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Zusammenfassung

Zusammenfassung

PPRProteine bilden die grof3te Familie von RNwadenden Proteinen in Pflanzen und die
Uberwiegende Mehrheit iar Mitglieder wird in die Mitochodrien oderPlastiden importiert,
wo sie eine wesentliche Rolle im RN¥etabolismus definierter Transkripte spielesmall
und Peeters 2000; Lurinet al, 2004). Dochdie Funktionsweise dieser Proteine ist moc
weitestgehed unbekannt. Nr wenige PPRProteine sind bisher im Detail analysiert worden
undnoch seltener ist es gelungeme RNA-Ligandenin vivo zu identifizieren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das chloroplastidare -PRRein PPR5 inZea mays
funktionell charakerisiert, dessen Ortholog irabidopsis thalianaessentiell fir die
Embrymalentwicklungist (Cushinget al, 2005) Mittels PPR5Immunoprazipitation und
eing Analyse der koprazigierten RNA konntan vivo eine spezifische Assoziation mit der
ungesplebten tRNA-Glycin (UCC) nachgewiesenwerden. Diese Studienwurden durch
Analysen vorppr5-Mais-Mutantenerganzt Dabei konnteein Stabilitatsverlust devorlaufer
der tRNA-Glycin in ppr5-Mutanten gezeigtwerden. Es wurde geschlussfolgedgssdie
Interakton mit PPR5 das Transkriptor einem endonukleolytisch initiierten RNAbbau

schitzt PPR5 ist somit notwendig fur die plastidare Translation.

Weiterhinwurden die nachsten Verwandten von PPR5 (PPR2, PPR50 und PPR51) in Mais
identifiziert. NorthernAnalysen von ppr2-Mutanten zeigte eineredwierte A&kumulationder
Intron-enthaltendeplastidara tRNA-Valin (UAC) undtRNA-Isoleucin(GAU) im Vergleich

zu Wildtypen Darlber hinausvurdenMutantenlinien flrppr50 und ppr51isoliert underste
Analysen mit diese durchgefiihrt Das schuf die Voraussetzung fi@ine weiterfihrende
Charakterisierung et vier Paralogendie zuklnftig Auskunft Gber die Konservierung der
Funktion oder Spezifitdt nahe verwaedPPRProteine geben kann

In einem dritten Projekist es giungen, Mais-Mutantenflr dasplastidare Protein PPR54
dessen Funktion iArabidopsis thaliandereits bekannt war (M. Tillich, nicht verdffentlicht),
zu identifizieren Dies ermoglichte die erstmalidgenktionelle Untersuchung orthologer PPR
Proteine ineiner mone und einer eudikotylen Pflanz&abei konnte gezeigt werden, dass
PPR54 inMais, ebenso wie if\rabidopsis fur das Spleil3en deslhAlIntrons bendtigt wird.
Interessanterweise weist die isoliegpr54-Mutante einen starkeren phénotypischen kiefe
auf als dieArabidopsisMutante, was aufUnterschiede der beiden Pflanzenarten in der

KohlenstoftFixierung zuriickzufiihren sein konnte.



Zusammenfassung

Die hier vorgelegterAnalysen ausgesuchter PPRoteinemindetenin drei wesentliche
Schlussfolgerungn zur Funktio von PPRProteinenallgemeingultiger Art So Giben chloro-
plastidare PPRProteine, die in Eudikotylen wieArabidopsis fur die Embrygenese
notwendigsind, in der Regekine Funktion in deplastidarenTranslation ausZum zweiten
offenbartedie PPRBANnalys einemoglicherweise fUPPRProteine urspriingliche Funktions
weise die nicht die Rekrutieung andererkatalytisch aktiver Effektorproteine erfordert,
sondernder ein passive, auf der reinen Bindung einer RNA beruhender Mechanismus
zugrunde liegtSchiel3lich konnteeine Konservierung der Funktion ortltager PPRProteine

in mona und eudikotylen Pflanze wie sie bereits postuliert wurd® © T o e &l.22008)

am Beispiel von PPR54 experimentadiclgewieserund somitklar untemauertwerden
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Summary

PPR proteins are the largest family of RNA binding proteins in plants and the vast majority of
themis localized to mitochondria or chloroplasts, where they are major players in the RNA
metabolism of defined transcripts (Smatld Peeter2000; Lurinet al, 2004).However,the
mechanistic function of these proteinssitdl not clear Only few PPR proteinhave been

analyzed in detail so far arfdr even lessanin vivoRNA ligand has been identified.

In this study, he plastidPPR protein PPR5, whesortholog inArabidopsis thalianais
embrycessential(Cushinget al, 2005) was functionally characterized iiea mays By
PPR5 immunoprecipitation andnalyse of the coimmunoprecipitated RNA, a specific
association to the unspliced tRNA glycine (UG&9s shownin vivo. The analysis oppr5
maize mutants demstrateda loss of stability of the tRNA precursor in mutanitswas
concludedthat theinteraction with PPR5 protects tlhumsplicedtRNA from endonualeolytic
decay.Thus PPR5 is necessary for tidation in plastids.

In addition,close relatives of PPR@vere identifiedin maize (PPR2, PPR50, and PPRBY})
phylogenetic mean#orthern analyses gfpr2 mutants demonstrated a reduced accumulation
of the plastid intron containing tRNAaline (UAC) andtRNA isoleucine (GAU)relative to
wild-type. Maize mutants forppr50 and ppr51 were isolated and first analyses were
performed. This is prerequisitdor a futurecharacterization of four paralogous PPR proteins
which might answer whether closely relateBR proteins have similiar functions or RNA

targets.

In the third project of this study, a maize mutant for PPR54pteipr with aknown function

in Arabidopsis(M. Tillich, unpublished data)was obtainedThis for the first timeprovided

the opportuity to determine the functions of orthologous PPR proteins of a mono
cotyledorous and an eudicostlorous plant. It was demonstrated that PPR54 is needed for
the splicing of thendhAintron in maizeas it is inArabidopsis Interestingly, the phenotypic
defects of the maize mutants are strontienthoseof the Arabidopsismutants. A possible

reason for thatould be differences in carbon fixation metabolism betveeh plant species.

Three important conclusions concerning the function of PPR proteigsnieral were drawn
from the studies of chosen PPR proteins presented Rese. dastid PPR proteinthat are
essential in embryo developmenteudicots likeArabidopsisshould benecessaryor plastid
translationin most casesSecondthe characteretion of PPR5evealed a possibly ancient

functioral mechanisnmof PPR proteinsvhich does not invoke the recruitment of additional
4
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catalyticfactors but relies on theassive binding of RNA elementsast, the conservation of
function of orthologous PPR @teins in monocots and eudicots was shown inctee of
PPR54, confirming earlier postulations of a functional conservation of orthologous PPR
proteins i n angalA@OPexpermentdllOd Tool e
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Plastiden: von Endosymbiontenzu Zellorganellen

Von entscheidendr Bedeutung fir die Evolutionder pflanzlichen Zellewaren zwei
Endosymbioséreignisse Zunachst fuhrte die Aufnahme einedreilebenden Vorfahren
rezenterU-Proteobakteriendurch eineWirtszelle zur Entstehung deMitochondrien (Lang
etal., 1999; Grayet al, 2001) Obwohl noch immer kontrovers diskutiert, mehren sich die
Hinweise, dass diesogarden Usprung der eukaryotischen Zelle selbststillt. Dem erst
mit der Inkorporation der Mitochondriefshnen und der damit verbundenEtablierung von
effizient Energie umwandelnden Orgdeel war die Entwicklung eukaryotische
Charakteristil, wie @nem grof3erGenom innerhalb eines Zellkerrenergetisch ermdight
(Vellai et al, 1997;Embley und Martin, 2006; Davidov und Jurkevitch, 2009)

Nach der Rekrutierung der Mitochondrigam es dannnnerhalb eines Zweigs der frihen
Eukaryoten zu einer Endosymbiose, welche die Fahigkeit der Algen und Pflanzen zdr Phot
synthese begrindetied Aufnahme der Plastidevorlaufer, die in der Verwandtschaft der
Cyandoakterien zu suchen sind (Raven und Allen, 20@&ial formuliert von Meresch
kowsky, 1905) Die langen Operons dgslastiddrenGenome zeigen ihren eubak#dien
Ursprung und lassem ihrer zum Teil konservierten Gelnordnungvermuten, dass alle
Plastiden auf nur ein primares EndosymbiBseignis zurékzuihren sind Kowallik, 1994;
McFaddenund van Dooren, 2004Durch nachfolgend®hagozytose eukaryotisher, bereits
cyanobakterielle Symbionten enthaltendeinzeller entstanden innerhalb der Kaoyoten
zahlreiche Linien, die Plastiden aufweiseDie mittels der sogenanntersekundére
Endosymbiose inkorporierten Zellen unterlagen dramatischen Reduktienén,zeugen ver
nehmlich die komplexen Hiilembranen i@ser Plastiden vornhrer Herkunft (McFadden,
2001; Gouldet al., 2008)

1.1.1 Struktur und Funktion von Plastiden

Ihrem bakteriellen Ursprung entsprechend, kdnnen Plastiden deéchbvogebildet werden,
sondern nur durch Teilung auseinander hervorgehen (zytologische KontiriiggéBlastiden
verschiedener Gewebe innerhalb einer Pflanze geniigen dabei unterschiedlichen-Anforde

rungen undweisenvariable Morphologien undpezifische Genexpressionsmustaf. Un-

11



1 Einleitung

differenzierte PlastideNorlaufer der Meristeme, diBroplastidensind bereits in der Zygote
vorhanden Aus ihnen kénnen alle anderen Plastidgpen entstehen. Leukoplastsimd
nichtpigmertierte Plastiden, die priméar der Speicherung von Stgkkeyloplasten), Lipiden
(Elaioplasten) oder Proteinen (Proteinoplasten) dienen. Chromoplasten akkumulieren
Karotinoide und geben Bléh und Friichten ihre Farbebie dominierende und am besten
untersuchte Differenzierungsform der Plastiedoch sind die Chlorophyll enthaltenden
Chlorgplagen, diein allen grinen Gewebevorkommerund de Fixierung von Kohlendioxid
mittels Photsynthese ermdglichenNeben der Differenzierung aus Proplastiden konnen
verschiedene Plastidéfypen durch Redifferenzierungiseinander heorgehenUbersicht in

Pyke, 2007; Bauest al, 2001)

Die Plastidender Pflanzersind durch die primare Endosymbiosetg&tandenund als solche
von zwei Membranen umgeben, welche auf die Plasmamembran undidre #embran des
gramnegatven Symbionten zurlckfihren sind. Eine phagozytotische, vom Wirt stamme
de Membran ist nicht nachweisbar (Goetdal, 2008).

Den inneren Aufbau der Chloroplasten bestimem drittes Membransystem das der
Thylakoide Sie bildenein hochkomplexes Gdldie aus Lamellen un@ranaund grenzen das
Lumen als Kompartiment innerhalb der Chloroplasten. dbie Thylakoidnembranen
beherbergen mit den Photosystemkomplexen den Ort des-dbbiingigen Elektronen
transports zur Bildung voATP und Reduktioréquivakenten. Im Chloroplastetrema wird
durch die R&isCO (Ribulosel,5-bisphosphatCarboxylase/Oxygenasd)icht-unabhéngig
Kohlendioxid fixiert. Auch die Speicherung des organischen Kosteffis, in Form von
Starke, geschieht in Pflanzen in denskdien (Pyke, 2007; Waters und Langdale, 2009).

Doch der Einfluss des Endosymbionten auf den zellularen Metabolismus geht Uber die
Photosynthese hinauBie Plastiden der Pflanzen werden fur die Synthese der aromatischen
Aminosauren, zur Fettsdu®ynthese, zur RNhat-Assimilation und zur H&arsynthese
bendtigt. Weiterhin ergéanzt der plastidare Isopent&tgfiwechsel den zytosolischen der
Pflanzerzdle (Gouldet al, 2008)

1.1.2 Das Plastidengnomund -proteom

Von ihren prokaryotischen Vorfahren haben sich die tidlas ein eigenes protein
synthetisieredes System und ein Genom, das Plastom, bewahrt. Es wird Ublicherweise als

zirkulares, doppelstrangigesdiékuil dargestellt (siehe Ablt), liegt tatsachlich aber auch in
12
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diversen linearen oder multimeren Konformaga vor (zusammengefasst in Bock, 2007).
Jeder Plagd enthalt zahlreiché&senomkopien, organisiert alslucleaProteinkomplexeim
Nucleoid (%to et al, 2003.

Das Plastom von Landpflanzen ist in vier Abschnitte gegliedeo3er und kleiner Einzel
kopiebereich(large und small single copy region LSC undSSC), getrennt vannander durch

zwei Bereiche invertierteRepetitioren (IR, und IRs). Letztere sindidentisch in ihrer
Sequenz, aber gegenlaufig im zirkularen Molekul orientiert (Abblnsgesamt urakst die
Sequenge nach untersuchter Adgtwa 120 bis 160 kb, ca. 115 Gene werden kodiert. Die
meisten dieser Gene werden fur die plastidare Genexpression bendtigt. Es handeltesich dab
z.B. um tRNA und rRNAGene sowie um Gene fir ribosomale Proteinendi fur die
Untereinheiten der plastidar kodierten plastiddren HMdymerase PEP. Eine ebenfalls
betrachtiche Anzahl an Genen kodieRroteine, die an der Photosynthese beteiligt sind
(Sugiura, 1989; aktuell®bersicht in Bock, 2007).

Die genetisch&onstitution der Orgagllen genigt jedoch nicliirer komplexen Bi@hemie
(Martin und Herrmann, 199. Plastidengnome kodieren nur etwa 15 bis 209 Proteine des
plastidaren Proteoms (Keeling und Palmer, 2008), bei der Modellpfferabédopsis thaliana
sindes 87 (Abdallalet al, 2000). 2mgegentber sind etwa 2100 plastidéare Proteine nuklear
kodiert (Richly und Leister, 2004Auch besteht eine erhebliche Diskrepanz zwischen der
Kodierungskapazitéat von Plastomen undgemler Genome rezenter Cyanobakter@araus
wurde gefolgert, dass @® Laufe der Plastide&volution zu einer massiven Reduktion des
Plastoms gekommen semuss einhergehend mit einem Transfer urspringlich organellar
kodierter Gene in den Nukleus. Berechnungen zufolge sind zwischen IBUnder Kern
kodiertenGene vonA. thaliana cyanobakterieller Abstammung (Martat al, 2002; Deusch

et al, 2008). Zum Teil gelangen diese Keéwdierten Proteine mit Hilfe von Tngit
sequenzen Uber eine Protémportmaschinerie zurtick in die Plastidgarvis und Robinson,
2004). Der vermutlich weitaus grofRere Teil jedoch erfiillt inzwischen Funktionen in anderen
Zellkompartimenten (Martiret al, 2002).Auf der anderen Seite Ubernehmi¢ern-kodierte
Proteine, die nicht der Endosymbiont beigesteuett inawischen Aufgaben im Plastiden
(Abdallahet al, 2000; Richly und Leister, 2004; Steehal, 2004. Im Rahmen der langen
Koevolutiondesurspringich heterotrophen Eukaryoten uddr aufgenommeneautotrophen
Prokaryoterhat sicheine obligate Symiosezwischen ihneentwickelt(Gouldet al, 2008).

13
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Das PlastidetChromosom ist zirkular dargestellt, die Gene auf dem aufReren Kreismaathei im Uhrzeige
sinn transkribiert, die im innenegegen den Uhrzeigersinn. Derlhigen Markierungereflektierendie Funktion
der kodierten Genprodukte. Enthalten Gene Introns, so ist dieseinshStern (*) gekennzeichnetielblauen
Zahlen aul3alb des Kreisegebendie Anzahl der E@rungsstellereines Gens an
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1.1.3 Der chloroplastiddre RNA-Metabolismus

Unter RNAMetabolismussind alle Prozesseu verstehendie die HerstellungModifikation
und Umsetung von RNA beinhalterd. h. von der Transkption Uber die RNAProzessierung
und die Translation bis zur RNMegradation (Anantharamaeat al, 2002) All diese

Vorgange sind notwendig zur Expression des genetischen Materials.

Ebenso wie diBiogenese und der Stoffwechsel eines Chloropla&iete 1.1.1)zeugtauch
die plastidare Genexpressioon seinem prokaryotischen Erb&/ie oben erwahnt, weisen
Plastiden ein eigenégsenom auf, welches transkribiert werden muss. Blastome fast aller
Pflanzen kodieren Proteine fur eine RNAPolymerase glastid encoded plastid RNA
polymerase PEP) die mit den Untereinheiten eubakterieller RNp&lymerasenverwandt
sind Wie bei Cyanobakterien ist dabei das @poaC, dessen Genprodukt diéUntereinheit
darstellt, in zwei GenerpoCl und rpoC2 getrennt (Liee und Borner, 20Q7Hess und
Borner, 1999%.

Doch wie Morderet al an der parasitierenden AngiosperEmfagus virginianasowie Hess
et al. an deralbostriansMutante vonHordeum vulgarezeigen konntenmusses ergazend
dazueine nuklear kodiertplastidde RNA-Polymerase (NEP) gebefMordenet al, 1991;
Hesset al., 1993) Es wurden zunachst vorHedtkeet al. in Arabidopsis thaliangHedtke
etal., 1997, 1999), spéater in zahlreiche@aiterenAngiospermenChanget al, 1999;Hedtke
et al, 2000, 2002; Kbayashet al, 2001 2002;Emmanuekt al, 2004; Kusumet al, 2004)
Kandidatengendir solche NEP-Enzyne identifiziert, welcheHomologie zu den Polymerasen
der T3- und T7#Phayen aufweisen(Hedtkeet al, 1997; Liere und Borner, 20R7Gene fir
Phagetyp-Polymerase sind sichetich nicht durch den cyanobakteriellen Endosynmbem
ins Kerrgenom gelangt Gray und Lang, 1998 Auch die Promotoren, die diese RNA
Polymerasen nutzen, unterscheiden sich deutlich von typisch eubakteriellen €Liake
2004; SwiateckaHagenbructet al, 2007). D. h., die Transkriptioin Chloroplasten ist &n

schiederkomplexer als in debr-Ahnen derPlastden

Die Transkriptionsprodukte beider plastidarer RRélymerasersind in der Regel polycis
tronische RNAs welchezur Reifung prozessiert wden(Barkan und Goldschmidflermont,
2000) Endonukleasen spalten dabei dienskripte vor der Translation zu klerea, oft
monocistronischen RNAsein Vorgang der bei Bakterien nicht notwendig zu sein scheint
(Barkan und Goldschidt-Clermont, 2000;Maier et al, 2008). Von Pfalz et al wurde

vorgeschlagengdassendonukleolytisch gespalteriganskripte sukzessive exonukleolytisch
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abgebautverden Sekundastrukturen inder RNA oder RNABindeproteine definieren jene
Sequenzberei@h die vordieser Degradation geschiutzerden Das spidt eine Rolle fir einen
geregelten RNAAbbau bzw. andersherum die Stadidrung von Transkripten. uBerdem
werdenauf diese Weisalefinierte ® und 3 Termini generiert(Pfalz et al, 2009). Die
Prozessierung der 8&Enden kann dabeientscheidend fir die Translati&ffzienz sein
(Zusammenfassung in Bollenbaeh al, 2007). Insgesamtresultiert darausein kamplexes
Transkriptmuster mit variablen RN8pezies, wie es von Cyadpakterien nicht bekannist
(Maieret al, 2008).

Die Modifikation chloroplastidare RNA beinhaltet zwei weitere Vorgang&pleiRen und
Edieren, welche evolutiondre Neuerwerbungen gegeniber dem prokaryotischen- RNA
Metabolismus datellen (Schmitdinneweber und Barkan, 20073plei3en bezeichnet das
posttranskrigbnelle Entfernen von Introns. Beilgstidara Introns werden aufgrund von
Merkmaden ihrer &quenz und der daraus abgeleiteteRuadarstruktuGruppel-, -11- oder
-lll-Introns unterschiederwobei die letzteren alleWahrscheinkhkeit nach degenerierte
Gruppell-Introns darstellenin den Plastomen von LandpflanZerdet man etwa 20 Gruppe

II- und ein Gruppé-Intron, deren Positionestrengkonserviertsind. Siesind offensichtlich
frihzeitig in der Evolution der fRinzen erworbenworden (Michel et al, 1989; Schmitz
Linneweber und Barkan, 2007%ruppel- und Gruppdl-Introns konnten auch in Eu
bakterien, inklusive der Cyanaind Proteobakterien, detektiert werd@erat und Michel,
1993. So ist beispielsweisedas plastidare Gruppklintron im trnL-UAA-Gen auch in
verschiedenen Cyanobakterien nachweigt@aldanhaet al, 1993). Nichtsdestotrotz sind
solche Introndedeutend haufiger in organellaren Genomen, inshesondere in den Mitochon
drien und Chloroplasten dePflanzen, zu finden(Michel und Ferat, 1995; Schmitz
Linneweber und Barkan, 2007).

