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I. Einleitung

1 Ursprung und Funktion der Plastiden

Pflanzen zeichnen sich durch ihre Fahigkeit zur Photosynthese aus. Damit spielen sie neben
Bakterien eine wichtige Rolle als Primérproduzenten organischer Substanzen. Die
Photosynthese, bei der die Konvertierung von Lichtenergie in chemische Energie sowie die
Reduktion von CO, zu Kohlenhydraten erfolgt, findet in den Chloroplasten statt. Neben
Chloroplasten gibt es weitere Plastidentypen, die wichtige Funktionen {ibernehmen:
Etioplasten; stirkesynthetisierende und -speichernde Amyloplasten in den Wurzeln und
Samen sowie Chromoplasten fiir die Akkumulation von Carotenoiden in den Friichten. Diese
gewebe- und organspezifischen Plastiden entwickeln sich aus undifferenzierten Proplastiden.
Durch umwelt- und entwicklungsbedingte Anderungen kénnen sie ineinander iiberfiihrt
werden. Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Photokonvertierung der Etioplasten in
Chloroplasten. Die dabei ablaufende Differenzierung geht mit Anderungen des
Genexpressionssystems, der Proteinausstattung sowie der Ultrastruktur der Plastiden einher
(Herrmann et al., 1992 und 2003). So sind in Etioplasten Vorstufen der Thylakoidmembranen
in Form eines kristallinen Prolamellarkérpers angehéuft, die sich unter Einwirkung von Licht

zu einem ausgedehnten Thylakoidmembransystem der Chloroplasten entwickeln.

Der evolutive Ursprung von Plastiden kann durch die Endosymbiontentheorie beschrieben
werden. Danach haben sich Plastiden und Mitochondrien, durch eine mehrfache und
unabhingige phagozytotische Inkorporation freilebender Bakterien, aus Urkaryonten evoluiert
(erstmals von Schimper erwédhnt, 1883; Mereschowsky, 1905; Herrmann, 1997; Martin und
Miiller, 1998a). Mitochondrien haben wahrscheinlich ihren Ursprung in aeroben
Purpurbakterien (a-Proteobacteria [Andersson et al., 1998; Gray et al., 1999; Emelyanov et
al., 2003]). Fir Chloroplasten nimmt man an, dass sie sich aus urspriinglichen,
photosynthetisch aktiven Cyanobakterien entwickelt haben (Martin et al., 1998b; McFadden,
2001). Im Zuge des Evolutionsprozesses verloren die Symbionten einen Teil ihres
genetischen Materials, eine weitaus groflere Anzahl von Genen wurde ins Kerngenom
integriert (Kurland und Andersson, 2000; Adams und Martin, 2003; Palmer, 2003; Stegemann
et al., 2003; Richly und Leister; 2004; Timmis et al., 2004). Dementsprechend umfasst die
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Kodierungskapazitit des Plastoms hoherer Pflanzen ca. 120 Gene (bis zu 300 bei Algen),
wiahrend das Proteom aus schéitzungsweise 5000 Proteinen besteht (Abdallah et al., 2000;
Rujan und Martin, 2001; Martin et al., 2002). Zu den organelleigenen Genen der Plastiden
gehoren hauptsdchlich Gene, die fiir photosynthetische Membrankomplexe und fiir
Komponenten der Transkriptions- bzw. Translationsmaschinerie kodieren (Sugiura, 1992).
Die verbleibenden Proteine sind kernkodiert und werden nach Translation im Cytoplasma in
die Plastiden transportiert (Cline und Henry, 1996; Schnell, 2000). Dazu gehoren Gene, die
fiir regulatorische Faktoren der plastiddren Genexpression kodieren (Goldschmidt-Clermont,

1998; Barkan und Goldschmidt-Clermont, 2000; Gray et al., 2003; Nickelsen et al., 2003).

2 Das Plastom

Nach bisheriger Auffassung liegt die Plastiden-DNA (ptDNA) als doppelstrangiges,
zirkuldres Molekiil vor (Kolodner und Tewari, 1972; Herrmann et al., 1975). Jedoch fiihrten
neuste Erkenntnisse der ptDNA-Form zur Revidierung dieser Ansicht. So konnte anhand von
Pulsfeldelektrophoreseexperimenten,  Restriktionsfragmentanalysen und  Fluoreszenz-
mikroskopie gezeigt werden, dass der grofite Teil der ptDNA in linearer und komplex
verzweigter Form vorliegt (Bendich, 2004; Oldenburg und Bendich, 2004). Abhéngig vom
Entwicklungsstadium und vom Gewebetyp sind pro Plastid ca. 50 - 300 DNA-Kopien
enthalten (Bendich, 1987; Sugiura, 1992), wobei wihrend der Entwicklung eine starke
Reduktion des Polyploidiegrades bis hin zum Fehlen der ptDNA erfolgen kann (Liittke und
Bonotto, 1981; Baumgartner et al., 1998; Rowan et al., 2004).

Die ptDNA liegt in mehreren Molekiilen zu Protein-DNA-Komplexen, den sog. Nukleoiden,
organisiert vor (Kuroiwa und Zuzuki, 1981; Nemoto et al., 1991, Sato et al., 2003). Das
Proteinmuster isolierter Nukleoide aus Chloroplasten hoherer Pflanzen ldsst auf 20 - 50
Proteine schlieBen (Nemoto et al., 1991; Yurina et al., 1995). Jedoch konnten bislang nur
einige wenige Proteine in Nukleoiden aus Chloroplasten hoherer Pflanzen identifiziert werden:
PEND aus Erbse (Sato ef al., 1993; Sato und Ohta, 2001), CND41 aus Tabak (Nakano et al.,
1997; Kato et al., 2004), PDC68 aus Sojabohne (Cannon et al., 1999; Chi-Ham et al., 2002)
sowie das kiirzlich in Arabidopsis thaliana charakterisierte MFP1 (Jeong et al., 2003; 2004).
Im Plastom der Cryptomonade Guillardia theta (Cryptomonas @), einer einzelligen Alge,
deren evolutiver Ursprung einem sekunddren Endosymbioseereignis zuzuordnen ist,

lokalisierten Wang und Liu (1991) das Gen hlpA, das fiir ein histondhnliches Protein kodiert.
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Mit der Charakterisierung des plastidenkodierten HC-Proteins (histon-like protein of
chloroplast) in Cyanidioschyzon merolae erfolgte der Nachweis, dass histondhnliche Proteine

an der Organisation der Chloroplastennukleoiden beteiligt sind (Kobayashi ef al., 2002).

Die Plastomgrofe variiert bei verschiedenen Arten zwischen 120 und 300 kb. Dabei zeigen
insbesondere photosynthetisch inaktive Pflanzen eine starke Reduktion des Plastidengenoms
(z. B. Epifagus virginiana; dePamphilis und Palmer, 1990). Charakteristisch fiir ptDNA sind
ithre gegenldufigen Sequenzwiederholungen (IR, inverted repeats), die eine groe (LSC) und
kleine (SSC) Einzelkopieregion voneinander trennen. Ausnahmen von dieser Struktur sind
v. a. bei Leguminosen und Koniferen zu finden (Link, 1996). Die IR-Regionen enthalten
neben Genen fiir tRNAs und wenigen Proteinen hauptsidchlich Sequenzen fiir rRNAs.
Dagegen kodieren die beiden Einzelkopieregionen hauptsédchlich fiir Proteine und zahlreiche
tRNAs. Die variierenden Plastomgréfen einzelner Arten sind meistens auf die Lénge der IR-
Regionen zuriickzufithren (Maier et al., 1995). In Euglena gracilis und Porphyra purpurea
fehlen IR-Regionen. Hier liegen die tRNAs in einer Tandemanordnung hintereinander

(Hallick ef al., 1993; Reith und Munholland, 1995).

Plastomanalysen verschiedener, nicht parasitirer Pflanzen (z. B. Nicotiana tabacum
[Shinozaki et al., 1986], Oryza sativa [Hiratsu et al., 1989], Zea mays [Hu und Bogorad,
1990]) und Algen (z. B. Porphyra purpurea [Reith und Munholland, 1993; Maier et al., 1995],
Chlamydomonas reinhardtii [Fong und Surczycki, 1992]) fiihrten zur Identifizierung von rpo-
Genen, die Untereinheiten der plastideneigenen Polymerase (PEP) kodieren. Die von rpoA,
rpoB und rpoC abgeleiteten Proteinsequenzen lassen groBe Homologien zu den a-, 3- und 3’-
Untereinheiten des eubakteriellen Enzyms erkennen. Im Laufe der Evolution hat das rpoC-
Gen der Eubakterien in hoheren und niederen Pflanzen eine Genduplikation in 7poC1 () und
rpoC2 (13°°) erfahren, mit Ausnahme von Chlamydomonas reinhardtii. Bei dieser einzelligen

Griinalge wurde das rpoB-Gen zu rpoB1 und rpoB2 dupliziert (Fong und Surczycki, 1992).

Wie in Prokaryoten liegt die Mehrzahl der Plastidengene in polyzistronischen
Transkriptionseinheiten vor (Sugita und Sugiura, 1996). Dabei konnen auf einem Operon
Gene lokalisiert sein, die fiir Proteine unterschiedlicher Funktion kodieren. Umgekehrt sind
Gene, die fiir Untereinheiten eines Proteinkomplexes kodieren, auf unterschiedlichen

Operonen innerhalb des Plastoms verteilt. Im Gegensatz zu Prokaryoten wird die pra-mRNA
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posttranskriptionell in mono- und oligozistronische RNA prozessiert (Barkan 1988; Sugita
und Sugiura, 1996; Barkan und Goldschmidt-Clermont, 2000). Ein weiteres Charakteristikum
fiir Plastidengene ist das Auftreten nichtkodierender Intron-Bereiche innerhalb eines Genes,
wihrend in ihren prokaryotischen Vorfahren Intronbereiche nur selten vorkommen
(Lambowitz et al., 1999; Toro, 2003). Die Introns werden vor der Translation durch
unterschiedliche SpleiBmechanismen entfernt (Saldanha et al., 1993; Bonen und Vogel, 2001;
Perron et al., 2004).

3 Die plastidare Transkriptionsmaschinerie

Das Plastidengenom wird von mindestens zwei DNA-abhingigen RNA-Polymerasetypen
transkribiert, die unterschiedlichen phylogenetischen Ursprungs sind. Neben der
plastidenkodierten, multimeren RNA-Polymerase PEP (plastid encoded polymerase), die auf
Grund ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften den eubakteriellen RNA-
Polymerasen sehr #hnelt, sind zusidtzlich kernkodierte RNA-Polymerasen (NEP, nuclear
encoded polymerase) aktiv. Letztere zeigen Sequenzhomologie zu RNA-Polymerasen der
Mitochondrien in Hefen und der Bakteriophagen T7, T3 und Sp6. Gene, die fiir
Phagenpolymerasen kodieren, konnten in verschiedenen héheren Pflanzen gefunden werden
(Weihe et al., 1997; Hedtke et al., 1997 und 2002; Young et al., 1998, Ikeda und Gray, 1999).
Im Genom von Arabidopsis thaliana sind drei Gene (RpoT;l, RpoT;2 und RpoT;3)
identifiziert worden, die fiir RNA-Polymerasen vom Phagentyp kodieren. RpoT;l ist in
Mitochondrien und RpoT;3 in Chloroplasten aktiv (Hedtke ef al., 1997; Liere et al., 1999 und
2004). Importversuchen zu Folge wird die kernkodierte Polymerase RpoT;2 sowohl in
Mitochondrien als auch in Chloroplasten transportiert (Hedtke et al., 2000). Kiirzlich konnte
in Spinatchloroplasten Transkriptionsaktivitit zweier kernkodierten RNA-Polymerasen,
NEP-1 und NEP-2 bezeichnet, nachgewiesen werden (Bligny et al., 2000). Die Entstehung
der plastidiren Phagenpolymerase ldsst sich wahrscheinlich auf ein Genduplikationsereignis

der mitochondrialen Phagenpolymerase zuriickfiihren (Hedtke ef al., 1997).

Die Existenz einer kernkodierten Polymerase wurde bereits durch Untersuchungen mit der
parasitiren Pflanze Epifagus virginiana postuliert, in der trotz des Fehlens des rpoBC-
Operons plastidire Transkripte nachgewiesen werden konnten (Morden et al, 1991).

