAMGRA[YRPWV VK 320
FAUN YD GALNVFEEMKAINGVRIPNLVVYNTIILDAMGRA[BRPWV VKT 335
At P67 TENWSEMA ARV REMCEREECEA LD MIAEMIEKGLSLT 396
X7Vl P N[{AITYCCLLHAYTRARYGEDAMAVYRW v[§D 370
FZ N YA PRI A TYCCLLHAYTRARYGEDAMAVYR|E AlMG 385
At P67 444
Os P67 420
Zm P67 435
At P67 494
Os P67 470
Zm P67 485
At P67 L 544
Os P67 v ] s ARINYNAIR RV - A A APEEP LEEDR 519
Zm P67 \Y SIN V[ INFNATANRY] - RS S - ERASEHFY 533
At P67 [ASEM DB ' GSONMRKAN . NEA  FINSZINNK L BRIXFE | Mo L GME YDIRET GL[E 594
LNyl Ale]lE L L[eFeWNRGV VRAMPYCNC LMD LIVNLEHQMEKACALLDWY R SPV[e] 569
FON T A[RE L L[ISEIRGVVKMPYCNCLMDLCVNLNQMEKACAL L DJNA[S]® AN 583
At P67 SKSAINRENGHK sHE . EEYYS A BTG S EQA L ES CEEF GENNINDLY 644
XN/ TRTQTQWSLHLRGLSVGAALTTLHVWMEDL Y[NALQENGEIBIE L PP L LG | HT GJJE]
VAN YA T RTQTQWSLHLRGLSVGAALTTLHVWMND L YRR L QUIGINE[EL PP L LG | HT GNEE]
VYR G KIEIdY SDKGLAAVFESHLKELINAPFHEAPDKWMGWF LTTSVAAKEW L E NI
Os P67 YSMKGLAIVFESHLKELDAPFHEAPDKAGWFLTTSVAARGWL E K I
Zm P67 YSDRGLAAMFERHLKELDAPFHEAPDKAGWF LT TNV AAK[&w L EF] K JlEE!
At P67 RERGGNMSA 702
Os P67 K WAM 676
Zm P67 AASIHNMTM 691
Legende: Aminosaduren > Identisch Ahnlich

Signalpeptid PPR-Doméanen (1—1»0) SMR-Domane Mais-Epitop
———

Abb. 21: ClustalW-Alignment der Aminosaduresequenzen der P67-Orthologen aus Arabidopsis

thaliana (At), Oryza sativa (Os) und Zea mays (Zm, erste, zweite, dritte Zeile). Identische

Aminosduren sind weill auf schwarzem Hintergrund, Aminosduren mit dhnlichen physikoche-

mischen Eigenschaften schwarz auf grauem Hintergrund dargestellt. Die plastidéren Signal-

peptide (mit TargetP vorhergesagt), die zehn kanonischen PPR-Doménen (jeweils mit TPRpred

vorhergesagt), die SMR-Doméne (laut Annotation fiir A¢ und Os) sowie ein fiir die Antikorper-

gewinnung heterolog exprimiertes Epitop aus Zm sind gezeigt (siche Legende). P67-Akzessio-
nen (NCBI): CAC01928.1 (4t), BAF11294.2 (Os), BT033579 (Zm).
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ne mit 10 kanonischen PPR-Dominen und einer C-terminalen SMR-Doméne. Sie
zeigen ausgedehnte Homologien und variieren lediglich im Bereich der vorhergesagten
N-terminalen plastididren Lokalisationssequenzen stirker. Das Alignment zeigt eine ver-
gleichbare Homologie der Aminosduresequenz des P67-Proteins aus Reis bzw. Mais
zum Arabidopsis-Orthologen (70 % bzw. 69 % &dhnliche, 52 % bzw. 51 % identische
Aminoséuren). Die P67-Orthologen der beiden Monokotyledonen zeigen 89 % &hnliche
und 80 % identische Aminosduren.

Die ZmP67-Sequenz bildete die Basis fiir einen reversen genetischen Screen nach Mu-
Insertionslinien (Mutator) in einer Samenbank mit ~ 2300 Mu-Transposon-induzierten
nichtphotosynthetischen Maismutanten (in Kooperation mit Prof. Dr. Alice Barkan,
http://chloroplast.uoregon.edu). Jede dieser Maismutanten ist in der DNA-Bank durch
eine DNA-Probe représentiert. Die komplette DNA-Bank wurde durch PCRs mit P67-
genspezifischen und Transposon-spezifischen Primern sowie anschlieende Southern-
Analyse auf P67-Insertionsallele untersucht (Williams und Barkan, 2003; PCR-Primer:
EoMu-Mix, ZmPPR52-4-3" bzw. ZmPPR52-4-5"a; Sonden-Primer: ZmPPR52-1/3-5",
ZmPPR52-4-3° s. Tab. 4, S. 121). Insgesamt wurden vier P67-Insertionslinien identifi-
ziert (ZmP67-1 und ZmP67-1A [Nachkommen einer Familie], ZmP67-2, ZmP67-3). Die
Insertionsumgebungen wurden sequenziert. ZmP67-1 ist in der 5’-UTR, die tibrigen In-
sertionen sind in der kodierenden Region stromaufwérts der PPR-Doménensequenzen
lokalisiert (s. Abb. 22A). ZmP67-1 und -3 zeigen die fiir den Insertionsprozess charakte-
ristischen, direkten Sequenzwiederholungen beidseitig des Mu-Elements (Barker et al.,
1984). Fiir ZmP67-2 ist lediglich eine Grenze sequenziert und ZmP67-1A zeigt eine
ungewohnliche Deletion von 65 bp, die das P67-Startcodon einschliefit. Pflanzen der
Insertionslinien ZmP67-1A, -2 und -3, die homozygot beziiglich der Insertionen sind,
zeigen schwach (z.T. gekdrnt) hellgriine Phanotypen und sterben zwei bis drei Wochen
nach der Keimung (s. Abb. 22B, -C). Reinerbige Nachkommen der Insertionslinie
ZmP67-1, die sich in der 5’-UTR befindet, unterscheiden sich nicht von wildtypischen
Pflanzen (s. Abb. 22B). Unter der Nachkommenschaft aus Kreuzungen von Hetero-
zygoten der Insertionslinien 1, 2 und 3 (ZmP67-1/+, -2/+, -3/+), sogenannten Komple-
mentationstest-Kreuzungen, segregieren schwach hellgriine, keimlingsletale Pflanzen
(s. Abb. 22D). Dies zeigt, dass die Insertionen sich nicht komplementieren kénnen und

somit in cis lokalisiert und urséchlich fiir den chlorophylldefizienten Phénotyp sind.
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A BB E

. ZmP67
ot PPPPPpppp  P=mp
10 x PPR SMR
-15\ /;23
CCAATCCACTCCACAGG-Mul-CTCCACAGGGGGCTCAG
15 /+52
TCCACAGGE66E—+] -Mul - F-—FATE6CCTCACCG
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Abb. 22: Ubersicht der P67-Insertionslinien in Zea mays (Zm) und Komplementationstests.
A) Oben: Insertionen von Mu-Elementen sind in einer Karte des ZmP67-Gens als senkrechte
gestrichelte Linien indiziert und entsprechend den Pflanzenlinien ZmP67-1, -1A, -2, -3 bezeich-
net (ZmP67-1 und -1A = Nachkommen einer Familie). Ein GroenmalBstab ist dargestellt. Graue
Schraffur = durch Insertion 1A verursachte Deletion. Schwarzes Rechteck = kodierende Region
(Transkriptionsrichtung nach rechts), Pfeil(e) in grau und rot = PPR- und SMR-Doméne(n).
Unten: Sequenzumgebungen der Insertionen in ZmP67. Zahlen geben die relative Position zum
Startcodon an (ATG = +1, +2, +3, NCBI-Akzession: BT033579). Unterstrichene bzw. durchge-
strichene Sequenzen zeigen durch den Insertionsprozess hervorgerufene, direkte Nonamer-
Sequenzwiederholungen bzw. Deletionen. Der Typ des Mu-Elements wurde durch Sequenzpoly-
morphismen in den terminalen invertierten Regionen bestimmt (Mul, -8, -9). [...] = Sequenz-
auslassung. B) Homozygote Pflanzen der Insertionslinien ZmP67-1A, -2, -3 zeigen schwach
hellgriine Phénotypen im Vergleich zum wildtypischen Erscheinungsbild der Wildtypkontroll-
pflanze (WT) und der 5’-UTR-Linie ZmP67-1 (12 d alte Keimlinge). C) Ausschnittsvergrof3e-
rungen verdeutlichen den, z.T. kérnig erscheinenden, hellgriinen Phénotyp einer P67-Mutante
gegeniiber der Wildtypkontrolle. D) Cis-Trans-Tests mit Hilfe von Kreuzungen der Insertions-
linien ZmP67-1, -2 und -3 zeigen keine phinotypische Komplementation in heterozygoten
Nachkommenpflanzen und damit die cis-Lokalisation der Insertionen sowie deren Ursédchlich-

keit fiir den beobachteten chlorophylldefizienten Phanotyp.

Dabei kann die nichtkomplementierende Nachkommenschaft der Kreuzungen mit
ZmP67-1 ein Hinweis darauf sein, dass auch diese 5’-UTR-Linie eine reduzierte P67-

Expression aufweist, deren Levels im homozygoten Zustand adédquat fiir die Auspra-
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gung des wildtypischen Erscheinungsbildes sein konnten. Die Abkdmmlinge der Kom-
plementationstests wurden flir die weiteren Experimente verwendet, da zusétzliche im
Hintergrund segregierende Mu-Elemente in ihnen heterozygot vorliegen und keinen

Einfluss auf den Phinotyp haben.

3.2.1.2 Pé67-Insertionslinien in Arabidopsis

Eine Ds-Transposon- (Dissociation) und eine T-DNA-Insertionslinie (Transfer-DNA)
wurden in silico mit Hilfe der T-DNA-Express-Suchmaschine (http://signal.salk.edu/) in
den CSHL-Genetrap- und SAIL-Samenbanken identifiziert (http://genetrap.cshl.edu/,
http://signal.salk.edu/). Beide Insertionen befinden sich im kodierenden Bereich des
Arabidopsis-P67-Gens (AtP67, s. Abb. 23, NCBI-Akzession: At4gl16390, AJ243545).
Samen dieser Linien wurden im CSHL bzw. NASC geordert und propagiert. Durch

PCRs und Sequenzierungen wurden der Genotyp und der Ort der Insertionen festge-

A) . 1kb , B) AtP67-1/1 WT

AtP67

= T
10x PPR SMR

+02_ _#394
Al TGCGATGTCATTACT - Transposon -GTCATTACTGGGTTT

\
AtP67-2/2

‘\ .

+1857_ #1858
P GACCGCTCTTCATGT - T-DNA(SAIL) - TTGGATGAATGACTT

Abb. 23: Ubersicht der P67-Insertionslinien in Arabidopsis (At). A) Oben: Ubersichtskarte des
AtP67-Gens. Senkrechte gestrichelte Linien indizieren Transposon- oder T-DNA-Insertionen
und sind entsprechend den Insertionslinien A¢P67-1 und -2 bezeichnet. Ein Groflenmalstab ist
gezeigt. Schwarzes Rechteck = kodierende Region (Transkriptionsrichtung nach rechts). Pfeil(e)
in grau und rot = PPR- und SMR-Doméne(n). Unten: Sequenzumgebungen der Insertionen in
AtP67. Zahlen geben die relative Position zum Startcodon an (ATG = +1, +2, +3, NCBI-Akzes-
sion: At4g16390, AJ243545). Eine durch den Insertionsprozess verursachte direkte Sequenz-
wiederholung ist unterstrichen. Der Insertionstyp ist gezeigt (1 = Transposon [Ds-Element],
CSHL; 2 = T-DNA, SAIL). AtP67-2 enthdlt zwei diametral orientierte T-DNA-Sequenzen.
B) Die Phénotypen von Pflanzen der homozygoten Insertionslinien 4#P67-1 und -2 unter-
scheiden sich unter Standard-Anzuchtbedingungen nicht von denen wildtypischer Kontroll-
pflanzen (30 d alte Pflanzen).
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stellt (Akzessionen der Linien: CSHL GT20858 bzw. N819547; Primer: PPR52-
GFP_fw, PPR52-GFP-Seq-revl, Ds5-1, Ds3-2 bzw. SAILfw, SAlLrev, LB1, SAIL-
RB 100; s. Tab. 4, S. 121). Die CSHL-Genetrap-Linie AtP67-1 bzw. die SAIL-T-DNA-
Linie AtP67-2 zeigen eine Transposon- bzw. T-DNA-Insertion im ORF von P67, die
stromaufwérts der PPR-Doménen- bzw. innerhalb der SMR-Doménensequenz(en) loka-
lisiert ist (s. Abb. 23A). Beidseitig der Transposon-Insertion AtP67-1 wurde die fiir den
Integrationsprozess charakteristische, direkte Sequenzwiederholung gefunden. Die
T-DNA-Insertion AtP67-2 enthélt zwei gegenldufig orientierte T-DNA-Sequenzen.
Beziiglich der Insertionen homozygote Pflanzen der Linien A/P67-1 und -2 unterschei-
den sich unter Standard-Anzuchtbedingungen nicht von wildtypischen Kontrollpflanzen
und lassen sich problemlos propagieren (s. Abb. 23B). Lediglich unter Temperatur-
stress-Bedingungen (> 35 °C) wurde eine marginale Entwicklungsverzogerung der
Insertionslinien gegeniiber wildtypischen Pflanzen beobachtet (nicht gezeigt).

Insgesamt wurden vier Mais- und zwei Arabidopsis-Insertionslinien fiir P67 identi-
fiziert. Homozygote Insertionen in ZmP67 verursachen schwach hellgriine Phianotypen,
die Keimlinge sterben 2 - 3 Wochen nach der Aussaat. Demgegeniiber rufen reinerbige

Insertionen in AtP67 unter Standard-Anzuchtbedingungen keinen Phénotyp hervor.

3.2.2 Knockout der P67-Expression in Mais-Insertionslinien

Um die P67-Expression untersuchen zu konnen sowie fiir eine weiterfiihrende Charakte-
risierung des Proteins, z.B. durch RIP-Chip-Analysen, wurde ein gegen P67 gerichteter
Antikorper erzeugt. Fiir die Gewinnung des P67-Antiserums wurde der C-terminale Teil
von ZmP67 (AS 441 - 691, s. Abb. 21) heterolog in E. coli exprimiert und zur Immuni-
sierung von Kaninchen eingesetzt (Firma Eurogentec, s. Kap. 2.2.21). Abb. 24 zeigt die
Applikation des gereinigten P67-Antiserums (P67-Antikérper) in Western-Analysen.
Die immunologische Untersuchung von Gesamtproteinextrakten zeigte ein spezifisches
Signal der erwarteten GroBe in wildtypischen Kontrollpflanzen (ZmP67 ohne Signal-
peptid ~ 72 kDa), das in den analysierten homozygoten Mais-Insertionslinien sowie der
Nachkommenschaft der Komplementationstests nicht detektiert wurde (s. Abb. 24A).
Dies belegt die Spezifitit des Antikorpers fiir das ZmP67-Protein und zeigt den Knock-
out der P67-Expression in den untersuchten Linien. Die plastiddre Lokalisation von P67

ist bereits nachgewiesen (Lahmy et al., 2000; Lurin et al., 2004). Western-Analysen der
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16slichen und unldslichen Chloroplastenfraktionen von wildtypischen Pflanzen zeigten
eine deutliche Anreicherung des ZmP67-spezifischen Signals in der Stromafraktion, was
fiir eine entsprechende subplastiddre Lokalisation spricht (s. Abb. 24B). Trotz z.T.
ausgepragter Homologien zwischen ZmP67 und A/P67 im Bereich der Epitopsequenz
(s. Abb. 21) zeigten analoge Western-Analysen in Arabidopsis keine Signale der erwar-

teten GroBe (nicht gezeigt).
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Abb. 24: Bestitigung der P67-Antikorperspezifitit und immunologischer Nachweis des P67-
Knockouts in Mais-Insertionslinien sowie der P67-Lokalisation im Stroma. Die Analysen wur-
den einmal mit gleichem Ergebnis wiederholt. Die Ponceaufarbung der Membranen ist gezeigt.
Pfeil = Grofle des ZmP67-Signals, kDa = Kilodalton, WT = Wildtyp. A) Nachweis der P67-
Antikorperspezifitit und des Knockouts der ZmP67-Expression in Mu-Insertionslinien. Gleiche
Mengen Gesamtprotein aus Mais-Insertionslinien sowie deren nichtkomplementierender Nach-
kommenschaft (14 d alt) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulosemembranen
transferiert und fiir die Western-Analyse mit dem P67-Antikorper eingesetzt. Das ZmP67-spezi-
fische Signal findet sich ausschlieBlich in der wildtypischen Kontrollpflanze nicht aber in den
Insertionslinien. B) Anreicherung von ZmP67 in der 16slichen Fraktion der Chloroplasten. Chlo-
roplasten aus 10 d alten wildtypischen Pflanzen (WT) wurden lysiert und in Membran- und
Stromabestandteile separiert. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde quantifiziert. Gleiche

Mengen wurden fiir die Western-Analyse mit dem P67-Antikorper eingesetzt.