Wahrend des Spleidvorgangs findiender Regelzwei TransesteReaktionen statt. Durch
einen nukeophilen Angriff wird zunachst die Exentron-Bindung am ersten Exon gelgs
anschlieRendyeht dieses eine neue PhosphordieBiedung mit dem zwéeén Exon ein, das
Intron fallt, bei Gruppell-Introns in einer kriatStruktur,heraus Sowohl Gruppel- als auch
Gruppell-Introns werdenals Ribozymebezeichnet, da fir einzelne rieter in vitro die
Befahigung zum autokatalytischen Spleilde@obachtet wurdeln vivo werden fir eine
effiziente Reaktiorjedoch Spleif3faktoren benétigiSaldanhaet al, 1993 zusammengefasst
in SchmitzLinneweber und Barkan, 20Q7Nur en potentieler Spleil3fator wird in den

Plasbmen hoherer Pflanzekodiert matK (Mogel et al, 1999. Es gibt Hinweise, dass dieser
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als Maturase zum Spleil3en einer Unteppe der Gruppd-Introns (GruppdlA-Introns
Michel etal., 1989) bendtigt wird (Mogeét al, 1997, 1999; Jenkin®t al, 1997 Zoschke
etal., 2010. Demgegenuber wurden in den letzten Jahiea ¥ielzahl vonKern-kodierten
Proteirfaktorenidentifiziert, welche zum Spleil3en von einzelnen oder mehreren spezifischen
plastidaren Introns in Landphzen benétigt werderu( a. Jenkinset al, 1997; Till et al,

2001; Ostheimeet al, 2003; Meierhofiet al, 208; Nakamuraet al, 2003;Ostersetzeet al,

2005; SchmitzLinneweberet al, 2006 Asakura und Barkan, 200@007. Der evolutionare
Ursprung dieser Proteine ist diverSie wurdenm Rahmen der Koevolution von Wirt und
Endosymbiontekrutiert, umden neu erworbenen Anspriichen gistidare Genexpression

zu genigeriSchmitzLinneweber und B&an, 2007).

Noch offensichtlicher als das Sglein unterscheidet das Edieren den chloroplastidaren RNA
Metabolismus von dem seiner bakteriellen Ahnen, es kommt in Prokaryoten nicht vor
(SchmitzLinneweber und Barkan, 2007). Der Prozessierungsschritt desERINAens fuhrt

zum hochspezifischen, posttekniptionellen Umschreiben einzelner Nukleotide. Meist
werden dabei Cytidine in Uracile dasiniert. Oft werden erst dadurcholons fiir konser
vierte Aminosauren hergestellt (Tillickt al, 2005, 2006a). In den Plastomen von Samen
pflanzen sind etwa 30$35 Edierungsstellen beschrieben (Tilliethal, 2006a; Maieet al,

2008). Obwohl diese Anzahl sehr konstant ist, variieren die spezifischen Stellehezwisc
verschiedenen Spezies starkltst zwischen nah verwandten Arten gibt es Unterschiede, was
zu der Schlussfolgerung fiihrte, dass plastidare Edierungsstellen sehr rasch evolvieren
(SchmitzLinneweber et al, 2001, 2002 Tillich et al, 2006b).In der direkten Sequenz
umgebung des zu edierenden Nukleotids smslElemente beschrieben, welche der
Erkennung durch Kerkodiertetrans-Faktoren dienen (Ubersicht in Schmitinneweber und
Barkan, 2007).

Der obige Abschnitt veranschaulicht, dass der chloroplastidare-RRétAbolismus weitaus
komplexer ist als der prokaryotische. Damit Traistke korrekttranslatiertwerdenkdnnen
bzw. damit tRNAs und rRNAdunktionell sind missen sie aufwandig zuregéschnitten,
stabilisiert, geglei3t und ediert werderAbb. 2). Diese Komplexitat entstand erst nach der
Endosymbiose und erfordert eine Vielzahl nukldéddierter Proteifaktoren, die mit
plastidarer RNA interagieren (Maiet al, 2008 Nickelsen, 2003a Eine auf3erordentlich
grof3e Gruppe von organellar lokalisierten RBideproteinen sind die PPRoteine (Small
und Peetes, 2000).
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Mitochondrium /
Chloroplast |
.s/\i
N\

s-—’

intercistronisch&paltung, Sp
Edieren,
Prozessieren

Faltung, Translation, Degradation

Abb. 2: Die Komplexitat deschloroplastidaren RNA-Metabolismus

Schematische Darstellung der plastidaren Genexpression, insbesterdBigAProzessierungsschrittBrimar
transkripte werdn end- und exonukleolytisclyespalten und missen ediert, gedpl und stabilisiert werden.
Daserfordert eine Viekahl nukledr kodierter Proteiidargestellt in gray die aus dem Zytoplasma importiert
werden Auch fur die Translation unBNA-Degradation werden Ketkodierte Faktoren bendtigt.

1.2 PPR-Proteine

Interessanterweise blieben dientatricqpeptiderepeat(PPR) Proteindis zu ihrerBeschre
bung durchSmall und Peeters vaehnJahrenals Proteinfamiliaunerideckt, obgleich sie mit
mehreren Hundert Vedtern in Angiospermen die grtd®8 GruppeRNA-bindenderProteine in
Pflanzen bilden (Small und Peeters, 2000rin et al, 2009. EinzelnePPRGere waren mit
pet309 in Hefe, cya5 in Neurospora crassand crpl in Mais zu diesem Zeitpunkt bereits
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beschrieben Sie alle kodéren Proteine, denerunktionen in demModifikation bzw. Trans
lation definierter organellarerZiel-RNAs zugewiesemwerden(Manthey und McEwen, 1995;
Coffin et al, 1997; Fisket al, 1999).Doch erst drch die volls$dndige Sequenzierung des
Kerngenoms vonArabidopsis thliana wurden PPRGene als grol3e Pflanzenspezifische
Familie offenbar und PPRProteine tratem den Fokus der Analyse des chlplastidaren und
mitochondriden RNA-Metabolismusder Pflanzen (Small und Peeters, 200QpAurget al,
2000; Lurinet al, 2004).

1.2.1 Das Pentatricmpeptid-Motiv und die Struktur von PPR-Proteinen

PPRProteine sind charakterisiert durch ein degeneriertes Motiv von 35 Aminosauren,
welches in bis zu 30 direkten Wiederholungen vorli®@é& Benennag erfolgte in Analogie

zu den zuvodefinierten TPRProkinen(tetratricopeptiderepeaj, beide werden der Gruppe

d e r-SoldhoidProteine zugeordnetSmall und Peeters, 200®chmitzLinneweber und
Small, 2003. Das Kennzeichen dieseepeatProteineist die wiederholte Abfolge eines
definierten Strukturmotivswas zu einer Gesantsktur fuhrt, die aufgrund ihrer grof3en
Obeflache als Interafkonsplattorm fungiert. Gemald Strukturvorhersagen und bestétigt durch
Kristallstrukturanalysen bilden ifiPR-Proteinenmehrere Paarantiparallele U-Helices eine
Superlelix, deren konkave Innenseite Protebedet Blatch und Lassle, 199%ilson et al,
2005). Ahnlich sollen auch PPRot i v e j-HelicesAvend B farmen die in ihren
Wiedeholungen ein&uperhelixkreieren Ein Unterschied zu den TR¥Aotiven bestehunter
ancerem darin, dass die nach innen weisenden Aminosaurereste der Helix A ausschliel3lich
hydrophil zu seirscheinensodasser von der PPRSuperielix eingeschlossene Innenraum
Vorhersagerzufolge eine positiv geladea Seite enthalt Durch die vegleichaveise hohe
Anzahl ihrer PPRVIotive bietenPPRProteine Platz flgroRereLiganden Sowurdeanstelle
einer Interaktiommit Proteinereine Assoziatiormit RNA vorgeschlageriSmall und Peeters,
2000). Derzeit gibt es keine experimentellen Strukiformationen, doch es wird
angenommen, dass die spezifische RBIAdung aimlich wie bei Pu-DoméanenrProteinen
erfolgt, d i eolendidPmotéireeh angehocke und duirch ein wiederholtes Motiv
von drei Helices charakterisiert sind (Edwaedsal, 2001b; Delannoyet al, 2007; Schmitz
Linneweber und Small, 2008).

Von Lurin et al. wurde beobachtet, dass nawa die Halfte der PPIRroteine inArabidopsis
thaliana das oben beschriebene RFMRtiv in mehreren direkten Wiederholungeeigt Die

anderenProteine weisen neben diesem Konseidatv zwei davon abgeleitete Motive auf:
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ein kirzeresvon 31 Aminosaurengenannt S fishort) und ein langeres voaumeist36
Aminosauren(L fur long). Diese Sequenzmotive sind in der Regel alk-® Tripletts
organsiert, wobei P das klassische RRRtiv symbolisiert. Entsprechend werdbri PPR
Proteinen PTyp- und PLSTyp-Proteine unterschieden (Luret al, 2004 Abb. 3). Letztere
Uberlapen weigehendmit den parallel und unabhéngig zu den HRBteinen beschebenen
plant combinatorial andnodular proteins(PCMP, Aubourget al, 2000; Rivalset al, 2006).

P-Typ-PPR-Proteine
PLS-Typ-PPR-Proteine
esuoyp o) — N O I -
ovw-subyp ) — I I =
I:> targetingSequenz
Il -
B PPRMotive
] s
0 1 eEemotv
I ovw-votiv
Abb. 3 Schematische Darstellung der Motive in PPHProteinen (nach Lurin et al, 2004; Schmitz

Linneweber und Small, 2008)

PPRPraeine des Flyps enthalten in direkten Wiederholungen das klassische FPRA&iv. In PLSPPR
Proteinen ist dieses im Wechsel mit denund SMotiven vorhanden. Die dunkelblaue Linie symbolisiert
Sequenzabschnitte, die zwischen deRRAbschnittenvorhand@ seinkdnnen nicht immer schliel3t sich ein
PPRMotiv nahtlos an das vorherige.aDer N-Terminus veler PPRProteine weisbrganelldie Transisequenzen
auf. Gterminal von den PPRIotiven kénnen in PLSProteinen weitere charakteristische Doménen

vorkommen.

Zusatzlich zu den genannten RRRtiven weisen viele PPIRroteine vor oder nach der

Folge von PPRs weitere Sequenzabschnitte (Abb. 3) Im N-terminalen Bereich der

Proteine sind in der Regel organelltaiegetingSequenzen nachzuweis@mrin et d., 2004)

Innerhalb der PLSubfamilie kommen zwei charakteristischesatzdomane-terminal der
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PPRMotive vor. Einige Proteine enthaltatie E-Domane (furextended, welche urspringlich
unterteilt wurde in zwei kleinere Motive E und E+. Da keine fumilen Unterschiede
zwischen diesen beiden Besrken determiniert werden konnten und eirAbschnitt nur auf
einen EBereich folgend vdiommt, werden diéMotive in der neueen Literatur zusammen
gefasst (Schmitkinneweber und Small, 2008Pie zweite Zisatzdomane wird durch ein
C-terminales AspraginsaureTyrosinTryptophanTripeptid definiert und entsprechend mit
DYW bezeichnetDieses Motiv schliel3t sicéin das BMotiv an. Die E und DYW-Sequenzen
zeigen keine Ahnlichkeit zu den PPRotiven, ihre Herkinft ist noch vollig unklar(Lurin
etal., 2004).Es kdnnen weere Domanen in PRRroteinen vorkommerbeispiebweisedie
RRM-Doméane RNA recognitionmotif) im PPR4Protein(Schmitz-Linneweberet al, 2006)
oder die vermutlich DNAbindenda SMR-Doméanen gmall mutS related Koussevitzky
etal., 2007).Domanen, denen eine katalytische Funktion zugeschrieben werden kann, enthalt
die Mehrheit der PPfRroteingedochnicht, weshalb sie als Adaptoren angesehen werden, die
RNA-prozessierende Enzyme zu spezifist@gel-RNAs leiten (Lurinet al, 2004 Schmitz
Linneweber und Small, 2008

1.2.2 Verbreitung und Evolution von PPR-Proteinen

Mit der Erstbeschreibung dé&tPRGene ging die Erkenntnis einher, dass eshsign eine
Pflanzenspezifische Gemimilie handel({Small und Peeters, 2000Penn obwhl de PPR
Geneinnerhalbder Eukaryoterweit verbreitet sindvariiert inre Anzahlin verschiedenen
Taxabetrachtlich(Lurin et al, 2004 siehe Abb. & Die in Angiospermen widrabidopsis
thaliana und Oryza sativanachgewiesne Abundanz der Gene (450 respektive, 47706 To o | e
etal., 2009 scheint autandpflanzen beschrénkt zu seindenGenomen von Efen, Tieren
und sogar Algerwerdennur zwei biself PPRGenekodiert (Lurin et al, 2004 Schmitz
Linneweberund Small, 2008 Johnsonet al, 2010. Aul3erhalb des Pflanzexiches weist
Trypanosoma bruceimit 28 identifizierten PPRMotive enthaltenden Sequenzen noch
verhaltnisméaRig viele PRBene auf (Pusnilet al, 2007). In Giardia, die degenerierte
Mitochondrien ohne ein Gem besitzenDolezalet al, 2005), fehlen PPiRroteine (Andrés
et al, 2007).Von den oben beschriebenen RPBBnrSubfamilienkommen die Plyp-Gene
ubiquitar in Eukaryotervor, Gene des PLSyps sindnur in Landpflanzen kodiert (Lurin
etal., 2004; André=t al, 2007).
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Arabidopsis ‘ 450

Landpflanzen Oryza 477
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® P-Typ-PPRGene
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Abb. 4. Verteilung von PPR-Genen (nach Schmitz.inneweber und Small, 2008)

Dargestellt ist die Anzahl der PR&ene inProkaryoten und Eukaryoten. Die Daten entstammen den Arbeiten
von Lurin et al, 2 00 4 ; etdd,R008 &dhrdtz-Linneweber und Small, 2008 wie Johnsoret al, 2010

(far Chlamydomonas rheinhar@ Andrés et al, 2007 (furGiardia) und Pusniket al, 2007 (firTrypanosoma
bruce). Die blauen Balken geben die Velteig auf P und PLSTyp-Genewieder. Letztere sind nur in Lahk
pflanzen identifiziert worderDie fetgedruckten Zahlen rechts geben die absolute AndahPPRGenean.

Aufschluss Uber die Expansion der PPRteine in Pflanzen gibt das Laubmadekysce

mitrella patensdessen GenonDB PPRGenelod i er t  €t@H2Z0@B)Y wabkrend das der
FarnverwandterSelaginella moellendorffinach ersten Untewshungen tber 600 PP8ene

aufweist (Yuanet al, 2009). Diese Zahlen legen nahe, dass es erst nach der Trennung von
Moosen und GefaR@hzen zu einer imnmsen Vermehrung der PRRe ne kam ( O6To
etal., 2008).

Die eudikotyle Pflanzé&rabidopsis thalianaind die Monokotyléryza sativaverfiigen nicht

nur Uber praktisch gleich viele PRE&ene, auch die Veiteng der Gene auf die einzelnen
Subtypen (P, PLS, E- und DYWGene) ist nahezu identisch. Dartber hinaus zeigt eine
Stamnibaumrekonstruktion mit allerabidopsis und ReisSequenzen, dass die meisten
PPRGene als Orthologm beiden Spezies existiereBuplikationen bzw. Gererlusteinner

halb nur einer Art sind seltgbb. 5 Begriffsklarung Orthologie/Paralogie siehe Anhdng

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass eine massive Amplifikation d€sd?reR/or der

Trennung von Monokotylen und Eudikotylen stattfand bzw. mit dikseri nz i di er t ( O

etal., 2008). Obsich diese Expansion schon frih innalth der Gefal3pflanzen ereigneied
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die SelaginellaPPRGene Orthologe der AngspermernGene sind, bleibnoch zu unter

suchen.

i At_1g79490
e Os_04g52290
* At_1g74750

ol At_1g18900

Os_12g44170

i At_4g16390

G Os_03g11670

At_5g46580
Os_03g63910

At_2g31400

0Os_12g37560
At_2g14800

At_2g30780

Os_05g33760
At_4g39620

Os_02g51480

At_3g53170
0s_03g02430

’ At 5348730

e Os_06g07560

- At_3g06430

T Os_03g19650

. At_2g41720

e Os_07g11280

]

4
i

e At xgxxxxx  ArabidopsishalianaPPRGen
—— Os_xxgooox OryzasativaPPRGen

* Duplikation innerhalb einer Spezies

Abb. 5: Orthologe PPR-Genein Arabidopsisund Reis(nach Daten vonSmall et al, nicht publiziert)

Gezeigtist ein beispielhafterAusschnitt einer Stambaumrekonstruktion der PRBene von Arabidopsis
thaliana (blave Kennzeichnunglind Oryza sativa(rot). Die Mehrheit der PPR5ere hat Orthologe in beiden
Spezies.Gerduplikationen nach der evolutiondren Auftrennung monod eudikotyler Pflanzen sind die
Ausnahme (gekennzeichnet durch Bje Expansion der PRRene in Landpflanzen erfolgte mMeach vor der
Trennung von Monokotyleand Eudikoyl e n  ( @bal, 2008).e

Die Analyse der Exointron-Struktur der PPRGene gibt Hinweise auf den Mechanismus,

der dem sprunghaften Anstieg der G&amilie in Landpflanzen zugrunde liegt. Die Uber
wiegende Mehrheit der PP&ene inArabidopss und Reis enthélt keine Introns. Die Gene

mit einem oder wenigen Introns weisen diese zumeistGBebeich ihrer Sequenz auf. Das

impliziert durch Retotransposition vermittelte Genglikationen (Lurinetal, 2004 ; OO0 To
et al, 2008). Die wenigen Inbn-reichen Gene reprasentieren dabei urspringlichere Gene, aus
deren gesplei3ten mMRNAs die Intrémmeren durch reverse Transkription und homologe
Rekombinati on e aetls20@8n Ich&inklajg@anit steht dee Tatsache, dass
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die PPRGene inPhyscanitrella, welche eher Intromeich sind, gemald phylogenetischen
Untersuchungen zumeist mit den mehrere Introns enthaltenden, sysingicheren, PPR
Genen in Angiospermen in nachster Verwandtschaft stehen. DoctPaysbomitrellaweist

im Vergleich zu anderen Eukaryoten zahlreiche F&¥te auf, einige davon ebenfalls mit
wenigen bzw. ohne Introns. So fand eine erat@hrscheinlichdurch reverse Traksption
vermittelte Expansion bereits vor der Divergenz von Laubmoosen und Gefal3pflanzen stat
Innerhalb der Moose figten unabhangig weitere Gerglikationen, erkennbar daran, dass
42 der 103 PPF5ene paraloge Paareltyscomitrellso i | d e n €t &),&2008)0 | e

Sehr viel weniger verstanden als die Expansion der-P®Eine in Pflanzen tsihr
evolutionarer Ursprung insgesamt. Die weite Verbreitung ebenso wie ihre Funktion in den
Organellen lieRen einen mitochondrialen oder chloroplastidaren Ursprung plausibel er
scheinen, doch weder organellare Genome noch die rezenter Verwandter dgmiindoten

kodieren PPRMotive. Sie traten nach derzeitigem Kenntnisstand erstmals in Eukaryoten auf,

denn die wenigen in Prokaryoten identifizierten PRRjuenzen sind aller Wahrscheinlichkeit

nach durch horizontalen Gentransfer in diese Organismen gge(aarin et al, 2004;
SchmitzLinneweber und Small, 2008). Mdglicherweise von Bedeutung ist in diesem
Zusammehang, dass die strukturell sehr &hnlichen FBteine in Prkaryoten, ebenso wie

in Eukaryoten, weit verbreitet sind (Blatch und L&ssle, 1999D6 Andr ea wund Reg:
Selbst in Organelleenomen, zB. im plastidar kodiertesenycf3 treten TPRMotive auf
(Boudreauet al, 1997). Interessantseise ist der Innenraum der Helix einiger FPRteine

gerade so gestaltet, dass sie nicht mit Pre i ne n, sondern mit RNA i1
und Regan, 2003;a8eet al, 2005).

1.2.3 Die Funktion von PPR-Proteinen im organellaren RNA-Metabolismus

Die Mehrheit der PPRroteine enthalt Merminale Sequenzabschnitte, die genmaBilico-
Analysen eine Lkalisation in den Mitochondrien oder Chloroplasten vermitteln (Latial,
2004; 006 T o @ kle2008;siehe Abb.6). Fir ungefahr ein Viertel der PHRoteinevon
Arabidopsisthaliana konnte kein organellareargeting vorhergesagt wesn (Lurin etal.,
2004) wobeihier die Rate vorta. 20 bis30%falschnegativerPrognogndurch die Analyse
programmezu bertcksichtigen igiSmallet al, 2004).Tatsachlich zeigem vitro-targeting
Experimenteauch fur viele Proteine ohne Lokalisationsvorhersageinen Import in die

Organellen(L. Heurtevin undC. Lurin, personliche Mitteilung)Fast alle derzeitunktionell
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charakterisieten PPRProteine bestatigen eine Funktion in den Mitochondrien und Chloro
plasten Delannoyet al, 2007; Andrést al, 2007; Schntz-Linneweber und Small, 2008).
Eine Ausnahmekonnte einvon Ding et al. analysierte PPRProtein bilden, welches
moglicherweiseim Nukleus vonA. thaliana als Transkriptionsfaktor mit der RNRoly-
merase |l interagiert (Dingt al,, 2006).