Weiterhin belegen Arbeiten mit ribosomenfreien Plastiden der Gerstenmutante albostrians
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(Hess et al., 1993; Falk et al., 1993) sowie mit rpo-Deletionsmutanten von Tabak (Allison
et al., 1996; Hajdukiewicz et al., 1997), dass eine kernkodierte Polymerase an der plastiddren
Transkription beteiligt ist. Obwohl in beiden Fillen keine plastideneigenen RNA-
Polymerasen aktiv waren, konnte Trankriptionsaktivitdt in den Chloroplasten gemessen
werden. Durch die Isolierung von cDNAs, die Homologien zu der mitochondrialen RNA-
Polymerase vom  Bakteriophagentyp aufweisen und {iber plastidendirigierende
Transitsequenzen verfiigen, erfolgte die Bestitigung einer zusétzlichen kernkodierten

Polymerase in den Chloroplasten (Weihe et al., 1997; Hedtke et al., 1997, 2000).

Transkriptions- und Promotorstudien mit 7po-Deletionsmutanten von Tabak fiihrten zu der
Annahme, dass die NEP ,housekeeping’-Gene transkribiert, wihrend PEP hauptsichlich fiir
die Transkription von Photosynthesegenen verantwortlich ist (Hajdukiewicz et al., 1997; Hess
und Borner, 1999). Nachfolgende Untersuchungen mit diesen PEP-defizienten Tabakpflanzen
zeigten, dass die NEP grundsétzlich zur Transkription des gesamten Plastidengenoms fahig
ist. Damit erfolgt keine ausschlieBliche selektive Promotornutzung. Vielmehr scheint das
Transkriptionsmuster dieser Mutanten von der Stabilitdt der Transkripte abhingig zu sein
(Krause et al., 2000; Legen et al., 2002). Neueste Erkenntnisse bestitigen, dass die mRNA-
Stabilitdt variiert, in Abhidngigkeit von welcher RNA-Polymerase die Transkripte synthetisiert
werden (Cahoon et al., 2004).

Die strukturelle Verwandtschaft der PEP zu der eubakteriellen RNA-Polymerase konnte am
Beispiel der plastiddren RNA-Polymerase aus Spinat immunologisch nachgewiesen werden
(Lerbs-Mache et al., 1988). In Bakterien initiiert das core-Enzym (afjf’) eine unspezifische
Transkription, wéhrend fiir eine spezifische Promotorselektion sowie Transkriptionsinitiation
das holo-Enzym (opp’c) benétigt wird (Ishihama, 1988). Dieses entsteht durch die
Anlagerung von Sigmafaktoren an das core-Enzym. In den Chloroplasten sind ebenfalls
Transkriptionsfaktoren enthalten, die funktionell den Sigmafaktoren der Bakterien gleichen.
Die korrespondierenden Gene sind jedoch im Kerngenom lokalisiert. In den letzten Jahren
wurden von verschiedenen Organismen cDNAs kloniert, deren Produkte Sequenzhomologien
zu konservierten Doménen der o'°-Faktoren aus E. coli zeigen. In Arabidopsis thaliana
konnten sechs cDNAs, die fiir Sigmafaktoren kodieren, isoliert werden. Drei weitere
charakterisierte Transkriptionsfaktoren sind die sog. sigma-like-factors (SLF67, SLF52 und

SLF29) aus Senf. Diese initiieren zusammen mit dem core-Enzym aus E. coli die in vitro-
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Transkription von psbA, trnQ und rps16 (Tiller et al., 1991). Sigmafaktoren werden abhingig
vom Licht entwicklungs- und gewebespezifisch exprimiert und sind vermutlich fiir die
Erkennung der unterschiedlichen Promotorelemente verantwortlich. Indem die spezifische
Transkriptionsaktivitdt der PEP durch das Mitwirken nukledrer Transkriptionsfaktoren bzw.
Sigmafaktoren bestimmt wird, libernimmt der Kern die Vermittlung der PEP-abhédngigen

Transkription (Allison, 2000).

Ubereinstimmend mit der Existenz unterschiedlicher RNA-Polymerasen, weist das
Plastidengenom multiple Promotorelemente auf. Typische, von der plastidenkodierten
Polymerase genutzte Promotorelemente zeigen Ahnlichkeiten zu konservierten
Sequenzmotiven der ,-10’ und ,-35” Region prokaryotischer Promotoren. In Analogie zu der
Mitochondrienpolymerase zeigen die meisten NEP Promotoren die Konsensussequenz YRTA
(Typ Ia). In angrenzenden Bereichen der YRTA-Sequenz ist in manchen NEP-Promotoren
das GAA-Box-Motiv (Typ Ib) vorzufinden (Kapoor und Sugiura, 1999; Liere et al., 2004).
SchlieBlich gibt es eine dritte Klasse von NEP-Promotoren, die iiber eine sog. ,non-
consensus’-Sequenz (Typ II) verfigen (Kapoor et al, 1997; Sriraman et al, 1998).
Entsprechend dem  Vorhandensein von  Promotorelementen  innerhalb  einer
Transkriptionseinheit erfolgte eine Einteilung in drei Genklassen: (i) Gene, die ausschlieBlich
von der PEP [Klasse I] oder (ii) NEP [Klasse II] transkribiert werden und (iii) Gene, die von
beiden RNA-Polymerasen [Klasse I1I] gelesen werden kénnen (Hajdukiewicz et al., 1997).
Vertreter aller drei Klassen konnen als mono- oder polyzistronische Transkriptionseinheiten
gebildet werden.

Die plastidire RNA-Polymerase konnte in zwei unterschiedlichen, transkriptionsaktiven
Chloroplastenfraktionen immunologisch nachgewiesen werden: im TAC (transcriptionally
active chromosome), einem hochmolekularen DNA/RNA-Protein-Komplex, sowie in einer
16slichen Fraktion, der SRNAP (soluble RNA polymerase). Letztere entspricht der multimeren
PEP. Das TAC ist mit plastidiren Membranen assoziiert und vermag die endogen gebundene
DNA zu transkribieren, wobei nur die in vivo initiierten Transkripte verldngert werden.
Dagegen ist die in vitro-Transkriptionsaktivitit der SRNAP von exogener DNA abhéngig
(Igloi und Kossel, 1992; Krause ef al., 2000).

Das TAC verschiedener Organismen wurde vielfach durch Gelfiltrationschromatographie
isoliert (Rushlow und Hallick, 1982), wobei die spezifische Aktivitit der TAC-Fraktionen
von bestimmten Reinigungsschritten abhingig ist (Suck et al., 1996; Krause et al., 2000). Aus
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run-on-Experimenten mit TAC-Fraktionen aus Euglena gracilis geht hervor, dass das TAC
vorzugsweise rRNAs transkribiert (Rushlow et al, 1980), wihrend in hoheren Pflanzen
auBlerdem die Transkription von plastiddren mRNAs erfolgt (Reis und Link, 1985; Krupinska
und Falk, 1994).

TAC-Fraktionen aus Proplastiden, Chloroplasten und Etioplasten zeigen eine abweichende
Proteinzusammensetzung (Reis und Link, 1985; Suck ef al, 1996). Dies konnte darauf
deuten, das der TAC-Komplex in seiner Zusammensetzung als dynamischer DNA/RNA-
Protein-Komplex vorliegt und somit durch Anderung der Proteinkomposition eine
differentielle Transkription plastidirer Gene ermdglicht. Im TAC aus Chloroplasten sind
schiatzungsweise 50 - 60 Proteine enthalten. Darunter befinden sich neben Untereinheiten der
PEP weitere DNA-bindende Proteine, wie aus DNA-Bindungsstudien mit TAC-Proteinen aus
Senfchloroplasten hervorgeht (Biilow et al., 1987). Bislang konnten zwei PEP-Untereinheiten
im TAC immunologisch nachgewiesen werden (Suck et al., 1996; Krause und Krupinska,
2000). Jingste immunologische Analysen fithrten zur Identifizierung einer weiteren TAC-
Komponente, dem kernkodierten ET1-Protein. Auf Grund seiner Homologie zum nukledren
TFIIS-Protein, wird vermutet, dass ET1 im TAC als Elongationsfaktor fungiert. Gleichzeitig
konnte in et/-R-Pflanzen gezeigt werden, dass die relative Transkriptionsaktivitit des TAC-
Komplexes von ET1 abhingig ist, wihrend keine qualitativen Anderungen des
Transkriptionsmusters im Vergleich zum WT erfolgen (da Costa e Silva et al., 2004). Aus
Untersuchungen von TAC-Fraktionen ribosomendefizienter Pflanzen wurde geschlussfolgert,
dass im TAC mindestens eine kernkodierte Polymerase enthalten ist (Suck et al, 1996).

Jedoch konnte diese bislang nicht nachgewiesen werden.

Abgesehen vom TAC wurden aus Senf zwei multimere Formen der plastideneigenen RNA-
Polymerase isoliert, die beide in der loslichen Plastidenfraktionen zu finden sind. Diese als
Enzym A (PEP-A) und B (PEP-B) bezeichneten RNA-Polymerasen zeigen strukturelle sowie
funktionelle Unterschiede. PEP-B ist gegeniiber Rifampicin sensitiv und besteht aus 4
Untereinheiten, die ihrem Molekulargewicht zu Folge, den Genprodukten von rpoAd, rpoB,
rpoCI und rpoC2 anderer Organismen entsprechen. Bei der PEP-A handelt es sich um einen
rifampicinresistenten Multiproteinkomplex bestehend aus 13 - 15 Untereinheiten. Wahrend
PEP-B hauptséchlich in Etioplasten und sich differenzierenden Plastiden vorkommt, ist die
PEP-A-Aktivitdit in den Chloroplasten dominierend. Beide Formen unterscheiden sich

hinsichtlich der Transkriptionsinitiation. Offensichtlich unterliegt die PEP-B einer
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entwicklungsabhéngigen Konvertierung durch Rekrutierung zusitzlicher Proteine zu PEP-A

(Pfannschmidt und Link, 1994; 1997).

4 Die plastidare Genexpression

Die getrennte Kompartimentierung genetischer Information erfordert eine koordinierte
Steuerung der nukledren und plastidiren Genexpression (Gruissem, 1989; Goldschmidt-
Clermont, 1998; Gray et al., 2003). Letztere wird durch Kontrollmechanismen, die von
Umweltbedingungen und dem Entwicklungsalter der Pflanzen abhingig sind, auf der Ebene
der Transkription, RNA-Prozessierung, RNA-Stabilitdt, Translation sowie durch
Modifizierung und Assemblierung der Genprodukte geregelt (Sugita und Sugiura, 1996;
Wollman et al., 1999; Allison, 2000; Barkan und Goldschmidt-Clermont, 2000; Rochaix,
2001; Nickelsen et al., 2003). Dabei iibernimmt der Zellkern wichtige regulatorische
Funktionen. Ein weiterer, nicht unwesentlicher Aspekt ist die von Plastiden ausgehende
Kontrolle der Genexpression im Kern (Brown et al., 2001; Surpin und Chory, 2001;
Pfannschmidt er al, 2003). Auch Mitochondrien spielen bei der interorganellaren

Kommunikation eine wichtige Rolle (Padmasree et al., 2002).

An der plastiddren Genexpression ist eine Vielzahl kernkodierter Faktoren beteiligt. So sind
fiir die spezifische Transkriptionsaktivitit der plastidiren RNA-Polymerase kernkodierte
Transkriptionsfaktoren notwendig (Allison, 2000). Auch die NEP-Aktivitit unterliegt
zellspezifischen Anderungen (Bligny et al., 2000; Cahoon et al., 2004; Emanuel et al., 2004).
Inwiefern die NEP zusitzliche Faktoren benétigt, ist noch unklar.

In entwickelten Chloroplasten sind posttranskriptionelle Prozesse wichtige Kontrollpunkte der
plastiddren Genexpression. Dies betrifft v. a. die endonukleolytische Spaltung von inter-
zistronischen Regionen, das Spleiflen von Introns, die Prozessierung von 5’- und 3’-Enden
und die RNA-Stabilitdt (Goldschmidt-Clermont, 1998; Barkan und Goldschmidt-Clermont,
2000; Rochaix, 2001; Gray et al., 2003; Nickelsen et al., 2003). Neue Studien lassen
vermuten, dass v. a. PPR-Proteine eine zentrale Rolle im RNA-Metabolismus einnehmen
(Lurin et al., 2004; Nakamura et al., 2004; Yamazaki et al. 2004). Charakteristisch fiir diese
Proteine sind ihre Sequenzwiederholungen (PPR, pentatricopeptide repeat) von 35
Aminoséduren, die in einer Tandemanordnung vorliegen (Small und Peeters, 2000). Das

Arabidopsis-Genom enthilt ca. 450 Mitglieder dieser Genfamilie, wahrend in Prokaryoten
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bisher keine PPR-Proteine bekannt sind (Lurin et al., 2004). Gut charakterisierte PPR-
Proteine sind CRP1 und PGR3. Beide sind an posttranskriptionellen Prozessen beteiligt. So
konnte mit Hilfe von Mutantenanalysen gezeigt werden, dass CRP1 fiir die Prozessierung
(Fisk et al., 1999) und PGR3 fiir die Stabilitit (Yamazaki et al. 2004) spezifischer mRNAs
verantwortlich ist. Beide scheinen auch fiir die Translation unerldsslich zu sein.