Zusammenfassend zeigen die immunologischen Analysen den Knockout von ZmP67 in
den Insertionslinien ZmP67-1A, -2 und -3 sowie die subplastiddre Lokalisation im

Stroma. Der Knockout von ZmP67 in den Kreuzungen mit ZmP67-1 ist ein Hinweis auf
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reduzierte P67-Expressionslevels in dieser 5’-UTR-Linie (ZmP67-1/1 selbst ist auf-

grund des fehlenden Phinotyps nicht untersucht worden).

3.2.3 P67-Expression in Arabidopsis-Insertionslinien

Der Nachweis des AtP67-Knockouts auf Proteinebene mit Hilfe des P67-Antikorpers ist
mangels Kreuzspezifitit nicht moglich (s. Kap. 3.2.2). Aus diesem Grund wurden die
P67-Expressionslevels der Insertionslinien 4¢P67-1 und -2 durch RT-PCR untersucht
(s. Abb. 25). Diese Analysen zeigten, dass in Pflanzen beider Insertionslinien, die ho-
mozygot beziiglich der Insertion sind, keine P67-Transkripte nachweisbar sind. Dage-
gen waren diese Transkripte in wildtypischen Kontrollpflanzen problemlos detektierbar.
Sofern die stromaufwérts der Insertion gelegenen Sequenzen noch transkribiert werden,
wirde dies in AtP67-1 den Abbruch der Translation noch vor den PPR-Doménen be-

deuten (Stopcodon im Transposon an Codonposition + 144, P67-Startcodon = + 1),

T~
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Abb. 25: Nachweis des Defizits an P67-Transkripten in A¢P67-Insertionslinien. Gesamt-RNA
homozygoter P67-Insertionslinien (4zP67-1 bzw. -2) und wildtypischer Kontrollpflanzen (WT,
je 30 d alt) wurde revers transkribiert (+RT, QuantiTect Kit, Qiagen) und zum Nachweis von

AtP67-1/1
AtP67-1/1

P67-Transkripten fiir PCRs mit Transposon- bzw. T-DNA-iiberspannenden Primern genutzt
(oben links bzw. rechts, 35 Zyklen, je zwei biologische Replikate). Wahrend P67-Transkripte in
den Kontrollpflanzen nachgewiesen werden konnten, wurden keine entsprechenden Signale in
den Insertionslinien 4tP67-1 und -2 detektiert. In allen Linien konnte die Actin-mRNA nach-
gewiesen werden, was die erfolgreiche reverse Transkription belegt (unten links bzw. rechts, 35
Zyklen). Kontrollen ohne reverse Transkription (-RT) sowie das intronfreie Produkt der intron-
tiberspannenden Actin-PCR zeigen, dass die beobachteten Signale von RNA-Templates abstam-
men. Irrelevante Spuren wurden entfernt (senkrechte Linien). Die Analyse wurde einmal mit
gleichem Ergebnis wiederholt. Primer: Actin (ActAtcDNAfw und -rev), AtP67-1 (PPR52-GFP-
Seqrevl und PPR52-GFP-fwneu), AtP67-2 (PPR52-GFP-Seqfw3 und -rev3); s. Tab. 4, S. 121.
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wohingegen in AtP67-2 in diesem Fall lediglich ein Teil der SMR-Doméne deletiert
wiére (Stopcodon in T-DNA an Codonposition + 632).

3.2.4 P67-Immunoprizipitation

P67 enthdlt PPR-Doménen und eine SMR-Doméne, so dass es sich um ein RNA-
und/oder DNA-bindendes Protein handeln konnte. Fiir eine Identifikation P67-asso-
ziierter RNA/DNA musste die Immunoprizipitation mit Hilfe des P67-Antikorpers eta-
bliert werden. Dazu wurden Test-Immunoprézipitationen auf Stromafraktionen wildty-
pischer Maispflanzen mit dem P67-Antikorper ausgefiihrt. Die anschlieBende Western-
Analyse der Fraktionen dieser Immunoprézipitationen zeigte die Anreicherung von P67
in der Pelletfraktion und damit die Eignung des P67-Antikorpers fiir die Préizipitation

des Proteins aus Stromaextrakten (s. Abb. 26).
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Abb. 26: Immunologische Analyse der Immunoprézipitation von ZmP67 aus Stromafraktionen
wildtypischer Maispflanzen. Pellet- und Uberstandsanteile (3 : 1) aus der Immunoprizipitation
mit dem P67-Antikorper auf Stromaextrakten wildtypischer Maispflanzen (10 d alt) wurden
durch SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und fiir die Western-
Analyse mit dem P67-Antikdrper verwendet. Fiir den Nachweis wurde das One-Hour-1P-
Western-Kit (GenScript) genutzt, das die Detektion des denaturierten P67-Antikérpers aus der
Immunoprizipitation verhindert. Ein Ausschnitt der Ponceaufirbung ist gezeigt. P = Pellet, U =

Uberstand, kDa = Kilodalton. Die Analyse wurde mehrmals mit gleichem Ergebnis wiederholt.

Um zwischen der Bindung von RNA bzw. DNA unterscheiden zu kdnnen, wurden co-
prézipitierte sowie ungebundene Nukleinsduren aus P67-Immunoprézipitationen in un-
terschiedlichen Ansitzen einer DNase- bzw. RNase-Behandlung und alkalischer Hydro-
lyse unterzogen, jeweils differentiell mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und anschlies-

send kompetitiv auf Mais-Chloroplastengenom-7iling-Arrays hybridisiert (RIP-/DIP-

78



Ergebnisse

Chip = RNA-/DNA-Immunoprizipitation und Chip-Hybridisierung, s. Kap. 2.2.17.1).
In beiden Fillen zeigten initiale Experimente keine spezifischen Anreicherungen (An-
reicherungswerte < 2, nicht gezeigt). Weitere Analysen sind nétig, um P67-gebundene

Transkripte oder DNA-Abschnitte zu ermitteln.

3.2.5 P67 und retrogrades Signalling

Die Vermutung einer Beteiligung von P67 am retrograden Signalling wird durch die
enge Verwandtschaft zu GUNI, einem essentiellen Bestandteil dieser Signalwege, nahe-
gelegt. Eine Standardmethode fiir den Nachweis einer Beteiligung an retrograden Sig-
nalwegen in Arabidopsis ist die Norflurazonbehandlung von Mutanten der Signalkan-
didaten und anschlieBende Northern-Analyse kernkodierter Gene der Photosynthese
(z.B. LhceB-Transkripte, s. Abb. 27). Norflurazon ist ein Inhibitor der Carotinoidbiosyn-

these und verursacht im Licht photo-oxidative Schéden, die durch retrograde Signale
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Abb. 27: AtP67-Mutanten zeigen keinen Genomes-Uncoupled-Phinotyp (GUN) nach der Be-
handlung mit Norflurazon. Samen wildtypischer Arabidopsis-Pflanzen sowie der homozygoten
Linie AtP67-1/1 wurden oberflidchensterilisiert, nach Aussaat fiir acht Tage auf Murashige-und-
Skoog-Medium mit (+) oder ohne (-) Norflurazon (NF, 5 uM) unter Standard-Anzuchtbedin-
gungen kultiviert und fiir die Isolation von Gesamt-RNA verwendet. Links: Phénotypen der
Norflurazon-behandelten und unbehandelten Keimlinge. Rechts: Jeweils 5 ug Gesamt-RNA
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt (1,5 % Agarose), auf eine Nylonmembran transferiert
und mit einer LhcB1.2-spezifischen Sonde hybridisiert (Sonden-Primer: CAB3 fw, CAB3 rev,
s. Tab. 4, S. 121). Die Methylenblau-Féarbung der Membran ist gezeigt (unten). Sowohl in wild-
typischen Keimlingen als auch in AtP67-Insertionsmutanten fiihrt die Norflurazongabe zur
Repression der LhcB1.2-Expression. Die fiir den GUN-Phénotyp charakteristische Entkopplung
dieser Expressionsrepression von der Norflurazongabe wurde nicht beobachtet.
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zur Expressionsrepression kernkodierter Gene des Photosyntheseapparates fiihren
(z.B. LheB1, RbcS). Bei Storung der retrograden Signalwege, z.B. durch den Knockout
von Komponenten des retrograden Signallings, ist diese Reaktion blockiert, man spricht
vom GUN-Phénotyp (Genomes Uncoupled, z.B. Koussevitzky et al., 2007). Norflu-
razonbehandlung und folgende Northern-Analyse der LicB-Expression in der Inser-
tionslinie 4tP67-1 zeigten keine Derepression der Expression des Kerngens LhcBl1.2
(s. Abb. 27). Damit wird eine Beteiligung von P67 an retrograden Signalwegen unwahr-
scheinlich, wenngleich dieses Ergebnis sie nicht ausschlieit. Weitere Untersuchungen
alternativer Signalwege sind nétig, um dieses Resultat abzusichern (z.B. Hemmung der

plastidéren Translation mit Lincomycin).

3.2.6 Stark reduzierte AtpB-Akkumulation durch ZmP67-Knockout

Aufgrund des offensichtlich chlorophylldefizienten Phénotyps der P67-Insertionslinien
in Mais sollte die Expression von Komponenten des Photosystems auf Proteinebene ge-
priift werden. Stellvertretend fiir die Enzymkomplexe der ATPase, der Photosysteme [
und -II sowie des Cytochrom-bgsf~Komplexes wurden die Kernuntereinheiten AtpB,
PsaD, DI bzw. PetD durch quantitative Western-Analyse mit den entsprechenden
Antikorpern untersucht. Die relativen Proteinmengen wurden bestimmt und zwischen
ZmP67-Insertionslinien und wildtypischen Kontrollpflanzen verglichen (s. Abb. 28).
Die Ergebnisse zeigten die drastische Reduktion der B-Untereinheit der ATPase in den
nichtkomplementierenden Kreuzungen der Insertionslinien (< 2 % des Levels wild-
typischer Pflanzen). Dagegen waren die PsaD- bzw. DI1-Komponenten des Photo-
systems I bzw. -II in den P67-Knockout-Pflanzen nur leicht reduziert bzw. unverandert.
Die Proteinmengen der durch petD kodierten Untereinheit IV des Cytochrom-b4f-
Komplexes zeigten ein uneinheitliches Bild zwischen den analysierten Insertionslinien.
Sowohl leicht reduzierte als auch unveranderte oder leicht erhdhte Proteinlevels wurden
in den untersuchten P67-Mutanten beobachtet.

Die drastische Reduktion des ATPase-Enzymkomplexes in den P67-Insertionslinien
kann die Erkldrung fiir die Keimlingsletalitit der Pflanzen liefern. Um die molekulare
Ursache dieser Reduktion zu priifen, ist die Northern-Analyse der plastidiar kodierten
Untereinheiten der ATPase geplant.
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Abb. 28: Drastische Reduktion von AtpB in ZmP67-Knockout-Mutanten. Gesamtproteinextrak-
tionen der Insertionslinien ZmP67-1/3, -2/1 und -2/3 (s. Abb. 22 und Abb. 24) sowie wild-
typischer Kontrollpflanzen wurden durch Zentrifugation in 16sliche und unlésliche Fraktionen
separiert. A) Gleiche Proteinmengen der loslichen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE aufge-
trennt, auf Nitrozellulosemembranen transferiert und fiir die Western-Analyse mit einem AtpB-
spezifischen Antikorper eingesetzt. Die Ponceaufirbung der Membran sowie die GroBe des
Signals sind gezeigt. kDa = Kilodalton. B) Gleiche Proteinmengen der unloslichen Fraktionen
wurden wie in A vorbereitet und fiir die Western-Analyse mit einem Gemisch aus D1-, PsaD-
und PetD-spezifischen Antikorpern eingesetzt. Darstellung wie in A. C) Chemolumineszenz-
signale von je zwei Western-Analysen (biologische Replikate, nicht gezeigt) wurden mit dem
Lumi-Imager (Roche) detektiert und quantifiziert (Quantity-One-Software, Bio-Rad). Die Werte
wurden jeweils auf die Wildtypkontrolle normalisiert und gegen den Genotyp der Pflanzen
aufgetragen. Standardabweichungen sind als vertikale Linien dargestellt. AtpB- bzw. DI-,
PsaD- und PetD-Werte sind gegen die primire bzw. sekundire Y-Achse aufgetragen. Zur geeig-
neten Darstellung der reduzierten AtpB-Levels ist die priméire Y-Achse unterbrochen.
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4 Diskussion

Die Dynamik der plastiddaren Genexpression wird zum Grof3teil durch posttranskriptio-
nelle Prozesse bestimmt (Uberblick in Bock, 2007). Die Akteure der RNA-Reifungspro-
zesse sind fast ausnahmslos kernkodiert und werden posttranslationell in die Plastiden
importiert. Eine groB3e Proteinfamilie, deren Vertreter dabei zumindest in Landpflanzen
omniprasent sind, ist die der PPR-Proteine (zusammengefasst in Schmitz-Linneweber
und Small, 2008). Eine Ausnahme unter den ansonsten kernkodierten RNA-Reifungs-
faktoren stellt der putative, plastidir kodierte Splei3faktor MatK dar (Mohr et al., 1993;
Neuhaus und Link, 1987).

Mit MatK, dem einzigen Kandidaten fiir einen plastiddr kodierten RNA-Reifungstaktor,
und P67, einem nukledr kodierten PPR-Protein, sind in der vorliegenden Arbeit zwei
putative Proteine des plastiddren RNA- (und/oder DNA-) Metabolismus charakterisiert

worden.

4.1 MatK: Eine Maturase als polyspezifischer Spleififaktor

Genetische und phylogenetische Indizien lassen eine Funktion von MatK beim Spleilen
verschiedener plastiddrer Gruppe-IIA-Introns vermuten. Genetische Hinweise kommen
von den lojap- und Albostrians-Mutanten in Mais und Gerste, deren plastiddre Trans-
lation defekt ist und die SpleiBdefekte fiir Gruppe-IIA-Introns zeigen (Uberblick in
Jenkins et al., 1997; Vogel et al., 1999). Fiir diese Mutanten ist MatK der einzige Kandi-
dat eines plastidir kodierten Proteins mit putativer Splei3funktion. Daneben sind parasi-
tische Pflanzen bekannt (Cuscuta-Arten der Untergattung Grammica), die im Rahmen
einer allgemeinen evolutiondren Reduktion ihrer Plastome neben matK auch verschiede-
ne Gruppe-IIA-Introns verloren haben, was eine Abhéngigkeit dieser Introns von einem
MatK-SpleiBfaktor vermuten lidsst (Ubersicht in Krause, 2008; McNeal et al., 2009).
Uberdies sind verschiedene Pflanzenarten mit freistehendem, nicht im Intron der
tRNAYS(UUU) kodierten matK-ORF beschrieben (Funk et al., 2007; McNeal et al.,
2009; Turmel et al., 2005; Wolf et al., 2003; Wolfe et al., 1992). Fiir diese Pflanzen, die
kein plastidires tRNAYS(UUU)-Intron beherbergen, liefert eine MatK-Funktion in trans
die beste Erkldrung fiir den Erhalt der Gensequenz. Damit wire MatK eine Ausnahme

unter den bisher untersuchten, in Gruppe-II-Introns kodierten, Maturasen, die lediglich
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das Spleiflen ihres Heimatintrons unterstiitzen. Ein direkter Beweis fiir eine Interaktion
von MatK mit den entsprechenden Introns in vivo fehlte jedoch bislang.