@ Mitochondrien
@ Plastiden
DOkeine Vorhersag

Abb. 6: Subzellulare Lokalisation von PPRProteinen in Arabidopsis thaliana(nach Lurin et al,
2004)

Gemalitargeting\Vorhersagen ist die Mehrheit der PPRoteine inArabidopsisin den Mitochondrien oder

Plastiden lokalisiert.

Wie unter 1.2 dargelegt, zeigt die Familie der P®Rne eine bemerkenswerte Kon
servierung innerhalb der Angiospermen, was fir eine essentiellesrattiidante Funktion

der kodierten Proteinitrotz ihrer grof3en Anzatil spricht (Lurinetal, 2004 ;etaD6 To ol e
2008). Gestutzt wird dies durch Mutantenanalysen. Homozygote Mutationen in einzelnen
PPRGenen haben oftmals starke ph&notypische Auswirkungen bis hin zu Embryoletalitat
(Lurin et al, 2004; Cushinget al, 2005; Schmitd.inneweber und SmalR008). Genésche

Analysen derPPRGenMutanten zeigen Defekte in der Prozessierung oder Translation
organellarer RNAs, wobei jeweils spezifische Transkripte betroffen zu sein scheinen
(Ubersichten in Delannogt al, 2007; Andréset al, 2007; Schmitd_inneweber undSmall,

2008). In eimgen wenigen Féllen wurden RNAganden eines PRRroteinsin vivo durch
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Immunopréazipitation und eine nachfolgkn Analyse der gebundenen RN@Gchmitz
Linneweberet al, 2005, 2006) odelin vitro (Nakamuraet al, 2003; Okudeet al, 2006;
Kazamaet al, 2008) bestimmt. Diese Analysen zeigen, dass-PRiReine hochspédisch mit
definiertenTranskripteninteragieren konnen. Wie die genaue Erkennung jedoch funktioniert,
ist unklar, da bisher weder Ubereinstimmende Struktoch Sequenzaotive identifiziert
werden konnten (Schmiznneweber und Small, 2008). Zwar wurde flr das Mgrstein
CRP1 én putatives Erkennungsmotibestehend augwei durch exakt 51 Nukleotide
getrennten, kurzen Sequenzen ermittelt, das beideRR&s streng korerviert aufweisen
(SchmitzLinneweberet al, 200%). Fiur CLB19, CRR22 und CRR2 die ebenfalls je
mehrere RNALiganden binden sollen, scheinsoiche Erkennungssequenzen jedoch nicht zu
existieren (ChateigneBoutin et al, 2008; Okudeet al, 2009. Allerdings gibt es erste Hin
weise, dass es die PHmtive selbst sind, und nicht weitere Doménen, die BIA-
Liganden binden. So konnten Okudatal. fur zwei ETyp-PLSProteine in Mutanten
Komplementatiorsnalysen zeigen, dass ein fawssch der EDomanendie Spezifitat der
Interaktion erh&lt und diese demnach durch den-BeRich desProteins definiert wird
(Okudaetal., 2007). In Hefewurde fur sieben PRRIotive desPET309-Proteinsnach
gewiesen, dass jedes einzelne davon notwendig fir die FunktioProesns in der Trars
lation dercox::mRNA ist. Nach Spekulation der Autoren ist somit jedes-IRRRv essentiell

fur eine hochaffine RNAindung (TavaresCarreoret al, 2008.

D. h., PPRProteine sindTranskriptspezifische, organellare RNBindeproteie und als
solcheideale Kandidaten fir die zahlreichen Kdésodierten Faktoren, die fir dé&somplexen
plastidaren RNAMetabolismusenétigt werderiMaier et al, 2008). Tatsachlictvurde PPR
Proteine bereits ein bemerkenswertelies Spektrum posttransgtioneller Prozessierungs
schritte zugeschriebe®as ArabidopsisPPRProtein PGR3tabilisiertTranskripte depetl-
Operons (Yamazalét al, 20094. CRP1 in Maissowie HCF152 und das DYWPPRProtein
CRR2 inArabidopsissind fur intergenischeProzessieruren spezifischer RNAsotwendig
(Fisk et al, 1999;SchmitzLinneweberet al, 200%; Meierhoffet al, 2003; Hashimotet al,
2003). Mbglicherweise haben CRP1 und HIGR dabej wie es fur das MaiBrotein PPR10
beschrieben wurdegher eine Funktion in deBtabilisierung generierter6bbzw. HTrans
kripttermini ihrer ZiekRNAs als in derenendaukleolytischer Spaltun@Pfalz et al, 2009)
CRP1 aktiviert dartiber hinaus die Translation gt/ undderpsaGRNA (Fisk et al, 1999;
SchmitzLinneweberet d., 200%). Zudem sind PPHroteine als Splei3faktoren iddiert
worden. h Chloroplasten von Mais ist PPR4 essentiell fur das Splei3empdé&trans
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Introns (Schmitd.inneweberet al, 2006) Weitere plastidare Spleil3faktoren wurde. mit
OTP51 und HCH52 in Arabidopsisund mit PPR53111 in Physcomitrellabeschrieben
(Falcon de Longeviallet al, 2008; Meierhofiet al, 2003 Hattoriet al, 2007%.

Bereits seit ihrer Charakterisierumgrd vermutet, dass PRRroteinein den Organellen von
Pflanz2n am hochspezifischen Edieren beteiligt sind (Small und Peeters, 200£)der
Identifikation desPPRProteins CRR4ls plastidarentdierungsfakto(Koteraet al, 2005
Okudaet al, 200§ wurden inzwischenmehrereweitere beschrieberwelche alle E oder
DYW-Proteine sindOkudaet al, 2007, 2008, 2009201Q ChateigneBoutin et al, 2008;
Zhou et al, 2008; Yu et al, 2009 Hammani et al, 2009. Das Vorkommen von
Edierungsstellerkorreliert phylogenetisch strikhit dem Vorhadensein von DY\AMotiven
in Proteinender Langbflanzen(Saloneet al, 2007; Rudingeet al, 2008).Aul3erdemweisen
DYW-Domanenstreng konserviée Cystidineund Histidineauf und zeigen Ahnlidkeit zu
Cytidin-Desaminasen. &aufhinwurde vorgeschlagen, dass die DYYWsmana Edierungs
aktivitat besitzen(Saloneet al, 2007).Einige charakterisige Edieungsfaktoren enthalten
selbst jedoch kein DYWotiv (Koteraet al, 2005;Okudaet al, 2007, 2008; Chateigner
Boutin etal., 2008) In den DYWPPRProteinen CRR22CRR28und OTP82 scheint die
DYW-Domaéane fur die Edierung entbehrlich, demgegeniber ist d®rgédnein mehreren
DYW- und ETyp-Proteinenessentiell Es wird angenommen, dass dieDBméane die
Funktion hat, ein bisher unbekanntes Edierungsenzym zu rekru(@iermaet al., 2007,
2009 201Q. Sollten DYWDomanen diese Aktivitébereistellen, missten sie auch tirans
wirken kénnen (Okudat al, 2009).Einige DYW-Proteine, zB. das oben angsprochene
CRR2, werdemmit endonukleolytischer Spaltungssoziierti die DYW-Doméaneist dafir
nachweislich notwedig i und nicht mitEdierung(Hashimotoet al, 2003 Okudaet al,
2009 Nakamura und Sugita, 200&®enkbar wéregda ein direkter Zusammenhang zwischen
Ribonukleolyse und Desaminierung nicht bekanntdags einige BW-Domé&nenedierende
Aktivitdt besitzen, adere endmukleolytische Zusatzliche Kofaktoren kdnntemlabel
modulieren, ob sie RNA bindender als Ribonukleasen wirken (Okudd al, 2009).
Insgesamt wird davon ausgegangen, dass-P®ERinein Komplexen vokommen und
insbesonderePPRProteine ohne DYWDoméane mit Partnerproteinen mit katalytischer

Aktivitdt zusammenwirken (Luriet al, 2004).

Im Rahnen dieser Arbeit ist vorrangigler chloroplastidare RNMetabolismus von
Interesse, esofl jedoch erwahnt welen, dassn Mitochordrien, ebenso wie irPlastiden,

PPRProteine anposttrankriptionellenRNA-Spleien(Falcon de Longeviallet al, 2007,
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Edieren (Zehrmanet al, 2009 Verbitskiy et al, 201Q Takenaka, 20%0rasakiet al, 2010;
Doniwaet al., 2010), Stabilisieren(Manceboet al, 200]) sowie an der Tratation (Manthey
und McEwen, 1995Coffin et al, 1997;Uyttewaalet al, 2007;TavaresCarreénetal., 2008
Davieset al, 2009 beteiligt sind.Dariber hinaus sindahlreiche PPFGene in divesen
Speiesim Zusammenhang mit der Analyse zytoptasischer rannlicher Sterilitdt (CMS)
als Rf-Gene (restorer offertility) identifiziert worden(u. a. Bentolilaet al, 2002; Brown
etal., 2003; Desloireet al, 2003; Koizukaet al, 2003;Kazama und driyama, 2003Akagi
et al, 2004, Kleinet al, 2005; Wanget al, 2006;Kato etal., 2007;Xu et al, 2009) CMS
bezeichnet die Unterdriickunder Pollenherstellung durch die Expression anormaler
mitochondialer offener Leserahmen(ORF9. Kern-kodierte RfFaktoren stellen die
mannliche Fruclitarkeit wieder her, indem di&xpressio dieser ORFs verhindert wird
(Schnable und Wise, 1998Viechanismen, durch die dies ermogtietird, sind die ende
nukledytische Spaltung aberrant@ranskrige (Akagi et al, 2004; Wanget al, 2006) die
Degralationder RNA (Wanget al, 2006)oderdie Inhibition ihrer Translation(Brown et al,
2003; Koizukaetal., 2003; Ubersicht in Chase, 2Q0Rf-PPRGene scheinemasch zu
evolvieren, Duplikationeninnethalb einer Art fihren zu ChromosomeRegionen mit
mehreren paralogen PPGenen(Bentolila et al, 2002; Desloireet al, 2003; Geddy und
Brown, 2007; Xuet al, 2009). Tatsachlicinandelt es sich bei ddreidenArt-spezifische,
paralogenrPPRGenVerwandtschaftsgruppemnerhalb des Stammbaums dPRGene von

Arabidopsisund Reisum Homologe der RGene( O 6 T etaal, 2008)

Somit ist inzwischen anerkannt, dass FPABteine eine tragende Rolle im organellaren RNA
Metabolismus spielen. Nichtsdestotrgfibt es kaum iochemische Daten zurunktion von
PPRProteinen undon der Vielzahl pflanzlicher PRRroteineist noch immer nur ein kleiner
Teil untersucht worder{SchmitzLinneweber und Small, 2008\Veiterhin stellt sich die
Frage, warum der organellare RNMetabolisnusdiese Komplexitat aufweisind Pflanzen
so viele PPRProteine bendtigerinnerhalb der Zelle missdfern- und Organellengnome
koordiniert exprimiert werden, um Genprodukte aus vergemen Kompartimenten in
stochiometrischen Verhaltnissen zu akkuiergin (Barkan und Gosthmidt-Clermont, 2000).
Das in den Plastiden lokalisierte PIPRotein GUN1 scheint ein Element des retrograden
Signalwegs vom Plastid zum Keru sein (Koussevitzkytal., 2007). Dieser Signalweg
dientdazy die nukleare Genexpréss mit der Funktion deChloroplasten zu koordinieren.
Andersherum muss die chloroplastidare Genexpression durch den Kéwiliesbar seinEs
gibt Hinweise, dass diesal3geblich durch die Stabilitdt und Prozessiersmgie schlief3lich
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die Translationder plastidarerRNA geschieht(Nickelsen, 2008; Bollenbachet al, 2007
delCampo, 2009 Insofern kénnte die PPRProteine als RNAindende Faktorereine
Schliussdlnktion in der Genspezifischen Regulation derorganellaren Gexpression
einnehmen(Delannoyet al, 2007 SchmitzLinneweber und Small, 2008 der Grunalge
Chlamydomonas rheihardtii konnte gezeigt werden, dass das HR&ein MCAL, welches
fur die Stabilitdt des plastidargetA Transkripts bendtigt wird, in Abhangigkeit von aul3eren
Bedingungen exprimiert wird und so die Akkumulation des Cytochrom f reguliert wird
(Raynaucet al, 2007).Weitere Belege flr eine regulative Funktion von FRRBteinen fehlen
jedoch (Schmitdinneweber und Small, 2008)atsachlich scheinen PHRoteineim Allge-
meinenkonstitutiv exprimiert zu werden (Lurietal., 2004).So schlagen Maieket al. vor,
dasssich die Komplexitat des organellaren RNMetabolismus nicht so selufgrund einer
Notwendigkeit von Regulationsmechanismen manifestiertduatderrnvielmehr das Resultat
von Mutationen im Organellengenom ist, die dur@s égchneller evolvierende Kegenom
kompensiert werden (Mai@t al, 2008).Im Einklang mit dieser Hypothese stehen die PPR
Proteine, die alsestorer of fertilityin CMS-Pflanzen te Expression toxischer Gprodukte
inhibierenund so eine funktionellplastidare Genexpression wiederstellen(Chaseet al,
2007; Maieret al, 2008) Auch das Edieren lasst sich einfacher mit der Unterdriickung einer
Punktmutation als mit einer reguiven Funktion erklarerfMaier et al, 2008; Schmitz
Linneweber und Small, 2008Denndas experimentelle Entfernen von Edierwstgenfihrt

zu keinen offesichtlichen Defekten fur die Pflanze (Schmiiimneweberet al, 20053. Noch
lasst sich jedochmicht endgultig ableitenwarum die PPHProteine gerade in héheren
Pflanzen so zahlreich sind und welche Riork sie genau ausuiben.eidére Analysen von

PPRProteirenkdnnen helfen, die generelle Funktion dieser Proteinfamilie aufzuklaren.

1.3 Unterschiedein der Rolle der Plastiden inZea maysund Arabidopsis thalana

Arabidopsis thalianajilt als Mockllpflanze der Molekularbiologiedenn daskerngenom ist

mit 125Mb verhaltnismaRigklein und wurde als erstes Pflanzengenom vollstandig
sequenziertArabidopsisGenome Initiative, 2000Purch dieSyngenta Arabidopsis Insertion
Library (Session®t al, 2002), die GABIKat-Datenbank (Rosset al, 2003; Liet al, 2003,
2007) sowie die T-DNA-Insertionslinien des Salkistitutes (Alonsoet al, 2003) stehen

zahlreicheArabidopsisMutanten zur Verfigungentsprechend basieren derzeit die meisten
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funktionellen Analyse von PPRGenen aufStudien anArabidopsisPPRMutanten (Uber
sichten in Delannowt al, 2007; Andréset al, 2007; Schmitdinneweber und SmalR008).
Ein betrachtlicherTeil der PPRGene ist dieser Charakterisierungsmethode jedoch nicht
zuganglich, denn deknoclout vieler Gene der PPRRamilie in Arabidopsis fuhrt zu
Embryoletalitat (lurin et al, 2004; Cushinget al, 2005; Schmitd.inneweber ud Small,
2008).Es konnteinzwischengezeigt werden dass Plastiden iArabidopsisfriihzeitig, bevor
sich die Befahigung zur Photosynthese entwickes#tsentiell fir dieEmbryogenesesind
(Cushinget al, 2005)und ein Verlust der plastidaren Translati&mbryoletalitdt zur Folge
hat (Berget al, 2005; Ruppelund Hangarter2007) Interessanterweise scheint dis
monokotyle Spezies nicht zu geltemie z.B. die PlastiderRibosomerdefizienten Mutanten
iojap in Mais undalbostriansin Gerstebelegn (Sternetal., 2004 Walbot und Coe, 1979;
Hesset al, 194). Fur das plastidar lokalisierteroteinPPR4 konnte gezeigt werdeatgss ein
knoclout von ppr4 in ArabidopsisEmbryoletalitat verursacht, K®flanzen des orthologen
Mais-Gens keimen jedochund erlaiben eineweitergehede molekularbiologische und
biochemischeCharakterisierungSchmitzLinneweberet al, 2006).Samit bieten sich gerade
fur die Andyse essentielleplastidarer PPHProteinemonokotyle Pflanzemwie Zea maysan.
Eine Ursache fir dieinteschiedliche Rolle, die Plastidesffenbarin der Entwicklung von
eudikotylen und monokotyleRflanzen spielen, kdnnten verschieddéfwlierungpotentiale
plastidarer Genome sein (Stenal, 2004).

Auch die plastidaren Proteomeon Arabidopsis und Oryza geben Hinweise, dass die
Funktion der Plastiden in Eudikotylen und Monokotylgoht zwingendidentisch ist Nach
einer Studie von Richly und Leistarerdenin Arabidopsis thalianaca. 2100 Kerrkodierte
Proteine in die Chloroplasten importiert, wahreesl in Reis 4800 sindvergleichende
Analysen ergeben, dassin Teil der plastidar lokalisiertefroteine bei beiden Arten
Ubereinstimmt, es handelt sich hierbei vor allem umBaisisSet cyanobkterieller Proteine
Unterschiede in deZusammensetzungenrdr Chloroplasteproteomedeutenjedochauch
divergierende Entwicklungen der Plastidemerhalb der Angiospermean (Richly und
Leister, 2004)So stellt sichzum einendie Frage, welche Aussage zur Funktion orthologer
plastidarer PPHroteine in Mno und Eudkotylen mdglich ist. Zum anderen istm
Zusammenhang mit der Charakterisierung von HPPRReinen, die irArabidopsisessentiell
sind, spezielldie untershiedliche Bedeutungdie Chlorglasten fir dieEmbryayenese bei

Monokotylen und Eutkotylen haben von Interesse
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1.4 Zielstellung

Die Expression des plastidar kodierten genetischen Matersdlsdurch einenhdchst
komplexen RNAMetabolismus gekennzeicht) welcher den Import zahlreicher Kemn
kodierter RNABindeproteinein die Chloroplastenerfordat (Maier et al, 200§. Mit
wahrscheinlich mehr als hundert Proteinen stellen die-Pf®Rine éne ausgesprochen grol3e
Gruppeputativ RNAbindende Faktorenin den Plasiden derAngiospermen(Lurin et al,
2004) Doch zu Beginn der vorliegenden Arbeitmadiglich fir zwei BeispieleCRP1 und
PPR4 eine Assoziation mitdefinieren plastidaren Transkripteim vivo gezeigt worden
(SchmitzLinneweber et al, 2005k 2006) Deshalb sollte diekurz zuvor erstmalig
beschriebeneRIP-Chip-Methode (SchmitzLinneweber et al, 2005h siehe Material und
Methoden 22.19) genutzt werden, unmin vivo die Ziel-RNA eines weiteren plastidar

lokalisierten PPRProteins, PPR5n Mais zu ermitteln

Parallel dazusollten ppr5-Insertionsnutanten analysiert werden. Dies dienteeeigenauen
Bestimmung der Funktion wo PPR5. Dabei wainsbesondere deMetabolismus der
Transkripte, mit denen das Protespezifischinteragiert,in den Mutanterzu untersuchen
Interessanterweise ist das Orthologen PPR5 inArabidopsis thalianaesseriell fur die

Embryonaéntwicklung (Cushinget al, 2005).Die Charakterisierung von PPR5 zieltechu
darauf ab, eine Hypothesmtwickelnzu kdnnenweshalb so viele plastidare PRRitanten
in ArabidopsisEmbrydetalitéat zeigen, wahrend dies nicht furRRRullmutanten in Mais gilt
(Sternet al,, 2004)

WeitereProjeke sollten sichAspekten der Evolutiodler Familie der PPRroteine widmen.
Zunachstsollten die nélesten Verwandtendie Paralogenyon PPR5 in Maidestimmt und
TransposonnduzierteMutanten aus einer Kollektion von Maiksertionsliniender Universi
tat Oregorfir diese isoliert werden. In erst@&nalysen deMutanten sollte tGberprift werden,

ob sie dhnliche Defekte wie digor5-Mutanten zeigen.

Neben diese Studien paraloger Proteine $elf auch orthologe PRRroteine betrachtet

werden. Aufgrund der strengen Konservierung der Figteine zwischen Monokotylen und
Eudikotylen Uberetwa 150 Mio. Jahre wird angenommen, dass die Funktion orthologer
Proteine ent spr ec h eatedet &, 02008)e boch erst tvergleichénde ( OO0 T ¢
Analysen kdnnen dartber Aufschluss geldanvorarbeiten von MTillich (nicht publiziert)

wurden bereits Mutanten des plastidaren Getippr54 charaktersiert. Ein Ziel dieser Arbeit

war esdie Funktion vorPPR%} in der enkeimblattrigenPflanzeMais zu untersucherDazu
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waren ppr54-Mais-Mutanten zu identifizieren unds warzu bestimmen, older van den
ArabidopsisMutantenbekanneé Defekt in der Prozessierung einer plastidaren mRéb&n

falls vorliegt
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2 Material und Methoden

2.1 Material

PlastikEinmalartikelwurden von derFirmen Eppendorf AG (Hamburg), Biozym Scientific
GmbH (Oldewlorf), Starlab GmbH (Ahrensburgpwie Greiner BIGONE GmbH (Fricken

hausen) bezogen

Es wurde, wenn nicht anders angegeb@efate der HerstelleBioRad Laboratories GmbH
(Minchen) Applied Biosystems Weiterstadt, PegLab Biotechnologie GmbHElangen)
neolLab Migge Laborbedariertriebs GmbH(Heidelberg)und Heraeus (Newport Pagnell,

UK) verwendetWeitere Materialien sind imdigenden explizit aufgefihrt.