Ein weiterer bedeutender Prozessierungsschritt ist die Edierung, bei der ein
Nukleotidenaustausch, in den meisten Fillen Cytidin-Uridin-Substitutionen, an spezifischen
Positionen innerhalb der Transkripte erfolgt. Dadurch werden hauptsdchlich Kodons
konservierter Aminosduren wiederhergestellt, oder aber auch Start- und Stoppkodons gebildet
sowie Stoppkodons in aminosdurekodierende Kodons umgewandelt (Maier et al., 1996,
Wakasugi et al., 1996; Gott und Emeson, 2000). Zusétzlich scheinen Sequenzverdnderungen
in intergenischen Bereichen fiir die Translation von Transkripten von Bedeutung zu sein
(Kudla und Bock, 1999; Drescher et al., 2000). Auch bei Edierungsprozessen spielen nukledr
kodierte Faktoren eine wichtige Rolle (Hirose und Sugiura, 2001; Miyamoto et al., 2004).

5 Zielstellung dieser Arbeit

Plastiden sind semiautonome Organellen pflanzlicher Zellen, die neben rRNAs und tRNAs
auch Proteine des Photosyntheseapparates sowie flir Komponenten ihrer eigenen
Transkriptions- und Translationsmaschinerie kodieren. Eine zentrale Rolle bei der plastidéren
Genexpression spielt die Koordination der Transkription. Biochemischen Untersuchungen zu
Folge sind daran zahlreiche kernkodierte Faktoren beteiligt, von denen einige in einem
hochmolekularen DNA/RNA-Protein-Komplex, dem TAC (transcriptionally active
chromosome) vorliegen. Das Anliegen dieser Arbeit bestand darin, die TAC-
Proteinzusammensetzung massenspektrometrisch zu analysieren. Dariiber hinaus bestand
groles Interesse an der funktionellen Charakterisierung dieser Proteine. Dazu wurde ein
Ansatz gewiihlt, bei dem mit knock-out-Mutanten gearbeitet werden sollte. Uber die Sichtung
einer Mutantenpopulation, mit T-DNA-Insertionen in entsprechenden Genen, sollten zunichst

Mutanten identifiziert und schlieBlich charakterisiert werden.
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ll. Material und Methoden

1 Materialien

1.1 Chemikalien

In vorliegender Arbeit verwendete Chemikalien in p.a. Qualitdt wurden von folgenden Firmen

bezogen:

- Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
- Biomol Feinchemikalien, Hamburg

- Carl Roth GmbH, Karlsruhe

- Gibco BRL, Karlsruhe

- ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

- Merck Eurolab, Darmstadt

- Serva Feinbiochemika, Heidelberg

- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen

1.2 Enzyme und Fertigreagentien

Enzyme:
- DNA-Polymerase
- DyNAzyme™ EXT DNA Polymerase Finnzymes, Espoo (Finnland)
- DyNAzyme™ II DNA Polymerase Finnzymes, Espoo (Finnland)
- DNase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
- Klenow Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
- Restriktionsendonukleasen MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
- RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Transkriptase
- RNase Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
- T4-DNA Ligase Promega GmbH, Mannheim

- Trypsin Promega GmbH, Mannheim



Material und Methoden 11

Fertigreagenziensatze:

- QTAGEX II Agarose Gel Extraction
Kit

- Random Primed Labelling Kit

- Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer
Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP

1.3 Lingenstandard fiir DNA und Proteine
A-DNA C1857 Sam7

LMW-Marker fiir SDS-PAGE und

Proteintransfer

1.4 Nukleotide und Oligonukleotide

QIAGEN

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Nukleotide:

- dNTP Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

- NTP MBI-Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

- a-*P-dCTP (10 TBg/mmol) Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig
- a-*P-UTP (10 TBg/mmol) Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig

- a-’H-UTP (10 TBg/mmol) Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
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Oligonukieotide:

Bezeichnung

Sequenz

Hersteller

Oligonukleotide zum Sequenzieren

M13 IRD800
M13 IRD700
T7

SPs-f

SP¢-r

Standard-Primer
Standard-Primer
Standard-Primer
Standard-Primer

Standard-Primer

Oligonukleotide zur Analyse der Salk-Linien und fur RT-PCR

Bbl

LBal

Salk 075736-f
Salk 075736-r
Salk 024431-f
Salk 024431-r
Salk 025099-f
Salk 025099-r
Atlg74850-r
At2g34640-r
Actin-f*

Actin-r*

5’-GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT-3’
5’-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3’
5’-TGTTTATGGGAAGACGGAGAG-3’
5’-GGTCGCATTATGTGCCAGC-3’
5’-ATGGCGTCTTCCGCCGCTTCTC-3’
5’-GATGTGCAATGAGTGACTATGGATG-3’
5’-GCGGTTATGGATTTCAGAGGACC-3’
5’-GAAGAGGAGACTGATCCTTAA-3’
5’-TTAAGCTGTGCTCCCTGCTAGTTCTT-3’
5’-TTAAGGATCAGTCTCCTCTTC-3’
5’-GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG-3’
5’-CTCGGCCTTGGAGATCCACATC-3’

Oligonuklectide fir DNA-Fragmente fiir Northern- und run-on-Analysen

accD-f
accD-r
clp-f
clp-r
atpA-f
atpA-r
atpB-f
atpB-r
ndhB-f
ndhB-r
ndhF-f
ndhF-r
rbel-f

rbel-r

5’-TGGATAGTTTTGCTCCTGGTGA-3’
5’-TCACGAATCTTTCCGCTTTCA-3’
5’-CCTGGAGAAGGAGATACATCTTGG-3’
5’-CTTGGGCTTCTGTTGCTGAC-3’
5’-TGGTAACCATTAGAGCCGACG-3’
5’-CGACGATTGGTAAGGCAGTCA-3’
5’-GACGTATCGCCCAAATCATTG-3’
5’-CGCTGGATAGATACCTTTGGCA-3’
5’-CTTCAGCTTCAGCCACTCGAA-3’
5’-CAATCGCAATAATCGGGTTCA-3
5’-TCCTTTTTCCGACAGCAACAA-3’
5’-CTCCATGGCATCAGGTAACCA-3’
5’-GTATGGACGTCCCCTATTAGGATG-3’
5’-GGTAGTGAGACCCAATCTTGAGTG-3’

MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech

Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
Jena Bioscience

Jena Bioscience

Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
Jena Bioscience
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
MWG-Biotech
Jena Bioscience

Jena Bioscience
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Bezeichnung Sequenz Hersteller

rpoA-f 5’-TCGGACACTACAGTGGAAGTGTGT-3’ Jena Bioscience
IpoA-r 5’-CAATTGTAGATTCTGGGAGGCAA-3’ Jena Bioscience
rpoB-f 5’-GGAAGAGGTTCATC-3’ Jena Bioscience
rpoB-r 5’-GGAGTAAACGACCTTCT-3’ Jena Bioscience
rpsl4-f 5’-TCATTTGATTCGTCGATCCTCA-3’ Jena Bioscience
rpsl4-r 5’-AACCATTTCCCGAAGGATGTG-3’ Jena Bioscience
rps16-f 5’-AGCCGTTTATCGAATCCTTGC-3’ MWG-Biotech
rpsl6-r 5’-CATTCCGTAAAAATCCCAGCC-3’ MWG-Biotech

Tabelle 1: Oligonukleotidsequenzen zur Amplifikation von Genen (Arabidopsis thaliana). Die Amplifikate fiir

die Analyse der Salk-Linien sowie fiir Northern-Analysen wurden in den pGem®-T Vektor (Promega GmbH,

Mannheim) kloniert und sequenziert. *Referenz: Robinson et al., 1999).

1.5 Antikdrper

Die in dieser Arbeit verwendeten polyklonalen Kaninchen-Antiseren sind in Tab. 2

aufgelistet. Als sekunddre Antikorper wurden Anti-Kaninchen-IgG gekoppelt

Meerrettich-Peroxidase von Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen) verwendet.

mit

Komplexe Untereinheiten
PSII-UE PsbA
PSII-UE PsbO
PSII-UE Cytb559
PSI-UE PsaA
PSI-UE PsaC
PSI-UE PsaD
PSI-UE PsaH
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase LSU
Cytochrom-bg/f-Komplex PetB
Cytochrom-bg/f-Komplex PetD
ATPase-UE AtpB
ATPase-UE AtpE

Tabelle 2: Plastiddre und nukledre Untereinheiten der Thylakoidkomplexe sowie Stromaproteine.
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1.6 Bakterienstimme, Klone und Plasmide

Bakterien:

E. coli DH5a
E. coli XL 1-Blue

Hanahan, 1983
Bullock et al., 1987

Plasmide:
Gene Plasmid Primer
Klone fur DNA-Fragmente flir Northern-Analysen und run-on Analysen
psaA pBluescript II KS” M13-f/M13-r
psaB pBluescript II KS™ M13-f/M13-r
psaC pBluescript II KS™ M13-f/M13-r
psaE pLZ1 T7/SPe-f
psaH pLZ1 T7/SPe-f
psbA pBluescript I1 KS* M13-f/M13-r
psbO pLZ1 T7/SPe-f

Tabelle 3: Klone, entsprechende Vektoren und vektorspezifische Primer.

1.7 Pflanzenmaterial

Fiir biochemische Arbeiten wurden Snapis alba var. Albatros und Arabidopsis thaliana
verwendet. Die genetischen und molekularbiologischen Untersuchungen

ausschlieBlich mit Arabidopsis thaliana (Okotyp Columbia). Die T-DNA-Insertions-Linien

erfolgten

wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC) bezogen. Folgende Linien fanden

in dieser Arbeit Verwendung:

- Salk 075736
- Salk 024431
- Salk_025099
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1.8 Standardlésungen und Medien

LB-Fliissigmedium:
LB-Agarmedium:
10 x TBE-Puffer:
10 x TE-Puffer:

10 x Elektroden-Puffer:

20 x SSC:

10 x MOPS

PBS:

PBS-T:

Laemmli-Puffer:

10 g/l Pepton, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl (pH 7.2)

10 g/l Pepton, 5 g/l Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl, 1% Agar (pH 7.2)
108 g/1 Tris, 55 g/l Borséure, 9.3 g/l EDTA (pH 8.2-8.4)

100 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA (pH 8.0)

0.25 M Tris, 1.92 M Glyzin (pH 8.8)

3 M NaCl, 0.33 M Natriumcitrat (pH 7.0)

200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 20 mM EDTA (pH 7.0)
140 mM NacCl, 2.7 mM KCl, 10 mM NapHPO4,

1.8 mM KH2PO4 (pH 7.3)

140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4,

1.8 mM KH2PO4 (pH 7.3), 0.1% Tween 20

3 ml 20% SDS, 3 ml B-Merkaptoethanol, 4 ml Glyzerin,
Bromphenolblau (Spatelspitze)

2 Methoden

2 .1 Handhabung und Kultivierung verwendeter Organismen

2.1.1 Anzucht und Vermehrung von Bakterien

Escherichia coli- Bakterien wurden in LB-Fliissigmedium oder auf Agarplatten bei 37°C

angezogen. Verwendete Selektionsmarker kamen, wenn nicht anders erwdhnt, entsprechend

der Angaben von Sambrook et al. (1989) zum Einsatz. Die Vermehrung von Plasmiden

erfolgte durch Hitzeschocktransformation in gefrierkompetente E. coli-Zellen (Hanahan,

1983).
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2.1.2 Anzucht und Selektion von Pflanzen

Die Anzucht von Arabidopsis thaliana in Sterilkulturen erfolgte auf MS-Platten (Murashige
und Skoog, 1962), ihre Kultivierung in einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 h (50 - 60 pmol
uE m?s™, Osram [LW30]) bei einer konstanten Temperatur von 21°C. Zur Samengewinnung
wurden die Pflanzen nach 18 Tagen vereinzelt auf Erde in Multiplatten gesetzt und in
Aracons (Beta Tech, Gent, Belgien) zur Reife gebracht. Fiir Selektionsanalysen kamen die
Pflanzen auf kanamyzinhaltigem MS-Medium (80 pg/ml) zur Anzucht. Nach 18 Tagen
erfolgte die Auszahlung.