In der vorliegenden Arbeit wurde MatK in einem transplastomischen Ansatz in Tabak
stabil N- oder C-terminal mit dem HA-Epitop markiert (s. Abb. 6, S. 43). Die Epitopse-
quenz ermoglichte die Applikation hochreiner monoklonaler Antikorper fir MatK-Im-
munoprézipitationen (s. Abb. 12, S. 49). Eine anschlieBende Analyse der coprizipi-
tierten RNA zeigte erstmals, dass MatK in vivo spezifisch mit Transkripten assoziiert
ist, die sieben der acht plastiddaren Gruppe-IIA-Introns in Tabak enthalten (s. Abb. 13,
S. 50, Abb. 14, S. 51). Darunter finden sich die tRNA®S(UUU), die das matK-kodie-
rende Intron beherbergt, drei weitere tRNAs (trnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC), zwei
Transkripte, die ribosomale Proteine kodieren (rpl2, rpsi2) sowie das proteinkodierende
Transkript einer ATPase-Untereinheit (atpF). Dieser In-Vivo-Nachweis einer Assozia-
tion von MatK mit den genannten Gruppe-IIA-Intron enthaltenden Transkripten ist in
Ubereinstimmung mit dem vermuteten MatK-Ziel-Spektrum (s.0.), wenngleich Spleil3-
defekte flir das Gruppe-IIA-Intron des t7rnV-Gens weder in lojap- noch in Albostrians-
Mutanten gezeigt sind (Jenkins et al., 1997; Vogel et al., 1999).

Lediglich das ebenfalls als Gruppe-IIA- klassifizierte zweite Intron der c/pP-Vorlaufer-
RNA zeigte in keinem der drei alternativen Ansédtze, die fiir den Nachweis coprizipi-
tierter RNA verwendet wurden, eine Assoziation mit MatK (s. Abb. 13, Abb. 14, S. 50,
S. 51). Das clpP-Intron 2 ist sowohl strukturell als auch phylogenetisch ein Aufenseiter
unter den plastiddren Gruppe-IIA-Introns (McNeal et al., 2009; Michel et al., 1989;
Turmel et al., 2005). Zu den Besonderheiten des c/pP-Introns 2 im Vergleich mit den
urspriinglich beschriebenen Charakteristika der Gruppe-IIA-Introns zéhlen z.B. Abwei-
chungen in der terminalen Schleife der Subdoméine D3 in Doméne I (DI), das fehlende
bulged A aber auch Divergenzen zu den Konsensussequenzen einer internen Schleife in
DI (C1%-C1?9) und dem Intronende (Michel et al., 1989). Das clpP-Gen in Mais und
Gerste ist intronlos, so dass eine Spleifidefizienz in den lojap- und Albostrians-Mutan-
ten nicht gepriift werden konnte (s.0.). Aus phylogenetischer Sicht ist das c/pP-Intron 2
deutlich jiinger als matK (McNeal et al., 2009; Turmel et al., 2005). Somit ist eine pri-
mére Verkniipfung zwischen dem Spleififaktor MatK und diesem Intron ausgeschlossen.
Uberdies ist das zweite cIpP-Intron in einigen parasitischen Pflanzen erhalten und wird

gespleilit (z.B. Cuscuta gronovii), obwohl keine matK-Sequenz auf dem Plastom kodiert
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ist (Funk et al., 2007; McNeal et al., 2009). Zusammen mit der in dieser Arbeit gezeig-
ten fehlenden Assoziation des entsprechenden Transkripts mit MatK in Tabak sprechen
diese Hinweise dafiir, dass das clpP-Intron 2 MatK-unabhéngig gespleiit wird. Es ist
wahrscheinlich, dass die strukturellen Unterschiede zwischen dem c/pP-Intron 2 und
den tibrigen plastiddaren Gruppe-IIA-Introns bei der Erkennung durch den MatK-Spleil3-
faktor eine Rolle spielen.

Im Gegensatz zu monokotyledonen Pflanzen, wie Mais oder Gerste, ist die plastidére
Translation in Eudikotyledonen essentiell fiir die Zellentwicklung und ein gezielter
matK-Knockout nicht moglich (Drescher, 2003; Schmitz-Linneweber und Small, 2008).
Auch der in der vorliegenden Arbeit verfolgte Ansatz der Punktmutagenese zur Erzeu-
gung hypomorpher, lebensfahiger matK-Mutanten fiihrte lediglich zu transplastomi-
schen Pflanzen, die den Selektionsmarker, nicht aber die Punktmutationen enthielten
(s. Kap. 3.1.11, S. 67). Zusammen mit den genetischen und phylogenetischen Hinwei-
sen (s.0.) suggerieren die in dieser Arbeit gezeigten Daten der MatK-RNA-Assoziation,
dass MatK fiir den SpleiBiprozess essentieller, plastidirer RNAs benétigt wird und damit
eine Mutagenese ausgeschlossen ist. Immerhin finden sich unter den MatK-Zielen die
Transkripte von vier tRNAs und zwei ribosomalen Untereinheiten, deren Spleildefekte
damit hochstwahrscheinlich zum Knockout der Expression von insgesamt sechs Kom-
ponenten der Translation fiithren. Es ist bekannt, dass die Gene plastiddrer tRNAs und ri-
bosomaler Proteine essentiell fiir die Zellentwicklung in Tabak sind (Legen et al., 2007;
Rogalski et al., 2008; Rogalski et al., 2006). Zusammengenommen sprechen diese Re-
sultate fiir die Funktion von MatK als plastidiar kodierter SpleiBfaktor der sieben mit
ithm assoziierten Gruppe-IIA-Introns. Ein endgiiltiger Funktionsnachweis konnte z.B.
durch In-Vitro-Komplementationen von spleifinkompetenten Stromafraktionen der /o-
Jjap- oder Albostrians-Mutanten mit heterolog exprimiertem MatK erfolgen.

Somit kann MatK als ein Beispiel fiir eine Gruppe-II-Intron-Maturase dienen, die die
strikte Verknilipfung bakterieller Maturasen mit dem Heimatintron verlassen hat und nun
mehrere Introns als Spleiflfaktor bedient (Lambowitz und Zimmerly, 2004). Allein unter
den Gruppe-I-Intron-Maturasen ist ein Vertreter beschrieben (bl4-Maturase), dessen Ex-
pression essentiell fiir den Spleiprozess von zwei Introns ist (Labouesse et al., 1984).
Daneben sind in Landpflanzen freistehende, kernkodierte Proteine mit Maturase-Ho-

mologie beschrieben, die posttranslationell in die Mitochondrien importiert werden und
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von denen ein Vertreter das Spleilen mehrerer Introns unterstiitzt (Keren et al., 2009;
Mohr und Lambowitz, 2003).

Aufgrund von Ahnlichkeiten in Struktur und SpleiBprozess wird angenommen, dass
Gruppe-Il-Introns die Vorldufer der spleiBosomalen Introns im Kern sind und mog-
licherweise durch die eubakteriellen Endosymbionten eingeschleppt wurden (z.B. Cech,
1986; Sharp, 1991; Toor et al., 2008). Aus der Existenz einer polyspezifischen Gruppe-
[I-Intron-Maturase (MatK) ergeben sich somit interessante mogliche Implikationen fiir
evolutiondre Uberginge zwischen den Spleiiprozessen der Gruppe-II- und der spleifo-
somalen Introns. Die in den Kerngenomen der Eukaryoten vorkommenden spleifloso-
malen Introns werden mit Hilfe des Spleiosoms, eines groflen Ribonukleoproteinkom-
plexes (RNPs), gespleiBit (Ubersicht z.B. in Wahl et al., 2009). Dagegen kodieren bakte-
rielle Gruppe-II-Introns spezialisierte Maturasen, die spezifisch den Spleiflprozess ihres
Heimatintrons unterstiitzen (Ubersicht in Lambowitz und Zimmerly, 2004). Der evolu-
tionire Ubergang von den hochspezifischen, Maturase-abhingigen Gruppe-II-Introns
der Bakterien zur komplexen, in trans agierenden Spleilmaschinerie der SpleiBosomen
ist unverstanden, nicht zuletzt aus Mangel an ,,lebenden Fossilien* mit Ubergangssta-
dien zwischen diesen beiden Zustinden. MatK kénnte als Modell fiir den Ubergang von
Maturasen als hochspezifische Spleifaktoren hin zu mehr oder weniger ausgepriagten
Generalisten dienen (Matsuura et al., 2001). Die Funktion einer Maturase als genereller
Spleififaktor kann damit aufzeigen, wie die Ausbreitung und Diversifizierung von Grup-
pe-Il-Introns im Kern durch eine SpleiBmaschinerie begleitet werden konnte, die mul-
tiple Ziele bedient. So kdnnten zumindest initial modifizierte Gruppe-II-Intron-Matu-
rasen, die durch die invasiven Introns kodiert waren, die Funktion eines Protospleif3o-
soms wahrgenommen haben. Damit kann ein Verstindnis der MatK-Funktion beim
Spleiflen multipler Introns auch dazu beitragen, die in trans agierenden Proteinkompo-

nenten des Spleilosoms besser zu verstehen.

4.2 MatK assoziiert mit multiplen Intronbereichen

Um die MatK-Bindestellen im #7nK-Heimatintron detaillierter charakterisieren zu kon-
nen, wurde copréazipitierte RNA durch RIP-Chip-Analysen mit Hilfe eines #rnK-Oligo-
nukleotid-Tiling-Arrays untersucht (s. Abb. 15, S. 53). Die Protektion von RNA-Be-

reichen vor RNasen des Stromaextrakts durch das RNA-Bindeprotein erlaubt dabei eine
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Einengung der Bindestellen. Eine analoge Methode wurde bereits erfolgreich fiir die
Feinkartierung der Bindepositionen anderer RNA-Bindeproteine verwendet (z.B. Pfalz
et al., 2009; Schmitz-Linneweber et al., 2006). Die Degradation des trnK-Vorlaufer-
transkripts und damit die Mdglichkeit der Auflosung der Bindestellen wurde durch
Northern-Analysen bestitigt (Abb. 15, S. 53). Die Auswertung der RIP-Chip-Analysen
zeigte die differentielle Anreicherung nahezu aller Introndoménen. Lediglich der matK-
ORF, Doméne V (DV), Teile von Doméne VI (DVI) sowie die #rnK-Exonsequenzen
zeigten keine differentielle Anreicherung in MatK-Immunoprizipitationen (s. Abb. 29
bzw. Abb. 15, S. 53). Diese Ergebnisse legen eine zeitlich oder rdumlich multiple Asso-
ziation von MatK mit den ##nK-Introndoménen I, I1, III (DI, DII, DIII), dem 3’-Ende der
Doméne IV (DIV) und Teilen von Doméne VI (DVI) wéhrend des Spleillprozesses
nahe. Zusammenfassend lassen sich demnach MatK-Kontakte mit Intronsequenzen
stromauf- und -abwirts des matK-ORFs, nicht aber im Leserahmen selbst erkennen.
Diese Daten korrelieren auch mit den initialen RIP-Chip-Experimenten, die zwei Maxi-
ma der Anreicherung in Intronsequenzen, nicht aber in der dazwischen liegenden matK-
Sequenz zeigten (s. Abb. 13, S. 50). Interessanterweise beinhaltet auch die Interaktions-
fliche der detailliert charakterisierten bakteriellen Maturase LtrA mit ihrem Heimatin-
tron zahlreiche Kontakte in DI und DII (Dai et al., 2008), die ebenfalls im #7nK-Intron in
weiten Bereichen mit MatK assoziiert sind (s. Abb. 29 bzw. Abb. 15, S. 53). Dies lasst
die Vermutung zu, dass die Position der Maturase MatK am gefalteten Intron zumindest
teilweise evolutiondr konserviert ist.

Den Maximalwert der differentiellen Anreicherung erreicht die Sonde #nK 11, welche
die Grenzregion von DI/II reprasentiert (s. Abb. 29 bzw. Abb. 15, S. 53, +tHA/-HA =11,
p-Wert < 10). Diese Sonde deckt die Regionen (i) und (ii) sowie die terminale Schleife
von DII und die Regionen (i) und (ii) der DI ab (Tabelle S2 in Zoschke et al., 2010).
Plateaus mit hohen Anreicherungswerten beinhalten die Sonden #nK 2 - 7 bzw. 9 und
trnK 12 - 15, welche in DI und DIII lokalisiert sind (+HA/-HA > ~ 6, p-Werte <
5x 10™). Daneben zeigen die Sonden #nK 39/40 bzw. 42 und 44, die die Endregionen
der Doménen IV bzw. V und VI représentieren, hohe bzw. mittlere Anreicherungswerte
(+HA/-HA > ~ 7 bzw. ~ 5; p-Werte < 8 x 10™). Alle genannten Sonden sind in Intron-
Regionen lokalisiert, die strukturelle Unterscheidungsmerkmale der Intron-Untergrup-

pen IIA und IIB enthalten (Michel et al., 1989; Qin und Pyle, 1998). Im Einzelnen sind
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Abb. 29: Grafisches Modell der MatK-Bindestellen im #nK-Intron basierend auf den in RIP-
Chip-Analysen identifizierten Assoziationen (s. Abb. 15, S. 53). Gezeigt sind die farbkodierten
Anreicherungswerte der RIP-Chip-Analyse entsprechend der Position der Sonden in der sche-
matisierten Sekundérstruktur des #nK-Introns (Intronstruktur vereinfacht nach Hausner et al.,
2006; Michel et al., 1989). Farbkodierung der Anreicherung: rot = maximal, griin = intermedir,
blau = keine (Wertetabelle in Zoschke et al., 2010). Die Introndoménen I - VI sowie die Subdo-
ménen der ersten (A - D) und zweiten Ebene (1 - 2 bzw. 1 - 3) in Doméne I und das bulged A
sind indiziert. EBS/IBS = Exon-/Intron-binding sites. Der matK-ORF ist gezeigt.

dies die Exon-binding site 1 (EBS1), die Subdoménen (i) und (ii) der DI, die DI/DII-
Verbindungsnukleotide sowie die Grenzregion zwischen den Doménen IV und V. Dane-
ben ist interessant, dass die signifikanteste differentielle Anreicherung mit der Sonde
trnK 9 erreicht wurde (p-Wert = 3,6 x 10), welche die terminale Schleife der Sub-
domine D3 in Doméne I abdeckt. Diese Region sowie die ebenfalls differentiell ange-
reicherte interne Schleife in DI (Cl(ii)-Cl(i)) und das Intronende zeigen spezifische Un-
terschiede zwischen dem clpP-Intron 2 und den restlichen Gruppe-IIA-Introns (Michel
et al., 1989). Zusammen konnen spezifische Kontakte in diesen Regionen erkldren, wie
MatK zwischen den Introns der Untergruppen IIA und IIB und innerhalb der Gruppe-
ITA-Introns zwischen seinen Ziel-Introns und dem c/pP-Intron 2 unterscheidet und die
beobachtete Spezifitit erreicht.
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Eine hohere, nukleotidgenaue Auflosung der MatK-Bindestelle konnte in kiinftigen
Untersuchungen mit /n-Vitro-Analysen erreicht werden, wie sie fiir die Aufkldarung von
Bindungen der bakteriellen LtrA-Maturase im L1.LtrB-Intron oder des plastiddren
CRS1-Spleiffaktors im atpF-Intron erfolgreich eingesetzt wurden (Dai et al., 2008;
Matsuura et al., 2001; Ostersetzer et al., 2005). Daneben wiirden derartige Untersuchun-
gen eindeutig kliren, inwieweit die in dieser Arbeit charakterisierten MatK-RNA-Asso-
ziationen im trnK-Intron durch direkte Kontakte oder durch zusétzliche Faktoren zu-
stande kommen. Tatsdchlich ist von den kernkodierten Spleilfaktoren OTP51, WTF1
und RNC1 bekannt, dass sie am Spleiprozess des trnK-Introns beteiligt sind und damit
mit MatK und/oder dem #7nK-Intron interagieren konnten (de Longevialle et al., 2008;
Kroeger et al., 2009; Watkins et al., 2007). Somit konnte RNA aus den Pelletfraktionen
von MatK-Immunoprézipitationen iliber Protein- oder RNA-Protein-Interaktionen mit
diesen SpleiBfaktoren coprézipitiert worden sein. Da allerdings von anderen Maturasen
bekannt ist, dass sie direkt RNA binden (z.B. Huang et al., 2003; Matsuura et al., 2001),
ist auch fiir MatK eine unmittelbare RNA-Bindung in den entsprechenden Regionen des
trnK-Introns die einfachste Erkldrung fiir die beobachteten Assoziationen.