2.1.1 Pflanzenmaterial

Es wurdenWildtyp-Pflanzenvon Zea maydder Kultivare B73, A632 und A88 sowieMu-
Transpososinduzierte Mutanten derPhotosyntheticMutant Library (PML) der Universitat
Oregon (http://pml.uoregon.edu/pml.htinverwendet(siehe Auflistung unten)Die Samen
wurden soweit sie nicht auf Nachzuchten zurtickgelfieundichemeise vonProf. Dr.Alice

Barkan (Univergat Oregon USA) zur Verfligung gstellt

Mais-Mutanten:

ppr5-1, ppr5-2 Beicket al, 2008

ppr2-4 Williams und Barkan, 2003

ppr50-3, pprs50-4 diese Arbeit, in Zusammenarbeit mit S. Finster
ppr51-1, ppr51-2 diese Arbeit

pprs54 diese Arbeit

ppr4-1 x ppra-2 SchmitzLinneweberet al, 2006

hcf7 Barkan, 1993

Die Isolation von MaisChloroplastentsoma efolgte aus Pflanzen der LmiTassilo (Camena

Samen, Lauenau).

Von Arabidopsis thalianawurden WildtypPflanzen des Okotyp€olumbia und FDNA-

Insertionsmutanten der Sammlung des $adkitutes (Alonscet al, 2003) genutzt
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2.1.2 Bakterienstamme

E. coliBL21 DE3 Expressionszellen Merck KGaA (Darnstadt)
E. coliTop10 Invitrogen (Karlsruhe)

2.1.3 Oligonukleotide

Die verwendete®ligonukleotide(siehe Anhang 2, Tab) 8vurden von den FirmeRurofins
MWG Operon (Ebersberg) und Sigmddrich Chemie GmbH (Steinheinsynthetisiert.

2.1.4 Chemikalien

Chemikalien wurden, sofern nichhtenaufgefuhrt, von den Firmen Carl Roth GmbH und
Co. KG (Karlsruhe) SERVA Feinbiochemica (Heidelbergylerck KGaA (Darnstadt) oder
SigmaAldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) bezogen.

Agar remel Inc. (Lenexa, USA)

CDPStar Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Coomassie €50 Stain Invitrogen (Karlsruhe)

Desoxyribonukleotide Fermenta&smbH (St. LeonRot)

Digoxygeninr11-uridin-5 &riphosphat Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Glykogen Fermenta$smbH (St. LeonRot)

1-Methyl-2-pyrrolidinon Fisher ScientifilGmbH (Schwerte)

MS-Basismedium Duchefa Biochemie B.V. (Haarlem, Nieg
lande)

Ni-NTA-Agarose Suspension QIAGEN GmbH (Hilden

recProtein A Sepharose 4B Invitrogen (Karlsruhe)

SeaKem LE Ageose Cambrex Bio Science (Verviers, Belgien)

TRIzol Reagent Invitrogen (Karlsruhe)

2.15 Radiochemikalien

[ $fP]dCTP, 3000 Ci/mmol
[ SPPJUTP, 3000 Ci/mmol
[0-3*P]ATP, 3000 Ci/mmol
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Die genannten Radiochemikaliewurden von GE Healthcare (Miinchen) und Regmer

(Waltham,USA) bengen.

2.1.6 DNA- und RNA-Langenmarker und Protein-Molekulargewichtsstandards

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Plus

GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder

RiboRuler Low Range RNA Ladder
RiboRuler High Range RNA Ladder
PageRuler Prestained Protein Ladder

PageRuler Unstained Protein Ladder

2.1.7 Enzyme

DNase |, Recombinant

Omniscript Reverse Transcriptase
Phusion Hot Start DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen
RiboLock RNase Inhibitor

RNase A

RNase Mix

SuperScript 1ll Reverse Transcriptase
T4 Polynukleotidkinase

T4 RNA Ligase

TaKaRa Ex Taq

Taq DNA Polymerase

2.1.8 Kits

ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit
ASAP RNA Labeling Kit
DecalabeDNA Labeling Kit

DYEnamic ET Terminator Chemistry Kit

Fermentas GmbHSt. LeorRot)
Fermentas GmbHSt. LeonrRot)
Fementas GmbHS$t. LeorRot)
Fermentas GmbHS{. LeornRot)
Fermentas GmbHSt. LeorRot)
Fermentas GmbHSt. LeorRot)
Fermentas GmbHSt. LeornRot)

Roche Diagnostics GmbH (Maheim)
QIAGEN GmbH (Hilden)
Finnzymes (Espoo, Finnland)
Fermentas GmbHSt. Leon-Rot)
Fermentas GmbHS{. LeorRot)
Boehringer GmbH (Mannheim)
Fermentas GmbHSt. LeorrRot)
Invitrogen (Karlsruhe)

Fermentas GmbHSE. LeorRot)
Biozym Scientific GmbH (Oldedorf)
TaKaRa Bio Inc. (Otsu,apan)
QIAGEN GmbH (Hilden)

Applied Biosystems\Weiterstadt)

PerkinElmer (Waltham, USA)
Fermentas GmbHSt. LeorRot)
GE Healthcare (Munchen)
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ExtractN-Amp Plant PCR Kit SigmaAldrich Chemie GmbH (Taufkchen)
HexalLabeDNA Labeling Kit Fermentas GmbHSt. LeorRot)
QlAexpress Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

QIAGEN PCR Cloning Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

QIAquick Nucleotide Removal Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN GmbH (Hilden)

2.1.9 Membranen, Filterpapiere, Rontgenilme und screens

HybondN*-Membran GE Healthcare (Minchen)
HybondN-Membran GE Healthcare (Munchen)

HybondC extraMembran GE Healthcare (Minchen)

Whatman 3MM Filterpapier Whatman Paper (Maidstone, UK)
Amersham Hyperfilm MP GE Healthcare (Munchen)

K-Type Imaging Screen BioRad Laboratories GmbH (Minchen)

2.1.10 Antikorper und Seren

Die folgende& kommerziell erhéltlicheAntikbrper wurden genutzt:

Anti-DIG-Antikorper Roche Diagnostics GmbH (Maheim)
Goat Arti-Rabbit IgG HRP Conjugate BioRad Laboratories GmbH (Minchen)
Rabbit IgG TrueBlot, HRRonjugated eBioscience Ing(Hatfield, UK).

Zur Gewinnung polyklonaleAntiseren gege®PR50 undPPR51 wurden im Renen dieser
Arbeit Antigene rekombinant exprimierDie KaninchepAntiseren wuden von der Firma
BioGenes GmbH (Berlin) generiert. Peptidantikbrper wurdenAgnmsera(Vannas, Sche-

den) bezogen.

PolyklonaleAntikérper gegerPPR2 PPR5 OEC23,0EC16 undCAF1 sowiealle Antiseren
gegen Komponenten des Rb®yntheseapparates wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
Alice Barkan Universiat Oregon USA) zur Verfligung gestelffwilliams und Barkan, 2003;
Beicket al, 2008; Ostheimest al, 2003; Voelker und Barkan, 1995)
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2.1.11 SoftwareProgramme und -Algorithmen zur Sequenzanalyse

Es wurden ubliche Graphikind OfficeProgramme genutzt. Folgende Programme und-Alg

rithmen wurden dariiber hinausrwendet.

BLAST Altschul et al, 1997

Clustalw Thompsoret al, 1994

GPRana http://indiji.com/gprana.html
Lasergenéoftware GATC Biotech (Konstanz)

Multalin (Version 5.4.1) Corpet, 1988

Oligo Calc http://www.basic.northwestern.edu/

biotools/oligocalc.html

PlantGDB http://www.plantgdb.org/

POGs Datenbank http://pogs.uoregon.edu

Predotar V1.03 Smallet al, 2004

Signal http://signal.salk.edu/cépin/tdnaexpress
TAIR http://www.arabidopsis.org/

TargetP Emanuelssoet al, 2000

TPRpred Karpenahallet al, 2007

TreeView Page, 1996

2.2 Methoden

Die Herstellung von Losungen und Medien erfolgte mit zweifach destdin Wasser
(Reinstwasseranlage PURELAB Ultra, ELGA LabWater, Wycorud®, sie wurden ggf. zur
Sterilisation bei 212 °C, 55 kPa, 20 min autoklaviBienten Losungen der Arbeit mit RNA
wurden sie durcMillex GS Filter 0,22 um (Millipore GmbH, Schwalloh) sterilfiltriert.

2.2.1 Pflanzenanzucht
2.2.1.1 Aussaat und Kultivierung von Zea mays

Mais-Samen wurden in einer Mischung aus einem Funftel Vermiculit und vierdhbiriEtde

ausgesatind zum Schutz vor Austrocknung mit Erde bedebk¢ Keimlingewurden wie in
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Beick et al. (2008) beschriebemunter Langtagbedingungen (16 h Licht und 8 h Dunkelheit)
bei 27°C angezogemund zur Isolation von Nukleinsduren und Proteinen ca. sieben bis zehn

Tage nach der Aussaat geerntet.

2.2.1.2 Aussaat und Kultivierung von Arabidopsis thalana

Samen vorArabidopsis thalianavurden zunéchst fir mindestens drei Tage bei 4 °C gelagert
und anshlieBend auf Anzuchterde, versetzt mit einem Zeh@ehrzsandausgesat. Sie
wurdenunter Langtagbedingungen bei 23 R@tiviert. Fir den KeimungstestwdenSamen
von Arabidopsis thaliana sterilisiert wie von der GABiKat-Initiative beschrieben

(http://lwww.gabikat.de/fag/sukelectio-scheme.htm)lund auf MSMedium ausgebracht.

MS-Mediunt 0,4%%6 (w/v) MS-Basismedium (pH 5,8 mit KOH)3% (w/v)
Saccharoséverandert nach Murashige und Skoog, 1962)

2.2.2 Anzucht von Escherichiacoli

Transformierte E. coli-Zellen wuden auf LBAgarplatten yersetzt mit Antibiotikg der
Plasmidkodierten Resistenz entsprechpadsplattiert und ca. 16 h bei 37 °C inkubi&ie
Anzucht in Flassigkultur erfolgtieei 37 °C auf einem Schuttler n@20 rpm

LB-Medium (fllissig): 1% (w/v) BacteTrypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; 1% (w.
NaCl (nach Bertani, 1951)
LB-Medium (fest): LB-Medium (flussig), versetzt mit,5% (w/v) Agar

2.2.3 Isolation von Nukleinsauren
2.2.3.1 Isolation von PlasmidDNA ausE. coli (Minipraparation)

Die Praparation vorPlasmidDNA aus E.coli Zellen erfolgte durch alkalische Zelllyse
(modifiziert nach Birnboim und Doly, 19j. Die Bakterienzellen einer rl-LB-Kultur
wurden durch Zentrifugatiorgeerntet und in 2001 Losung E1 reuspendiert. Es folgte eine
alkalische Lyse durch Zugabe von 200L6sung E2. Nach 4 min wurden 2p0L6sung E3
zur Neutralisatiorzum Lysat gegeben. Zur Fallung der Proteine wurde die Proberi@uhi
Eis inkubiert, die denaturierte chromosomale DNA und Proteinbestandigiten bei 4 °C

und 13000 rpnzentrifugiert. Die PlasmidDNA des klaren Uberstandes wurde durch Zugabe
38



2 Material und Methoden

von 45% (v/v) Isopropanol gefallt und das Sediment in 7@%) Ethanol gavaschen. Die

Luft-getrocknete Plasid-DNA wurde in100pul A. bidestaufgenommen.

Losung E1: 50 mM TrisHCI (pH 8,0); 10 mM EDTA, 0,1% (w/v) RNase A
Ldsung E2: 200 mM NaOH; 1% SDS
Lésung ES: 3,2 M NatriumacetafpH 5,95

2.2.3.2 Isolation von genomischer DNA

Die Extraktion von GesarriDNA ausZea maysind Arabidopsis thalianaerfolgte mit Hilfe
eines CTABIsolationspuffersyerandertnad Stewart und Via (1993). EtwaglBlatigewebe
wurde in flissigem Stickstoff gem@nd. Das Homogenisat wurde innmill 2x CTAB-
Extraktionspuffer aufgenommen undhlbei 65°C inkubiert. Nach einem I@initigen
Zentrifugationsschritt (900pm) wurde der Uberstarmit 1 Volumen Chloroformisoamyk
alkohol (24:1, v/v) versetzt und erneut zentrifugiert. Die im Uberstand befindlich& DN
wurde mit 0,7 Volumenrsopropanol prazipitiert, in 2@ (v/v) Ethanol gevaschen und nach
Trocknung in TEPuffer resuspendierEs schloss sich ein RNaserdau,durch Zugabe von

1 pl RNase A (10 mg/ml) und 30 min Inkubation bei 37 °C, an.

2x CTAB-Extrakionspuffer: 2% (w/v) CTAB; 1,4 M NaCl; 20nM EDTA; 2% (w/v) PVP4C
100 mM TrisHCI (pH 8); 0,2% (v/v-Mercaptoethanol
TE-Puffer: 10 mM TrisHCI (pH 8); 1 mM EDTA

Kleine Mengen Gesari?NA zur Genotypisierung wurden alternativ unter Vemdieng des
ExtractN-Amp Plant PCR Kit $igmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchergemald denor-

gaben des Herstelleriert.

2.2.3.3 Isolation von DNA-Fragmentenaus Agarosegel

Die Praparationvon DNA-Fragmenten aus Agarosegel erfolgte mit dé€ifAquick Gel
Extradion Kit (QIAGEN GmbH,Hilden) nach den Angaben des Herstellers.
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2.2.3.4 Isolation von RNA

GesamtRNA aus Zea mayswurde mittels TRIzol Reagent (Invitrogen, Karldne), den
Vorgabendes Herstellersntsprechendsoliert

RNA aus Chloroplastetr®ma und Immunoprazipitaten wurde durch PheDioloroform
Extraktion gewonnen wie in Ostheimet al. (2003 beschriebenAls Fallungsiife wurde

anstelle von Hef¢RNA Glykogen verwendet.

224 Reinigung, Konzentration und Quantifizierung von Nukleinsauren

Zur Reinigung von PCRProdukten und von PlasmBINA wurde das QIAquick PCR
Purification Kit (QIAGEN GmbH,Hilden) wie im Protololl des Hestellers beschrieben
eingesetzt.Die Reinigung Fluoreenzmarkierter RNA (siehe 2.2.)9%erfolgte mit dem
QIAquick Nucleotide Removal Kit (QIAGEN GmbH, Hilden).

Zur Uberfuhrung von DNA und RNA in kleinere Volumina wurden die Probenjenite |
Glykogen, 2,5/ lumen 96% (v/v) Ethanol und OMblumen 3M Natriumacetat versetzt. Die
Proben wuden fir mindestens 4@in bei -70°C gekuhlt und anschlieend bef@ und
13000rpm 35min zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 70% (v/v) Etharewaschen und
anschlieBend iA. bidestaufgenommeifnachSambrook und Russel, 2001)

Um die Konzentration von DNA oder RNA zu ermitteln, wurde die optische Dichte bei einer
Wellenlange von 268m mit dem NanoDop ND 1000 Spectrophotometer (PeglLab
Biotechrologie GmbH, Erlanggrwie vom Hersteller empfohlegemessen.

Zusatzlich wurde die Konzentration von DNA im Agarose@gkehe 2.2.11) optisch
abgeschéatzt. Dazu wurden parallel zu den Proben Mengenstamgaréermentas GmbH
(siehe2.1.6 auf das Gel agetragen und die Intensitat der mit Ethidiumbromid angefarbten
Banden imTransilluminator(GelDoc XR System, BioRad Laboratories GmbH, Minchen)
verglichen.

2.2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

StandardPCR-Protokolleumfassten eine-ginttige Denaturierung d&NA, 30 bis 35PCR-
Zyklen und eine abschlieRende5-minitige Hongation Jeder derZyklen setzte sich
zusammen aus einer Denaturierung bet®@430s), einer Phase demiagerungder Starter
oligonukleotide von 30s, wdei die Temperatur engechend desverwendeten Oligo

nukleotidPaares gewéhlt wurde, und einer Elongationsphase b® ¥@n 1min je 1kb
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Fragment. Zur Amplifikation wurdefh U Tag DNA Polymerase (QIAGEN GmbH, Hilden)
100ng DNA, 0,2 uM je Oligonukleotidund 0,2 mM je dNTRn 1x Tag DNA Polymerase
Puffer verwendet.Die Reaktionen erfolgten in einerReltier Thermal Cycler PT200

(Biozym Scientific GmbH, Oldendorf).Die Analyse der PCHProdukte wurde mittels

Agarosegelelektrophorese (2.2.11) vorgenommen

Fir die Identifikation von Mdlransposofnduzierten Mutanterf2.2.15 wurde die TaKaRa
ExTag(TaKaRaBio Inc., Otsu, Japan) verwendet. Wurde DNA mitteidgractN-Amp Plant
PCRKIit (SigmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchengoliert, wurde der dem Kit beigeftigte
PCRMix den Herstellerargpen folgendir die PCReingesetzt. Die Amplifikation aysprs-
cDNA erfolgte mit der Phusion H&tart DNA Polymerase (Finnzymdsspoo, Finnlandyvie

in Beicket al.(2008) beschrieben.

2.2.5.1 Kolonie-PCR

Um die GroRe kloniger Produktein E. coli Plasmidenzu piifen, wurdedie Methode der
Kolonie-PCR genutzt In einem Ansatz von 201 wurden 1U Taq DNA Polymerase
(QIAGEN GmbH, Hilden)0,25uM pro Starteroligonukleotidnd 0,2mM je dNTPin 1x Taq
DNA PolymerasePuffer verwendet. Unter sterilen Bedingungemirden mit einer Pipetten
spitze minimale Mengen der Kolonie in den R8Rsatz transferiert. In der Regel wurden
Vektor-spezifische Oligonukleotide eingesetBie initiale Denaturierung betrugO min bei
95 °C, die folgender85 Zylen entsprachenemn oberbeschriebenen Standardtokoll.

2.2.6 Synthese und Markierung von Hybridisierungssonden

Die Herstellung radioaktiv markierter Sonden erfolgte wie in Beic&l. (2008) beschrieben.
Zur Markierung wn Oligonukleotiden wurden ieinem Ansatz von 2@l 100pmol des
Oligonukleotids 10U T4 Polynukleotidkinas¢Fermentas GmbH, St. Led®ot) und 50uCi
[¢3?P]ATP in 1x PufferA fir T4 Polynukleotidkinaseeingesett. Der Ansatz wurde 1 h bei
37 °C inkubiert

Radioaktiv zi markierend®NA-Fragmente wurden mitteRCR ampliiziert (siehe Protokoll
2.2.5. Das PCRProdukt wurde mit dem QIAquick PCR Purificani Kit (QIAGEN GmbH,
Hilden) gereinigt. Die Markierung erfolgte mit dem Hexalalbeler dem DecalLabddNA
Labeling Kit (Fermentas GmbH, St. Le®&ot) unter Verwedung von 10Ghg Amplifikat und
50uCi [a-**PldCTP gemaR den \orgaben des HerstelleZsr Eliminierung nicht

inkorporierter Nukleotide wurden radioaktiv markierte Oligonukleotide und -P@Rukt
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Sonden Ubeillustra MicroSpin G25 Saulen (GE Healthcare, Méhen)den Hersteller

angaben entsprechegdreinigt.

Die Markierung von DNASonden mit Digoxygenin erfolgte unter Verwendung Ogi nmol
Digoxygeninll-uridin-5 @riphosphat (Roche Diagnostics GmbHManrheim) in einem
ansonstendem Standardptokoll ensprechenderbOpl PCRAnsatz (2.2.5).Die Sonde
wurde durch Agarosegélution gereinigt (2.2.3.3).

2.2.7 Synthese von cDNA
2.2.7.1 DNaseVerdau von RNA

Um kontaminierende genomische DNA aus GesBMA-Préparationenzu eliminieren,
wurde DNasel (Roche Diagnostics Gnih Mannheim)den Herstellerangaben spteckend
verwendetEs schlossen sickine PheneChloroformExtraktionund einePhenolExtraktion
an (Sambrook und Russel, 2001).eDRNA wurde durch NatriumacetgthanotFallung in

ein kleineres Volumen Uberfihstie in 2.2.4 beschrieben.

2.2.7.2 Reverse Transkription

Die Synthese von cDNA erfolgte im Allgemeinanter Verwendung degdmniscript Reverse
Transcriptas QIAGEN GmbH, Hilden).Es wurden etwa fg DNaseverdauteRNA und
random Hexamer und Nonamefligonukleotde (Endkonzentration 1j0M) oder Gen
spezifische Oligoukleotide (Endkonzentration 0,5 uM) eingesetzt. Die Reaktiorde dem

vom Hersteller empfohlenen Protokehtsprechend durchgefiihrt.