Fiir biochemische Arbeiten wurden die Pflanzen auf Erde unter Langtagbedingungen

Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 h; 80 - 100 uE m?> s'l; Osram [LW30]) bei 21°C angezogen.
g y 3 £ez0g

2.2 Biochemische Analysen

2.2.1 Isolierung und Lyse von Chloroplasten

Fiir eine Préparation wurden 2 - 3 kg (FG) Kotelydonen von 5 Tage alten Senfkeimlingen
bzw. 4 - 5 Wochen alte Arabidopsis-Rosetten eingesetzt. Die Chloroplastenisolation erfolgte
nach Schuler und Zielinski (1989). Die isolierten Chloroplasten wurden in 18 Saccharose-
gradienten fraktioniert (Tiller et al., 1991). Alle Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.

Die Lyse der Chloroplasten erfolgte in ca. 200 ml Sdulenpuffer A (50 mM Tris/HCI (pH 7.6),
100 mM [NH4]>SO4, 4 mM EDTA, 25% Glyzerin, 1% Triton X-100, 40 mM 2-Merkapto-
ethanol und 50 pg/ml PMSF (Rushlow und Hallick, 1982). Die unldslichen
Chloroplastenfragmente sind durch Zentrifugation (SS34-Rotor, 30 min bei 15000 Upm und

4°C) aus dem Lysat entfernt worden.

2.2.2 Gelfiltration an Sepharose 4B/2B

Die priparative Anreicherung einer transkriptionsaktiven Fraktion durch Gelfiltration erfolgte
in zwei nacheinander folgenden Schritten und wurde mit selbstgegossenen Séulen

durchgefiihrt (modifiziert nach Rushlow und Hallick, 1982). Tab. 4 gibt eine Ubersicht iiber
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die wichtigsten Sédulendaten des ersten Gelfiltrationsschrittes. Ein Fraktionssammler
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) diente zum Auffangen der Eluate. Alle

Chromatographieschritte wurden bei 4°C durchgefiihrt.

Séaule Glaswerk Ilmenau

Matrix Sepharose 4B (Ausschlussgrofe 70 x 10° - 20 x 10° kDa)

Durchmesser [cm] 2

Saulenlidnge[cm] 100

max. Saulenvolumen [ml] 380

Aguilibriervolumen [ml] 800

max. Probevolumen [ml] 30

Probeeluat [ml] 30-40

Saulenpuffer A 50 mM Tris/HCI (pH 7.6), 100 mM [NH4],SO4, 4 mM EDTA,
25% Gyzerin, 1% Triton X-100, 40 mM 2-Merkaptoethanol, 50 pg/ml
PMSF

Tabelle 4: Sauleneigenschaften der ersten Gelfiltration

Die Auftrennung von 90 ml Chloroplastenlysat erfolgte parallel mit drei Sdulen. Das
Proteingemisch wurde auf die zuvor mit Sdulenpuffer A dquilibrierte Gelmatrix (Flussrate
von ca. 6 ml/30 min) geschichtet und schlieBlich bei einer Flussrate von ca. 6 ml/30 min mit
Sdulenpuffer A eluiert. Die das TAC enthaltenen Fraktionen, bestimmt anhand der
Transkriptionsaktivitdt (Reiss und Link, 1985), wurden vereinigt. AnschlieBend wurden die
Séulen mit mindestens zwei Volumina Sdulenpuffer A gewaschen.

Zur weiteren Anreicherung des TAC-Komplexes folgte nach Krupinska und Falk (1994) ein
zweiter Gelfiltrationsschritt. Dazu wurden die vereinigten Eluate fiir 5 h bei 56000 Upm und
4°C zentrifugiert (Ti70 Rotor). Die Sedimente wurden in 15 ml Saulenpuffer B mit Hilfe
eines Potters resuspendiert und die ungeldsten Bestandteile abzentrifugiert (SS34 Rotor;
10 min bei 12000 Upm und 4°C). AnschlieBend kamen die 16slichen Proteine auf eine mit
Séulenpuffer B dquilibrierten Sdule (Charakteristika s. Tab. 5) und bei einem Durchfluss von
ca. 6 ml/30 min zur Eluierung. Es folgte eine Zentrifugation der transkriptionsaktiven
Fraktionen fiir 5 h bei 56000 Upm und 4°C (Ti70 Rotor). Die Sedimente wurden durch

Pottern in 1-2 ml Saulenpuffer C resuspendiert.
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Saule Econo Column®; Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Matrix Sepharose 2B (AusschlussgroBe 70 x 10° - 40 x 10°kDa)
Durchmesser [cm] 1.5

Saulenldnge [cm] 170

max. Saulenvolumen [ml] 301

Aquilibriervolumen [ml] 600

max. Probevolumen [ml] 4

Probeeluat [ml] 4-6

Saulenpuffer B 50 mM Tris/HCI (pH 7.6), 100 mM [NH,4],SO,4, 4 mM EDTA,

25% Gyzerin, 1% Triton X-100, 40 mM 2-Merkaptoethanol, 50 pg/ml PMSF

Tabelle 5: Sauleneigenschaften der zweiten Gelfiltration

2.2.3 Heparin-SepharoseCL-6B-Chromatographie

Die transkriptionsaktive  Fraktion wurde in einem  weiteren Schritt einer
Affinitdtschromatographie an Heparin-SepharoseCL-6B bzw. einer Ionenaustausch-
chromatographie an Q-Sepharose unterzogen. Alle Chromatographieschritte erfolgten bei 4°C
und einer Flussgeschwindigkeit von 0.5 ml/min.

Dazu wurde das Proteinpellet nach dem ersten Gelfiltrationsschritt in 1-2 ml Puffer D (50 mM
Tris/HCI (pH 7.6), 50 mM [NH4],SO4, 5 mM MgCly; 10% Glyzerin, 40 mM 2-Merkapto-
ethanol und 50 pg/ml PMSF) mit Hilfe eines Potters gelost. Unlosliche Bestandteile sind
durch Zentrifugation (Tischzentrifuge, 10 min bei 12000 Upm und 4°C) entfernt worden.
Nach DNase/RNase Behandlung der 16slichen Proteinfraktion (1h bei 37°C) wurde diese in
18 ml Séulenpuffer C aufgenommen und auf eine mit Saulenpuffer C &dquilibrierte
Heparinsédule geladen. Die Saule (Saulencharakteristika s. Tab.6) wurde mit 50 ml Puffer C
gewaschen und schlieflich die gebundenen Proteine mit Eluierungspuffer (50 mM Tris/HCI
(pH 7.6), 2M [NH4]2SOs4, 10% Glyzerin, 4 mM EDTA, 40 mM 2-Merkaptoethanol und 50
ug/ml PMSF) eluiert. Die in einer Stufe eluierten Proteine, verfolgt anhand der Leitfahigkeit
des Puffers, wurden in einer Fraktion zu 3 - 5 ml aufgefangen und iiber Nacht in Saulenpuffer

C dialysiert. Die danach schockgefrorenen Proteine lagerten bei -80°C .
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Saule C Column; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Matrix Heparin-Sepharose CL-6B

Durchmesser [cm] 1

Saulenhohe [cm] 10

Saulenvolumen [ml] 7

Aquilibriervolumen [ml] 20

max. Probevolumen [ml] 20

Probeeluat [ml] 5

Saulenpuffer C 50 mM Tris/HCI (pH 7.6), 50 mM [NH4],SO4, 4 mM EDTA,

10% Glyzerin, 40 mM 2-Merkaptoethanol, 50 ug/ml PMSF

Tabelle 6: Sduleneigenschaften der Heparin-Sepharose-Chromatographie

2.2.4 Q-Sepharose-Chromatographie

Die Ionenaustauschchromatographie erfolgte nach den gleichen Angaben wie die
Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose. Nur kam als Séulenmaterial Q-Sepharose
zum Einsatz. Eine vorhergehende DNase/RNase-Behandlung der Proteinfraktion erfolgte

nicht. Die Sdulencharakteristika sind nachfolgender Tabelle zu entnehmen.

Saule C Column; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Matrix Q-Sepharose

Durchmesser [cm] 1

Saulenhohe [cm] 10

Saulenvolumen [ml] 7

Aquilibriervolumen [ml] 20

max. Probevolumen [ml] 20

Probeeluat [ml] 5

Séulenpuffer C 50 mM Tris/HCI (pH 7.6), 50 mM [NH,],SO4, 4 mM EDTA,

10% Glyzerin, 40 mM 2-Merkaptoethanol, 50 ug/ml PMSF

Tabelle 7: Sauleneigenschaften der Q-Sepharose-Chromatographie
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2.2.5 Transkriptionsaktivititstest

Die in vitro-Transkription erfolgte entsprechend den Angaben von Reiss und Link (1985).
Der Einbau von [PHJUTP in RNA wurde berechnet nach Hallick et al. (1976). Die
Enzymaktivitidt des TAC wird in units angegeben. Ein unit entspricht 1 fmol an eingebautem
[H]-UTP wihrend einer 30-miniitigen Inkubation bei 30°C (Suck et al., 1996).

2.3 Probenvorbereitung und Massenspektrometrie

2.3.1 Probenvorbereitung

Die Nukleinsduren aus der angereicherten transkriptionsaktiven Fraktion wurden durch eine
Phenol/Chloroform-Extraktion beseitigt. Diese erfolgte zwei Mal mit einem Volumen Phenol
(puffergesittigt)/Chloroform. Nach Zentrifugation (5 min bei 12000 Upm) wurde der
Uberstand abgenommen. Aus der organischen Phase wurden die Proteine mit 4 Volumen
Ethanol bei -20°C iiber Nacht prazipitiert (30 min bei 10000 Upm und 4°C). Das Sediment
wurde zweimal mit absolutem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 50 pl
Ammoniumhydrogenkarbonatpuffer (50 mM NHsHCOs3; und 0.05% B-Dodecylmaltosid)
gelost. Es folgte eine Denaturierung der Proteine bei 95°C fiir 10 min. Die tryptische
Verdauung der Proteinproben erfolgte nach Angaben des Herstellers (Promega GmbH,
Mannheim) bei 37°C fiir 16 h. Nach dem Verdau wurde das erhaltene Peptidgemisch {iber
eine mit POROS-R2 (Applied Biosystems, Foster City, USA) iiberschichteten C18 Zip-Tip
Séaule (Millipore, Eschborn) aufgearbeitet (Stauber et al., 2003).

Die Analyse silbergefarbter Proteinbanden erfolgte nach Mortz et al. (1994).

2.3.2 ESI-IONTRAP (Electrospray lonization —lon Trap)- Massenspektrometrie

Die Aufnahmen von MS- und MS/MS-Massenspektren wurden mit einem LCQ Deca XP

IONTRAP-Massenspektrometer (Thermo; San Jose, USA) mit vorgeschalteter Nano-HPLC-
Anlage (Ultimate, Dionex, Idstein) nach Stauber et al. (2003) durchgefiihrt. Die
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Fliissigkeitschromatographie erfolgte an einer reverse phase Siule (PepMap C18 column;
LC-Packings, Dionex, Idstein).

2.3.3 Analyse der massenspektrometrischen Daten

Die Identifizierung von Proteinen erfolgte tiber den Vergleich der ermittelten Peptidmassen
mit theoretischen Massen tryptisch gespaltener Proteine aus der Arabidopsis thaliana-
Datenbank  (ftp://ftp.arabidopsis.org/Sequences/blast_datasets/), die bei TAIR (The
Arabidopsis Information Resource) zur Verfiigung steht. Dabei kam die Software Finnigan

Sequest/Turbo Sequest (revision 2.0; ThermoQuest, San Jose, USA) zum Einsatz.