Eine weitere Einschrinkung der MatK-frnK-Bindestellen-Analyse ergibt sich aus der
fehlenden zeitlichen Auflosung. Es ist wahrscheinlich, dass die immunoprizipitierten
MatK-RNPs eine Mischung verschiedener MatK-RNA-Assoziationen représentieren,
die wihrend unterschiedlicher Schritte des Spleilprozesses auftreten. Die beobachteten
Kontakte miissen demnach nicht zwangsldufig zeitlich parallel wihrend des Splei3pro-
zesses auftreten, sondern kdnnten sequentiell ablaufende Splei3schritte darstellen. Tat-
sdchlich sind dynamische Funktionen der bakteriellen LtrA-Maturase beim Splei3-
prozess ihres Heimatintrons vorgeschlagen worden (Dai et al., 2008; Rambo und
Doudna, 2004). Uberdies kann die Array-Analyse im Bezug auf Intronsequenzen nicht
zwischen freiem Intron und Vorldufertranskript sowie im Bezug auf Exonsequenzen
nicht zwischen reifem Transkript und Vorldufer unterscheiden. Inwieweit MatK auch die
Exonbereiche des Vorldufers bindet oder nach dem Splei3prozess noch am freien Intron
gebunden ist, lieBe sich effizient durch /n-Vitro-Analysen priifen.

Insgesamt unterstiitzen die Daten ein Modell, in dem MatK rdumlich und/oder zeitlich
multiple Kontakte mit seinem #rnK-Ziel-Intron eingeht, woraus sich eine grofle Inter-

aktionsflache ableitet. Diese ausgepriagte Protein-RNA-Interaktion konnte der evolutio-
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ndren Anpassung des MatK-Spleififaktors an verschiedene Introns dienlich gewesen
sein, indem verschiedene Kontaktpunkte flir den Spleiprozess der einzelnen Introns ge-
nutzt werden konnten (Matsuura et al., 2001). Aufschliisse dariiber kann die Analyse
von Gemeinsamkeiten und Unterschieden in den Bindungen zwischen MatK und seinen
Ziel-RNAs geben. Dem konnen RIP-Chip-Analysen mit Oligonukleotid-7iling-Arrays
fiir die verbleibenden MatK-Ziele dienen, die analog zu den gezeigten Untersuchungen
der MatK-trnK-Interaktionen ausgefiihrt werden. Daneben sind aber auch /n-Vitro-Bin-
destudien zur Aufklidrung der MatK-Intron-Interaktionen denkbar. Insbesondere ein Ab-
gleich mit den bekannten Bindestellen des CRS1-SpleiBifaktors im atpF-Intron konnte
Hinweise darauf geben, welche spezialisierten und/oder generalisierten Funktionen den

plastiddren Spleififaktoren beim Spleillprozess der Introns zukommen.

4.3 MatK und das plastidire ,,Spleilosom“

Mit einem MatK-Spleilfaktor wird dem komplexen Spleilapparat plastiddrer Introns
eine weitere, allerdings plastiddr kodierte Komponente hinzugefiigt (s. Abb. 2, S. 5).
Bislang ist fiir jedes der plastiddren Introns in Angiospermen mindestens ein kern-
kodierter SpleiBfaktor beschrieben worden (Ubersicht in Kroeger et al., 2009). Fiir
einige Introns sind fiinf essentielle Spleif3faktoren bekannt, so dass die entsprechenden
RNPs gleichviel Protein und RNA enthalten (Kroeger et al., 2009). Damit hat der plasti-
dédre SpleiBapparat in Aufbau und Komplexitit auller einer Maturase und der Klassi-
fizierung der meisten Introns als Gruppe-II-Introns kaum Gemeinsamkeiten mit dem der
Bakterien, deren Spleiflprozesse von hochspezifischen, intronkodierten Proteinen reali-
siert werden (Lambowitz und Zimmerly, 2004). Erkliren ldsst sich diese Komplexitit
durch die Akquisition von RNA-bindenden Proteinen des ,,Wirts* und deren (Um-) Nut-
zung als Spleififaktor und/oder die Entstehung neuer RNA-bindender Doménen im
Kerngenom wéhrend der Evolution von einer endosymbiotischen Gemeinschaft zur
heutigen Pflanzenzelle (Kroeger et al., 2009). Fiir diese Szenarien sprechen die Exklusi-
vitdt und die massive Expansion bestimmter RNA-Bindedoménen in Pflanzen (CRM-
Doméne, Barkan et al., 2007; PORR-Doméne, Kroeger et al., 2009; PPR-Domine,
Schmitz-Linneweber und Small, 2008).

Die MatK-Ziel-RNAs #nK-UUU, trnV-UAC, trnl-GAU, trnA-UGC, rpl2, rpsi2 bzw.

atpF werden in Mais von zwei bzw. drei weiteren essentiellen Splei3faktoren bedient
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(WTF1, RNC1 bzw. CRS1; Jenkins et al., 1997; Kroeger et al., 2009; Watkins et al.,
2007). Daneben bedienen das Maisprotein WHY 1 atpF und das Arabidopsis-Protein
OTPS1 truV-UAC, trnK-UUU und atpF als akzessorische, nichtessentielle Spleif3fakto-
ren (de Longevialle et al., 2008; Prikryl et al., 2008). Inwieweit weitere Faktoren im
,»MatK-SpleiBosom* enthalten sind, kann in Zukunft durch massenspektrometrische
Analysen MatK-assoziierter Proteine untersucht werden. Ein analoger Ansatz mit den
bekannten Spleillfaktoren CRS1, CAF1 und CAF?2 fiihrte zur Identifikation von neuen,
bis dahin unbekannten Faktoren der plastiddren SpleiBmaschinerie in Mais (WTF1,
WHY1, RNCI; Kroeger et al., 2009; Prikryl et al., 2008; Watkins et al., 2007). Eine
initiale massenspektrometrische Untersuchung MatK-coprizipitierter Proteine aus
Tabak und ein erster Abgleich mit Arabidopsis-Datenbanken wurde in Kooperation mit
Dr. Waltraud Schulze (MPI/Golm) ausgefiihrt. Dabei wurden zwei PPR-Proteine als
potentielle Kandidaten weiterer Faktoren des ,,MatK-Spleilosoms* identifiziert (NCBI-
Akzessionen: AtS5g15980, At3g48810). Weitere Analysen sind notig, um dieses Resultat
zu verifizieren. Insbesondere die Identifikation von Tabak-Homologen der bekannten
Spleififaktoren der Gruppe-IIA-Introns aus Arabidopsis/Mais (OTP51/WTF1, RNCI)
wire als Kontrolle der Methodik wiinschenswert. Daneben sollte ein Abgleich der Daten
mit Tabak-EST-Sequenzen zur Identifikation weiterer Proteine fiihren.

Beachtlich ist nicht nur die Komplexitdt sondern auch die Dynamik der Zusammenset-
zung des plastiddren ,,Spleiosoms®. In Analogie zum nukledren SpleiBosom, das je
nach Ziel-Intron in Komposition und Struktur variieren kann (Zusammengefasst in
Wahl et al., 2009), lassen die bisher analysierten plastidiren Spleifaktoren mit ihren
spezifischen, z.T. iiberlappenden Spektren an Ziel-Introns eine vergleichbare Dynamik
in der Zusammensetzung des plastiddren ,,SpleiBosoms* vermuten (s. Abb. 2, S. 5). Zu-
mindest fiir einen der bekannten Faktoren (CRS1) ist die direkte RNA-Bindung belegt
(Ostersetzer et al., 2005). Weitere vier SpleiBifaktoren besitzen wie CRS1 CRM-Domé-
nen (s. Abb. 2, S. 5), fiir die eine RNA-Bindung gezeigt ist (Keren et al., 2008). Sofern
es sich bei den iibrigen Spleififaktoren des plastidiren ,,SpleiBosoms* auch um direkt
RNA-bindende Proteine handelt, muss man jeweils von spezifischen, distinkten Binde-
stellen innerhalb der Vorldufer-RNA ausgehen. Die Bindestellenspezifitit der einzelnen
Spleiflfaktoren ist bisher aber kaum untersucht (Ausnahmen: MatK, s. Abb. 29
bzw. Abb. 15, S. 53; CRS1, Ostersetzer et al., 2005). Bedenkt man, dass sowohl Splei3-
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faktoren mit exklusiver Gruppe-I1A- oder -1IB-Intronspezifitit als auch solche mit iiber-
lappenden Spektren an Ziel-Introns beschrieben sind (s. Abb. 2, S. 5), konnte die Kennt-
nis der jeweiligen Bindestellen interessante Aufschliisse iiber strukturelle, in vivo rele-
vante Unterschiede und/oder Gemeinsamkeiten innerhalb der Intron-Untergruppen ge-
ben. Sofern alle essentiellen Spleififaktoren eines Introns identifiziert sind, kann auch
die Etablierung eines In-Vitro-Spleiflsystems neue Aufschliisse iiber die raumliche und
zeitliche Anordnung und die Funktionen der RNA- und Proteinkomponenten im RNP
wihrend der Spleilprozesse geben.

Vor dem Hintergrund einer Membranbindung der phagendhnlichen Transkriptionsenzy-
me in ,,reifen* Chloroplasten in Spinat (RpoTp, RpoTmp, Azevedo et al., 2006, 2008)
und der membranassoziierten Translation zumindest der Untereinheiten des Photosys-
tems II (z.B. Margulies et al., 1987; Uniacke und Zerges, 2007; Yamamoto et al., 1981)
ist auch die Frage nach der suborganelldren Lokalisation des ,,MatK-SpleiBosoms* von
Interesse, da die SpleiBprozesse der Transkription und der Translation zwischengeschal-
tet sind. Aufgrund putativer Transmembran-Helices im matK-ORF wurde eine mem-
branassoziierte Lokalisation des Proteins vorgeschlagen (Barthet und Hilu, 2007a).
Dementgegen zeigten die Western-Analysen der vorliegenden Arbeit die Lokalisation
von MatK in den 16slichen Anteilen chloroplastiddrer Fraktionen, so dass eine Mem-
branassoziation unwahrscheinlich ist (s. Abb. 10, S. 46). Auch fiir die plastiddren
Spleififaktoren RNC1, WTF1 bzw. CRSI, die fiir den Spleilprozess aller bzw. aus-
gewdhlter MatK-Ziele essentiell sind (s. Abb. 2, S. 5), wurde die Lokalisation im Stro-
ma nachgewiesen (Kroeger et al., 2009; Till et al., 2001; Watkins et al., 2007). Lediglich
WHY 1, ein akzessorischer Spleififaktor des atpF-Introns kolokalisiert in Stroma- und
Thylakoidfraktionen, wobei die Verortung in den Thylakoiden indirekt durch die DNA-
Bindung des Proteins vermittelt wird (Prikryl et al., 2008). Insgesamt sprechen die

Daten somit fiir die Lokalisation des MatK-enthaltenden ,,SpleiBosoms* im Stroma.

4.4 MatK-Expression: Regulative Implikationen

Eine interessante evolutiondre Frage, die sich fiir alle organelldr kodierten Proteine
stellt, ist die nach dem Grund der Konservierung im Organellengenom. Als Ursache fiir
den Erhalt plastiddrer Gene wurden unter anderem membranbedingte Transporthemm-

nisse, die Toxizitit im Zytoplasma, die Notwendigkeit der kotranslationellen Assemblie-
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rung sowie regulative Erfordernisse vorgeschlagen (Ubersicht z.B. in Allen, 2003;
Barbrook et al., 2006). Im Bezug auf matK konnten zwei regulative Aspekte eine Rolle
gespielt haben. (1) Zum einen konnte MatK als ein Stellglied der plastiddren Genex-
pression dienen, dessen prizise Regulation in Anpassung an die Bediirfnisse des ein-
zelnen Chloroplasten essentiell ist. Somit wire eine Kodierung auf dem Plastom erfor-
derlich. Tatsdchlich sind sechs der sieben Ziel-Introns von MatK in tRNAs oder Genen
ribosomaler Proteine lokalisiert, so dass eine regulative Funktion des MatK-abhingigen
SpleiBlens fiir die plastiddre Genexpression denkbar ist. (ii)) Zum anderen kdnnte ein
moglicher Autoregulationsmechanismus, wie er fiir die bakterielle Maturase LtrA be-
schrieben ist (Singh et al., 2002), den Verbleib des matK-Gens auf dem Plastom nétig
gemacht haben. Die Bindung der LtrA-Maturase an eine kleine Stammschleife ihrer
mRNA, die das Startcodon und die Shine-Dalgarno-Sequenz enthilt, erlaubt die Autore-
gulation der Expression durch Translationsinhibition. Diese Art der Regulation ist aber
fiir einen kernkodierten Splei3faktor wegen der raumlichen Trennung von Transkription
(Kern), Translation (Zytoplasma) und Spleilen (Chloroplast) kaum umsetzbar. Autore-
gulationsmechanismen der Translation sind in der Kontrolle der plastiddren Genexpres-
sion weit verbreitet (z.B. Choquet et al., 1998; Wostrikoff et al., 2004; Wostrikoff und
Stern, 2007).

4.4.1 MatK: Ein Regulator der plastidiren Genexpression?

Regulative Implikationen der MatK-Expression konnen unter anderem durch eine Ana-
lyse der Expression von MatK und seinen Ziel-RNAs im Verlauf der Pflanzenentwick-
lung untersucht werden. Die entwicklungsabhingige Expression des MatK-Proteins
wurde durch Western-Analyse in epitopmarkierten transplastomischen Pflanzen analy-
siert. Der Altersverlauf der MatK-Akkumulation zeigte eine zweigipflige Kurve mit
Maxima in 7 und 18 Tage alten Keimlingen und Pflanzen (s. Abb. 11, S. 48). Insgesamt
findet sich eine starke Akkumulation des Proteins in jungen, griinen Organen. Sowohl in
alteren, griinen Organen als auch in nichtgriinen Organen ist MatK lediglich in geringen
Mengen oder nicht nachweisbar. Dieses Expressionsmuster ldsst vermuten, dass MatK
eine wichtige Rolle in der frithen Chloroplastenentwicklung spielt, wihrend geringe
Mengen des Proteins ausreichen, um die Genexpression in dlteren Pflanzenteilen auf-

recht zu erhalten. Eine solche Funktion ist auch fiir plastidire RNA-Polymerasen postu-
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liert worden, deren Menge und Aktivitdt in jungem Gewebe deutlich hoher sind als in
alterem (Demarsy et al., 2006). Eine MatK-Funktion bei der Chloroplastenbiogenese er-
gibt sich wahrscheinlich aus dem Zielspektrum dieses Spleiflfaktors (tRNAs sowie
Transkripte ribosomaler Untereinheiten). Der zweigipflige Verlauf der MatK-Akkumu-
lation mit Maxima in sieben und 18 Tage alten Pflanzen konnte sich durch einen Wech-
sel in der Blattzusammensetzung bei der Entwicklung von Keimlingen zu jungen Pflan-
zen erkldren (Demarsy et al., 2006). So kann eine Alterung der Keimblatter den Abfall
der MatK-Levels von sieben zu elf Tage alten Keimlingen erklédren, sofern diese Alte-
rung mit einem Abbau der MatK-Proteine einhergeht. (s. Abb. 11, S. 48). 18 Tage alte
Pflanzen werden bereits durch die Blattmasse junger Primirblétter dominiert, was zu
einem zweiten MatK-Maximum fithren konnte. Mit fortschreitendem Wachstum der
Pflanze sinkt der Anteil junger Blétter ab. Dies kann eine fortgesetzte Reduktion der
MatK-Mengen bedingen. Der Anstieg in den MatK-Akkumulationen der Achselknospen
in dlteren Pflanzen ist moglicherweise durch deren Remeristematisierung vor dem Aus-
treiben bedingt.