Wenn die so generiertecDNA von unzureicbnder Qualitat warwurden alternativ die
SuperS$ript lll Reverse Transcriptase (InvitrogeKarlsruhe)oder das Qiagen Quantitect
Reverse TranscriptiorKit (QIAGEN GmbH, Hilden) den Herstellaangaben folgend

verwendet

2.2.8 Bestimmung von Transkriptenden

Zur Bestimmung von Transkaitermini kamen zwei Methoden zum Einsatz. Zum einen
wurde die RNA zirkularisiert, gefolgt von einer reversen Transkription tUber die Ligations
stelle des 8 und B Transkriptendegsiehe 2.2.8.2Yokobori und Paabo, 199%ogel und
Hess 2001). Zum anderewurdedie 56RACE-Technik ¢apid amplification of cDNA end9
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genutzt. Dazu wurdein RNA-linker-Oligonukleotid an dies@Enden defTranskripte ligiet
und diese dann, inklusive ddinker-Sequenz, revers transkribigigiehe 2.2.8.3Bensing
etal.,, 1996 Kihn et al, 2005) Per PCR wurden die so generierten cDNAs amplifiziert,
wobei bei der 8RACE-PCR einlinker-spezifisches und ein Gapezifisches Oligonukleotid
eingesetzt widen. Es folgte dieKlonierung und schlie3lictSequenzierung der Produkte
(2.2.10und 22.149.

2.2.8.1 Behandlung mittobacco acid pyrophosphatag€AP)

Zunachst fand ein DNaséerdau der RNA statt, wie unter 2.217beschrieberiJm primare,

also unprozessierte, Transkripte einer Reaktion mit der T4 RNfaski zuganglich zu
machen, wurderdie S3Triphosphateder Primartranskriptedurch eine TAPBehandlung

entfernt, dem Protokoll von Kihat al. (2005) folgend(siehe Abb. A). Parallel wurden
Ansatze ohne vorherige TABehandlung in die Ligationsreash eingebracht. Ein Vergleich
der Sequezen beider Arétze erlauld eine differentielle Analyse primarer unoereits

prozessierter Transkrip{&ihn et al, 2005)

2.2.8.2 RNA-Zirkularligation

Die Zirkularisierungorientierte sich an den von Yolzori und Paabo (1995) und Vogel und
Hess(2001) beschrigenen Protokollen mit geringfigigen Modifikationen. Nach einem RNA
Denaturerungsschritt von 2 min bei 7« wurde die Probe auf Eis Uberfuhrt. Die Ligation
wurdemit 40U T4 RNA Ligase Biozym Scientific GmbH, Oldendorih 1x T4 RNALigase
Puffer und urgr Zugabe von ATRL mM finale KonzentrationfFermentas GmbH, Steon+
Rot) urd RiboLock RNase Inhibitor (80, Fermentas GmbH, Steon-Rot) angesetzt und
1 h bei 37°C inkubiert. Die revese Transkription wurde wie im Kapit@l2.7.2 dargestellt
durchgfuhrt. Es folgte eine PCRADbb. 7B) und die Analyse der PCRrodukte durch

Gelelektrophorese sowldonierung undSequenzierung

2.2.8.3 5 -®RACE-Technik

Anders als in der Zirkularligation wurde mit dieser #enung nur das ®Ende lestimmt Die
Methode entsprdcexakt dervon Kihn et al. (2005) beschriebenen, auch das in der Studie
genutztdinker-Oligonukleotid wurde verwendet. Die Abbildu illustriert die Vorgghens

weise
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(A) Transkripte

)

l+ TAP

® 7/ \ ©
56 36 56

30
lZirkuIarIigation linker-Ligation
56 30
— —
— —
lRT und RTPCR RT und RTPCR
3050 50
<+— Genspezifische®ligonukleotidzur cDNA-Synthese
—> Genspezifische®ligonukleotid
—> linker-spezifische®ligonukleotid
Abb. 7: Bestimmung von Transkripttermini (nach Kihn et al, 2005 und Vogelund Hess 20Q1)

Schematische Darstellung verschiedeneiPi®R Techniken. (A) Vorbereitende Behandlung mit TAP nach Kihn
et al. (2005) Mit (*) gekennzeichete primare Transkripte besitzen Triphosphate an @&mden, die fiir eine
Ligation in Monophosphate uberfuhmwerden missen(B) Zirkularligation nach Vogelund Hess(2001)

(C) Ligation mit einem RNAlinker nach Kihnet al. (2005) Dargestellt sind jeweils die vorliegenden

Transkripte sowie die durch die FPICR generierten Amjfikate.

2.2.9 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Fragmentierung von DNA mit Restriktionsenzymen erfolgjté bei 37°C in einem
Gesamtvolumen von 2@. Zu dwa 1 bis 3ng Plasnid-DNA wurden 2U Restriktions
endonuklease (Fermtas GmbH, St. LeoRot) urd der entsprechendBReaktilmspuffer
(einfache Finalkonzentration) gegebé&iiir einen Doppelverdau wuraen fir beide Enzyme

optimalerPuffer den Empfehlungen der Fermentas Griddgend gewahlt
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2.2.10 Klonierung in E. coli
2.2.10.1 Ligation

Zur Ligation von DNAFragmenta in denVektor pDrive wurde dasQIAGEN PCR Cloning
Kit (QIAGEN GmbH, Hilden) gemal d&/orgaben des Herstellegenutzt Ligationen in den
pET15b-Vektor (Merck KGaA, Darnstad) erfolgten in eineml10 pl Ansatz mit 30 ng
geschnittenenvektor, deminsert ineinem dreifach molaren Uberschuss @y8U T4 DNA
Ligase (Fermentas GmblI$t. LeorRot) in 1x T4 DNA Ligase Puffer. Die Reaktion wurde
UberNacht in einem Wasserbad inkubjestobei de Temperatuzunachst bei 21C lag und

dann langsam bis auf°€ absak.

2.2.10.2 Transformation

Transformatioen erfolgten mit bei-70°C gelagerten, chemisch kompetenkncoli ToplG
(Invitrogen, Karlsruhepder BL21xZellen (Merck KGaA, Darmstadt)und orientierta sich an

der in Sambrook und Russel (2001) beschriebenen Metlatei wurden die kompetenten
Zellen auf Eis aufgetaub pl Ligationsansatz dazu gegeben und beitl&dis30 min auf Es
inkubiert. Durch einen Hitzeschock vomiin bei 42°C sollten die Vektoren in die Zellen
aufgenommenwerden Der Ansatz wurdefir 2min wieder in das Eisbad uberfuhrt,
anschlielend wurden 3@0 SOGMedium (nach Hanahan, 1983fazu gegeben und die
E. coli-Zellen 1h bei 37°C und 220 rpm geschiittelt. Die transformierten Zellen wurden zur
Selektion auf LBPlatten versehemit Antibiotika der Resitenz des Vektors entsprechend,

ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

SOCGMedium: 2% (w/v) BacteTrypton; Q5% (w/v) Hefeextrakt; 1cnM NacCl:
2,5mM KCI; 10 mM MgSQ (pH 7); 10 mM MgC}; 20 mV
Glucose

2.2.11 Auftrennung von Nukleinsauren durch Gelelektrophorese
2.2.11.1 Auftrennung von DNA-Fragmenten im Agarosegel

Das Prinzip der gelelektrophoretischen Auftrennung von Nukleinsauren beruht darauf, dass
sichverschiedergrof3e Fragmentbei angelegter Spannung mmterschiedlicer Geschwin
digkeitdurch dieGelmatrixin Richtung des positen Pols bewegen. Wird dem Gel Ethidium

bromid zugesetzt, welches mit DNA interkaliert, werden die Banden untekidhV im
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Transilluminator (GelDoc XR System, BioRad Laboratories GmbH, Muinche)ych
Fluoreszensichtbar (Sambrook und Russel, 20@ie Vorbereitung des Agarosegels und die
Durchfthrung der Elektrophorese entsgnan dem in Sambrook nd Russel (2001)
vorgestellten Standardpokoll. Es wurden Apparatureder PeglLab Biotechnologie GmbH
(Erlangen) genutzt. Die Konzentration der Agarose im Gel betrug je nach Grof3e der zu
trennenden DNAFragmente 1,0 bis 2,0% (w/v). Zur Atggung wurden die Proben mit
0,2Volumen Ladepuffer versetzt. Die Grof3e der Fragmente konnte im Vergleich mit DNA
Markern defFermentas GmbH2.1.6 bestimmt werderAls Laufpuffer diente 1JAE.

1x TAE: 40 mM TrisHCI; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA (pH 8,0)
DNA-Agarosegel: 1,07 2,0% (w/v) Agarose in 1x TAE; 0,4 pg/ml Ethumbromid
DNA-Ladepuffer: 50% (v/v) Glycerin; 1 mM EDTA (pHB); 0,25% (w/v) Xyler

cyanol; 0,25% (w/v) Bromhenoblau in 5x TAE

2.2.11.2 Auftrennung von RNA im Agarosegel

Es wurden jenach Experiment zwischen 0,5 ub@ pg GesamRNA mit RNA-Probenpuffer
versetzt bei 75°C 10 min denaturierind sofort auf Eis GberfuthrDann wurden die Proben
mit 0,1 Volumen 10x RNA-Ladepuffer gemischtDie Auftrennung erfolgte inl,2%igen
Agaro-Formaldehydgelen in 1x MOPSaufpufferbei 110 V(nachBarkan, 1988

1x MOPS: 20 mM MOPS; 8 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA

RNA-Agarosegel: 1,2% (w/v) Agarose; 23% (v/v) Formaldehyd in 1x MOPS (p

1x MOPSLaufpuffer: 10% (v/v) Formaldehyd in 1x MOPS (pH 7)

RNA-Probenpuffer: 25% (v/v) Formaldehyd; 70% (v/v) Fmamid in 1,25x MOP!
(PH 7)

10x RNA-Ladepuffer: 50% (v/v) Glycerin; 10 mM EDTA(pH 8); 0,25% (w/v
Xylencyanol; 0,25% (w/v) Bromwhenoblau

2.2.11.3 Auftrennung von RNA oder cDNA im denaturierenden Polyacrylamidgel

Um kleinere RNAFragmente unter 100 bgetailliert aufzutrennen, wurden Gele mit 20%
Polyacrylamid verwendetZur Auftrennung der poisonedorimerextension und primer

extensionProdukte (2.2.18wurden 15% Polyacrylamidgele genutZum Giel3en des Gels
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und fur die Elektrophorese wurden Apparaturen BawRad Laboratories GmbH (Minchen)
verwendetDie RNA-Probenwurden mit 0,2/olumen RNAPAGE-Ladepffer versetzt und
bei 75°C 10min denaturiertAnschlie3endwurdensie in die mit Laufpuffer vorgespulten
Taschen geladen ures wurde eine Spannung vdA0 V angelegt RNA-Gele wurden nach
der Elektrophoresia einem Ethidiumbromididh(1 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TBEange

farbt, um die Beladungzu visualisieren

1x TBE: 90 mM TrisHCI; 90 mM Borsaure; 2 mM EDTA (pH 8,3)
Polyacrylamidgel: 7 M Harnstoff; 15% bis 20% Polyaceayhid in 0,5x TBE
Laufpuffer: 0,5x TBE

RNA-PAGE-Ladepufer: 95% (v/v) Formaldehyd),25% (w/v) Xylencyanol; 0,25% (w/
Bromphenoblau in 0,25x TBE

2.2.12 Hybridisierung membrangebundener Nukleinsauren mit DNA-Sonden
2.2.12.1 Southern-Transfer

Die Ubertragung von im Agarosegel aufgetrennten EftAgmenten auf eine Nylarembran
(Hybond N*-Membran; GE Healthcare, Miinchergrfolgte nach der von Southern
entwickelten TransfeMethode mittels KapillarkrafSouthern, 1976 Dazu wurde das Gel
zunachst zweimal 15 min in Denaturierungspuffer, dann 10 min in bidestillierteneMass
schlieRRlich 15 min in 5x SSC gewaschen. Die Ubertragung folgte dem Standardprotokoll des
SoutherrTransfers $outhern, 1975Sambrookund Russel, 2001). Als Transferpuffer diente

5x SSC Die Nukleinsduren wurden mit dem Filter im GS Gene LinBaoRad Laboratories

GmbH, Miurchen;Programm C3outhern damp membranenter U\fLicht vernetzt.

Denaturierungspuffer: 0,5 M NaOH; 1,5 M NacCl
1x SSC: 0,15 M NacCl; 0,015 M Natriumcitrat (pH 7)

2.2.12.2 Southern-Hybridisierung

Es wurde das Protokoll derrBeitsguppe Barkan (Universéit Oregon, USA) wie unter
http://pml.uoregon.edu/index.htm.olskschriebemenutzt.Dabei erfolgte & Hybridisierung
bei 65°C unter kontinuierlicher Drehundie Membran wurdeunachsimindestens @ min

in ChurchPuffer (Church undGilbert, 1984)prahybridisiert. DieDigoxygeninmarkierte
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Sorde (siehe 2.2.6 wurde 10min im kochenden Wasserbad denaturiert. Es folgte die
Hybridisierung mit der Membran in Churéhuffer ber ca. 16. Bei der estenVerwendung
der Sonde wurde diese valer eigentlichen Hybdisierung mit einer leeren Membran
inkubiert. Nach der Southerhlybridisierungwurde die Membran viermal je IBin in
Waschpuffer (0,2x SS@,1% SDS) gewaschemlie Detektion erfolgte mittelimmunoblot
(2.2.164).

ChurchPuffer: 7% (w/v) SDS; 1 mM EDTA, 0,5 M NajPO, (pH 7,2)

2.2.12.3 Northern-Transfer

Der NortheraTransfer von RNA aus Agarosegel auf eiiybond N-Membran (GE
Healthcare, Minchergrfolgte mittels Kapillarkraft unter neutralen Bngungen mit 56SC
als Transferpuffenach Standardprotokoll (Sambrook und Russel, 2001; Bate&3).

Fir den Transfer von RNA aus Polyacrylamidgelen wurde ein Elektrotransfer im Halb
trockerverfahren genutztfTransBlot SD Electrophoretic Transfer CeBioRad Laboratories
GmbH, Mincher). Der RNA-Transfer auf die Hybond {Nlembran (GE Healthcare,
Munchen)erfolgtein 0,25x TAE1 h beil8 mAgemal} den Vorgaben der BioRad Laboratories
GmbH

Nach dem Transfevurden die Nukleinsduren mit der Membran kovalent vernetzt. Zunachst
wurde die Nylonmembran im GS Gene LinkeBipRad Laboratories GmbH, Miahen;
Programm C3) UMLicht ausgesetzt, anschlielRend wurde sie 10 min bei 75 °C gebacken. Der
erfolgreiche Transfer wurde mittels Methylenblgarbung visualisiert(Wilkinsonetal.,

1991).

Methylenbau-Farbel6sunc0,03% (w/v) Methylenblau in 0,3 M Natriumacetat (pH 5,2)

2.2.12.4 Northern-Hybridisierung

Die Hybridisierung der Membragebundenen RNA mit DN/onden farkierung siehe
2.2.9 erfolgte in ChurckPuffer (Church und Gilbert, 1984)ei 50 °Cbei der Nutzung von
OligonukleotidSondenbzw. bei 65°C bei derVerwendung von PCfSonden(Beick et al.,
2008) Auf die Prahybridisierung folgte eine etwa -&#indige Hybridisierung. Zur Ent
fernung unspezifisch an die Membran gelagertend8odienten folgeral Waschkchritte:
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einmal 20min in 1x SSC und 0,1% SDS (OligokleotidSonde)bzw. 05x SSC und 0,1%
SDS (PCRSonde)sowieje zweimal 20 min bei 0,5x SSC und 0,1% SDS bzw. 0,2x SSC und
0,1% SDSDie Detektion deiSignale erfolgte mit Hilfe deBhosphorimagr System GS 525
(BioRad Laboratories GmbH, Minchen).

Sollten Membranen erneut verwendet werden, wurden die Samreden Filternentfernt,
indem sie zweimal 1fhin in siedender 0,1%iger SBISysunginkubiert wurden Vor der
weiteren Verwendung wurde durcAuflegen einesK-Type Imaing Screen (BioRad
Laboratories GmbHMunchen) Gberprift, ob die Sondekomplett von den Membranen

geldst wurde.

2.2.13 Primer extension und poisoned primer gtensionAnalyse

Mit der primer extensionAnalyse werden RNASpezies mitted reverse Transkription unter
Verwendung einegsadioaktiv markierten Oligaukleotiden nachgewiesen(Sambrook und
Russel, 2001).Die so generierten cDNAs werden in eindpolyacrylamidgl elektre
phoretisch aufgetrenrf®.2.113) und durch Auflegen strahhgssensitiver Rontgéime oder
screens(Phosphorimager System GS 525; BioRad Laboratories GmbH, Minctsea)i-

siert.

Bei einer poisonedorimer extensiom-Analyse handelt es sich um eine Abwandlung der
primer extensionAnalyse, bei deeines der Desgxukleotide in der reversen Transkription
durch ein Didesoxynukleotid ersetwtird, die cDNASynthesebricht mit desserkEinbau
direkt ab. Liegen verschiedene Transkripte vor, die an das genutzte Oligonukleotid binden,
z.B. gespleidte und ungespleil3te, komndiese bei entsprechender Wahl des Dides
oxynukleotids,anhand unterschiedlich langer cDM¥bruch-Produkte differenziert werden.
Das Verhaltnis beider SyntheBeodukte wird in verschienenTranskriptProben verglichen
(SchmitzLinneweberet al, 200§. Die Markierung der Oligmukleotice erfolgtebei beiden
Methoden wie unter 2.2.6 beschrieben. Fir die reverse Transkription wuordeder
Omniscript Reverse Transcriptas€QIAGEN GmbH, Hilden) nach demvon Schmitz

Linneweberet al. (2006)vorgestellterProtokollgearbeitet

2.2.14 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von Edierungsstekefolgte nach der Didesoxynukleotikettenabbruch
Methode naclSangeret al. (1977 wie vonTillich et al. (2009, ergdnzende Informationen)
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beschriebenDazu wurdender DNA-SequenziererABI PRISM 377 (Applied Biosystems,
Weiterstadt) unddas DYEnamic ET Terminator Remistry Kit (GE Healthcare, Minchégn
genutzt.

Alle anderen Sequenzierungen wurden mittels ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Appli@ibsystems\Weiterstadt) unter Verwendung eines
ABI 3130XL DNA-Sequenzierervon Dr. Martin Meixner (DLMBC, Rudersdorf) dch-
gefuhrt.

Die Analyse und das HEgten der Sequenzen erfolgten rddr Lasergenesoftware (GATC
Biotech, Konstanz) Fir Datenbankvegleiche wurde deBLAST-Algorithmus (Altschul
etal., 1997) des BLASTservers des National Center for Biotechnology Information
(Bethesda, USA) genutzt

2.2.15 Isolation von Transposonrinduzierten Mais-Mutanten

In einem revers genetischen Ansatz wur@&RMutanten aus deca. 2D0 Mu-Transposon
induzierteMais-Mutanten umfassendd’hotosynthetidMutantLibrary (PML) der Univesitat
Oregon (http://pml.uoregon.edu/pml.htmfentifiziert. Die Vorgehensweise entsprach der
von derArbeitsgruppeBarkan {UniversitdtOregon USA) entwickelten Methode (detailliert
von Williams und Barkan(2003) und unter http://pml.uoregon.edu/irdem.old be
schrieben). Dabei wden etwa 110 Proben, die je die DNExtrakte von etwa 20 Mais
Keimlingender Sammlungnthidten, per PCRanalysiet. Als Starteroligonukleotide wden
ein Mu-Transpososspezifisches sowie ein PRBenspezifischeligonukleotid verwendet
(siehe Abb. 8 die zuvor in TesPCRs hinsichtlich ihrer Spezifitat ausgewahlt wurdgs.
schlosssichan die PCRygf. eire SoutherrHybridisierungmit einer Digoxygenirmarkierten
Sonde(2.2.6und 2.2.122) und deren Immunoetektion (2.2.164) an, um dé Sensitivitat zu
erhdéhen. So wuen Proben identifiziert, die zu einem P@Rdukt fuhten, d. h.Keimlinge,
bei denenein Mu-Elementim untersuchten PRBen inseriertsein konnte Zur Kontrolle
wurden diese Probeginer weiterelPCR mit einem zweiten Gespezifischen Oligonukleotid
unterzogenDann wudenjeweilsdie 20 individuellenPflanzen érin beiden PCRs positiven
Prdben analog mittels PCR und Southanybridisierung analysiert. Schliel3lich wde Gber
Verwandteder so identifizierten Pflanzen die Vererbbarkeit Ber-Insertion unérsucht,um
mutante Linien von durch Spontaansposition entstandenen somatischen Mutati unter

scheiden zu kdnnen.
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Abb. 8:

Mu-Element

PPR-Gen

* DigoxygeninrUridin

Digoxygeninmarkierte Sonde

—>  Genspezifische®ligonukleotid
—>  Mu-Elementspezifische®ligonukleotid

TAG

PCR-Strategie zur Identifikation von Mu -Transposoninduzierten PPR-Mutanten in Mais

Die Abbildung verdeutlicht das Prinzip der Identifikation vBRRMutanten in der PML durch PCR. Die

Positbn der gewahlten PCBtarteroligonukleotide ist mittels Pfeilen dargest&liese Oligonukleotidevurden

auch zur Amplifikation einer Sonde genutzt.