2.3.4 Proteinanalyse

Die Analysen der mittels Massenspektrometrie identifizierten Proteine erfolgten mit

folgenden Softwareprogrammen:

ChloroP http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
ExPASy http://us.expasy.org/tools/

Interpro Scan http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/
Kazusa DNA Research http://www.kazusa.or.jp/en/

National Center for http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Biotechnology Information

Pfam http://pfam.cgb.ki.se/Pfam/hmmsearch.shtml
PROSITE http://www.ebi.ac.uk/ppsearch/

Predotar http://www.inra.fr/predotar/

Prosite http://www.expasy.org/prosite/

PSORT http://www.psort.org/

TAIR http://www.arabidopsis.org/

TIGR http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/LocusNameSearch.shtml
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2.4 Molekularbiologische Grundtechniken

Die im folgenden nicht gesondert aufgefithrten Methoden erfolgten nach Sambrook et al.
(1989) bzw. Vorgaben der jeweiligen Produkthersteller.

2.5 DNA-Analysen
2.5.1 DNA-Isolation

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli wurde nach der Methode von Birnboim und Doly
(1979) durchgefiihrt. Die Extraktion genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana erfolgte
nach Dellaporta et al. (1983). Zur Analyse einzelner Pflanzen wurden 1-2 Blétter mit 900 pl
Lyse-Puffer (7.0 M Harnstoft, 0.3 M NaCl, 50 mM Tris/HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA, 0.08%
(v/v) N-Laurylsarkosin) im Morser homogenisiert. Der Inkubation von 5 min bei 37°C
schloss sich eine Phenol/Chloroform-Extraktion an. Die isolierte DNA wurde in 20 pl 0.1 x

TE aufgenommen.

2.5.2 Amplifizierung von DNA-Sequenzen mit der Polymerase-Kettenreaktion

In dieser Arbeit kam die Polymerase-Kettenreaktion (PCR [Saiki et al., 1988]) zu
genomischen Analysen der T-DNA-Mutanten zum Einsatz. Zur Amplifizierung der
vollstdndigen genomischen Sequenz dienten zwei genspezifische Primer. Die genomischen
Teilsequenzen, vor und nach der inserierten T-DNA, wurden durch einen genspezifischen
Primer in Kombination mit einem T-DNA-spezifischen Primer gewonnen. Die Amplifikate
dieser Fragmente wurden zur Sequenzierung in den pGem®-T Vektor kloniert. Auch der
Klonierung von ¢cDNA-Fragmenten fiir Northern-Analysen in pGem®-T Vektor ging eine

Amplifizierung voraus (Tab. 1).
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2.5.3 Sequenzierung der DNA nach Sanger et al. (1977)

In dieser Arbeit erfolgte die Analyse mit dem automatischen Li-COR 2400-Sequenzierer
(MWG-Biotech AG, Ebersberg). Bei der Reaktion kam ein Reagenziensatz der Firma
Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) zum Einsatz. Die Auswertung erfolgte mit

ImageIR™-Software (MWG-Biotech AG, Ebersberg).

2.6  RNA-Analysen

2.6.1 RNA-Isolation

Fiir RT-PCR und Macroarray-Analysen wurde Gesamt-RNA mit Trizol-Reagenz der Firma
Gibco BRL (Karlsruhe) nach deren Angaben isoliert. Die RNA-Isolation fiir Northern-
Analysen erfolgte nach Ausubel et al. (1989).

2.6.2 Northern-Analysen

Hierfiir wurden 15 pg Gesamt-RNA drei Wochen alter Pflanzen in denaturierenden 1.2% igen
Agarosegelen (1 x MOPS, 2% Formaldehyd) aufgetrennt und mittels Saugstromung in
20 x SSC auf eine Nylonmembran (Roti®Plus) transferiert (Sambrook et al., 1989). Die
Fixierung der RNA an die Membran erfolgte durch UV-Belichtung (254 nm, 3 min). Der
Nachweis spezifischer mRNAs wurde mit a->’P-dCTP-markierten DNA-Sonden (Feinberg
und Vogelstein, 1984) durchgefiihrt (Tab. 1). AnschlieBende Hybridisierungsschritte erfolgten
wie bereits beschrieben (2.3.3).

2.6.3 Reverse Transkription von RNA

Mit Hilfe von Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) wurde die

gewebespezifische mRNA-Menge der interessierenden Gene sowie das Vorhandensein der
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entsprechenden Transkripte in den Salk-Linien untersucht. Dabei wurde die mRNA durch
reverse Transkriptase (RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase; MBI-
Fermentas GmbH, St. Leon-Roth) in cDNA umgeschrieben und durch anschlieBende PCR als
doppelstringige DNA amplifiziert. Das dieser Arbeit zugrunde liegende Protokoll bezieht

sich auf Angaben des Herstellers der hierfiir verwendeten Enzyme.

2.6.4 Inorganello - run-on - Transkription

Fir organello-run-on-Transkriptionsanalysen wurden Chloroplasten aus 12 g (FG) von
24 Tage alten Arabidopsis-Pflanzen nach bereits beschriebener Methode isoliert (2.2.1). Die
run-on-Transkription erfolgte nach Mullet und Klein (1987) mit 2 x 10’ Chloroplasten in
einem Reaktionsmix von 100 pl Gesamtvolumen (50 mM Hepes/KOH pH 8.0, 33 mM KCl,
10 mM MgCl,, 125 pM ATP, 125 pM CTP, 125 uM GTP, 10 uM UTP, 50 uCi a->P-UTP
(110 TBg/mmol) und 55 pg Heparin). Der Einbau an a->"P-UTP in RNA wurde nach Hallick
et al. (1976) gemessen. Zur Untersuchung plastiddrer Transkriptionsraten wurden jeweils
4 pmol Plasmid-DNA (Tab. 1) in 0.5 M NaOH auf eine Nylonmembran (Roti“Plus) mit Hilfe
einer Transferapparatur (Hoefer: 4 x 12 dlots) iibertragen. Als Kontroll-DNA diente der
Vektor pGem®-T verwendet. Die Fixierung der DNA erfolgte durch UV-Belichtung (254 nm,
3 min). Die Préhybridisierung wurde fiir 4 h bei 50°C in 50% Formamid, 7% SDS, 0.12 M
Na,HPO4 (pH 7.2) und 0.25 M NaCl) durchgefiihrt. Die Hybridisierung der Membranen mit
o->*P-UTP-markierten run-on-Transkripten erfolgte fiir 16 h bei 50°C. AnschlieBend wurden
die Membranen kurz in 2 x SSC plus 1% SDS und 1 x SSC plus 0.5% SDS gewaschen. Die
Auswertung wurde am Phosphorlmager (Storm', Molecular Dynamics, Freiburg)

vorgenommen.

2.6.5 cDNA-Arrays

Die Untersuchungen der Transkriptakkumulation plastidirer Gene erfolgte in drei
Experimenten mit unterschiedlichen Macroarrays und cDNA-Proben aus unabhingigen
RNA-Isolationen. Die Array-Hybridisierungen sowie die Datenanalyse wurden

freundlicherweise von Dr. A. Kandlbinder (Universitit Bielefeld, Lehrstuhl fiir Biochemie
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und Physiologie der Pflanzen) vorgenommen (Kandlbinder et al., 2004). Die Auswertung

erfolgte nach folgenden Kriterien:

(1) Die Signalintensitét betragt mindestens 120% des Hintergrundes.
(i) Die Signalintensitdten aus der Doppelspottung unterscheiden sich um weniger

als 30%.

Entsprechend diesen Kriterien wurde die Signifikanz der Daten mit Hilfe des Student’s T-Test
ermittelt:

p < 0.05: hoch signifikant (**%*)

0.05 <p <0.10: signifikant (**)

0.10 <p <0.20: Trend zur Signifikanz (*)

2.7 Proteinanalysen

2.7.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentrationen, falls nicht anders erwidhnt, wurden nach der Methode von

Bradford (1976), mit Rinderserumalbumin zur Erstellung der Eichkurve, bestimmt.

2.7.2 Proteinextraktion

Unter fliissigem Stickstoff gemorsertes Pflanzenmaterial wurde mit fiinf Volumen
Homogenisationsmedium versetzt und fiir 10 - 15 min auf Eis inkubiert. Durch anschlieBende
Zentrifugation (10 min bei 15000 Upm) erfolgte die Fraktionierung der Proteine in 16sliche
und Membranproteine. Die 16slichen Proteine wurden mit Trichloressigsdure bis zu einer
Endkonzentration von 15% auf Eis prazipitiert, das Prédzipitat zweimal mit 80% igem Aceton
gewaschen, in der "SpeedVac"-Vakuumzentrifuge (Genevac SF50; Biometra, Gottingen)
getrocknet und in Probenpuffer (100mM NaCOs, 50 mM Dithioerythrit und 10% Saccharose)

resuspendiert. Die Membranproteine kamen direkt in Probenpuffer.
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2.7.3 Denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Fiir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden 15 pg Protein mit Laemmli-
Puffer (Laemmli, 1970) versetzt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach Laemmli (1970)
in denaturierenden, 12.5% igen SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE). Zum Anfirben der

Proteine wurde Silbernitrat (Blum et al., 1987) verwendet.

2.7.4 Proteintransfer

Der Proteintransfer fiir Western-blot-Analysen erfolgte auf PVDF-Membran (Amersham

Bioscience Europe GmbH, Freiburg) mittels Elektrotransfer (Owl Separation System; Peqlab

Biotechnology GmbH, Erlangen).

2.7.5 Immunreaktion und Proteinnachweis

Die immunologischen Analysen wurden nach Peskan et al. (2000) durchgefiihrt. Der

Nachweis der Peroxidase-gekoppelten sekunddren Antikorper erfolgte nach der ECL-
Methode (Adamska et al., 1993).

2.8 Elektronenmikroskopische Aufhahmen

Die elektronenmikroskopischen Bilder wurden freundlicherweise von Dr. W. Fischer (Institut

fiir Allgemeine Botanik, Friedrich-Schiller-Universitit Jena) aufgenommen.
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Ill. Ergebnisse

1 Proteomanalyse des TAC-Komplexes

1.1 Anreicherung einer transkriptionsaktiven Fraktion

Die Anreicherung des TAC-Komplexes erfolgte in mehreren chromatographischen Schritten.
Zunichst wurden die im kontinuierlichen Saccharosegradienten fraktionierten Chloroplasten
lysiert und die erhaltenen Proteine iiber die erste Gelfiltrationssiule aufgetrennt. Nach Elution
und Konzentration durch Ultrazentrifugation der transkriptionsaktiven Fraktionen wurde das
TAC entweder durch einen zweiten Gelfiltrationsschritt angereichert oder es schloss sich eine
Affinitéts- bzw. lonenaustauschchromatographie an. Auf diese Weise sollten einerseits der
TAC-Komplex angereichert und andererseits DNA/RNA-Bindeproteine aus dem TAC isoliert
werden. Die Isolation des TAC-Komplexes aus Arabidopsis thaliana erfolgte durch zwei
Gelfiltrationsschritte. Das TAC aus Sinapis alba wurde in unabhéngigen Isolationen mit allen
drei  genannten  biochemischen = Methoden  angereichert. Die  Analyse  der
Proteinzusammensetzung des TAC erfolgte im Anschluss der chromatographischen
Anreicherung bzw. nach gelelektrophoretischer Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE.
Eine Ubersicht iiber die erfolgten Arbeitsschritte ist in Abb. 1 gegeben.

‘ Chloroplastenisolation im Saccharosegradienten ‘

Y

‘ 1. Gelfiltration des Chloroplastenlysats ‘

2. Gelfiltration Ionenaustausch- oder Affinitits-
(Arabidopsis thaliana, Snapis alba) chromatographie
(Sinapis alba)

SDS-PAGE
Snapisalba

‘ Probenaufbereitung fiir Massenspektrometrie

MS und MS/MS

Sequestanalyse

Abbildung 1: Schema zur Anreicherung der TAC-Fraktion. Die Anreicherung des TAC-Komplexes aus

isolierten Chloroplasten erfolgte durch zwei Gelfiltrationsschritte (Arabidopsis thaliana und Sinapis alba) oder
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durch einen Gelfiltrationsschritt mit nachfolgender Affinitits- bzw. Ionenaustauschchromatographie (Snapis
alba). Die TAC-Proteine aus Senf, angereichert durch zwei Gelfiltrationssdulen, wurden aulerdem mittels SDS-
PAGE aufgetrennt. Nach tryptischer Verdauung der Proteine bzw. der Proteinbanden wurde die TAC-
Zusammensetzung im ESI-IONTRAP analysiert und schlieBlich mit Turbo Sequest (revision 2.0; Thermo, San
Jose, USA) identifiziert.