Die Akkumulation der MatK-Ziel-RNAs wurde durch Northern-Analysen gepriift
(s. Abb. 18, S. 65). Die matK-Sequenz selbst ist im Intron des ##nK-Gens lokalisiert. Ob
als Matrize der Translation des MatK-Proteins der trnK-Vorlaufer, das freie Intron oder
ein schwach exprimiertes, separates matK-Transkript genutzt wird, ist nicht bekannt
(Vogel et al., 1997). Jene trnK-Intron enthaltenden RNAs, die der Groe nach als Tem-
plate der matK-Translation in Frage kommen, zeigen eine maximale Akkumulation in
25 Tage alten Pflanzen, in sieben Tage alten Keimlingen sind sie dagegen kaum nach-
weisbar (s. Abb. 18, S. 65). Vergleicht man also die MatK-Mengen mit der Akkumula-
tion der potentiellen matK-Transalations-Templates, so ist keine simple Korrelation zwi-
schen erst- und letztgenannten zu erkennen, wie sie von Barthet et al. (2007b) vermutet
wurde (s. Abb. 11, S. 48 und Abb. 18, S. 65). Diese mangelnde Korrelation zwischen
Transkript- und Proteinakkumulation spricht fiir eine translationskontrollierte MatK-Ex-
pression. Die Translationsregulation ist ein Charakteristikum der plastiddren Genexpres-
sion (Choquet und Wollman, 2002). Der Nachweis der fiir die MatK-Translation ge-
nutzten Transkripte ist durch Analysen Polysomen-gebundener RNA mdglich.
Interessanterweise findet sich ebenso keine Korrelation zwischen der Akkumulation der

iibrigen MatK-Ziel-RNAs (intronhaltige Vorldufer) und der von MatK. Lediglich zu Be-
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ginn der Pflanzenentwicklung bzw. in den Achselknospen (3 d - 11 d bzw. 38 d - 59 d)
ist die erwartete Korrelation, von abnehmenden Ziel-RNA-Mengen mit zunehmenden
MatK-Mengen (und entgegengesetzt) zu erkennen. Daraus ldsst sich ableiten, dass die
MatK-Akkumulation in diesen Altersstufen limitierend fiir den Spleiiprozess sein
konnte. Somit ist eine MatK-abhéngige regulative Funktion des Spleilens zu Beginn
der Chloroplastenentwicklung mdéglich. Einschrankend muss aber hinzugefiigt werden,
dass die stellvertretend fiir die proteinkodierenden MatK-Ziel-RNAs untersuchten Pro-
teine Rps5 und AtpB in der Entwicklung frither akkumulieren als die entsprechenden
reifen Transkripte (rpl2, rpsi2, atpF, s. Abb. 18, S. 65, Abb. 19, S. 66). Dies spricht fiir
eine liberwiegende Expressionsregulation dieser Gene auf Translationsebene. Somit
konnte der Spleilprozess flir diese MatK-Ziele nur bedingt regulierend wirken. Den-
noch ist eine regulative Funktion des MatK-abhdngigen Spleifiens fiir die tRNA-Ziele
denkbar.

Weitere Variablen, die bei den gezeigten Analysen noch unberiicksichtigt blieben, sind
die Zu- bzw. Abfliisse in bzw. aus den entsprechenden RNA-Pools durch Transkription
bzw. Degradation. Run-On-Transkriptions- bzw. In-Vitro-Degradations-Analysen kon-
nen zur Bestimmung des Einflusses dieser GroBlen genutzt werden (z.B. Klaff, 1995;
Zoschke et al., 2007). In den 18 und 25 Tage alten Pflanzen finden sich fiir alle MatK-
Ziele hohe Levels an intronhaltigen Vorldufer-RNAs. Gleichfalls wurden mittlere Akku-
mulationen von MatK beobachtet. Dies kann bedeuten, (i) dass der Spleilapparat durch
hohe Transkriptionsraten mit Vorlaufertranskripten iibersittigt wird. (ii) Daneben ist es
moglich, dass andere Faktoren als MatK den Spleilprozess limitieren. Dabei ist von
Interesse, dass WTF1 und RNCI, die als Spleififaktoren auch alle MatK-Ziel-RNAs
bedienen (Kroeger et al., 2009; Watkins et al., 2007), daneben unter anderem fiir den
SpleiBprozess der Gruppe-IIB-Intron enthaltenden t#7nG-UCC essentiell sind. Eine Limi-
tierung des Spleiprozesses durch WTF1 oder RNC1 konnte somit erkldren, weshalb
das Akkumulationsverhalten der trnG-Transkripte mit dem der MatK-tRNA-Ziele nahe-
zu identisch ist (s. Abb. 18, S. 65). (iii) Uberdies konnten die Ziel-RNAs nicht zuging-
lich fiir den SpleiBapparat sein, z.B. durch Kompetition der Bindestellen mit anderen
RNA-bindenden Proteinen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die gezeigten Analysen kaum Hinweise

darauf geben, dass MatK regulative Funktionen in der plastidiren Genexpression aus-

94



Diskussion

ibt, wobei weitere Untersuchungen nétig sind, um dieses Resultat zu verifizieren. Eine
hohere zeitliche Auflosung, z.B. durch Bestimmung der Transkript- und Proteinmengen
wihrend des Tag-Nacht-/Licht-Dunkel-Rhythmus, bzw. die Beeinflussung des Systems
durch Stress (z.B. Licht, Temperatur) konnten einen weiteren Erkenntnisgewinn iiber
denkbare regulative Funktionen des MatK-abhéngigen Spleiflens ermoglichen. Neben
diesen Experimentalansitzen ist auch eine systembiologische Anndherung zur Analyse
moglicher regulativer Einfliisse der MatK-Expression und einer denkbaren Autoregu-
lation der Expression der Maturase in Kooperation mit Dr. Ilka Axmann (Institut fiir

Theoretische Biologie, HU Berlin) initiiert worden.

4.4.2 MatK und seine mogliche Autoregulation

Zusitzlich zu diesen weitestgehend indirekten Analysen einer moglichen Autoregulation
(s. Kap. 4.4.1) erfolgte die Untersuchung auch analog zum Nachweis der Regulations-
schleife fiir die bakterielle LtrA-Maturase. Im Lactococcus L1.LtrB-Intron befindet sich
die Hauptbindestelle der intronkodierten LtrA-Maturase in der kleinen Subdoméne
DIVa der DIV, die das Startcodon und die Shine-Dalgarno-Sequenz des Maturasetrans-
kripts enthdlt (Wank et al., 1999). Die Bindung von LtrA an diese Subdoméne stellt den
ersten Kontakt der Maturase zu ihrem Heimatintron her, beeinflusst die Spleieffizienz
und spielt eine Rolle beim Retrohoming (Cui et al., 2004; Matsuura et al., 2001). Dane-
ben reprimiert diese Interaktion in einer Autoregulationsschleife die L#rA-Translation
und sorgt damit fiir eine adiquate Expression der Maturase (Singh et al., 2002). Ahn-
liche, das matK-Startcodon enthaltende, Stammschleifen finden sich auch in den trnK-
Intronsequenzen von Pflanzen, was einen vergleichbaren Autoregulationsmechanismus
vermuten ldsst (s. Abb. 16, S. 55). Deswegen wurde die mogliche Translationsinhibition
durch MatK-Bindung an diese Stammschleife in einem heterologen Expressionssystem
untersucht, das aus den Analysen des LtrA-Autoregulationsmechanismus adaptiert wur-
de (Singh et al., 2002; Zoschke et al., 2009). Dabei wird der Einfluss der MatK-Expres-
sion auf Reportervektoren gepriift, deren /acZ-Translation unter der Kontrolle der puta-
tiven matK-Autoregulationssequenz steht (s. Abb. 17, S. 56). Die Koexpression in
E. coli zeigte jedoch keinen Einfluss der MatK-Expression auf die lacZ-Aktivitéit der
Reportervektoren, wie sie in einem analogen Ansatz fiir LtrA von Singh et al. (2002)

beobachtet wurde (s. Abb. 17, S. 56). Dies kann bedeuten, dass die MatK-Translation
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nicht autoreguliert ist. Daneben sind Fehlerquellen in diesem heterologen Expressions-
system moglich, die in weiteren Analysen durch entsprechende Kontrollen ausgeschlos-
sen werden miissen. So konnte das heterolog exprimierte MatK-Protein nicht funktio-
nell sein, was durch In-Vitro-Bindestudien gepriift werden kann. Ferner ist nicht klar,
wieviel MatK-Protein im Verhéltnis zur Reporter-RNA bendtigt wird, um eine Trans-
lationsrepression zu beobachten. So kénnte ein Uberschuss an Reporter-RNA dazu
gefiihrt haben, dass keine Translationsinhibition beobachtet wurde. Quantifizierungen
der Komponenten konnen diesen Umstand kldren. Auch die Notwendigkeit weiterer
(SpleiB3-)Faktoren fiir eine korrekte MatK-Bindung kann nicht ausgeschlossen werden
(s. Kap. 4.2 und 4.3).

Die genannten Fehlerquellen konnen durch einen Wechsel von den gezeigten hete-
rologen Analysen zu In-Planta-Untersuchungen einer moglichen Autoregulation um-
gangen werden. So wurden bereits in der vorliegenden Arbeit transplastomische Pflan-
zen erzeugt, die die putative Autoregulationsbindestelle ektopisch iiberexprimieren
(s. Kap. 3.1.11). Die Kompetition dieser ektopisch iiberexprimierten RNA-Sequenz mit
threm nativen Pendant um die MatK-Bindung konnte eine mogliche Autoregulation
stéren und eine MatK-Uberexpression verursachen. Erste Western-Analysen der MatK-
Expression sowie der Phénotyp dieser transplastomischen Pflanzen zeigten allerdings
keine Auffilligkeiten im Vergleich zu Kontrollpflanzen. Weitergehende Analysen, z.B.
der MatK-Expression wihrend der Pflanzenentwicklung, werden zeigen, inwieweit die-
se ektopische Uberexpression der putativen MatK-Autoregulationsbindestelle zu einer
Deregulation der MatK-Translation fiihrt.

Zusammenfassend geben die dargelegten Analysen keinen Hinweis darauf, dass flr
MatK ein dhnlicher Autoregulationsmechanismus zur Kontrolle der Translation beitrigt,
wie er fiir die bakterielle Maturase LtrA beschrieben ist (Singh et al., 2002). Hinzu
kommt die offensichtliche Funktionalitdt der N-terminal epitopmarkierten Maturase.
Tatsdchlich sollte die N-terminale HA-Epitopmarkierung die Stammschleife der pu-
tativen Regulationsbindestelle zerstoren und damit einen (Splei3-)Phénotyp erzeugen.
Anomale Phdnotypen waren jedoch weder im Erscheinungsbild der entsprechenden
Pflanzen (s. Abb. 9, S. 46) noch in deren MatK-Expressionsmuster (s. Abb. 11, S.48)
oder der Expression der MatK-Ziel-RNAs im Vergleich zu Kontrollpflanzen zu beob-
achten (s. Abb. 18, S. 65). Uberdies zeigte auch die RIP-Chip-Analyse der MatK-
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Kontakte mit seinem #rnK-Heimatintron keine Assoziation im Bereich des matK-Start-
codons (s. Abb. 15, S. 53), wobei allerdings zu bedenken ist, dass fiir diese Unter-
suchungen das Stroma sieben Tage alter Keimlinge verwendet wurde. In dieser Alters-
stufe erreicht die MatK-Expression einen Maximalwert (s. Abb. 11, S.48). Damit konnte
die Regulationsbindung theoretisch zugunsten einer hohen Translationsrate minimiert
sein, z.B. durch Kompetition mit den anderen MatK-Ziel-RNAs. Inwieweit die Zusam-
mensetzung des Pools MatK-gebundener RNAs sich wihrend der Pflanzenentwicklung
andert, wird die Analyse MatK-coprizipitierter RNA aus transplastomischen Pflanzen
verschiedenen Alters zeigen.

Es wurde vermutet, dass die autoregulative Bindung der LtrA-Maturase an DIVa wich-
tiger fir die Intronmobilitdt als fiir den Spleillprozess ist (Cui et al., 2004). Aufgrund
des Fehlens essentieller RT-Doménen kann Retrohoming fiir matK aber ausgeschlossen
werden (Mohr et al., 1993). Dies konnte erkldren, warum ein Verlust der MatK-Bindung
in dieser Region mdglich war.

Interessanterweise zeigte die Analyse der MatK-Kontakte mit dem #nK-Intron den
zweithochsten Wert der differentiellen Anreicherung in einer Region unmittelbar strom-
abwirts des matK-Leserahmens (Sonde #7nK 39, s. Abb. 15, S. 53). 3’-UTRs sind
Determinanten der Transkriptstabilitit plastidirer mRNAs (Ubersicht in Bollenbach et
al., 2007). Dabei spielen stabile Stammschleifen in diesen Regionen eine entscheidende
Rolle (Bollenbach et al., 2007). In der Tat findet sich in der Intronregion, die durch
Sonde #nK 39 repréasentiert wird eine vorhergesagte Stammschleife (9 bp, davon 8
Watson-Crick-Paarungen, nicht gezeigt). Somit konnte die MatK-Bindung in diesem
Bereich einen plastidenspezifischen Weg der Expressionsregulation durch Beeinflus-
sung der Transkriptstabilitit darstellen. Dies kann analog zu den bereits beschriebenen

Versuchen in planta durch ektopische Uberexpression dieser Region analysiert werden.

4.5 P67: Putative Funktionen eines PPR-SMR-Proteins

P67 gehort zur kleinen Familie der PPR-SMR-Proteine, die neben PPR-Doménen eine
C-terminale SMR-Domine aufweisen (small MutS-related, s. Abb. 21, S. 71). P67
wurde urspriinglich als Teil des nukledren rRNA-Prozessierungskomplexes vermutet, da
es als Kern-rRNA-Vorldufer bindendes Protein aus Rettich-Zellextrakten isoliert worden

ist (Echeverria und Lahmy, 1995). Immunolokalisations-Experimente sowie Fluores-
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zenzprotein-Fusionen zeigten spdter jedoch die chloroplastiddre Lokalisation des Pro-
teins (Lahmy et al., 2000; Lurin et al., 2004). Daneben ist eine /n-Vitro-RNA-Binde-
aktivitit von P67 beschrieben (Lahmy et al., 2000). P67 ist nahe verwandt mit GUNI,
einem PPR-SMR-Protein, das eine zentrale Bedeutung fiir den retrograden Signalweg
hat (Koussevitzky et al., 2007). Dieser bereits in den 80er Jahren identifizierte Signal-
weg koordiniert die wichtige intrazellulire Kommunikation zwischen Chloroplasten und
Zellkern und reguliert die Expression einer Vielzahl fiir die Chloroplastenbiogenese
substantieller Komponenten (zusammengetfasst z.B. in Kleine et al., 2009; Pogson et al.,
2008; Woodson und Chory, 2008). Die Elemente der Signalkette sind noch nicht ent-
deckt, allerdings spielt GUNI1 eine essentielle aber mechanistisch noch unbekannte
Funktion fiir die Weiterleitung des Signals (Koussevitzky et al., 2007). Mit pTAC2
wurde ein anderes PPR-SMR-Protein bei der Analyse des plastiddren Transkriptions-
komplexes identifiziert (Pfalz et al., 2006). pTAC2 scheint eine essentielle Rolle in der
plastiddren Transkription wahrzunehmen (Pfalz et al., 2006). Fiir die genannten PPR-
SMR-Proteine sind keine molekularen Funktionen bekannt. Somit kann eine funktionel-
le Charakterisierung von P67 dazu beitragen, die Aufgabe dieser kleinen Proteinfamilie

in der plastiddren Genexpression besser zu verstehen.