2.2.16 Methoden zur Analyse von Proteinen

2.2.16.1 Isolation von GesamiProtein

Die Extraktion von GesanRroteinaus Battgewebe erfolgte wie voBarkanet al. (1986

beschrieben.

2.2.16.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Zur

Konzentrationsmesing von

Proteinproben wurdeBradfordReagenz (BioRad

Laboratories GmbH, MinchedenHerstellerangaben entsprechend mit den Probemsgéat
und bei 595 nmim PhotospektrometefLamda 35 UV/Vis PerkinElmer, Waltham, USA)

vermessen. Zur Bestimmung der Konzentration diente eine mit der optischen Dichte von

Proteinldsungen bekannter Konzentration selbst erstellte Eichgerade. Die ermitbasibep

tionen wurderentsprechenah Proteinkonzentratia@numgerechnet.

2.2.16.3 SDSPolyacrylamidgelelektrophorese SDSPAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels denaturierender -B@acrylamidel
elektrgphorese nach Standardprotokdlaémmli, 1970; Sambrook und Russel, 2001). Dabei

wurde das 13% Polyacrylamid enthaltende Trenngel mit einem Sammelgel (5&eriyloly
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amid) Uberschichtet. Die Proben wurden mit 3x S@8epuffer versetzt und fur I0in bei
75°C denaturiertDie Elektrophorese erfgte in 1x SDSLaufpuffer kei 100 V Es wurden
Apparaturen der BioRad Laboratories Gm@#linchen)genutzt.Um die Molekulagewichte
der aufgetrennten Proteine abschéatzen zu kérwengen Markerder Fermentas GmbH

(2.16) zum Vergleichaufgetragen

Trenngel: 0,375M Tris-HCI (pH8,8); 13% Polyacrylamid; 0,1% (w
SDS; 0,1% (w/v) APS; 0,05% (v/v) TEMED

Sammelgel: 0,13M Tris-HCI (pH 6,8); 5% Polyacrylamid; 0,1% (w/v) SC
0,1% (w/v) APS; 0,1% (v/v) TEMED

3x SDSLadepuffer: 0,2M Tris-HCI (pH 6,8); 7% \/v) SDS; 30% (v/v) Glycerc
7,5% (v/v)b-Mercaptoethanol; 0,25% (w/v) Brgzhenoblau

1x SDSLaufpuffer: 25 mM TrisHCI; 192 mM Glycin; 0,1% (w/v) SDS (pH 8,8)

2.2.16.4 Western-Transfer gelelektrophoretisch aufgetennter Proteinproben und

Immunodetektion

Die Ubertragung der gelelektrophoretischfgamtrennten Proteinproben auf eine Hybond C
extraMembran (GE Healthcare, Munchen) erfolgte in entsprechenden Apparaturen der
BioRad Laboratories GmbH (Minchen) bei 100W ¢a. 1 h in 1x Transferpuffer (Sambrook
und Russel, 2001)Die Effizienz des Trariers wurde durch Farbung der Merah in
PonceatLosung uberprift (Kleiret al, 1995).

Fur die Immunodetektion wurde die Membran zun&amst%iger Trockenmilchlésung A
blockiert. Ebenfalld h wurde die Membramit dem primaren Antikorpefje nach genatem
Antikdrper in einer Verdinnung von 1:250 bis 1:10000 in 1x TBi&Kybiert. Nach drei bis
sechs Waschschritten fir je 15 min in 1x TBST folgte die Inkubation mit dem sekundéren
Antikorper (Goa Anti-Rabbit 1gG, BioRad Laboratories GmbH, MinchemRabbt 1gG
TrueBlot, eBioscience Inc. Hatfield, UK). Dieser bindet den primaren Antikérper und
ermdglicht durch Konjugation mit einer Peroxidadivitat dessen Detektiondurch
ChemdumineszenzDaflr wurde der Filter nach erneutem Waschen weligeiten in cer
frisch angesetzterDetektionslésung geschwenkt und dieaktion mittels Rongerfilm
(Amersham Hyperfilm MP; GE Healthcare, Munchesgualisiert (Sambrook und Russel,
2001).
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1x Transferpuffer: 025 mM TrisHCI; 0,2 M Glycin; 20% (v/v) Methanol

Poncea-Losung: 2% (w/v) PonceausS; 1,8 M Trichloressigsaure; 1,2 M Sali
cylsaure

1x TBST: 50 mM TrisHCI (pH 7,5); 150 mM NacCl; 0,1% (v/v) Tween2(

Blockierlésung: 4% (w/v) Trockenmilch in 1x TBST

Detektionslosung: 0,45mM Coumarat; 1,25nM Luminol; 0,% (w/v) HO, in

0,1M Tris-HCI (pH 8,5)

2.2.17 Methoden zur Gewinnungpolyklonaler Kaninchen-Antikorper
2.2.17.1 HeterologeExpressionrekombinanter Polypeptide (Antigene)

Die Klonierung von DNAFragmenten in pEI5Sh, eingebracht irE. coli BL21 Expressions
zellen(siere 2.2.11.2)ermoglichte die Expression rekomhmer Proteine bei Induktion mit

1 mM IPTG. Mit einer Uber Nacht gewachsenBakterienkultur wurden 1 bislA.B-Medium
angeimpft undbei 37°C und 220pm ca. 2,5 hbis zu einer opschen Dichte von 0,6 (bei
600nm, Spektrophotometer Lamda 35 UV/Vis PerkinElmer, Waltham, JUSKubiert. Nach
IPTG-Induktion wurden die Bkterien weitere 2,5 h geschitteibtd dam prazipitiert Die
Aufreinigung derin denE. coli Zellen exprimierten rekombinanten Polypeptetlgte mit

Hilfe des QlAexpress Kits (QIAGEN GmbH, Hilden) nach den Protokollen des Anbieters.
Die Methode nutzt die Bindung des vom pET15b Plasmid kodierteHigidin Epitopsan
Nickel-Agarose.

2.2.17.2 Affini tatsaufreinigung von Antiseren

Die Affinitatsaufreingung der Kaninche#ntiseren der BioGenes GmbH (Berlin) erfolgte
mittels Affi-Gel 10 oder 15 (BioRad Laboratories GmbH, Minchen) gemal den Angaben des
Herstellers. Dabei wurde das heterolog exprimierte Antigen (2.2.18.1) an diéeMiatrix
gebunden, iése Losung auf eine Saule geladen und das Antiserum wiederholt Uber die Saule
gegeben. Auf diese Weise konnten die Antigpezifischen Antikdrper aus dem Serum
gefiltert werdenDie AntikOrper wurden abschliel3end von der S&ule eluidxy Centricon
Certrifugal Filter (Millipore GmbH, Schwalbach)den Herstellervorgaben entsprechend

konzentriert und bei70 °C gelagert.
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2.2.18 Immunoprazipitation chloroplastidarer Proteine
2.2.18.1 Isolation von Mais-Chloroplasten

Mais-Chloroplasten wurden dem Protokoll von Voelked Barkan(1995) folgend isoliert.

2.2.18.2 Extraktion von Chloroplastenstroma

Die Chloroplasten wurden durakinen hypotonischenLysepuffer (nach Ostheimeret al,
2003)und durch mechanische ScherkrafteederholtesSaugen durch eine 21G1Y2 Kanile)
aufgébrochen.Die Membrambestandteile wurden durch Ultrazentrifugation be®Qb rpm
abgdrennt und das Stoma, versetzt mit 10% (v/v) Glycerol (Fina&otration), bet70 °C
gelagert(Ostheimetet al, 2003)

ChloroplasteriLysepuffer: 30 mM HEPESKOH (pH 8); 200 nM Kaliumacetat; 2 mM DT
10 mM Magnesiumacetat; 2 pg/ml (w/v) Aprotinin; 2 pug/ml (v
Leupeptin; 10 pg/ml (w/v) Pepstatin; 0,8 mM PMSF

2.2.18.3 Immunoprazipitation

Immunopréazipitationerwon Roteinenaus Chloroplastetr®maerfolgten wie von Ostheimer
et al.(2003) beschrieben.

2.2.19 RNA-Immunoprazipitation und Chip -Analyse (RIP-Chip)

Ziel dieser von Schmitzinneweberetal. (2005%) vorgestellten Methode ist es, die spezi
fischen RNAlInteraktionspartner von RNBindeproteinen in vivo zu ermitteln. Die
Abbildung9 illustriert die Vorgehensweise, die der des Originalprotokolls strikt éolgt
(SchmitzLinneweberet al, 200%). Das zu untersuchende Proterarde immundgorazipitiert
(2.2.183). Die in diesenPrazipitat befindlichemnit dem Prota assoziierten Transipte gdt
es zu bestimmen. Dazu vde die RNAaus dem Prazipitat undu Vergleichszweckeraus
dem StromaUberstand isoliert wieunter 2.2.3.4beschrieben Die RNA-Proben wuden
differentiell mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 und Cy5 A&AP RNA Labelhg Kit
(PerkinElmer, WalthamSA) markiert wie vom Anbieter empfohlen. Es fagtie Hybridr
sierung mit einem Microarya auf denPCRProdukte, das gesamte Md&slorgplasten
Genom reprasentierendjedruckt wurden(die MaisChloroplasterMicroarrays wuden
freundichemweise von Prof.Dr. Alice Barkan, UniversitatOregon, USA, zur Verfligung
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gestellt). Die Microarrays wuden mit dem Genepix 4000B microarray scan(ebDS
Analytical Technologies GmbHsmaning)eingelesen und mit der Genepix Pro 8dtware
(MDS Analytical Technologies GmhHsmaning)ausgewertet wie voSchmitzLinneweber
etal. (2009, 2006) dargestelltSo kanten Tran&ripte identifiziert werden, die in der

PrazipitatFraktion im Verhaltnis zur Uberstasftaktion signifikant angerelert waren

Chloroplastenisolation l

Markierung mit verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffen

Extraktion des N~

Chloroplastenstromas . Ziel-RNA des PPR
RNA des Uberstands Proteins (Prazipitat)

Immunoprézipitatiordes PPR \ /

Proteins mipolyklonalemAntiserum Hybridisierung mit einem
Chloroplastengeno+@hip

Sepharoseder
PansorbirzZellen

PN
Antikorper

Ziel-RNA

Isolation der RNAs aus Prazipitat und
StromaUberstand
| Identifikation der ZielRNA
Abb. 9: RNA-Immunoprazipitation und Chip -Analyse (Methode nach Schmitd.inneweberetal.,
200%)

2.2.20 Slot Hot-Analyse

Die RNA aus dem Prazipitat und dem Uberstand einer Immunoprazipivetiale wie unter
2.2.19beschriben gewonnen Diese Probenwurden mit einer blotting-Apparatur (96-Well
BioDot, BioRad Laboratories GmbH, Minchen) auf eine Nylonmembidybdnd N-
Membran, GE Healthcare, Minchen) Ubertrageiehe Schmitdinneweberetal., 2005,
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2006) Anschlie3end wureh die Filtemit Oligonukleotid oder PCRSonden hybridisiert wie
im Kapitel 2.2.124 dargelegt.

2.2.21 Run on-Transkriptionsanalyse

Ergadnzend zu einer NortheAnalyse mit der es nicht méglich istUnterschiede in der
Transkript&kumulation auf die Herstelhg oder Stallitat dieser Transkripte zurtickéthren,
erlaubt dierun on-Transkriptionsanalyse die Beurteilung der Transkriptions2égu wuden
intakte Chlaoplasten isoliert (2.2.18). Der Methode von Milet und Klein (1987) folgend
wurden etwa 5x 10 Chloroplasten ind5pl Puffer D durch mechanischen Stress aufge
schlossen. Es folgtdie Inkubation in 5Qul runon-Puffer fir 10min bei 25°C. Durch
Zugabe vonl100 pl StoppPuffer wude die Reaktion beendeDie nun durch Einbau von
[ SPPJUTP radioakiv markierten Transkripte wden mittels PhenolChloroformExtraktion
isoliert und durch Natriumacet&thanotFallung(2.2.4 in ein kleineres Volumen Uberfihrt
Die Transkripte wrden in ChurckPuffer (Church und Gilbert, 1984bei 58°C mit einer
Membran hybridisiert, auf die ausgewdahlte P@&Rodukte transferiert wurden. Dieser
Transfer erfolgt analog zu der unter 2.2.2ieschriebeneslot blot- bzw. dot blot-Methode,
mit dem Unterschied, dass kigr die Sonden warenie an einer Hybond NMembran(GE
Healthcare, Muncheniixiert wurden, pro PCRProdukt je zweimall ug DNA Nach der
Hybridisierung wude die Membran gewaschen wie im Protokoll der Northeytoridi-
sierung beschrieben (2.2.42 und die Signal&konnten mittels Phosphorlmager System
GS525 (BioRad Laboratories GmbH, Miunchen) detektiwdgrden(nach Mullet und Klein
1987, modifiziert)

Puffer D: 50 mM TrisHCI, pH 7; 10 mM MgC}; 10 mM KCI; 3 mMb-
Mercaptoethanol
run on-Puffer: 50 mM TrisHCI (pH 8); 10 mM MgC4; 0,2 mM ATP; 0,2 mN\

CTP; 0,2 mM GTP; 0,01 mM UTP; 50 uQu-*PJUTP; 40 L
RiboLock RNase Inhibitor 10 mM b-Mercaptoethanol
StoppPuffer: 50 mM TrisHCI (pH 8); 25 mM EDTA, 5% (v/v) Saosyl
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3.1 Analyse des inArabidopsisEmbryo-essentiellen PPRProteins PPR5in Mais

Es wurde beobachtet, dass zahlreiche chloroplastidarePRi&ne inArabidopsisthaliang,
nicht jedoch inZea maysnotwendigfiir die Embryonalentwicklung sd (Sternet al, 2004).
Um zu beleuchten, welche Funktionenlche PPRProteinehaben konnten, sollte ein in
Arabidopsisessentielles plastidares PiPRRotein inMais analysiert werden. i& knoclout des
ppr5-Gens inArabidopsis thaliana(At4g39620) fuhrt @ Embryoletalitat (Cushingt al.,
2005). 0s02g51480 ist gemdBr POGs Datenbank (http://pogs.uoregon.a@sOrthologe
von ppr5in Oryza sativasieheauchAbb. 5). Unter Verwendungieer ReisSequenz konnte
in oOffentlich zugénglichen $gienzDatenbankn mttels BLAST-Algorithmus (Altschul
etal., 1997) das am nachsten verwandte Maé identifiziert werdendas ein imChloro-
plasteistroma lokalisiertes PRRrotein kodiert(nach Analysen voi©. SchmitzLinneweber
undA. Barkan,Beicket al, 2008) Ein Ziel der vorliegendeArbeit war es, dieses Proteim
Folgenden miPPR5bezeichnetdas wie seine Orthologen Arabidopsis(AtPPR5) und Reis
(OsPPR5) ein PRRrotein des Hyps mitzehnPPRMotiven (TPRped, Karpenahalliet al,,
2007)reprasentiert,funktionell zu charakterisiereazu wurden Mutant@malysermit einer

Bestimmung demn vivomit dem PPRProtein assoziierten RNMolekile kombiniert.

3.1.1 Identifikation der Ziel -RNA von PPR5

Durch Immunoprazipitation voRPR5aus Chloroplastenstromand Analysen der koprazipi
tierten RNAsollte in vivo die Ziel-RNA von PPRSdentifiziert werden(RIP-Chip-Methode,
siehe 2.2.1P Dabeiwar zuermitteln welche plastid@® RNAiIn PPR5Prazipitatergegeniber
im Uberstand verbleibender RNéignifikant angereicert ist. Eine mogliche unspezifische
Prazipitation einzelner Transkripteyurde durch KontroltExperimentebertcksichtigy in
denen Proteine deSauerstofiproduzierenden &mpleses (oxygenevolving complex OEC)
welche keine RNA binden solltermmmunaorézipitiert wurden.Nach der Hybridisierung des
Mais-PlastomChips mit den durch vechieden fluoreszierende Farbstoffe markierten RNA
Fraktionen wurde das Fluoreszevizrhaltnis der 250 PCRProdukte berechnetEine
maximale Anreicherung in den PPiRBaziptaten zeigte Transkripte desrnG-UCC-Gens
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(siehe Abbl10A). Somit wurde die tRNAGIlycin als RNAcInteraktionspartner vorPPR5

bestimmt

— =
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Abb. 1 Identifikation derim Chloroplastenstroma mit PPR5assoziiertenTranskripte

(A) Grafische Darstellung der zusammengefasster@tiip-Ergebnisse. Die Anreicherung der prazipitierten im
Vergleich zur im Uberstand verbliebenen RN# fir jedes PCRProdukt auf dem Chigogarithrmisch
aufgetragen. Die Werte efgen sch aus zwei Experimentemit PPR5Immunoprézipitationen sowie zwei
Kontroll-Experimenten mit OE€mmunoprazipitationeDaten von jeweils einem Experimerin C. Schmitz
Linnewebe). Die logarithmiertenAnreicherungskoeffizienten der Kontrollen wien von deen von PPR5
subtrahiet. Pro PCRProdukt warenje flinf technische Replikate auf einem Chip hamnden deren
Fluoreszenzwerte gemittelt wurdefB) Slotblot-Hybridisierungen mitRNA-Immungréazipitaten vonPPR5
und, zur Kontrolle, PPRZs wurden zweirnG-UCC-Sonden und einern16-Sonde(Negativkontrolle)mit auf
Nylonmembranen immobilisierter Prazipitatind UberstandRNA hybridisiert. Der Pfeil kennzeichnet die

Entfernung vorfir diesen Nachweisrelevant& Probenvon allen drei Filtern.

Mittels slot blot-Hybridisierungen(2.2.2Q wurde bestiigt, dass die tRNAGlycin in PPR5
RNA-Komplexen spezifisch enthalten w@bb. 10B) In KontrolFEx per i ment en mi t
wurde die tRNA erwartungemald (Schmitkinneweber et al, 2006) nicht immuno
prédpitiert. Weiterhin zeigte didnalyse, dass mit der IntréBonde in der Prazipitdiraktion

in Relation zur UberstarBNA ein deutlich starkeres Signal als mit der Sonde des Exons 2
detektiert wurde. Das deutete an, dass mit der lffhamde eher als mit der das zweite Exon
abdeckendefBonde die ndhere Umgebung der FBIRdestelle erfasst sein sollt@enndurch

die Aktivitat plastidarer RNasen sinkt die Wahrscheinlichkist Préazipitatiorflankierende
Sequenzbereichenit der Entfernung von der Bindestelle von PPRbidem liel3 diess

Ergebnis vermuten, dass mRPR5 vorwiegend das Intron enthaltende tRSl#ezies
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prazipitiert wurden. Das PRRrotein sollte demnach mit der ungespleil3ten RNA assoziiert
sein. Um dies zu testen, wurde die immunoprazipitierte RNA in Agarosegelen aufgetr@nnt u

durch NortherrAnalysen untersucht (2.2.11 und 2.2)12

o o
Y T o - £ 2 m O - £
)5 )8 )9 < < )5 )8 )9 < <€
% £ 5 © 8 2 & & =® © ®% 2 ® E &
£ f5 28 EE fg5sfgis REE
N & N & N & & & N 3 N 3 N © & &
® o ® o9 T® o 0 o S o ® o ® o0 0 O
o D o D o D O 0 o D o D o D OO0
1kb - -1kb
0,5kb - .+ - v ww -~ -0,5kb
trnG-UCC (Intron)  tmG-UCC (Exon 2)
——
0,2kb - H'H ey -2kb
- - -
- i o L » '0,5kb
trnV-GAC rpll6
et .~ s ™
" i -0,2kb
— e s it ,
trnD-GUC
MethylenblauFarbung
e e s
“ErE-g
MethylenblauFarbung

Abb. 11: Northern-Analysen der mit PPR5 koimmunoprazipitierten RNA

Analysen der mit PPR5 assoziiertennd der im Strom#berstand befindlicheTranskripte durchRNA-
Agaroseglelektrophorese und Hybridisierung der auf Nylonmembranen transferierten RNA miSohgen.
Parallel wurden Kontrollextrakte von CAFlund OECGImmunopréazipitationen sowie Ma{SesamtRNA
aufgetragen. Um eine gleichméRige Gelelektrophorese zuhgeisten, wurden die mengenméal&ghr wenig
RNA enthaltenden Prazipité®@roben mit GesarRNA einer albinotischen Pflanze versetzt. Diese RNA wurde in
der letzten Spur zuKontrolle aufgetragen, sie zédgkeine HybridisierungssignaléNach der Hybridisierung
wurden die Sonden von den Membranen entfernt und die Filter rehybrididé&rungespleilt&borlaufer der

tRNA-Glycin befindet siclygeméardenNorthernAnalysen inPPR5Komplexen, nicht jedoch die reife tRNA.
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Wie die Abbildung 11 zeigt, waren tatsadchliangespleildte, nicht jedoch reifienG-UCC-
Transkripte in den PPRBnmunarazipitaten nachwdigr. Kontroll-Experimente wurden mit
OEGPrazipitatenin denen keine RN/estandteile zu erwarten singhd CAFXPrazipitaten
(CRS2assoziierterFaktor 1) die als Positikkontrolle fungierten, da CAF1 ein besdbener
Splei3faktor des GruppitB -Introns der tRNAGIycin in Mais ist (Ostheimeetal., 2003),
durchgefuihrt. DeSVeiteren wurde auf diese Weisiberprift, ob es sich bei einigen gemaf
RIP-Chip-Experment in der Prazipitatraktion leicht angeichert erscheinenden Trans
kripten (Abb. 1@\ ebenfalls um RNAZiele vonPPR5 handelt. Doch es wurde keines dieser
Transkriptei n den mit UPPRS5 i mPrebena@ekterr (Ahi11)iSemitt e n R
offenbarten die auf Immumpoazipitation basieratenAnalysen die ungespleildte tRN&lycin
(UCC) alsprimére ZielRNA des Protein®PR5in vivo.