Mit Hilfe der Gelfiltration konnten die Chloroplastenproteine zundchst nach ihrer
MolekiilgroBe getrennt werden. Dabei eluierte das TAC, detektiert anhand der
Transkriptionsaktivitdt, im Ausschlussvolumen der Sdulen. Das Elutionsprofil der 2. Saule fiir

die Isolation des TAC aus Snapsisalba ist in Abb. 2 gezeigt.

2500 T

2000 1

1500 -

1000 -

500 +

0

Transkriptionsaktivitidt [DpM]

26 27 28 29 30 31 32 33 34

Fraktion

Abbildung 2: Elutionsprofil des TAC-Komplexes aus Snapis alba wihrend der 2. Gelfiltration. Die Elution der

TAC-Fraktionen wurde anhand der Transkriptionaktivitat verfolgt.

Die Enzymaktivitit wurde durch einen in vitro Transkriptionstest des gesamten
Chloroplastenlysats und der durch Ultrazentrifugation konzentrierten transkriptionsaktiven
Fraktionen nach erfolgter Gelfiltration gemessen und gemal Hallick et al. (1976) berechnet.
Die Berechnungen der spezifischen Transkriptionsaktivitdt der einzelnen Fraktionen zeigen,
dass eine 4- bis 8- fache Anreicherung der spezifischen Enzymaktivitit mit dem zweiten
Gelfiltrationsschritt im Verhidltnis zum ersten erreicht werden konnte (Abb. 3). Nach der
Affinitéts- und lonenaustauschchromatographie konnte keine Transkriptionsaktivitit in den

erhaltenen Fraktionen gemessen werden.
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Abbildung 3: Analyse plastiddrer transkriptionsaktiver Fraktionen. Spezifische Transkriptionsaktivitdten in
units/ug isoliert aus Arabidopsis thaliana (schwarz) und Sinapis alba (grau): Chloroplastenlysat, TAC-Fraktion

nach erster und zweiter Saulenreinigung.

Ein Vergleich des Proteinmusters einer TAC-Fraktion aus Snapis alba ldsst ebenfalls auf eine
Anreicherung des TAC-Komplexes durch einen weiteren Gelfiltrationsschritt schlieen.
Hierfiir wurden TAC-Fraktionen nach erster (TAC1: 7.5 x 10* units) sowie zweiter Gel-
filtration (TAC2: 1 x 10° units) in einem 12.5%igen SDS-Gel aufgetrennt. Einige abundante
Proteine des TACI sind im TAC2 nicht vertreten, so in den Bereichen von 90 - 100 kDa,
30 - 50 kDa und 10 - 20 kDa. Dagegen treten andere Banden erst im TAC2 stérker hervor:
3,9,10, 11, 19 und 20 (Abb. 4). Die in Abb. 4 mit Pfeilen gekennzeichneten Proteinbanden
des TAC2 wurden massenspektrometrisch untersucht. Dabei identifizierte Proteine sind in
Tab. 10 mit entsprechenden Informationen zu NCBI-Zugangsnummer (NCBI, National
Center for Biotechnology Information), Molekulargewicht, Peptidposition innerhalb des
korrespondierenden Proteins, Ladungszustand des Peptides, Differenz der gemessenen Masse

zur theoretischen Masse zusammengefasst (s. unter 3.2.1).
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Abbildung 4: Vergleich des Proteinmusters (Snapis alba) nach SDS-PAGE und Silberfarbung. In folgender
Reihenfolge wurde aufgetragen: Chloroplastenlysat (Spur 1); TAC1 (Spur 2, TAC-Fraktion nach erster
Gelfiltrationssdule an Sepharose 4); TAC2 (Spur 3, TAC-Fraktion nach zweiter Gelfiltrationssdule an
Sepharose 2). Dabei kam von den TAC-Fraktionen 1 und 2 jeweils die gleiche Menge Transkriptionsaktivitat
(units) zum Einsatz. Die GroBe eines Proteinmarkers ist links abgebildet. Die Pfeile symbolisieren

Proteinbanden, die massenspektrometrisch analysiert wurden.

1.2 Massenspektrometrische Analyse der TAC-Komponenten

1.2.1 Identifizierung der TAC-Proteine nach Gelfiltrationschromatographie

Zur Untersuchung der Proteinzusammensetzung der isolierten TAC-Fraktionen wurden
erstmals massenspektrometrische Analysen vorgenommen. Dazu wurden TAC-Komplexe aus
Arabidopsis thaliana und Snapis alba mit bereits beschriebenen Techniken angereichert.

Nach Entfernen der Nukleinsduren durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion wurde das
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Proteingemisch einer tryptischen Spaltung unterzogen und schlielich MS- und MS/MS-
Spektren mittels ESI-IONTRAP aufgenommen. Ferner wurde das nach zwei
Gelfiltrationssdulen angereicherte TAC aus Senfchloroplasten in einem eindimensionalen
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und nach erfolgter Silberfirbung die Banden
ausgeschnitten, mit Trypsin verdaut und ebenfalls im ESI-IONTRAP untersucht (3.2.3). Die
Identifizierung der Peptide erfolgte durch einen Massenvergleich der ermittelten Massen mit
theoretischen Peptidmassen aus der Arabidopsis-Datenbank (ftp://ftp.arabidopsis.org/
Sequences/blast datasets/) mit Hilfe der Software Turbo Sequest (revision 2.0; Thermo, San
Jose, USA). Bei TAC-Isolationen aus Snapis alba erfolgte die Analyse der Massenspektren
ebenfalls gegen die Arabidopsis-Datenbank.

In Tab. 8 sind die in TAC-Fraktionen aus Arabidosis thaliana und Snapis alba identifizierten

Proteine aufgelistet. Fiir die Zusammenstellung galten folgende Kriterien:

(1) Der mittels Sequest ermittelte Korrelationsfaktor X besitzt Werte von > 1.5,
2.5 oder 3.5 fiir einfach, zweifach oder dreifach geladene Peptidionen.

(i)  Mindestens zwei verschiedene Peptide innerhalb des korrespondierenden Proteins
wurden in einer unabhdngigen TAC-Isolation gefunden.

(iii)) Die Proteine konnten in mindestens zwei unabhidngigen TAC-Préaparationen

detektiert werden.

Entsprechend den Kriterien konnten folgende Proteine identifiziert werden: (i) 14
klassifizierte Proteine, die an unterschiedlichen plastidenlokalisierten biochemischen
Prozessen beteiligt sind, wie Transkription, Replikation, Translation, Detoxifikation,
Proteinmodifikation sowie Metabolismus und (ii) zwdlf Proteine mit unbekannter
biologischer Funktion, denen moglicherweise ebenfalls eine Beteiligung am plastiddren
Replikations-, Transkriptions- oder Translationssytem zukommt. Neben den vier
Untereinheiten a, B, B” und B’ des core-Enzyms der plastidiren RNA-Polymerase konnten
auch Komponenten nachgewiesen werden, die bereits in einer hochgereinigten Fraktion der
16slichen RNA-Polymerase aus Snapis alba beschrieben worden sind. Dazu gehoren die
Eisen-Superoxid-Dismutasen (FE-SOD) und die Fruktokinase-dhnlichen Proteine (PFKB).
Bei FE-SOD3 (FSD3, At5g23310) und der PFKB2 (At3g54090) handelt es sich exakt um die

gleichen Proteine, die in der 16slichen RNA-Polymerase-Fraktion aus Senfchloroplasten
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massenspektrometrisch detektiert wurden (Ogrzewalla, Dissertation 2001; Ogrzewalla et al.,
2002; Link, 2003). Unter den identifizierten Proteinen befinden sich auBBerdem eine putative
DNA-Polymerase A (At3g20540) und zwei putative Untereinheiten der DNA-Gyrase
(At3g10690 und At3gl10270), die an Replikationsprozessen beteiligt sind. Vom
Translationssystem konnte der Elongationsfaktor EF-Tu (elongation factor Tu, At4g20360)
und das ribosomale Protein L12-A (50S ribosomal protein L12-A, At3g27830) eindeutig
identifiziert werden. Des Weiteren kam in mehreren unabhédngigen TAC-Isolationen ein
putatives Thioredoxin (At3g06730) vor. Von zwdlf Proteinen unbekannter Funktion wurden
neun mit einer Sequenzabdeckung von 19 - 42% identifiziert: (1) PTAC1 (DNA-binding
protein-related, Atlgl14410), (2) PTAC3 (SAP domain-containing protein, At3g04260), (3)
PTAC4 (PspA/IM30 family protein, At1g65260), (4) PTAC6 (expressed protein, Atl1g21600),
(5) PTAC7 (expressed protein, At5g24314), (6) PTAC8 (expressed protein, At2g46820),
(7) PTACI0 (hypothetical protein, At3g48500), (8) PTACI11 (hypothetical protein,
At2g02740) und (9) PTACI12 (unknown protein, At4g20010). Bei drei weiteren Proteinen lag
eine Sequenzabdeckung von weniger als 15% vor: PTAC2 (pentatricopeptide repeat-
containing protein, Atlg74850), PTACS5 (peptidoglycan-binding domain-containing protein,
At4g13670) und PTAC9 (expressed protein, At4g20010; [Tab. 11]).

Achtzehn der identifizierten Proteine konnten sowohl in TAC-Fraktionen aus Arabidopsis
thaliana als auch aus Snapis alba identifiziert werden. Eine Ausnahme bilden die putative
DNA-Polymerase A (At3g20540), FE-SOD1 (At5g51100), PFKBI1 (Atl1g69200), PTAC8
(At2g46820), PTACY9 (At4g20010) und PTACI2 (At2g34640). Diese wurden nach
Gelfiltrations- bzw. Affinitdtschromatographie ausschlieBlich im TAC von Arabidopsis
thaliana detektiert. Dagegen waren das ribosomale Protein L12-A (At3g27830) und
Pspa/IM30-Protein  (At1g65260) nur in Senf-TAC-Fraktionen nachweisbar. Da bei
massenspektrometrischen Analysen von Senfproteinen nur eine Arabidopsis-Datenbank zur
Verfligung stand, ist es wahrscheinlich, dass einige TAC-Proteine aus Snapis alba auf Grund
der Sequenzabweichung zu Arabidopsis nicht identifiziert werden konnten. Andererseits sind
auch art- und entwicklungsspezifische Unterschiede in der TAC-Zusammensetzung moglich.
Letztere konnten erkldren, warum einige der identifizierten Proteine in Senf aber nicht in

Arabidopsis vorzufinden sind.
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In Abb. 5 sind ausgewdhlte MS/MS-Spektren dargestellt,

die die Signifikanz der

identifizierten Proteine veranschaulichen sollen. Hierflir wurde jeweils das MS/MS-Spektrum

des Peptides hochster Intensitédt abgebildet.
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Abbildung 4: MS/MS-Spektren ausgewihlter Ionen. Die gemessenen lonen sind theoretischen b-Typ-(N-

terminal, rot) und y-Typ-(C-terminal, blau) Fragmenten zugeordnet. Die mittels Turbo Sequest (revision 2.0;

Thermo, San Jose, USA) ermittelte Peptidsequenz ist oberhalb der korrespondierenden Spektren abgebildet: (A)
[M+2H]*" 1090.92 (RNA polymerase alpha chain); (B) [M+2H]*" 1479.29 (PTAC6); (C) [M+2H]*" 882.71

(PTAC2) und (D) [M+2H]** 886.82 (PTAC12).
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Neben den in Tab. 8 aufgefiihrten Proteinen wurden weitere Proteine identifiziert, die jedoch
auf Grund ihrer Funktion als Kontaminationen zu interpretieren sind. Solchermallen wurden
nachstehende Proteine ausgeschlossen:

(1) Photosyntheseproteine

(i)  plastiddre Biosyntheseproteine

(iii)  nicht plastidenlokalisierte Proteine
Darunter befinden sich v. a. stark exprimierte chloroplastidire Membranproteine. Des
Weiteren wurden ein mitochondriales Protein sowie zwei nukledre Histonproteine detektiert

(Tab. 9).