4.5.1 P67-Mutation: Phinotypische Divergenz in Mais/Arabidopsis

Um die P67-Funktion zu charakterisieren, wurden Insertionsmutanten der orthologen
P67-Gene aus Mais und Arabidopsis isoliert (s. Abb. 22, S. 73, Abb. 23, S. 74). Fiir drei
Mu-Insertionslinien in Mais konnte ein gegen ZmP67 gerichteter Antikorper den Knock-
out der P67-Expression auf Proteinebene belegen (s. Abb. 24, S. 76). Komplementa-
tionstest-Kreuzungen zeigten die cis-Lokalisation der Insertionen (s. Abb. 22,
S. 73, Abb. 24, S. 76). Der P67-Knockout in Mais verursacht einen schwach hellgriinen,
z.T. gekornt erscheinenden Phénotyp (s. Abb. 22, S. 73). Die Pflanzen sterben zwei bis
drei Wochen nach der Keimung. In Arabidopsis wurden eine Transposon- und eine
T-DNA-Insertionslinie identifiziert (s. Abb. 23, S. 74). Fiir beide Linien wurde der
Verlust der P67-mRNA nachgewiesen. Die Insertionen im Leserahmen des Arabidopsis-
P67-Gens verursachen keinen sichtbaren Phédnotyp (s. Abb. 23, S. 74), die Pflanzen
lassen sich problemlos propagieren. Lediglich unter Temperaturstress-Bedingungen

(> 35 °C) kommt es zu einer marginalen Wachstumsverzogerung in den Arabidopsis-
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P67-Insertionslinien im Vergleich zu wildtypischen Pflanzen (nicht gezeigt). Insgesamt
verursacht demnach die P67-Mutation in Mais einen extremeren Phénotyp im Vergleich
zu der in Arabidopsis. Bei der Untersuchung von Knockouts anderer orthologer PPR-
Proteine in diesen beiden Organismen zeigte sich ein entgegengesetztes Bild. So fiihrte
z.B. der Knockout von PPRS5 und PPR4 in Arabidopsis zur Embryoletalitit, wohingegen
Insertionen in den orthologen Maisgenen erst im Keimlingsstadium eine Letalitét verur-
sachten (Beick et al., 2008; Schmitz-Linneweber et al., 2006). In beiden Féllen bedingt
der PPR-Knockout den Verlust essentieller Komponenten der plastiddren Translations-
maschinerie (rnG-UCC bzw. rpsi2). Es wurde vermutet, dass die dadurch verursachte
allgemeine Blockade der plastiddren Translation zum Knockout essentieller Gene der
Entwicklung fiihrt, die in monokotyledonen Grisern nicht auf dem Plastom kodiert sind
(vefl/-2, accD, Schmitz-Linneweber und Small, 2008). Dementgegen sind keine
Beispiele bekannt, in denen die Mutation orthologer PPR-Proteine in Mais einen extre-
meren Phénotyp als in Arabidopsis hervorruft. Prinzipiell sind zwei Deutungen mog-
lich. (i) Trotz der Homologie der P67-Sequenzen divergiert die Funktion zwischen Mais
und Arabidopsis. (i1) Die meisten PPR-Proteine sind jedoch in Angiospermen hoch kon-
serviert (O'Toole et al., 2008). Daneben ist fiir Mutanten der orthologen PPR54-Proteine
aus Arabidopsis und Mais ein identischer Spleilphanotyp beobachtet worden (person-
liche Mitteilung Michael Tillich). Somit ist es wahrscheinlicher, dass die P67-Funktion
in beiden Organismen identisch/dhnlich und entsprechend die entwicklungsphysiolo-
gische Relevanz der beeintrichtigten Funktion in Mais groBer als in Arabidopsis ist. Ein
Hauptunterschied zwischen Mais und Arabidopsis liegt in der Art der primiren CO,-
Fixierung iiber C4- und Cs-Kohlenstoffintermediate (Uberblick in Sitte et al., 1998). Der
C4-Metabolismus wird unter anderem durch den Chloroplastendimorphismus zwischen
Biindelscheiden- und Mesophyllzellen ermdglicht (Uberblick in Sitte et al., 1998). Die-
ser Dimorphismus driickt sich auch im Transkriptom und dem Proteom der Chloro-
plasten dieser Zelltypen aus (zusammengefasst in Majeran et al., 2008; Sheen, 1999).
Die molekularen Ursachen dafiir sind weitestgehend unverstanden. Aufgrund von Ana-
lysen der Transkriptionsaktivititen wird jedoch vermutet, dass die differentielle Expres-
sion der entsprechenden plastiddr kodierten Gene hauptséchlich durch posttranskrip-
tionelle Regulation erreicht wird (Sheen, 1999). Somit konnte die P67-Funktion, z.B.

durch posttranskriptionelle Regulation plastidirer Gene, mit den Anpassungen der
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Chloroplastendifferenzierung von C4-Pflanzen in Verbindung stehen, so dass ein Knock-
out der Proteinfunktion in Mais die beobachtete Keimlingsletalitdt verursacht, wéhrend
der Knockout des Arabidopsis-Orthologen unter Standard-Anzuchtbedingungen keinen
Phénotyp bedingt. Eine mdgliche differentielle P67-Expression in Mesophyll- und Biin-
delscheidenzellen konnte z.B. durch Immunolokalisations-Experimente mit dem P67-

Antikorper analysiert werden.

4.5.2 Einfliisse von P67 auf die Expression der plastidiren ATPase

Aufgrund des chlorophylldefizienten Phinotyps der P67-Knockout-Pflanzen in Mais
wurden repréisentativ Untereinheiten der Photosystemkomponenten durch Western-Ana-
lysen untersucht (s. Abb. 28, S. 81). Wihrend die PsaD-, D1- und PetD-Untereinheiten
der Photosysteme I/II und des Cytochrom-bsf~Komplexes in den P67-Knockouts auf
nahezu wildtypische Mengen akkumulieren, zeigte sich ein dramatischer Verlust in der
AtpB-Untereinheit des ATPase-Komplexes auf wenige Prozent des wildtypischen
Levels. Dieser Befund wurde mittlerweile durch Western-Analysen mit einem AtpF-
spezifischen Antikorper bestitigt (nicht gezeigt, Antikérper von Prof. Dr. A. Barkan).
Wihrend bei den pleiotropen Effekten der Translationsinhibition, wie sie z.B. durch den
Knockout von PPR4 und -5 verursacht werden, alle Komponenten des Photosystems
gleichermallen betroffen sind (Beick et al., 2008; Schmitz-Linneweber et al., 2006),
bedingt der ZmP67-Knockout einen spezifischen Verlust der ATPase. Eine Western-
Analyse von ATPase-Untereinheiten in den Arabidopsis-P67-Mutanten wird zeigen,
inwieweit die entsprechende P67-Funktion, die die beobachtete ATPase-Reduktion in
Mais verursacht, in Arabidopsis konserviert ist.

Die sechs plastidiar kodierten ATPase-Untereinheiten sind in zwei Polycistrons lo-
kalisiert und werden zusammen als atpB/-E- bzw. mit rps2 als rps2/atpl/-H/-F/-A-
Transkript kotranskribiert (Krebbers et al., 1982; Miyagi et al., 1998; Stahl et al., 1993;
Zurawski et al., 1982). Erstgenanntes Operon wird nicht prozessiert (Kapoor et al.,
1994; Zurawski et al., 1982), im Falle des letztgenannten Operons findet eine posttrans-
kriptionelle Prozessierung in kleinere Einheiten statt (Miyagi et al., 1998; Pfalz et al.,
2009; Stahl et al., 1993). Es ist bekannt, dass die Expression der einzelnen (auch kern-
kodierten) ATPase-Untereinheiten strikt koordiniert reguliert wird (Drapier et al., 2007).
Somit konnte die beobachtete Reduktion der ATPase-Untereinheiten B (AtpB) und I
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(AtpF) primérer Art sein oder auch sekundér durch den Ausfall der Expression einer
oder mehrerer anderer Untereinheiten der ATPase bedingt sein. In der Tat zeigte eine
erste Microarray-Analyse des plastiddren Transkriptoms einer P67-Mutante in Mais re-
duzierte atpF- und atpA-Transkriptlevels im Vergleich zu einer wildtypischen Kontrolle
(Daten freundlicherweise durch Prof. Dr. A. Barkan zur Verfiigung gestellt, nicht ge-
zeigt). Demgegeniiber waren die atpl- und -H- sowie die atpB/-E-Transkriptakkumu-
lationen unverdndert. Ausgehend von den bekannten Funktionen von PPR- und PPR-
SMR-Proteinen bzw. deren Lokalisation in plastiddren Proteinkomplexen sind verschie-
dene Funktionen von P67 bei der Expression der plastiddren ATPase-Untereinheiten
denkbar.

(1) Die Tatsache, dass mit pTAC2 ein PPR-SMR-Protein im plastiddren Transkriptions-
komplex identifiziert wurde sowie die DNA-Bindeeigenschaften des PPR-SMR-Pro-
teins GUN1 und seine Kolokalisation mit pTAC2 kdnnten eine P67-Funktion bei der
Transkription des atpB/-E- und/oder des rps2/atpl/-H/-F/-A-Polycistrons vermuten las-
sen (Koussevitzky et al., 2007; Pfalz et al., 2006).

(i) Daneben sind einige PPR-Proteine bekannt, deren Funktion in der Prozessierung
von Transkripten oder dem Schutz dieser vor abbauenden Enzymen liegt (z.B. Beick et
al., 2008; Meierhoff et al., 2003; Pfalz et al., 2009). Folglich konnte P67 derartige
Funktionen an den atp-Transkripten ausiiben. Mit PPR10 ist bereits ein PPR-Protein be-
schrieben, das an der Prozessierung bzw. dem Schutz des rps2/atpl/-H/-F/-A-Transkripts
bzw. abgeleiteter, prozessierter Transkripte beteiligt ist (Pfalz et al., 2009).

(iii) Uberdies findet sich im atpF-Vorliufertranskript ein Gruppe-II-Intron. Es sind ver-
schiedene PPR-Proteine bekannt, die am Spleillprozess von Gruppe-II-Introns beteiligt
sind (z.B. OTP51, de Longevialle et al., 2008; PPR4, Schmitz-Linneweber et al., 2006),
so dass auch ein durch den P67-Knockout hervorgerufener Spleildefekt die drastische
Reduktion der ATPase-Akkumulation verursachen konnte.

(iv) Nicht zuletzt sind PPR-Proteine an der plastiddren Translation beteiligt (PPR10,
Pfalz et al., 2009; CRP1, Schmitz-Linneweber et al., 2005a). Entsprechend konnte auch
P67 die Translation eines oder mehrerer der Transkripte der atzp-Operons unterstiitzen.
Dabei ist von Interesse, dass die atpB- und atpE-Leserahmen des entsprechenden
Kotranskripts um einige Basen iiberlappen, in Mais aber dennoch gekoppelt translatiert

werden (Gatenby et al., 1989). Dagegen liegen in Tabak und Arabidopsis auch eigene,
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monocistronische atpE-Transkripte vor, die der Translation dienen kdnnen (Kapoor et
al., 1994; Schweer et al., 2006). Wenn es sich bei P67 um einen Translationsfaktor der
gekoppelten atpB/-E-Translation in Mais handeln wiirde, konnte dies eine Erklérung fiir
den fehlenden Phénotyp der P67-Mutanten in Arabidopsis sein.

Northern-Analysen bzw. Primer-Extensions fiir die entsprechenden atp-Transkripte in
Kombination mit der Run-On-Analyse der Transkriptionsaktivitit und einer Analyse der
Polysomenfraktion auf atp-Transkripte bzw. P67 kdnnen zeigen, inwieweit tatsdchlich
eine der vermuteten Funktionen von P67 ausgefiihrt wird.

Neben diesen moglichen P67-Funktionen ist aufgrund der nahen Verwandtschaft zu
GUNI auch eine Beteiligung am retrograden Signalling denkbar. Die Standardanalyse
zum Nachweis eines Genomes-Uncoupled-Phénotyp zeigte jedoch in Arabidopsis-P67-
Mutanten ein wildtypisches Regulationsverhalten (Repression der LhcB-Kerngenexpres-
sion nach Norflurazongabe, s. Abb. 27, S. 79), so dass eine Beteiligung an diesen Sig-
nalwegen unwahrscheinlich, aber nicht ausgeschlossen ist. Weitere Untersuchungen
moglicherweise alternativer Signalwege sind notig, um dieses Resultat abzusichern
(z.B. Hemmung der plastiddren Translation mit Lincomycin, Gray et al., 2003).
Zusammenfassend lassen die bisherigen Analysen eine Funktion von P67 bei der
Expression von Untereinheiten der plastidiren ATPase vermuten. Dennoch konnen
pleiotrope Effekte des P67-Knockouts nicht ausgeschlossen werden. Durch weitere
RIP-/DIP-Chip-Analysen konnten ein/mehrere atp-Transkript(e) als P67-Ziel(e) besté-
tigt oder moglicherweise weitere/andere Ziele identifiziert werden. Bisherige RIP-/DIP-
Chip-Annéherungen zeigten keine P67-coprizipitierte RNA/DNA (s. Kap. 3.2.4, S. 78).
Moglicherweise ist die P67-Nukleinsdurebindung schwach und wird durch den Prozess
der Immunoprizipitation aufgeldst. Ein Crosslinking des Proteins mit der gebundenen

Nukleinsdure konnte helfen, dieses Problem zu umgehen.
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Anhang

Tab. 1: Ubersicht der P67-Insertionslinien. Positionsangaben aus eigener Sequenzierung: Start-
ATG = Positionen + 1, + 2, + 3; Arabidopsis-Sequenz nach Lahmy et al. (2000), NCBI-Akzes-
sion: AJ243545; Maissequenz, NCBI-Akzession: NP_001130387; A.th. = Arabidopsis thaliana,
Col = Columbia, Ler = Landsberg erecta, seq. = sequenziert, Z.m. = Zea mays.

Bezeichnung Annotation Position der Insertion Organismus
(SIGnAL/NASC) 5’ (nach) 3’ (vor) (Okotyp)

AtP67-1 CSHL_GT20858 + 402 +394 A.th. (Ler)
AtP67-2 SAIL 423 GO09/N819547  + 1857 + 1858 A.th. (Col)
ZmP67-1 -—-- - 15 -23 Z.m.
ZmP67-1A -—-- - 15 +52 Z.m.
ZmP67-2 -—-- nicht seq. +95 Z.m.
ZmP67-3 - + 346 + 338 Zm.

Tab. 2: Antikorperiibersicht (AK = Antikérper, AS = Aminosdure, 4.th. = Arabidopsis thaliana,
Cyt b¢f = Cytochrom b¢f, GST = Glutathion-S-Transferase, Hdmaggl. = Hadmagglutinin, HRP =
Meerrettichperoxidase, ID = Immunodetektion, IgG = Immunglobulin G, In = Influenzavirus,
IP = Immunoprézipitation, K = Kaninchen, M = Maus, PS = Photosystem, Rib. = Ribosomen,
S = Schaf, S.j. = Schistosoma japonicum, S.o. Spinacia oleracea, UE = Untereinheit, Z = Ziege,
Z.m. = Zea mays).

Antikorper Epitop/Antigen (Komplex, Bezugsquelle/Hersteller, Verwendung
Organismus) (Arbeitsverdiinnung), aus Organismus
AtpB-AK AtpB (ATPase, Z.m.) Prof. Dr. A. Barkan, ID (1:10000), K
AtpF-AK AtpF (ATPase, 4.th.) Abcam (ab65382), ID (1:5000), K
D1-AK D1 (PS 1L, Z.m.) Prof. Dr. A. Barkan, ID (1:1000), K
GST-AK GST (S..) Sigma (G7781), ID (1:6000), K
HA-AK AS 98 - 106 Hamaggl. (In) Sigma (H3663), ID (1:500), IP, M
HA-AK-HRP AS 98 - 106 Hamaggl. (In) Sigma (H6533), ID nach IP (1:500), M
Mouse-HRP IgG (M) GE Healthcare (NXA931), ID (1:5000), S
P67-AK C-Terminus P67 (Z.m.) Eurogentec, ID (1:1000), IP, K
PetD-AK PetD (Cyt bef, Z.m.) Prof. Dr. A. Barkan, ID (1:2000), K
PsaD-AK PsaD (PS I, Z.m.) Prof. Dr. A. Barkan, ID (1:1000), K
Rabbit-HRP IgG (K) Sigma (A9169), ID (1:5000), Z
Rps5-AK RpsS5 (kl. UE Rib., S.0.) Prof. Dr. S. Lerbs-Mache, ID (1:3000), K
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Tab. 3: Vektoreniibersicht (Derivate dieser Vektoren wurden im Einzelnen beschrieben).