3.1.2 ppr5-Mutanten

Fir eine detailerte funkionelle Charakterisierung vaPPR5 wurden von Christian Schmitz
Linneweber zuvor identifizierte MaisMutanten genutzt. Zwei Midiransposon riduzierte
ppr5-Mutantenlinienstanden dabei zur Verfigunglbinotischeppr5-1-Mutanten mit einer
Mu-Elemern-Insertion im ersten Exof+241nt) undblassgriineppr5-2-Mutanten, bei denen
in die ppr5-UTR (-55 nt) ein Mu-Transposonnseriert ist Mutanten beider Liniesteben im
KeimlingsstadiumFur die Mutanteanalysen wurden vorwiegend heterozyyBflanzendie
beide Allele trgen, verwendetDiese Allele konntensich nicht komplementieren uncerd
Phanotypder ppr5-1 x ppr5-2-Keimlinge erschienim Vergleich zu derppr5-1- und ppr5-2-
Mutanten intermediar (Abb. 12A)Das belgte, dass daseobachteteChlorophyi-Defizit
durch die Transposeimsertion imppr5-Gen bedingt wide.

Durch reverse Transkription und P&falysen wurde die Menge deppr5-mRNA in den
Mais-Mutanten untersuch®ie der Abbildung 12Gu entnehmen ist, korreliertiese mitder
phanotypische Erscheinung. D. h., bei den weil3en Keimlingen haadstsich umpprs-
KO-Mutanten, wahrend dikellgrinenppr5-2-Mutantenein reduziertesaber nachweisbares

ppr5-mRNA-Level aufwiesen.
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(A)

ppr3-1X pprs-2

(B) ppr3-1
ppr3-2
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Abb. 12 Mu-Transposon induzierteppr5-Mais-Mutanten

(A) Phanotyp deppr5-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WTPie gezeigten Keimlinge sind ca. 14 Tage alt
und wuchsen auf Erde unter Langtagbedingungen bei 23pt6.1-Mutanten sind albinotiscippr5-2-Mutanten
etwas heller grin als Wildtygeimlinge und heterozygote Kreuzungsmutanten haben einen imdignee
Phéanotyp. Alle Mutantesteben noch als Keimlinge. (B) Mal3stabsgetreue Darstellung der Lokalisation der Mu
Transposotinsertionen irppr5. Die Rechtecke symbolisieren Exons, die Linietnanische bzw. UTFSequenz.
(C) Reverse Transkription undemiquantitativeRT-PCRAnalysen zeigen, dasdie ppr5-mRNA in ppr5-
Mutanten reduziert istDie in der PCR genutzten li@onukleotide flankieren die Minsertion derppr5-1-
Keimlinge im ersten ExorDie Amplifikation vonactin-cDNA aus den selben RNRroben dierg als Kontrolle.
Die Kontamination dr Proben mit genomischer DNA kaansgeschlossen werden, da ein Teil der FNAben
nach dem DNas¥erdau ohne den Schritt der reversen TranskriptioninerePCR auf verbleibende DNA
analysiert wurde (Daten nicht gezeigt). Zusatzlich Uberspannen die verweaditePCR Oligonukleotide ein

Intron. Es wurden keindas Introrenthaltenden PGRmplifikate detektiert.
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Aufgrund des Chlorophyteduzierten Phantyps der ppr5-Mutanten wurde & Akku
mulation der Photosyhes&omplexeATP-Synthase, CytochromglhKomplex sowie Photo
system | und lldurch Immunodetektion (2.2.18) ausgewé&hltetIntereinheitenanalysiert.
Wie die Abbildung 13A zeigtwarenalle untesuchten Photosghes@roteineim Vergleich
zum Wildtyp stak, d.h. auf ein Zehntel oder weniger, reduziertieiGhes g fur die
Akkumulation der groRen Untereinheit der RuBisCo (Abb. 13A, PonEé&aoung). Diese
Defekte waren in amlicher Form auch beiden Kontrollmutanten hcf7 und pprd
(ppr4-1x pprd-2) zu beobachtenFur diese wurde gezeigt, dass die Reduktionen der
Komponenten des Phaynthesapparatesm Zusammenhang mieinem globalenVerlust
plastidar kodierter Proteinenklusive der Plastidekodierten Untereinheiten dePhote
synthes&komplexe stehen(SchmitzLinneweberet al, 2006; Barkan, 1993)Generell gilt,
dass die fehlende bzw. reduzierte Synthese von je nur einer Untereinheit der Photo
synthes&komplexe auch die verminderte Akkumutati assoziierter Untereinheiten des
jeweiligen Komplexes zur Folge hd&4drkanet al, 1995; Barkan, 1998Eine fehlende bzw.
reduzierte plastidare Translation, wie sie fur ggr4- und hcf7-Mutanten nachgewiesen
wurde (Schmitd.inneweberet al, 2006; Bakan, 1993) bedingt entsprechend die Reduktion
der plastidar kodierten und damit der analysierten Proteine.

Daraufhin wurde die Reifung ribosomaler RNA in dppr5-Mutanten mittels Northern
Hybridisierung(2.2.12) untersuchtin der AlbincMutanteppr5-1 war keine plastidare rRNA
zu detektieren. In deppr5-2- sowie den Kreuzungsmutanterarendie Mengen reifer 16S
und 23S rRNA gegenuber dem Wildtyp redut, der 16S rRNA/orlaufer akkumuliere
starker (Abb. 13B) Demnach wird PPR5 fur di€rozessierungind Akkumulation ribe
somaler RNA bendétigtDa plastidare rRNA nicht auRerhatter Ribosomen akkumuliert
spiegelt ihreAbundanzdie der Ribosomenvider (Williams und Barkan, 2003). Somt
PPR5 fir die Akkumulation oder Assemblierung der plastidarerodeilnen unddaraus
folgend auch fur die Synthese der plastidar kodierten Untereinheiten der Photosynthese
komplexe notwendig In Anbetracht der unter 3.1.1 beschriebenen ErkegntlassPPR5
in vivo mit der tRNAGIycin assoziiert ist, war im Folgenden zuatersuchen, olppr5-
Mutanten einen verandertdhetabolismuglieser tRNAaufweisen, der deoben dargestellten

Defekten zugrunde liegen kdnnte
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Abb. 13 Verlust der plastidaren rRNA und plastidar kodierter Proteine in ppr5-Mutanten

(A) Analyse der Akkumulation reprasentativéintereinheiten der Photosynthesehplexe ATP-Synthase
(AtpB), Cytochrom bkf-Komplex (PetD) sowie Photosystem (PsaD)und Il (D1) in ppr5-Mutanten Blatt-
GesamtProtein {erdiinnungen der Wityp-Probe wie indiert) wurde gelelektrophoretisctaufgetrennt, auf
eine Membran transferiert und durch Immunodetektion analysrenpprs5-Mutantensind alle Komplexe zu
einem Zehntel oder weniger der im Wildtyp zu detektieeenengen reduziert. i® Farbung degilters mit
PonceatLdsung demonstriert die gleiche Ladung von Gesdirdtein. Die grof3e Untereinheder RuBisCo
(RbclL) ist ebenfalls stark reduziert ippr5>-Mutanten. (B) Northerfnalysen der ribosomalen RNA jppr5-
Mutanten offenbaren einen Defekt in der Akkdation und Prozessierung plastidarer rRNA. Q¢ Gesamt
RNA wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt, auf Membranen transferiert und mitSoNden fir die
plastidare 16S und 23S rRNA hytiisiert. Die fir die 23S rRNAyenutzte Sonderlaubt die Detektioneines

der zwei in Maisin vivo vorhandenerSpaltprodukte de23S rRNA, gekennzeichnet duré¢h Die mittels
Methylenblauangefarbte Kerkodierte 25S rRNA diemetals Ladekontrolle.

63



3 Ergebnisse

3.1.3 Akkumulation der plastidaren tRNA-Glycin in ppr5-Mutanten

Durch Northen-Analysen (2.2.12 sollte bestimmt werden, ol’PRS5 Einfluss auf das
Transkriptmuster der tRNA, mit der dasRRProtein assoziiert ist, nimmDazu wurdedie
Akkumulation der tRNAGIycin in den hypomorpheppr5-2- und den Kreuzungsmutanten
untersucht. Dieppr5-1-Mutanten waren aufgnd ihrer gravierend gestorten plastidaren
Translation (siehe oberflir diese Analyse wenigergeeiguet, da bekannt ist, dass diese
Defekte sekundar und unspezifisaden Metabolismusplastidare RNA beeinflussen U a.
Jenkinsetal., 1997; Williams und Barkan, 2003)m ggf. sekundar bedingte Defekte bei den
hellgriinen ppr5-Mutanten als solche zu erkennen, wurden parallel digh&notypsch
vergleichbarerMutantenhcf7 und ppr4 analysiert.Blatt-GesamtRNA wurde in Polacryl
amidgden aufgetrennt und die auf eine Nylonmembran transferierte RNA mit &inér
UCC-Sonde hybridisiertDie reife tRNA-Glycin (UCC) warin den ppr5-Mutantennahezu
nicht nachweisbamwahrend die ebenfalls plagar kodierte IsoakzeptdRNA-Glycin (GCC)

in ahnlicher Menge wie in den Kontrollmutantekkumulierte(Abb. 14A).

Um die Akkumulation der ungespleil3temG-UCC-Transkripte zu analysieremurden die
RNA-Extraktionen in Agarosegelen aufgetrennt, auf Membranen transferiert und mit
mehrerentrnG-UCC-Exon und -Intron-Sonden hybridisiert. Wieder war die Reduktion der
reifen tRNA zu erkennen, weiterhin zeigten diese Experimente, dass auch die ungespleif3ten
Vorlaufer in denppr5-Mutanten reduziert vorlagemsbesonderan den Kreuzungsmutéen,
die dasUTR- und das KQAllel von ppr5 trugen,warennur sehr schwache Hybrglerungs
signaledetektierbar. Die Kontrollmutantgopr4 und hcf7 zeigen einemit der deswildtyps
vergleichbareAkkumulation detRNA-Glycin (Abb. 14B). Dasniedrige Levelungespleifer
tRNA liel3 erkennendassPPR5 fir die Synthese ed Stabilitat édeses Transkripts bendtigt
wird und nicht oder nicht nur fur die Generierung der reifen tRNferessanterweise wurde
mit Sonden, die die@Sequenz degnG-UCC-Gens abdedkn (Exon 1 ud -Bedeich des
Introns), eine ca. 80 nt umfassende RN&Spezies detektierfAbb. 14B untere Hybridi
sierungef Sie warnicht mit Sonden Uber daExon 2 oderden 38Bereich dedntrons zu
erfassenDas legé nahe, dass es sich bei dieser RNA um einskiapt handele, das mit dem
ersten Exon beganand im Intron endet ein potentielles Alprodukt der Vorlaufer der
tRNA (Abb. 14B, Skizze) Durch die Detektion mit einzelstrangigen OlngixleotidSonden
konnte ausgeschlossen werden, dass es sich weamtisenseRNA handelte. Dieses kurze
Transkript war ebensin Wildtyp-Pflanzen nachweisbar schien aber in ppr5-Mutanten,
besonders klar erkennbar ppr5-2-Keimlingen,im Verhéaltnis zum ungspleif3ten Vorlaufer
deutlich starker zu akkumulieren
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Abb. 14 Northern-Analysen der tRNA-Glycin-Akkumulation in ppr5-Mutanten

(A) 4 ug GesamRNA aus Mutaren und Wildtyp-Keimlingenwurdein 20% Polyacrylamidgelen aufgetrennt

und, transferiert auf Nylonmembranen, mit den genannten tRNgonukleotidSonden hybridisiert. Die reife
tRNA-Glycin (UCC) fehlt inppr5-Mutanten wéhrend dielsoakzeptotRNA-Glycin (GCC) akkumuliert. (B)e

4ug GesamiRNA von Keimlingender genannten Genotypemurde in 1,2% AgaroseFormaldehydglen
aufgetrennt undhach Transfer auf Membranen mit verschiedetna@-UCC-Sonden hybridisiertEs handelte

sich um OligmukleotidSondenbzw. bei der Introrb -&ondeum ein radioaktiv markierte PCRProdukt Nach

einer ersten Hybridisierung wurden die Sonden entfernt uedFider rehybridisiert. Die Methylenblau
Farbungen demonstrieren eine gleichmaflige Beladung. Die Zeichnungen links und rechts von den Filtern
skizzieren die detektierten Transkripte (von unten nach oben: reife tRNA, verkiirztes Tradakript, mit den

56Sonden nachgewiesemurde und ungespleil3ter VorlauferDie reife unddie ungespleite tRN&Slycin
liegen inppr5-Mutanten reduziert vor.
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Die Akkumulatioren von Transkripte der Generpll14, rpl33, trnfM-CAU und trnD-GUC
(Daten nicht gezeigtsowie trnA-UGC, trnl-GAU, trnV-UAC, trnL-UAA und trnK-UUU
(siehe 3.2.7Abb. 30) wurden zur Kontrolle ipppr5-Mutanten und Wildtypen vergleichend

analysiert, wobejeweilskeine Unterschiedm der Transkriptabundarz detektieren waren.

3.14 Analyse degRNA-Glycin-Spleilensn ppr5-Mutanten

Die oben genannten NortheAmalysen der tRNAGIlycin deuteten nicht unmittelbaauf
einen SpleilRdefekt in degppr5>-Mutanten, dabe charakterisierteiPPRMutanten mitplast
darenSpleilRdefekterlas reife Transkriptedwziert ig, ungespleildte Transkripte jedoalcht
fehlen, sonderrstarker als in Wildtyperakkumulieren (Schmitd.inneweberet al, 2006;
Falcon de Longeviallet al, 2008) Dennoch waraufgrund der Intexktion mit einem Primar
transkript, welches ein Introrufweist, eine Beteiligung vo®®PR5 am Splei3prozess denkbar.
Um die Relation von gespleidtem zu ungespleil3tem Transkript beurteilen zu kanmdan
poisonedprimer extensiorAnalysen (siehe 2.2.13 durchgefihrt.Da die ppr5-1 x ppr5-2-
Mutanten gemald deNorthernUntersuchungen nur sehr geringe, kaum zu detektierende
MengendertRNA-Glycin (UCC) aufwieser(Abb. 14), wurden die weniger stark betroffenen
ppr5-2-Mutanten fir diese Analyse genutih die reverse Transkriptiomurden das im
zweiten Exon vortrnG-UCC gelegeneOligonukleotidtrnGPPEund alsDidesoxynukleotid
ddCTP gegeben.Fungierte ungesplei3ter tRNYorlaufer als Matrize, wurde dieses
Abbruchnukleotid an der Position des 31. Nukleotids der stintben cDNA eingebaut.
Komplemantéar zur ges@il3ten tRNA sollteeine drei Nukleotide kirzere cDNA generiert
werden(Abb. 15A).

In ppr5-2-Mutanten waren beide cDNBpezieszu detektieren, was belegte, dass vorhandene
VorlauferMolekile durt SpleiRen in reiféRNA Uberfuhrt wuden. Nichtsdestotrotz walas
Verhaltnis vonProdukten nicht gesplei3ter zu denen gespleiBdA im Vergleich mit dem
Wildtyp zugunsten der ungespleildtetwasverschober{Abb. 15B). Daraus war zu folgern,
dassdie ppr5-2-Mutantenzwar keinen gravierenden SpleilRdefedtifwiesen, PPR5 jedoch

maoglichemveise eine untergeordnete Rolle fur &pleil3prozesspielen kbnnte
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0~y
(A) (B) 2 2
T
E : b =
o . 8
-— ) e =Y
8 = 3
Intron Exon 2 =
57 ...CGTCGACTATAAC CCCTAGCCTTCCAAGCTAACGA 3’ cDNA ungespleiﬁt (31 bp) -
3 CTGATATTG GGGATCGGAAGGTTCGATTGCT 5’
cDNA gespleiBt (27 bp) ‘ .
Exon 1 Exon 2
57 ... TTTAGTGGTAAARA CCCTAGCCTTCCAAGCTAACGA 3
3r CATTTT GGGATCGGAAGGTTCGATTGCT 5’

Oligonukleotid (21 bp)

Abb. 15: Poisonedprimer extensionAnalyse der tRNA-Glycin (UCC) in ppr5>-Mutanten im Vergleich
zum Wildtyp

(A) Skizze des experimeriken Vorgehens mit den vorhergesagten cDRddukten bei einer Verlangerung des
Oligonukleotids(fett gedruckt)komplementéar zur ungespleil3ten (obed)er gespleiltehRNA (unten). Der
Einbau eines ddCTP fuhrt zur Termination, das entsprechende Cytogweds rot gekennzeichnet. (B) Gel
elektrophoretische Auftrennungn denaturierenden Polyacrylamidgeler mittels reverser Transkription
generiertencDNA-Produkte und des radioaktiv markierten Oligonukleotid®as Oligonukleotid und die
Verlangerungspragkte gespleil3ter und ungesplei3ter Transkripte lghgd gekennzeichnetGeman der Analyse

ist in ppr5-Mutanten das Verhéaltnis der gespleilten magespleiRten tRNA zugunsten der ungesplei3ten
verschoben.

3.1.5 Vergleichende Kartierung von tRNA-Enden

Wie uner 1.1.3 beschrieben, erfordert die Reifung von Tkapten auch eine Prozessierung
der 3 und BEnden sowie deren Stabilisierungm zu uberprifen, olPPR5 die Pro
zessierung der Enden der tRM3ycin beeinflusst, wurden diese Transkriptterminpprs-
Mutantenund zum Vergleich in WildtypPflanzen undppr4-Kontrollimutanten kartiert. Die
Methoden, die dabei Anwendung fanden, basreaufder reverseranskription spezieller

RNA-Ligationgprodukte und deren Amplifikation mittels PCR wie un®R.8 dagestellt
(Abb. 7, Abb. 16.

Die Kartierung der Transkriptenden mittels Zirkularligation zeigte, dass weder die Pro
zessierung des@ noch die des @Endes der tRNAGlycin in ppr5-Mutanten signifikant
verandert war. Die ermittelte Sequenz stimmte mitkdelierten tberein (Abb. 16A). Gegen
Uber der annotierten Gensequenz (Maieal, 1995) war zusatzlich die Nukleotidfolge CCA
zwischen den ligierten@®und Enden nachzuweisen. Dieses Trinukleotid wird im Rahmen
der tRNAReifung an die 8Enden von plstidaren tRNAMolekilen geheftet (Vogelind
Hess 2001). Im Fall der tRNAGIycin (UCC) ist diese Nukleotidfolge bereits genomisch
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kodiert (Maieret al, 1995; Vogelund Hess2001). Smit war unklar, ob sie hier infolge eines
zusatiichen Prozessierungdsittes vorhanden war. Letztendlich besal3en sowohl Wildtyp als

auchppr4- undppr5-Pflanzen diesesGEnde.

(A)
56 — 36
R R , ppr5-1x | pprd-1x
Sequen86 / 506 Wildt
55 36 q yp pprs-2 ppr4-2
CCGCTCAGCGGG | 16von 17 | 22 von 23| 21 von 23
CCGBACA/GCGGG [ 1von 17
CCGCTCCA/BGGG 1von 23
—
l CCGCTCEGCGGG 1von 23
CCGCTCCHGCGGG 1von 23
3950 ~—
(B)

(AAA)GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAACCCTAGCCTTCCAAGG/- TAP
(AAA)GTAGCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAACCCTAGCCTTCCAAGG TAP

resultierend&artierungdes
trnG-Promotors

TGGCTACCTTGACAAGGGTAGCATTGGTAMTAATCTACAIGTAGCGGGTATAGTTTAGT

-35Box |« 17bp »-10 Box [« 6 bp—~|Transkriptionsstart
. ppr5-1 x
5 &equenz (+TAP) | Wildtyp DpI5-2
GTAGCGGGTATA 14von 22 | Ovon 14
GCGGGTATAGTT 6von22 |1l4von 14
Abb. 16 Kartierung der Endender tRNA-Glycin (UCC) mittels Zirkularisierung und linker-Lig ation

(A) Bestimmung deB& und 56 Transkripttermini der tRNAlurch RNAZirkularligation, die sichanschlieende
reverse Transkription und PCR. Links ist dapeximentelle Vorgehen skizziert. Die Pfeile kennzeichnen die fir
die PCR verwendeten Oligonukleotide und ihre Postioasreverse Oligonukleotid (dunkles Grau) wurde
fur die reverse Transkription genutzt. Die Tabelle rechts gibt die nachgewiesenen Sequédnbea Reprasen
tation durch sequenzierte Klone im Verhaltnis zu allen Klonen von Wilgigrh- und ppr4-Mutantenwieder.