Protein® Genlokalisation” Kompartiment"
Photosynthese

light-harvesting chlorophyll a/b binding proteins Nukleus Chloroplast
photosystem Il protein D2 Chloroplast Chloroplast
photosystem Il protein D1 Chloroplast Chloroplast
photosystem Il 44 kDa protein Chloroplast Chloroplast
putative component of cytochrome B6-F complex Nukleus Chloroplast
ATP synthase CF1 beta chain Chloroplast Chloroplast
ATPase alpha subunit Chloroplast Chloroplast
Biosynthese, Metabolismus

ribulose-bisphosphate carboxylase activase, putative Nukleus Chloroplast
dihydrolipoamide dehydrogenase, putative Nukleus Chloroplast
dihydrolipoamide S-acetyltransferase, putative Nukleus Chloroplast
dihydrolipoamide S-acetyltransferase protein Nukleus Chloroplast
Mur ligase family protein Nukleus Chloroplast
heme oxygenase 2 (HO2) protein Nukleus Chloroplast
glycosyl hydrolase family 1 protein Nukleus unbekannt
adenylate translocator protein Nukleus Mitochondrium

Chromosomenorganisation
histone H2A, putative Nukleus Nukleus
histone H4 Nukleus Nukleus

Tabelle 9: In TAC-Fraktionen identifizierte Proteine, die auf Grund ihrer Funktion bzw. Kompartimentierung
keine weitere Beriicksichtigung fanden.

* englische Bezeichnung des Proteins in der Arabidopsis-Datenbank

® Kodierungsort des Gens

¢ Proteinlokalisation
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1.2.2 Identifizierung der TAC-Proteine nach Affinitéts- bzw. lonenaustausch-

Chromatographie

Proteine des TAC aus Sinapis alba sind mit weiteren chromatographischen Methoden
angereichert und ebenfalls massenspektrometrisch untersucht worden. Dazu wurde das nach
einem Gelfiltrationsschritt isolierte TAC einer Affinititschromatographie an Heparin-
Sepharose- bzw. einer lonenaustauschchromatographie an Q-Sepharose unterzogen. In Tab. 8
sind identifizierte Proteine dieser Fraktionen und die angewandten biochemischen Methoden,
mit denen die jeweiligen Peptide detektiert wurden, angegeben.

Beide biochemische Methoden fiihrten nicht zur Identifizierung neuer Komponenten. Im Fall
der Ionenaustauschchromatographie an Q-Sepharose konnte neben Untereinheiten der RNA-
Polymerase nur PTAC3 (SAP domain-containing protein, At3g04260) eindeutig identifiziert
werden. Mit Hilfe der Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose wurden aus zuvor
durch Gelfiltration angereichertem TAC erfolgreich DNA/RNA-bindende Proteine isoliert.
Dazu gehoren Untereinheiten der RNA-Polymerase, DNA-Polymerase A (At3g20540), beide
Gyrasen (At3g10270 und At3gl0690) sowie der Elongationsfaktor EF-Tu (At4g20360).
Weiterhin wurden in dieser Fraktion Proteine unbekannter Funktion nachgewiesen, die
entsprechend computerbasierender Analysen mittels InterPro Scan (Apweiler et al., 2000),
PROSITE (Falquet et al., 2002) und Pfam (Sonnhammer et al., 1997; Bateman et al., 2000)
DNA/RNA-Bindemotive, wie PPR, SMR, SAP und S1 aufweisen (Tab. 11). Unter diesen
Proteinen befinden sich PTAC2 (At1g74850), PTAC3 (At3g04260) und PTACI0
(At3g48500).

1.2.3 Identifizierung der TAC-Proteine nach SDS-PAGE

Durch zwei Gelfiltrationssdulen angereicherte TAC-Fraktionen von Chloroplasten aus Sinapis
alba wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abb. 4), nach Silberfarbung die sichtbaren
Proteinbanden ausgeschnitten und mit Trypsin im Gel verdaut. Die Proteine kamen
schlieBlich im ESI-IONTRAP zur Analyse. Dabei konnten ein weiteres Protein (At2g05430)
und dreizehn der im Komplex identifizierten Proteine nachgewiesen werden (Tab. 10). Die

voneinander abweichenden theoretischen Molekulargewichte bei Senf- und Arabidopsis-
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Proteinen konnen auf artspezifischen Unterschieden, Degradation und/oder Modifikation

derselben beruhen.

Bande MG  Protein® Position® Z' AM® X, Zugangs-
[kDa] nummer®
1 19-21  ThR (thioredoxin, putative) 79-90 2 -02 435  gi|l15230779
80-90 2 -05 4.04
148-161 2 -0.1 4.16
histone H4 61-68 2 -0.6 2.53  gi|15226944
69-78 2 -1.3 3.16
histone H3 174-180 1 02 2.55  gi9369379
2 22-23  ThR (thioredoxin, putative) 132-142 2 -02 2.50  gi|15230779
histone H3 174-180 1 04 1.94  gi|9369379
218-223 1 09
3 24-25  hypothetical protein (At2g05430) 140-156 2 -12 2.50  gi|15224529
4 26-28 7
5 30-32  hypothetical protein (At2g05430) 140-156 2 -04 2.51  gi|15224529
6 33-35  hypothetical protein (At2g05430) 140-156 2 -09 270 gi|15224529
7 36-38  ATP synthase CF1 beta chain 179-191 2 -1.1 3.05  gi|7525040
8 39-40 PTACI (DNA-binding protein-related) 248-263 2 -15 293  gi|15223748
9 42-44  PTACI (DNA-binding protein-related) 81-89 2 -07 2.55  gi|15223748
181-199 2 1.2 3.78
PTACI11 (hypothetical protein) 85-93 2 -0.7 2.55  gi|15227028
10 54-55  superoxide dismutase [Fe], putative 253-262 2 -04 292  gi|15241373
pfkB-type carbohydrate kinase family 578-597 2 270 -0.2  gi|15222232
protein
ATP synthase CF1 beta chain 278-291 2 -0.8 3.72  gi|7525040
292-312 2 08 2.92
11 60-62  RNA polymerase beta" chain 1083-1091 2 -0.7 322 gil7525023
PTAC9 (expressed protein) 121-130 2 -0.1 320  gi|18415421
288-299 2 -0.1 3.12
12 70-72  PTACSG (expressed protein) 189-208 2 -02 336 gi|18395008
149-161 2 -05 3.02
209-213 1 0.0 1.62
273-279 1 03 1.54
pfkB-type carbohydrate kinase family 146-160 2 -0.6 320  gi|15232415
protein 165-170 1 02 1.57
13 78-80  RNA polymerase beta' chain 327-341 2 -0.7 328  gi]7525024
461-474 2 -14 4.02
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Bande MG®  Protein® Position® Z' AM® X Zugangs-
[kDa] nummer®
595-605 2 -1.0 3.01
PTACG (expressed protein) 149-161 2 -0.7 2.69 gi\18395008
hypothetical protein (At2g05430) 140-145 2 00 2.60  gi|15224529
14 82-84 PTACI10 (hypothetical protein) 609-622 2 -1.0 2.52 gi‘ 15228384
15 85-87 PTACS (peptidoglycan-binding domain- 80-92 2 -1.0 3.26 gi‘ 15236331
containing protein)
16 88-91 PTACS (peptidoglycan-binding domain- 80-92 2 -0.2 3.56 gi\ 15236331
containing protein)
17 95-100 ?
18 135-145 PTACIO0 (hypothetical protein) 41-46 2 -0.3 3.18 gi‘15228384
95-114 2 0.7 3.47
19 150-160 PTAC3 (SAP domain-containing protein) 703-713 2 -03 2.85 gi|15229259
618-631 2 02 4.22
RNA polymerase beta" chain 1083-1091 2 0.0 2.63  gi|7525023
1144-1151 2 -05 291
1206-1214 2 1.1 2.53
20 165-175 DNA-dependent RNA polymerase 646-977 2 -02 329  gi]7525025
subunit beta
RNA polymerase beta" chain 138-150 2 -03 329  gi]7525023
266-276 2 -02 2.53
511-525 2 -0.1 3.09
1144-1151 2 -0.6 2.74

Tabelle 10: Identifizierte Peptide aus TAC-Fraktionen aus Sinapis alba nach SDS-PAGE

* Molekulargewichtsbereich

® Identifiziertes Protein (englische Bezeichnung nach NCBI)

¢ Peptidposition innerhalb des korrespondierenden Proteins
4 Ladungszustand des Peptides

¢Differenz der gemessenen Masse zur theoretischen Masse
TKorrelationsfaktor basierend auf dem Sequestalgorithmus
£ Zugangsnummer des korrespondierenden Proteins

1.3 Datenbankanalysen putativer Proteine

Zur Strukturuntersuchung wurden die im TAC identifizierten Proteine unbekannter Funktion

mit den Programmen InterPro Scan (Apweiler et al., 2000), PROSITE (Falquet et al., 2002)

und Pfam (Sonnhammer et al.,1997; Bateman et al., 2000) auf bekannte Proteindoméinen

analysiert. Da es sich ausschlielich um kernkodierte Proteine handelt, wurden dariiber hinaus
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Vorhersagen zur plastiddren Transitsequenz mittels Predotar (Small et al., 2004), ChloroP und
TargetP (Emanuelsson et al., 1999; 2000) getroffen. Die dabei ermittelten Motive und
Transitsequenzen sind in Tab. 11 zusammengestellt. Zusdtzlich sind in dieser Tabelle
sequenzdhnliche Proteine erfasst, die durch computergestiitzte Analysen mit BLASTP
(Altschul et al., 1997) gefunden wurden.

Gemdll datenbankbasierenden Ermittlungen theoretischer Transitpeptide sind fiir die
untersuchten Proteine chloroplastididre Transitsequenzen vorhergesagt. Entsprechend den
Transitsequenzen und Proteinstrukturen (z. B. Hydrophobizitit; Daten nicht gezeigt) handelt
es sich bei diesen Proteinen mit groBer Sicherheit um stromale Proteine. Fiir PTAC9 sind

keine deutlichen Lokalisationsvorhersagen moglich (Tab. 11).

Mit den aktuell verfiigbaren Programmen zur Untersuchung der Proteinstruktur konnten nicht
fiir alle im TAC identifizierten Proteine bekannte Motiv ermittelt werden. Unter den
ermittelten Proteindominen sind v.a. DNA/RNA-Bindemotive vorzufinden. So konnten
folgende Bindemotive fiir Nukleinsduren gefunden werden: PPR (pentatricopeptide repeat),
SAP, S1 und SMR (small MutS-related domain). Andere Doméinen der PTAC-Proteine wie
TPR (tetratricopeptide repeat) und Dnal spielen bei Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle
(Silver und Way, 1993; Blatch und Lissle, 1999).

Bei der PPR-Doméne handelt es sich um eine im Pflanzenreich sehr verbreitete
Sequenzwiederholung von 35 Aminoséduren in bis zu 18 Kopien (Small und Peeters, 2000;
Lurin et al., 2004). Zu dieser Gruppe gehdren beispielsweise CRP1 und PGR3. Beide sind an
posttranskriptionaler Regulation der plastiddren Genexpression beteiligt: CRP1 an RNA-
Prozessierung (Fisk et al., 1999) und PGR3 an RNA-Stabilisierung (Yamazaki et al. 2004).
Das im TAC identifizierte, die PPR-Motive enthaltende Protein PTAC2 weist 15 solche
Sequenzwiederholungen, eine  SMR-Domine, zwei  TPR-Motive sowie eine
Prenylyltransferase-Domine auf (s. unter 2.2). SMR-Motive zeigen Homologien zu E. coli
MutS-Genen. Mitglieder dieser weit verbreiteten Genfamilie umfassen Proteine, die an DNA-
Reparaturmechanismen beteiligt sind (Modrich und Lahue, 1996; Moreira und Philippe,
1999). Homologe Vertreter der MutS-Familie spielen bei Chromosomensegregations- und
Crossing-over-Ereignissen eine Rolle (Ross-Macdonald und Roeder, 1994; Eisen, 1998). Die
TPR-Doméne ist ebenfalls eine verbreitete Sequenzwiederholung von 3 bis 16 Kopien,
jeweils bestehend aus mindestens 34 Aminosduren (Lamb und Tugendreich, 1995). TPR-

Strukturen vermitteln Protein-Protein-Interaktionen (Das et al., 1998; Blatch und Léssle, 1999)
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sowie die Assemblierung von Multiproteinkomplexen (D'andrea und Regan, 2003). So sind
beispielsweise in Sojabohnen TPRs an der Assemblierung des HSP70/HSP90 Multi-
Chaperone-Komplexes beteiligt (Zhang et al., 2003). Weiterhin ist eine Prenylyltransferase-
Doméne auszumachen. Bekannte Proteine mit derartigen Doménen sind Prenyltransferasen,
die den Transfer von Prenylgruppen auf C-terminale Cysteinreste wichtiger Komponenten
verschiedener Signaltransduktionsprozesse katalysieren (Zhang und Casey, 1996; Long et al.,
2001).