Bezeichnung

pAC-DIVa-LacZ
pACYC184

pBluescript II SK (+)

pET-15b
pEX560
pGEX-4T1
pmatM2pGEX

Hersteller/Bezugsquelle, Verwendung

Prof. Dr. A. Lambowitz (Singh et al., 2002), matK-lacZ-Fusionen
Prof. Dr. A. Lambowitz (Singh et al., 2002), matK-lacZ-Fusionen
Stratagene, Basisvektor fiir verschiedene Klonierungen

Novagen, Expression des P67-Epitops

Prof. Dr. A. Lambowitz (Singh et al., 2002), CYT-18-Expression
GE Healthcare, Basisvektor fiir die Proteinexpression

Dr. O. Ostersetzer-Biran, MatK-Expression (Zoschke et al., 2009)

Tab. 4: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide (4.th. = Arabidopsis thaliana, Ex = Exon,
Genotyp. = Genotypisierung, In = Intron, IP-Northern = Northern-Analyse von Immunoprézipi-

tationen, N.t. = Nicotiana tabacum, rt'T = Sonden-Primer fir Macroarrays der radioaktiven

reversen Transkription, 1T = PCR-Primer der reversen Transkription, Seq. = Sequenzierung,
T-DNA = Transfer-DNA, Z.m. = Zea mays). Die Oligonukleotide des #nK-Oligonukleotid-
Tiling-Arrays sind bei Zoschke et al. (2010) gezeigt.

Bezeichnung
3’matK-Au-1
3’matK-Au-2
3’matK-In-1
3’matK-In-2

3’matKSeq-fw
3’matKSeq-rev

5’matK-Au-1
5’matK-Au-2
5’matk-HA-Test-fw
5’matk-HA-Test-rev
5’matK-In-1
5’matK-In-2
5’matKSeq-fw

5’matKSeq-rev

5’matkSouthfw

5’matKSouthrev

Sequenz (5°—3) Ziel Verwendung

taatgtcgacgattgggtaaaaatgtaaacctata  N.t.  matK Klonierung, Seq.,

getgeagaagtagg Southern

taatgtcgatcatcttttggageecttettgaacga  N.t.  matK Genotyp., Klonierung,

atatatttc Seq.

gatctggcgaattatcaattgattcattcttagattt  N.z.  matK Klonierung, Seq.

tc

gaaaatctaagaatgaatcaattgataattcgcca  N.t.  matK Klonierung, Seq.

gate

aaagttgaatactcagttgatttacccc N.t. matK Genotyp., Seq.

cgagcttcttctagtitgtggge N.t. matK Genotyp., Seq.

ccgggtegaccettcaaatgggtggttttecegttt ™ N.f. matK Klonierung, Seq.

ttc

taatgtcgacgatattaatcgtagagaaaacgga N.t. matK Klonierung, Seq.

atttccacaataaacg

caaactcttgttgcaccccaaaaatg N.t. matK Genotyp., [P-Northern,
Northern, 11T, Seq.

catttgataaccctcaaaatcttcegte N.t. matK Genotyp., Northern, 11T,
Seq.

ctttggatttcttccaattgaaattcgatttgaac N.t. matK Klonierung, Seq.

gttcaaatcgaatttcaattggaagaaatccaaa ~ N.t.  matK Klonierung, Seq.

g

gggacaagaaacccttceeg N.t. matK Genotyp., Seq.

cattgttcctagatgggtataaaaccg N.t. matK Genotyp., [P-Northern,
Northern, Seq.

gaaccaaagacggaagattttgaggg N.t. trnK (UUU) Ex 1 Southern

cgggttgctaactcaacggtagagtacte N.t. trnK (UUU) In Southern
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5’ matk-Test-rps16

aadAforQ
aadAfwl
aadAfw2
aadA-LB-rev
aadali
aadAoutfor
aadA-RB-for
aadArevl
aadArev2
aadArev3
aadArev4
aadArev5
aadArevQ
aadoutrev
ActAtcDNAfw
ActAtcDNArev
atpF In fw
atpF_In_rev
atpFex2fw
atpFex2rev

BamPPR52rev

CAB3_fw
CAB3 rev
clpP In 1 fw
clpP In 1 rev
clpPIn2 fw
clpPIn2 rev
Ds3-2

Ds5-1

eomul

eomu2
EoMu-Mix
HA-Tag_fw

HA-Tag_rev

taaattaaggaaatacaaaaagggggg N.t.
agccegteatacttgaage -
ggaaacttcggctteeectgg -
ggtagttggcaaataactgcaggceatg -
ccattctcattgaacgacggcg oo
gaagcggttatcgccgaag o
tatcagcccgtcatacttgaage -
caccgeggtggagetegg -
cttccaactgatctgegegeg -
ccgagctecaccgeggtg -
cgattgagttacatccgctttag =

gcacatcgtaatttataaagacagg -

catgcagcagcaagttctgg o=
gtgatctegcctttcacgtag =
actgcggagecgtacaaatg —
cttaccgaggctcctcttaace A.th.
ctgctgttgtggtgaacatgtaac A.th.
tecataatcccttccegaace N.t.
gacgcagcatggtactctttctacc Nt
cccaacatgccaatattggceactaatgg N.t.
cagaagaactgcgtggaggggc N.t.

attgggatccttacacagttactagttctgatgec 4. ¢h.

gc

cctcecacaatggcetetcteetee A.th.
cecatgegttgttg A.th.
gegccttttgatgeatacgg Nt
cgggeggatctttacccg N.t.
cggctctacaagaaaattgacctce N.t.

ctgtatcgagagagtagtatgagataagggg N.t.
cgattaccgtatttatcccgttc -
gaaacggtcgggaaactagctctac -
gecetecatttcgtcgaatcee -
gcectetatttcgtcgaateeg =

gcctecatttegtcgaatece & -
gectctatttcgtcgaateeg (1:1)

ccttatgatgttcctgattatgetgg -

ccagcataatcaggaacatcataagg =
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rpsl6
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
aadA
Actin8
Actin8
atpF In
atpF In
atpF Ex 2
atpF Ex 2

P67

CAB3

CAB3
clpPIn 1
clpPIn 1
clpP In 2
clpP In 2
Ds-Element
Ds-Element
Mu-Element
Mu-Element
Mu-Element
HA-Tag

HA-Tag

Genotyp.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq
Genotyp.,Seq
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.
1T

1T

Northern, rr'T, Slot-Blot
Northern, rr'T, Slot-Blot
Northern
Northern

P67-Klonierung (Epitop)

LheB-Sonde (GUN)
LheB-Sonde (GUN)
T

T

T, Slot-Blot

1T, Slot-Blot

Genotyp. (CSHL)
Genotyp., Seq. (CSHL)
Mu-Screen

Mu-Screen

Mu-Screen

Genotyp.

Genotyp.



lacZrevl
lacZrev2
LB1

matK Mut-fw_1

matK_Mut-fw_10

matK_Mut-fw_11

matK Mut-fw_2

matK Mut-fw 3

matK Mut-fw_4

matK_Mut-fw_5

matK Mut-fw 6

matK Mut-fw_7

matK_Mut-fw_8

matK_Mut-fw_9

matK Mut-rev_10

matK Mut-rev_11

matK Mut-rev_2

matK Mut-rev_3

matK Mut-rev_4

matK Mut-rev_5

matK Mut-rev_6

matK Mut-rev_7

matK Mut-rev_8§

gecagetggegaaaggegg
gttgggtaacgccagggttttcee
gccttttcagaaatggataaatagecttgcettce

gttgeccgggattcgaacccggaactagtcgga
tggagtagataagttcc

acgggaatgattggataattggtttatatggatce
ttectgtgtgaaagcacagagaacaatgacattg
ccaaaaattgacaaggtaaaatttccattta

ttcatcaaaagaaacgtcccttttgaagccagaat
ggattttccttgatacctaacataatgcatgaaag
gatccttgaataacccgggatta

ttgttaaataaaataaatgttaatcttaaattaaata
aacaagtaaagacccctccccaageegtgettg
catttttcattgcacacggctttcectatg

tatacatcagttcctttcttatagaaattagaaaga
ctttaaaaagttgaatactcagttgatttacccctta
attactattacaatcaacatttcagaa

tagtgaaatttttttatctcttcatcatttagaaacaa
atttccatttagaaaatctaagcccgaatcattgat
aattcgccagatcattgatacaaaac

tcatccaaataccaaatccgacttctatatactce
ccacaaatcagaagaagctcgtgggaaggtca
aagaaagaacctcttcttccgacgttaagaatt

cttccaataattccgageccgactctttcaaaaaa
gtgcgtacagtacttttgtgtttccgagcetaaagtt
ctagcacaagaaagctcaagtatatactt

tattcgatataaagtcttttttttggaagatccgeta
taataatgaaaaagatttctgcatatacgcccaaa
tcggtcaataatattagaatctgataaa

tcggaccaaaccggtttactaatgggatgeccta
aatcggtacaaaagtttgctttagctaatgatcca
atcaaatcaataattggaacaagggtatcga

acttcttaattgcattattgattagaaatgaattttct
aacatttgactacgtaccattgaaggatttagtcg
cacacttgaaagatagcccataaagtc

tcaactttttaaagtctttctaatttctataagaaag
gaactgatgtatacatagggaaagccgtgtgca
atgaaaaatgcaagcacggcettggggaggg
gtctttacttgtttatttaatttaagattaacatttattt
tatttaacaaggaacttatctactccatccgacta
gttccgggttcgaateccgggeaac

tatcaaggaaaatccattctggcttcaaaaggga
cgtttcttttgatgaataaatggaaattttaccttgt
caatttttggcaatgtcattgttctetgt

gctttcacacaggaaggatccatataaaccaatt
atccaatcattcccgtgactttatgggcetatctttc
aagtgtgcgactaaatccttcaatggtacg

tagtcaaatgttagaaaattcatttctaatcaataat
gcaattaagaagttcgatacccttgttccaattatt
gatttgattggatcattagctaaagca

aacttttgtaccgatttagggcatcccattagtaaa
ccggtttggteccgatttatcagattctaatattattg
accgatttgggcgtatatgcagaaatc

tttttcattattatagcggatcttccaaaaaaaaga
ctttatatcgaataaagtatatacttgagctttcttgt
gctagaactttagetcggaaacacaa

aagtactgtacgcacttttttgaaagagtcgggct
cggaattattggaagaattcttaacgtcggaaga
agaggttctttctttgaccttcccacgaget

tettetgatttgtggggagtatatagaagtcggatt
tggtatttggatgagttttgtatcaatgatctggeg
aattatcaatgattcgggcttagatttt

123

N.t.

N.t.

lacZ
lacZ
T-DNA (SAIL)

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

matK

Seq.
Seq.
Genotyp. (SAIL)

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese

matK-Mutagenese
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matK Mut-rev_9

matK-ATGfw

matK-ATGrev

matK-psbA 5’UTR fw

MatKZmAutofw?2

MatKZmAutofw4
MatKZmAutofw7

MatKZmAutorev6

Munl-HA-Tagfw

Munl-HA-Tagrev

Ndel-aadAfw
Ndel-aadArev
NdePPR52for
ndhA_In_fw
ndhA In rev
ndhB In fw
ndhB _In rev
Nt 18S fw

Nt 18S rev
NtMatKSeq fw
NtMatKSeq rev
NtpsbArev2
p67-Nest1fw
p67-Nestlrev
p67-Nest2fw
p67-Nest2rev
petBIn fw
petBlIn rev
petD _In fw
petD_In_rev

pGEXA4T1_fw

ctaaatggaaatttgtttctaaatgatgaagagat
aaaaaaatttcactattctgaaatgttgattgtaata
gtaattaaggggtaaatcaactgagtat

gtaatgcatatgggatttcttccatttgaaattcgat
ttgaaccaaagacggaagattttgcatatgaagg
tt

aaccttcatatgcaaaatcttcegtetttggttcaa
atcgaatttcaaatggaagaaatcccatatgcatt
ac

acatacaccttggttgacacgagtatataagtcat
g
taataagcttctatggattagactccctettetctce

taataagcttcaaagtcaaaagagegattggect
gc

taataagcttatggaaaaattcgaagggtattcag
aaaaacagaaatc

taatctgcagggtgatccaacaatcgatcttggtt
agg
ttctcaattgtatccttatgatgttcctgattatgetg
gatatccttatgatgtaccagattatgctggatate
catacgatgtacctgattatgcttaatgacaattgt
ctt

tcttcaattgatgtatccttatgatgttcctgattatg
ctggatatccttatgatgtaccagattatgctggat
atccatacgatgtacctgattatgctcaattgtctt

catatgcttgtactcaagctcgtaacgaaggtc
catatgcttgcatgectgeagttatttgecaac
cttacatatggccggcttcaagecaaacatc
ctectttctcagaaaaagggec
ttgtcatgatagcttgaagegg
ctcgegtatgtataagaccgaatcc
cctacaaaggatcggactaatgacg
acccaatcctgacacggggagg
gcaacatccgecgateectgg
ccgtctttggttcaaatcgaatttcaaatgg
ccatttgaaattcgatttgaaccaaagacgg
ccaaggtcgcatacccagacgg
gtetgggttaatcccaaaagecee
gccatagtgacattatcaggetcacatec
ctgagtctcttgacgegtgtaagee
ccggtttaatccctetetcaageattte
cagacctcgtgtccggge
atatcaagttggcgcagtegte
gtgtetttgttccaatcgecg
gggtegtctcagaccttctaattgg

ctggttccgegtggatceceggaatteeegggt
cgactcgag

124

N.t.

N.t.

N.t.

N.t.

N.t.

N.t.

A.th.

N.t.
Nt
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.

N.t.

A.th.
A.th.
A.th.
A.th.

N.t.
N.t.
N.t.

N.t.

matK

matK

matK

psbA 5S’UTR

matK

matK
matK
matK

HA-Epitop

HA-Epitop

aadA
aadA
P67
ndhA In
ndhA In
ndhB In
ndhB In
Rrnl8
Rrnl8
matK
matK
psbA
P67
P67
P67
P67
petB
petB
petD In
petD In
pGEX4T1

matK-Mutagenese

matK-Antisense, matK-
Uberexpression

matK-Antisense, matK-
Uberexpression

Southern

Klonierung

Klonierung
Klonierung
Klonierung

Erstellung des HA-Tags

Erstellung des HA-Tags

Klonierung
Klonierung
P67-Klonierung (Epitop)
T

T

T

T

Northern

Northern
Kolonie-PCR, Seq.
Kolonie-PCR, Seq.
Genotyp.

PCR, 1T

PCR, 1T

PCR, 1T

PCR, 1T

1T, Slot-Blot

1T, Slot-Blot

T

T

Klonierung



Anhang

pGEX4T1 rev

PPR52-GFP_fw
PPR52-GFP_fw-neu
PPR52-GFP-Seq-for3
PPR52-GFP-Seq-revl

PPR52-GFP-Seq-rev3
psbA fw

psbA rev
psbD_fw
psbD_rev
psbE_fw

psbE _rev

rbel fw
rbcl_rev
rpll6_In_fw
rpll6_In rev
rpl2 In fw
rpl2_In rev
rpl2ex2fw
rpl2ex2rev
rpoCl_In fw
rpoCl_In rev
rps12_In_1 fw
rpsl2 In 1 rev
rps12ex2fw
rpsl2ex2rev
rps12In2 fw
rps12In2 rev
rpsl6 In fw
rpsl6_In rev
16 fw

rml6 rev

23 fw

23 _rev

RT-p67

tcagtcacgatgeggeegetegagtegaceeg

ggaattcc
taattcatgaccctcttcctetctgcaate

taattcatgacatttcatcatctatgttcctctcec

cggacgacagattttgtggg

ggtaacattgtagagaatcacttccctg

caccggattcaagagccge
gaaagcgaaagcctatgggg
ctaagctcecactcacgacce
geecttggtaagtttaccaaagacg
ggagagcaacaaaagtccacagace
ggaagcacaggagaacgttcg
ccaaaggatcaaaacggcc
ggacaactgtatggaccgatgg
ccgcgaagacattcataaacage
ccatctctactacagaaccggacg
gatctgagaagtcacgagttaacce
ccecttcecaaactgtacaage
caccgacagaaccggaage
caagtgcaggataaccccaagggg
gacaattagctagagcagegggtge
gggataggattctataggatctccee
taaccatcgaggtgaagtcggg
ctaataaccaacgaatggcaagtgc
tttcacgctcatgtcacgtcg
cgcccttgttgacgatcctttactce
ccccaaaaaaaccaaactctgecttacg
cccaataacgaaagtttcgtaaggg
tatccgtttecctecctttee
cggcaatttcatttattgageg
gaaggacaggatccgttgtgg
gggaagtggtgtttccagtgg
ttacgcccaatcattecgg
ggatacctaggcacccagagacg
cacgggattccacgtgee

cgceccgtaageatcaatcatage
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A.th.
A.th.
A.th.
A.th.