Der Schragstriclin der angegebenen Sequérennt dabei da36 und das BEnde. Die erwartete Sequenz ist in
der obersten Zeile notiert. Das unterstrichene Triplett CCA befindet sich anédemén plastidarer tRNA
Molekule und wurde auch hier naggwiesen. Die Mehrheit der Klone aller RNExtrakte zeigt die erwartete

Sequenz. Einige wenige Klone enthalten kleinere Sequenzunterschiede, sie sind rot mpékextnze
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(B) Kartierung des primarené&ndes durch Behandlung mit TAP und RM#ker-Ligation. Die meisten
Sequenzen enthielten Poh#nhénge (symbolisiert durch (AAA)). Siind wahischeinlichartifiziell, bedingt

durch die notwendige Zugabe von ATP wahrend der LigaSoitthePolyA-Anhénge wurden auch von anderen
Experimentatorergezeigt(u. a. Vogel und Hess, 2001)n den mit TAP behandelten Ansétzen des Wildtyps
wurden drei Nukleotide langere Transkripte nachgewiesen, die in den nicht mit TAP versetzten Proben nicht
vorkamen. Der so kartierte Transkriptionsstart (rot gekennzeichnet) ee@Transkription durch die EP. In

der Hflankierenden Sequenz desnG-UCC-ORF finden sich NukleotidElemente, die perfekt einem
bakteriellen EP-Promotor entsprechen (blau). Primare Transkriptenden wurden Uberwiegend im Wildtyp

detektiert, nicht jedoch ippr5-Mutanten.

Die Bestimmung des@&Endes der tRNAGlycin mittels RNA-linker-Ligation bestatigte die
Ergebnisse der Zirkularligation. Die Sequenzen einzelner Klone zeigten Substitutionen,
Insertionen oder Deletionen von Nukleotiden, die wahrscheinli¢hFahler im Nukleotie
einbau der Enzyme in der revems@ranskription oder PCR zurlcKahren sind. Repro
duziebare, signifikante Untechiede in den tRNAGEnden von Mutanten und Wildtypen
wurden jedoch nicht identifiziert (Daten nicht gezeigt). &rdlelanséatzen, die zuvor mit der
tobacco acid phosphatag€AP) behandelt wurden, konnten allerdings zusétzliche, und somit
aller Wahrscheilichkeit nach primare, Transkriptenden mit einer T8Akleotidfolge vor

der annotierten Gensequenz rngehiesenwerden (Abb. 16B). Der so identifizierte Trans
kriptionsstart deutete auf die Nutzung eines Bakterieiftggmotors und eine Transkription
durch die plastidar kodierte plastidare RIRAlymerase PEP. Interessamteise war dieses
56Ende der tRNAGIlycin mehrheitlich in den TAPAnsatzen der WildtyfRNA-Préapara
tionen zu detektieren (14 von 22 Klone, siehe Abb. 16B), in Fxgben vorppr5-Mutanten

war es dagegen nichachzuweisen.

3.1.6 Bestimmung dertrnG-Transkription durch run on-Analyse

Sowohl die Analyse &k Spleil3prozessesls aich die der tRNA-Glycin-Endenzeigten zwar
kleinere Unterschiede ippr5-Mutanten und Wildtypen, als primarer Defekippr5-Pflanzen
stellte sich jedocheine starkreduzierte Akkumulatio des ungespleil3ten tRN&lycin-
Vorlaufers da (3.1.3) Als mogliche Ursache war denkbar, dBSR5fUr die Stabilitat dieser
RNA, fur die Transkription de§nG-Gensoder fur beide Prozessenotigt werderkbnnte
Intuitiv sollte PPR5als PPRProtein eher ein RN/Bindeprotein sein (siehe Einleiturig?).
Auch die durch Immunoprazipitation nachgewiesene direkte Assoziation eitdsfinierten
RNA (3.1.1)sprachweniger flr eine Funktion als Transkriptionsfaktsiterdings konnte der

Nachweis priméarer Transkriptendder tRNAGIycin in den WildtypExtrakten, jedoch nicht
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in den aus mutantem Material isolierten Chloroplasten (3.1.5) als Hinweis auf einen Trans
kriptiondefekt interpretiert werdenUm diese Frageexperimentell zu klarenwurde die
Transkription destrnG-UCC-Gens in isoliertenChlorophksten aus ppr5-Pflanzen und
Wildtypen durchrun on-Analyse determiniertZum Vergleich wurde die Transkriptiogines
anderen plastidaren tRN@ens das einntron enthalt,herangezogeftrnV-UAC). Wie die in
der Abbildung 17 gezeigte Hybridisieing belegt,wurde der trnG-UCC-Lokus in ppr5-
Mutanten transkribiert. Das Verhéaltnis den onTranskripte vortrnG-UCC im Vergleich zu
denen vontrnV-UAC in Mutanten und Wildtypn war mit 1,7 und 2,6ahnlich Um
auszuschlieRen, dass Hybridisiegssignale von komanierenden mitohondrialen oder
nukledaren Extraktenstammen ode unspezifisch sein kénntenwurden auch eine
mitochondriale ¢ox1), eine Kerngesspezifische gctin) und eine Vektospezifischg(pDrive)
MembrangebundeneSonde mit den radioaktiven Trangken hybridisiert Mit diesen
Sonden wurden keine Signale detekti@bmit war zu schlussfolgern, daBPRS5 nicht fur

eine Initiation der Transkriptiodes plastidaretrnG-UCC-Gensbendtigt wird.

In den NortherPAnalysen wurde ein verkirztes wgpleil3es Transkript von ca. 43nt
detektiert (Abb. 17). Dabei kdnnte es sich sowohl um ein unvollstdndig synthetisiertes
Transkript als auch um ein Degradationsprodukt handleinzwischen diesen Moglichkeiten

zu unterscheiden, wurdemwei trnG-UCC-Sonden, einedie das gesamte Gen umfassted

eine Exor2-Sonde,mit runon-Transkripten hybridisiert. Die ExaitSonde detektierte das
430 nt lange Transkriptin der NortherrHybridisierung nicht(Abb. 14) und somit sollten,
wenn eine unvodtandige Transkriptiorzu der verstarkten Akkumulation des verkirzten
Transkripts inppr5-Mutanten fihrte, deutlich schwéchere Signale mit dieser Sonde und den
runon-Transkripten derppr5-Extrakte naclzuweisen sein. D& war nicht der Falldas
Verhaltnis der mit beiden Sondetetektierten Hybdisierungsignale in Mutanten und
Wildtyp-Pflanzen war vergleidyar (Abb. 17). Somit schien ein frihzeitigefrankriptions

abbruch nicht zu den verikgien tRNAMolekiilen zu fihren.

Als stichhaltigste Erklarung fir die ippr5-Mutanten beobachtete reduzierte Akkulation
der ungespleil3ten tRNGlycin bietet sich demnacleine Funktion von PPR5 in der
Stabilisierung dieses tRN®orlaufersan Das identifizierte Degradationsprodukt impliziert,
dass im Intron der tRNA eine Schnittséefiir eine Endorkiease vorkommt, welche durch
PPR5 geschutzt welen konnte. Das Fehlen dé¥PRProteirs konnte eimn Abbau der
ungespleiRtentRNA durch verstarkt auftretendeendonukleolfische Spaltung zur Folge

haben
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ppri-1x
ppri-2 WT
coxl mitochondriale Kontrolle
actin nukledre Kontrolle
truV-UAC
ungespleiBt . . . .
i . e
ungespleilt
pDrive Vektor-Kontrolle
trnG-UCC
Exon 2 a
ungespleift . L

Abb. 17 Run on-Transkriptionsanalyse dertrnG-UCC-Transkription in ppr5-Mutanten

In einemrun on-Ansatz wurde in isolierten Chloroplasten vppr5-Mutanten bzw. WildtypKeimlingen (WT)

die Transkription unter Einbau radioaktiven UTPs fortgefihrt. Die RNA wurde hégttaund mit Membran
gebundenen Sonden hybridisie®b wurde die Transkription d&enetrnG-UCC undtrnV-UAC, die jeweils ein
Gruppell-Intron kodieren, bestimmtDas Verhaltnis der Transkription beider Loci wurde berechnet. Es ist in
ppr5-Mutanten (1, und Wildtypen (2,6) ahnlichSomit zeigen die Mutanten keinen TranskriptionsdeBlie.
Hybridisierungnmit einer mitochondrialen und einer nuklearen Sdolggben ohne Signal, wdlegt, dass die
ChloroplasterExtrakte frei von Kontamination warehin weiteres Kontrollexperiment wadie Hybridisierung

mit dem leeren Vektor pDrive, der fir die Klonierung der verwendeten Sonden genutzt \iede.
Hybridisierung mit einer das gesanttaG-UCC-Gen Uberspannenden Sonde im Vergleich zu der mit einer

Sondeliber das zweite Exon gt dass die Transkriptiamicht vorzeitig inppr5-Pflanzen abbricht.

3.1.7 Detektion eines3éDegradationstranskripts durch primer extensionAnalyse

Die Spaltung detRNA-Glycin-Vorlaufer durch eine Endonuklease sollte zu zwei verkiirzte
RNA-Fragmenten fuhren. EinG&bbauprodukt wurde mittels Northerfnalyse detektiert
(Abb.14) ein entsprechendes3Bragment warso jedoch nicht nachweisbaEine Ursache
dafurkonnteeine Instabilitatlieses Degradationsprodaldein Deshalb wurde disensitivere
primer extensionAMethodeflr einen Nachweigienutzt. Dazu wurde ein Oligonukleotid, das
vor der moéglichen Schnittstellé n n e r h a | Abbalpradskeshind8ndsollte (Position
+454 bis+473), radioaktiv markiert und in eine reverse Traimlon eingesetzt. Kmple
mentar zudem potentiell vorhandeneB&Degradationsanskript sollte das Oligonukleotid

um etwa zehn bis 30 Nukleotide verlangert werddm die Grof3eabschatzung deim
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Polyacrylamidgel aufgetrennteyntheseprodukte zu venéachen, wurde ein weiteres
Oligonukleotid von 71 ninarkiert undaufgetragen.

IS
—
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b b 2
o o Q
o o =~
X x =
N+ €
b w5
= g0

ungespleiBtetRNA-—», -

Glycin-Vorlaufer

&
%

<+ (71nt)

verkurztesTranskript—->

PE-Oligonukleotid
(20nt)

Abb. 18 Primer extensionAnalyse der tRNA-Glycin (UCC) zum Nachweis eines3 degradations
transkripts

Auftrennung der durch einprimer extensiorAnalyse gewonnenen cDNAus ppr5 und Wildtyp-Pflanzen
(WT) in einem15%igen Polyacrylamidgel. Das fur dieverse Transkription gewahlradioaktiv markierte
Oligonukleotid ist 20 nt lang und komplementar zu den Positionen +454B& des tRNAGIlycin-Introns. Zur
Grolenabschatzung des kirzeren Sigmalsde einendmarkiertes’1 nt langes Oligonukleotidenutzt Der
senkrechte Pfeil kennzeichnet die Entfernung einer &susind in allen Proben zwBrodukte zu detektieren,
das eindst vermutlichkomplenentéar zum ungspleiliten tRNAVorlaufer und das andemi einem verkirzten
Transkript, das im Intron endet und wahrscheinlith@egradationsprodukt der tRN&lycin darstellt.

Es wurden zwei deutliche Signale foimer extensionProdukte identifiziert (Ab. 18). Bei
dem langeren Produkt handedte sich wahrscheinlich um desverse Transkript dentakten

tRNA-Glycin-Vorlaufer, die cDNA lauft nur eine kurze Strecke in das Gel ein, wie es von
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Molekilen dieser Lange (473 nt) zu erwarten wabas kirzere mdukt wies eine
Transkri pt s pe zBndesveniger ald 50 Nakleatidgastrea@nder Position des
gewahltenprimer extensionOligonukleotids lokalisiert ist.Das Signal zeigte ein&ichte
Unschéarfe. B waren mehrere schwéachere Banden in der Bbmyggzu detektieren, was durch
eine RNADegradationbzw. unvollstandige reverse Transkriptisihrend des Experiments
bedingt sein kdonnte oder aber einen exondklgat i s ¢ hen -fRNA-Bragmedtie s
reflektiert. Diese SignalJnschérfe ermdéglichte kaunine exakte Quantifizierung de@rimer
extensionProdukte, zudem war das Gesamtsignal der Wiletsgoe starker. Nichtsdestotrotz
war auch anhand dieses Experiments eeduzierteAkkumulation der intakteMorlaufer der

tRNA-Glycin in denppr5-Mutanten detlich erkennbar.

Das kurzeprimer extensionP r o d u k t k°nnte anhand -Bragmene r
repr@sentieren. -Dund  -Bé@graddtionsrodgktenv dr nRNAGhycin,
welche inppr5-Mutanten zudenim Verhaltnis starkeakkumulierendie niedrige Abundanz
des ungespleildten Vorlaufers in den Mutanten, die nicht durch Transkrigfekie, sondern
durch seinen Abbau bedingt wird, und die Assoziation PBR5 mit der ungespleildten
tRNA-Glycin (UCC) in Chloroplastem vivo lassen sich meiner Schutzfunktion von PPR5
als RNABIndeprotein einer Endonukleasensitiven Stelle im Intron der plastidaren tRNA

optimal erklaren.

3.2 Analyse paraloger PPRProteine in Zea maysPPR2, PPR50 und PPR51

PPRProteine sind ubiquitdr in Eukgoten verlbeitet, doch in héheren Pflanzen sind sie
aulRerordentliclabundan(Lurin et al, 2004) Es wird derzeit vermutet, dass RPPRoteine in
Pflanzen mit einem oder wenigen organellaren Riiélen interagieren und so die korrekte
Expression organellarer Genemgiglichen (SchmitzLinneweber und Small, 2008Es ist
jedoch noch weitgehend unklawnie die Spezifitat fur ihreBindepartner definiert wird
(SchmitzLinneweber und Small, 2008)Jnter der Annahmedassein Zusammenhang
zwischen der Phylogenieeinzelner PR-Proteine und ihrer Interaktion mit bestimmten
Transkripterbestden kénnte, sollten im Rahmen dieser Arbeit nahe verwandtePRRBine
betrachtet werdenDazu wurdenerste Analysen mitPPRMutanten fur die nachsten

Verwandten vorPPR5 in Maiglurchgefiart.
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3.2.1 Identifikation von mit ppr5 phylogenetisch nah verwandten PPRenen in
Mais
Der Bestimmung deParalogenvon ppr5 lag der von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. lan
Small Universitat Western Australia, Australien) erite Stammbaum aller PRBenein
Arabidopsisund Reis zugrunde (sielie derAbb. 5 gezeigter Ausschnitt Dieser Verwantd
schaftsekonstruktion folgend wurden drarthologe Paare vofPPRGenen identifiziert,
welche die Schwestergrpe vonAtppr5 und Osppb bilden (At3g53170 und Os03g0203
At5g48730 und Os06g075%bwie At3g06430 und Os03g1965Die drei ReisSequenzen
wurden fur einen Btenbankvergleichmit Maisgenomdatemnittels BLASTAIgorithmus
genutzt(Altschul etal., 1997). Es wurden fur zwei dieser RBRne putative Mai©rtholage
in 6ffentlich zuganglichen Sequetatenbanken identifiziert. Bei dem einen handelte es sich
um ppr2, welchesgemal den Analysen von Williams und Barlein PPRProtein kodiert,
das fir die plastidare Translation in Mais benétigovwVilliams und Barkn, 2003).

Die zweite Sequenz wurde in einem langecentig identifiziert (MaizeGDB ID ZmGSStuc
111204.4124.2und es wurdeein Genmodell anhand eineignmentsmit den Genen aus
Arabidopsisund Reiserstellt. Das MaisSen wurde mit ppr50 bezeichnetDie Nukleotid
identitat der kodierenden Sequenz mit der @s0390243Metrug 82% Die Abbildung 19
zeigt ein alignment der abgeleiteten Aminosauresequenziem putativen Orthologen von
PPR50 ausArabidopsis Reis und Maiswobei insbesondere die hochgradigelichkeit der
Mais- und ReisSequenzen deutlich wirdVie auch PPR5, PPR2 sowie das im folgenden
vorgestellte PPRProtein PPR51, besteht PPR50 fast ausschlief3lich ausvieB®en und
dem N-terminalenSignalpeptid, dessen Sequenz sich in Mais, ReisAnadidopsisstarker

unterscheidet

Fir das dritte PPf&en konnten nur sehr kurze Fragmente mit deutlicher Ahnlichkeit in den
Sequenzdatenbanken gefunden werden (MaizeGDB ID 61762871 und 27224830). Sie dienten
als Ausgangspunkt fir das Design von PGRjonukleotiden. Mittels PCR konnten etwa

2kb der Sequenz eines Magens amplifiziert werderfAbb. 20A), welches mitppr51
bezeichnet wurde. Im bekannten kodierenden Bereich war die Ubereinstimmung der
Nukleotidsequenz miDs06g0755@6%.
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Abb. 19: Alignmentder PPR5GAminoséauresequenen aus Mais, Reis undArabidopsis

Erstellung eineslignmentsmit dem ClustalMAlgorithmus (Thompsonet al, 1994) Die grauen Balken kenn
zeichnen die PPRIotive gemalR TPRpred (Karpahalli et al, 2007) Der Grad der Ubereinstimung ist unter
der Sequenz durch Symbole (siehe Legende) bzw. durch Farbkodieralgnimentangegebefrot: identische,
grin: sehr &hnliche, blau: &ahnliche PositigneDie N-Termini der Sequenzen (etwa die ersten 60

Aminosaurgositionen in Mais) zeigen kaum Ahnlichkeit. Hierbei sollte es sich um die Signalpeptide handeln,

die den Import der Proteine in die Chloroplasten vermitteln.
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(A)

Zeamays  0O-Kontrolle
1 2 3 1 2 3

(B) Kultivar ppr5la | ppr51b
A188 A632
© o o o Al88 . +
— — — —
P 1 0 10 A632 + -
2 & & &8
1,5kb- B73 - +

Abb. 20 Amplifikation von etwa 2 kb eines PPRGensaus Mais(ppr51)

(A) Mittels PCRTechnik konnten Xb der Sequenz eines Pf¥ens ausZea maysgewonnen werdenEs
wurden drei verschiedene Kombinationen von Oligonukleotiden, die sich von den in Sequenzdatenbanken
identifizierten Mais-Sequenzen ableitetenerwendet (1:ppr51Aforl und ppr51Drev22: ppr51Afor2 und
ppr51Drevl 3: ppr51Afor2 und ppr51Drev2, sieff@b. 3). In Negativkontrollen ohne MaiBNA wurden die
Produkte nicht amplifiziert. (BDie Sequenzierung der unter)(Amplifizierten Produkte zeigzwei Sequenzen,
die sich vor dem im zweiten thtron unterschigen. Die beiden Sequenzen wurden ppt5la und ppr51b
bezeichnet. Es wurde®ligonukleotidefir die unterschiedlichen Sequenzbereidmwickelt Die Sequenz
ppr5laist mit Extrakten von Maig?flanzen des Kltivars A188 und von unbekanntem genetischem Hintergrund
zu amplifizieren, die Sequempr51lbdagegen komt in den Kultivaren B73 und A632owie der Pflanze, von
der der genetische Hintergrund unkiktr vor. Somit handeles sich beppr5laund ppr51bumzwei Allele eines
Gens, die Pflanze mit beiden Allelen sollte heterozygot sein.

Die Sequenzierung der Pa@Rodukte offenbarte interessanterweise die Identifikation zweier
ppr51-Allele, die mit ppr51la und ppr51b bezeichnet wurden. Diese waren durch zwei
Insertionen bzw. Deletionen von 20Nt und 31 nt im zweiten Introrsowie durch
EinzelnukleotidSubstitdsionen deutlich voneinander zu differenzieren, die abzuleitende
Aminosauresequenz beider Allele unterschied sich jedoch nur in vier vorbeékéhnten
Paositionen. Es wurden PGRIigonukleotide entwickelt, die die spezifischen Unterschiede
beider Sequenzen erfassten und so war nachzuweisen, dass die Allele in verschiedenen Mais
Kultivaren vorkommen. So enthalten Md&#lanzender Sorten B73 und A188 aussefillich

das Allelppr51b, wahrendZea may#\632 ausschliel3lich das Allglpr51a kodiert (Abb.20B

und weitere, nicht gezeigte Daten). Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass es
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sich beippr5laundppr51lbum Allele eines Gens und nicht um zweraghiedene, durch eine

kurzliche Genduplikation entstandene Gene handelt.

Abb. 21: Alignmentder PPR5XAminoséuresequenzen aus Mais, Reis unirabidopsis

Erstellung einesalignments mit dem Clustal\WAlgorithmus (Thompsoret al, 1994). Die grauen Balken
kennzeichnen die PRPRotive gemaR TPRpred (Karpenahatial, 2007). Der Grad der Ubereinstimmung ist
unter der Sequenz durch Syod (siehe Legende) bzw. durch Farbkodierungalipgnmentangegeberfsiehe
Abb. 19) Die Sequenzan PPR51 aus Mais igicht vollstandig bekannt, dass vermutlich ca. 35 Amiséauren
und damit das letzte PPRotiv in diesemalignmentfehlen.Fir die Analyse wurde die Sequenz des mays
Allels ppr51bverwendet.
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