A.th.

N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
Nt
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
Nt
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
Nt
N.t.
N.t.
N.t.

N.t.

A.th.

pGEXAT2

P67
P67
P67
P67

P67

psbA
psbA
psbD
psbD
pSbE
pSbE
rbcL

rbcL
rpll6 In
rpll6 In
rpl2 In
rpl2 In
1pl2 Ex 2
rpl2 Ex 2
rpoCl In
rpoCI In
rpsi2In 1
rpsi2In 1
rpsi2 Ex 2
rpsi2 Ex 2
rpsi2In 2
rpsi2In2
rpsi6 In
rpsi6 In
rrml6
rrnl6
rrn23
rrn23
P67

Klonierung

Genotyp., Seq. (CSHL)
rT (CSHL)
rT (SAIL)

Genotyp., Seq., 1T
(CSHL)

rT (SAIL)
T

T

T

T

T

T

T

T

T

T
Northern, rr'T
Northern, rr'T
Northern
Northern

T

T

T

T

Northern
Northern
Northern, rr'T
Northern, rr'T
1T, Slot-Blot
1T, Slot-Blot
T

T

T

T

PCR, rT
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SAILfw

SAlLrev

SAIL-RB 100
SAIL-T-DNA-RB 500

trnAex1

trnA-In fw2

trnA-In rev2
trnEYD_fw
trnEYD_rev
trnG_(UCC)_In_fw
trnG_(UCC) In rev
trnG-UCCex2

trnl(GAU)In fw
trnl(GAU)In rev

trnlex2
trnKex2

trnL_(UAA) In fw
trnL (UAA) In rev
trnV(UAC)In fw
trnV(UAC)In rev
trnVex2
yef3 In 1 fw
yef3 In 1 rev
yef3 In 2 fw
ycf3 In 2 rev
ZmMatKKolfw
ZmMatKKolrev
ZmPPR52-1/3-5°
ZmPPR52-4-3°
ZmPPR52-4-3’a
ZmPPR52-4-3’b
ZmPPR52-4-3°c
ZmPPR52-4-3°d
ZmPPR52-4-3’¢

ZmPPR52-4-5’a

gaggaaatcggtaaactcattggetgtgtcg
ccttatctggggcttcatggaaaggage
aaactatcagtgtttgacaggatatattggcggg
cctcgggaattgetaccgageteg

ttgcaagageggagetctaccaactgagctatat
cece

gaggtaggatgggeagttgg
tgagagcggacagctaatge
gactgacggggctcgaacc
cagcggggattcgaattce
cccttaaatagttaaagggtecttcg
ggaaaagggttttgtttccace

agcgggtagcgggaatcgaaccegeategtta
gettggaaggctageg
ctttcgattcactcgtgggatc

cccttettecttaceetgge

tgggccatectggacttgaaccagagacctcge
cc

tgggttgeccgggattcgaacccggaactagte
gg
ggcaatcctgagccaaatce

ccggtattgacatgtagaacggg
gataaggaaatggctccatgtge
gagggaaccatagcetgacaaag

tagggctatacggactcgaaccgtagaccttcte
g
tctecgttccagaaccgtac

ctegttegtectttggatacce
ctcatggatctatcccagttttagg
gggccgatacaataataactgeg
ccegtttggactgatttatcagattggg
ccaaatacactcactgtgtgatccatgg
tccaacccaaatggcacaag
cttgtcgaaccactcgacgg
cgagaaggtggegttgtcgg
tctacagcggactcggtggtetcg
ggaggeggagattggeeg
ccttgtgecatttgggttggaatcag
ccacaggaacctegtgttgetg

ccacgaactgacggacagagagg
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A.th.
A.th.

N.t.

N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
N.t.

N.t.

N.t.
N.t.

N.t.

N.t.

N.t.
N.t.
N.t.
N.t.
Nt

N.t.
N.t.
N.t.
Nt
N.t.

N.t.

Z.m.
Z.m.
Z.m.
Z.m.
Z.m.
Z.m.
Z.m.

Z.m.

P67

P67

T-DNA (SAIL)
T-DNA (SAIL)
trnA (UGC) Ex 1

trn4 (UGC) In
trn4 (UGC) In
trnEYD

trnEYD

trnG (UCC) In
trnG (UCC) In
trnG (UCC) Ex 2

trnl (GAU) In
trnl (GAU) In
trnl (GAU) Ex 2

trnK (UUU) Ex 2

trnL (UAA) In
trnL (UAA) In
trnV (UAC) In
trnV (UAC) In
trnV (UAC) Ex 2

yef3In 1
vef3In 1
yef31In2
yef31In 2
matK
matK
P67
P67
P67
P67
P67
P67
P67
P67

Genotyp., Seq. (SAIL)
Genotyp., Seq. (SAIL)
Genotyp., Seq. (SAIL)

Genotyp. (SAIL)

Northern

Northern, rr'T, Slot-Blot

Northern, 11T, Slot-Blot

T

T

Northern, 1T, Slot-Blot

Northern, 11T, Slot-Blot

Northern

Northern, rr'T
Northern, rr'T

Northern
Northern

T
T
Northern, rr'T
Northern, rr'T

Northern

T

T

T

T
Kolonie-PCR
Kolonie-PCR
Mu-Screen, Seq.
Mu-Screen, Seq.
Mu-Screen, Seq.
Mu-Screen, Seq.
Mu-Screen, Seq.
Genotyp., Seq.
Genotyp., Seq.

Mu-Screen, Seq.
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ZmPPR52-4-5’b
ZmPPR52-4-5c
ZmPPR52-4-5°d

ZmPPR52-4-5’¢

ccecttattccaacccaacgttcg Z.m. P67 Mu-Screen, Seq.
caccaaccctctcttggatcatattcc Zm. P67 Mu-Screen, Seq.
aactaaggtggtaatggatcacgatce Z.m. P67 Genotyp., Seq.
tgtagagtacattagcaccccttattce Z.m. P67 Genotyp., Seq.

Tab. 5: Ubersicht der verwendeten Software.

Programm

Acrobat
Professional

BioEdit

BLAST
EndNote

GenePix Pro

GPRAna

Lasergene-
SeqMan-Pro

Mfold

Multalin

Office
Professional

Oligo-Calc

ORF Finder

Photoshop

PlantGDB
BLAST

POGs

Predotar

Primer 3

Verwendung; Version; Anbieter bzw. Verfiighbarkeit im WWW
Erstellung und Bearbeitung von Text; 7.0; Adobe®

Multiple Sequenzvergleiche; 7.0.9.0; Ibis
Biosciences, http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

Sequenz- und Homologieabgleiche (Altschul et al., 1997),
2.2.16, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Verarbeitung von Literaturdatenbanken; X1.0.1; Thomson Reuters

Quantifizierung und Auswertung von Microarray-Signalen; 6.0; Molecular
Devices

Quantifizierung und Auswertung von Microarray-
Signalen; http://www.indiji.com/gprana.html

Auswertung von Sequenzierdaten; 7.1.0; DNASTAR

Berechnung von RNA-Sekundéarstrukturen (Mathews et al., 1999; Zuker,
2003); http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1.cgi

Multiple Sequenzvergleiche (Corpet,
1988); http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/

Erstellung und Bearbeitung von Text Grafiken, Abbildungen, Tabellen,
Kalkulationen; Word, Excel, Power Point, Plus 2007; Microsoft”

Berechnung der Schmelztemperaturen von
Oligonukleotiden; http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Identifikation offener
Leserahmen; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

Erstellung/Bearbeitung von Grafiken und Abbildungen; CS2; Adobe®

Sequenz- und Homologieabgleiche; (Altschul et al.,
1997); http://www.plantgdb.org/cgi-bin/blast/PlantGDBblast

Suche nach PPR-Orthologen (Putative Orthologous
Groups); http://pogs.uoregon.edu

Vorhersagen subzellularer Lokalisationen von
Proteinen; http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html

Primer-Design fiir den Mu-
Screen; http://chloroplast.uoregon.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi
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PROTEIN

Berechnung von Molekiilmasse und isoelektrischem Punkt von Proteinen;

CALCULATOR 3.3; http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html

Quantity One

SIGnAL

Quantifizierung und Analyse von Radioaktiv- und Chemilumeneszenz-
signalen; 4.6.3; Bio-Rad

Suche nach Transfer-DNA-Insertions- bzw. CSHL-Transposon-Linien (T-

DNA-Express), Recherche von Genmodellen; http://signal.salk.edu/

TAIR

Suche nach Transfer-DNA-Insertions- bzw. CSHL-Transposon-Linien,

Recherche von Genmodellen; http:/www.arabidopsis.org/

TargetP

TPRpred

Tab. 6: Anbieterliste.

Abcam

Adobe

Amersham Biosciences
Applied Biosystems
B. Braun

Beckman

Bio-Rad

bsbl11 biotech
Camena
Cole-Parmer
Colgate-Palmolive
Corning

CSHL

DNASTAR
Duchefa

DVD

Eurofins MWG Operon
Eurogentec

Fermentas

Franz Eckert GmbH
frux

GE Healthcare
GenScript
Heraeus

Vorhersagen subzelluldrer Lokalisationen von
Proteinen; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

PPR-Doménenstrukturvorhersage (Karpenahalli et al.,
2007); http://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred

Abcam Inc., Cambridge, MA, USA

Adobe Systems Incorporated, San Jose, CA, USA
Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

bsb11 biotech service blu, Schauenburg, Deutschland
Camena, Lauenau, Deutschland

Cole-Parmer Instrument Company, IL, USA
Colgate-Palmolive GmbH, Gelsenkirchen, Deutschland
Corning Inc., Acton, MA, USA

Cold Spring Harbor, NY, USA

DNASTAR, Inc., Madison, WI USA

Duchefa Biochemie B.V., Haarlem, Niederlande
Deutsche Vermiculite Dammstoff-GmbH, Sprockhdvel,
Deutschland

Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Deutschland
Eurogentec Deutschland GmbH, K6ln, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Franz Eckert GmbH, Waldkirch, Deutschland
Einheitserde- und Humuswerke, Gebr. Patzer GmbH & Co. KG,
Sinntal-Jossa, Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, Deutschland
GenScript USA Inc., Piscataway, NJ, USA

Heraeus, Hanau, Deutschland
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Ibis Biosciences
Invitrogen

Merck

Microsoft
Millipore
Molecular Devices
NASC

NEB
neolLab

Novagen
peqLab
PerkinElmer
QIAGEN
Roche

Roth
SAKRET

Scotts

Serva

Sigma

SMB
Stratagene
TAKARA
Thermo Fisher
Thomson Reuters
USF

Veolia
Whatman

Zinsser

Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Microsoft Deutschland GmbH, Unterschlei3heim, Deutschland
Millipore Corp., Bedford, MA, USA

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA

Nottingham Arabidopsis Stock Centre, Loughborough,
GrofBbritannien

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

neolLab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Merck Chemicals Ltd., Nottingham, Grof3britannien

peqlLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland
PerkinElmer LAS (Deutschland) GmbH, Rodgau, Deutschland
QIAGEN, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

C. Roth GMBH & Co, Karlsruhe, Deutschland

SAKRET Trockenbaustoffe Europa GmbH & Co. KG, Berlin,
Deutschland

Scotts International B.V., Geldermalsen, Niederlande
Serva Feinbiochemika, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, USA
Services in Molecular Biology GmbH, Riidersdorf, Deutschland
Stratagene, La Jolla, CA, USA

TAKARA BIO INC., Otsu, Japan

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA
Thomson Reuters Corp., New York, NY, USA

USF, Seral Reinstwassersysteme GmbH, Deutschland

Veolia Water Solutions & Technologies, Saint Maurice, Frankreich

Whatman Paper, Maidstone, Grof3britannien
Zinsser Analytic GmbH, Frankfurt a.M., Deutschland
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Abkiirzungen

2-MeEtOH 2-Mercaptoethanol

A CGTU Bausteine der DNA/RNA: Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil
A. bidest deionisiertes, destilliertes Wasser (Aqua bidestillata)
A.th. Arabidopsis thaliana

Abb. Abbildung

AK Antikorper

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

BSA Rinderserum Albumin

bzw. bezichungsweise

°C Grad Celsius

ca. zirka

cDNA durch reverse Transkription erzeugte DNA (complementary DNA)
Ci Curie

CMS zytoplasmatische ménnliche Sterilitdt

Col Okotyp Columbia (Arabidopsis thaliana)

CSHL Cold Spring Harbor Laboratory

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

CV. Cultivar

Cyt bef Cytochrom bgf

d Tag(e)

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytidintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DIP-Chip DNA-Immunoprézipitation und Chip-Hybridisierung
DNA Desoxyribonukleinsidure

dNTPs Gemisch aus dATP, dCTP, dGTP, dTTP

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N,N,N'N'-Tetraessigsdure
et al. und andere (et alii, et aliae, et alia)

EtBr Ethidiumbromid

etc. et cetera

EtOH Ethanol

g Erdbeschleunigung bzw. Gramm

GST Glutathion-S-Transferase

GUN Genomes uncoupled

GVO Gentechnisch verdnderter Organismus

h Stunde(n)

H5PO, Phosphorsaure

HA Hamagglutininepitop
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HCI
HEPES
HRP

IgG
inkl.
1P
IR

KAc
Kap.
kb
KCl
kl.
knt
KOH
kPa

Ler
LSC

m

M
MEN
MeOH
MES
MgAc,
MgCl,
min
min.
MOPS
Mrd.
mRNA
Nt

Na
Naz [HP 04]
NaAc
NaCl
NaOH
NASC
NCBI
NEP
NF

nt

0.

ORF

P
PAGE

Salzsédure

N-[2-Hydroxyethyl] Piperazin-N’-[2-Ethanolsulfonsiure]

Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
Inosin

Immunglobulin G

inklusive

Immunoprézipitation

invertierte Sequenzwiederholung des Plastoms (inverted repeats)

Joule
Kaliumacetat
Kapitel
Kilobasenpaare
Kaliumchlorid
kleine/r/s
Kilonukleotide
Kaliumhydroxid
Kilopascal

Liter

Okotyp Landsberg erecta (Arabidopsis thaliana)

grof3e Einzelkopie-Region des Plastoms (large single copy region)

Meter

Mol (mol/I)

MOPS-EDTA-NaAc-Puffer

Methanol
2-[N-Morpholino]ethansulfonséure
Magnesiumacetat

Magnesiumchlorid

Minute(n)

mindestens
3-[N-Morpholino]-propansdure

Milliarde

messenger RNA (Boten-RNA)

Nicotiana tabacum

Natrium

Di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Nottingham Arabidopsis Stock Center
National Center for Biotechnology Information
nukledr kodierte plastidire RNA-Polymerase(n)
Norflurazon

Nukleotide

oben

offener Leserahmen (open reading frame)
Phosphat
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
PEP plastidir kodierte plastidire RNA-Polymerase
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PPR Pentatricopeptid repeat

PS Photosystem

psi pound per square inch

RbcL grof3e Untereinheit der RuBisCO

RIP-Chip RNA-Immunoprézipitation und Chip-Hybridisierung
RNA Ribonukleinsdure

pm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
rRNA ribosomale RNA

T radioaktive reverse Transkription

rT reverse Transkription

RT Raumtemperatur/reverse Transkriptase

RuBisCO Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/-Oxygenase
s Sekunde(n)

. siehe

S. Seite

S.o. Spinacia oleracea

SAIL Syngenta Arabidopsis Insertion Library

SDS Natriumdodecylsulfat

SIGnAL Salk Institute Genomic Analysis Laboratory

Spec. Spectinomycin-Dihydrochlorid-Pentahydrat

SSC Natriumchlorid-Natriumcitrat-Puffer

SSC kleine Einzelkopie-Region des Plastoms (small single copy region)
Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

TBST Tris-gepufferte Saline Tween 20

T-DNA Transfer-DNA

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tris Tris-[Hydroxymethyl]-aminomethan

tRNA Transfer-RNA

UE Untereinheit

UN iiber Nacht

UTP Uridintriphosphat

UTR untranslatierte Region

uv ultraviolett

V Volt

Vol. Volumen

Vol.-% Volumenprozent

w/v Gewicht pro Volumen

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid
z.B. zum Beispiel

Z.m. Zea mays

z.T. zum Teil
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