Das SAP-Motiv des PTAC3 ist ein weiteres DNA-Bindemotiv, das im Zusammenhang mit
DNA-Reparatur (Goffeau et al., 1996; Johnston et al., 1997) sowie nukledrer Chromosomen-
organisation beschrieben wurde (Gohring et al., 1997; Aravind und Koonin, 2000). Eine
bekanntes Protein mit einer SAP-Domine ist das RADI18 Protein, dass in Saccharomyces
cerevisiae fiir postreplikative Reparaturen durch UV beschiddigter DNA verantwortlich ist
(Bailly et al., 1997).

Dariiber hinaus wurde eine RNA-Bindedoméne in PTACI10 identifiziert. Dieses Motiv wurde
urspriinglich im ribosomalen Protein S1 in E. coli entdeckt (Subramanian, 1983). Durch
Interaktion mit Ribosomen und spezifischen mRNA-Sequenzen stromabwirts der
Ribosomenbindungsstelle ermoglichen S1  Proteine gramnegativer Bakterien die
Translationsinitiation (Boni et al., 1991). S1-Domédnen wurden bereits in anderen RNA-
assoziierten Proteinen gefunden, wobei die Anzahl der S1-Motive verschiedener Proteine
variiert.

Auf Grund der hohen Homologie zu p24 sind PTACI und PTACI11 moglicherweise weitere
nukleinsdurenbindende TAC-Komponenten. Im Kern {ibernehmen sie wichtige Aufgaben der
Transkription (Desveaux et al., 2002).

Das PspA/IM30-Protein (PTAC4) ist seiner Struktur nach ein Vertreter der PsaA-Familie, die
viele Mitglieder gleicher evolutiondrer Herkunft (Westphal et al., 2001) aber unter-
schiedlicher Funktion umfasst. So ist das PsaA-Protein von E. coli ein Supressor der ™ -
abhédngigen Transkription (Dworkin et al., 2000). Weitere PspA-Homologe sind: das Kalte-
Schock-Protein PspB aus Bacillus subtilis (Graumann et al., 1996), das membranassoziierte
Protein IM30 aus Pisum sativum (Li et al., 1994) sowie das homologe Arabidopsis-Protein
Vippl, das wesentlich an der Thylakoidbiogenese beteiligt ist (Kroll et al., 2001).
Peptidoglukan-Bindedoménen, wie z. B. bei PTACS, sind fiir Enzyme charakteristisch, die an
Zellwandbiosynthesen beteiligt sind (Foster, 1991). PTACS besitzt auerdem ein DnaJ-Motiv.

Letztere ermdglichen spezifische Proteininteraktionen, wie es fiir DnaJ und DnaJ-homologe
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Proteine in E. coli bzw. S. cerevisiae gezeigt werden konnte (Liberek et al., 1991; Silver und
Way, 1993; Cyr et al., 1994).
Zur Funktion der DUF731-Doméne des PTAC9-Proteins kann bisher keine Aussage getroffen

werden.
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2 Charakterisierung von Komponenten des TAC

2.1 Identifizierung von Mutanten

Um offenen Fragen der plastiddren Transkription nachzugehen, bestand in der weiteren Arbeit
grofBes Interesse an der Identifizierung neuer essentieller Proteine, die an regulatorischen
Transkriptionsprozessen sowie posttranskriptionellen Modifikationen beteiligt sind. Dazu
wurde ein Ansatz gewihlt, bei dem mit knock-out-Mutanten gearbeitet wurde. Bei diesen
Mutanten handelt es sich um T-DNA-Insertionsmutanten entsprechender Proteine, die im
TAC identifiziert wurden (Tab. 8). Die Arabidopsis-Mutanten wurden {iber das Nottingham
Arabidopsis Stock Center (NASC) bezogen. SchlieBlich sollte durch Untersuchungen der
Genexpression in den Mutanten ermittelt werden, auf welcher Ebene ein Defekt vorliegt.

Bei diesem Ansatz konnten drei Linien isoliert werden, die im homozygoten Zustand im
Vergleich zum WT eine visuell erkennbare Defizienz in ihrer Chlorophyllpigmentierung

aufweisen (Tab. 12).

Genlokus Genbezeichnung Salk-Linie Mutantenbezeichnung
Atlg74850 ptac2 Salk 075736 atpll
At1g21600 ptac6 Salk_024431 atpl2
At2g34640 ptacl2 Salk_025099 atpl3

Tabelle 12: Uber NASC bezogene Salk-Linien.

2.1.1 Phénotypische Charakterisierung der Mutanten

Unter autotrophen Anzuchtbedingungen der Pflanzen bewirkt die T-DNA-Insertion in den
korrespondierenden Genen Atlg74850 (ptac2), Atlg21600 (ptac6) und At2g34640 (ptacl?)
eine Keimlingsletalitit. Nach Keimung homozygoter Mutanten entwickeln sich zunichst
Pigment-defiziente Kotyledonen. Im weiteren Verlauf der Entwicklung werden keine
Primérblétter gebildet. Hingegen entwickeln sie sich auf zuckerhaltigem MS-Medium zu

Rosettenpflanzen, die im Vergleich zum WT deutlich kleiner sind und eine geringere
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Chlorophyllpigmentierung aufweisen. Fiir homozygote atp/1-Pflanzen ist charakteristisch,
dass sie zunidchst gelbe Kotyledonen ausbilden. In ihrer weiteren Entwicklung werden
griinliche Primidr- und Folgeblatter angelegt (Abb. 6). Eine solche entwicklungsbedingte

Pigmentierungsdnderung konnte bei atp/2 und atp/3 nicht beobachtet werden.

WT atpli  aipi3 atpi2

Abbildung 6: Phinotyp von atpll, atpl2 und atpl3 nach 12 (A, B, C und E) und 18 Tagen (D), gezogen unter
Langtagsbedingungen auf MS-Medium.

Typischerweise bilden homozygote Mutanten beider letztgenannten Linien im
Kotyledonenstadium verstirkt Anthocyane. Wihrend sich aus afp/3-Keimlingen griinliche

Pflanzen entwickeln, bleibt fiir atp/2 die gelbliche Pigmentierung charakteristisch. Schoten
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heterozygoter Pflanzen zeigen anhand der Samenpigmentierung eine mendelsche Segregation.
In Abb. 6 sind homozygote Pflanzen der untersuchten Linien in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien dargestellt.

2.1.2 Segregationsanalysen der T-DNA-Linien

Zur Untersuchung der Kopienzahl der T-DNA im Genom der Salk-Linien wurden
Segregationsanalysen der durch die Insertion bedingten bleichen Phidnotypen sowie der
vermittelten Kanamyzinresistenz durchgefiihrt. Da es sich um rezessive nukledre Mutationen
handelt, ist eine Aufspaltung des Phéanotyps von 1:3 (25% bleiche Pflanzen) und beziiglich
der Kanamyzinresistenz eine Aufspaltung von 3:1 (75% kanamyzinresistent) zu erwarten.
Entsprechende Aufspaltungsverhéltnisse konnten in allen drei untersuchten Linien beobachtet
werden (Tab. 13). Innerhalb der kanamyzinresistenten Pflanzen befanden sich
erwartungsgemdll ca. 33% mit einem bleichen Phédnotyp. Aus diesen Daten kann
geschlussfolgert werden, dass in den untersuchten Linien der Phédnotyp sowie die

Kanamyzinresistenz an die Mutation gekoppelt ist.

Mutante ~ Anzahl bleich% WT% x* Anzahl Kana®% Kana®% > bleich/ Kana®" %

atpll 1629 26.2 73.8 1.27 412 72.6 27.4 1.22 355 0.8
7

atpl2 841 24.2 75.8  0.23 398 76.3 23.7 0.50 30.1 1.78

atpl3 768 22.8 772 1.99 425 74.6 254 0.05 31.1 1.06

Tabelle 13: Segregationsanalysen des Phinotyps und der Kanamyzinresistenz. Bei y>-Werten < 3.84 kann eine
Kopplung des Phénotyps bzw. der Kanamyzinresistenz an die Mutation mit einer Wahrscheinlichkeit von 95%

angenommen werden. S: sensitiv; R: resistent.
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2.1.3 Ultrastrukturelle Analysen der Chloroplasten

Aus den Abbildungen Abb. 7A - D geht hervor, dass vielfiltige ultrastrukturelle Ver-
anderungen an den Membransystemen der Chloroplasten der Mutanten im Vergleich zum WT
erfolgt sind. Wihrend die Chloroplasten des WT (Abb. 7A) kaum thylakoidfreie
Stromabereiche aufweisen, sind dicht gepackte Thylakoidzisternen in den Mutanten nur selten
zu beobachten (Abb. 7A - D). Im WT sind neben dem Vorkommen von Stirkekoérnern im
Unterschied zu untersuchten Mutanten nur wenige Plastoglobuli im Stroma der Chloroplasten

eingeschlossen.

Abbildung 7: Ultrastukturelle Analysen der Plastiden: (A) WT; (B) awpll; (C) atpl2 bzw. (D) atpl3. Die
elektronenmikroskopischen Bilder wurden freundlicherweise von Dr. Fischer (Institut fiir Allgemeine Botanik,

Friedrich-Schiller-Universitét Jena) aufgenommen.
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In atpll sind Zisternen der nur in geringer Anzahl auftretenden Grana ungleich aufgeweitet.
Besonders periphere Granathylakoide konnen zu weitlumigen Vesikel aufgebliht sein. Enge,
die Grana untereinander vernetzende Stromathylakoide fehlen. Es gibt keine Hinweise auf
Ablagerung von Assimilationsstirke. Plastoglobuli treten herdférmig oder verstreut auf, von
denen einige in engem Kontakt mit den o. g. Membranvesikeln stehen (Abb. 7B).
Chloroplasten von atpl2 weisen keine Granastrukturen auf. An ihre Stelle treten Vesikel von
ovaler Gestalt, die oftmals iiber die Hélfte des Chloroplastenlumens einnehmen. Hingegen
durchziehen langere Stromathylakoide den peripheren Chloroplastenbereich — durch Zunahme
von Stirkematerial im Zentrum an den Chloroplastenrand gedridngt. Es wird hédufig eine
Vielzahl von Plastoglobuli in rdumlicher Ndhe zu den o. g. vesikuléren Gebilden beobachtet
(Abb. 7C).

Eine spirliche Ausprigung des Thylakoidsystems tritt auch in atp/3 auf. Membranstrukturen
sind vorzugsweise in der Peripherie des Chloroplastenareals angeordnet. Besonders auffillig
sind die abnorm aufgeweiteten Zisternen. Den weitaus groten Anteil des Stromas nehmen
thylakoidfreie Bereiche ein. Eine Akkumulation von Speicherstirke wird nicht beobachtet.

Plastoglobuli sind in groerer Anzahl herdférmig verteilt (Abb. 7D).

2.1.4 Genotypische Analyse der T-DNA-Mutanten

Die Unterscheidung der Insertionsmutanten vom WT auf molekularer Ebene erfolgte mit
Hilfe der PCR-Amplifikation. Ein Amplifikat konnte nur in folgenden Féllen erhalten werden
(Abb. 8):

(1) Amplifikation benachbarter Sequenzbereiche der T-DNA-Insertion mit einem
genspezifischen Primer (LP) in Kombination mit einem T-DNA-spezifischen

Primer (LBal bzw. LBb1) bei homo- und heterozygoten Mutanten

(i1) Amplifikation des WT-Allels mit zwei genspezifischen Primern (LP und RP) bei
heterozygoten Mutanten und WT
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LP

Genomische DNA <

Abbildung 8: Strategie zur Unterscheidung zwischen WT und Mutanten. RP: rechter genspezifischer Primer.
LP: linker genspezifischer Primer. LBal bzw. LBbl: T-DNA-spezifische Primer.

Zur Verifizierung der vom NASC-Institut angegebenen Insertionsstellen wurden die
Amplifikate kloniert und sequenziert. Nach erhaltenen Sequenzdaten konnte rekonstruiert
werden, dass die T-DNA in ptac2 im 3. Exon zwischen der 2571. und 2572. Base vom 5°-
Ende inseriert ist. Dagegen befindet sich die T-DNA in ptac6 im 1. Intron nach der 518. Base.
Ptacl? tragt die Insertion im 8. Intron zwischen der 2285. und 2286. Base (Abb. 9).

A

El E2 E3 E4
At1g74850 2571 bp
B El E2 E3 E4 E5 E6
At1g21600 518 bp
C El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9
At2g34640 2285 bp

Abbildung 9: Schema der T-DNA-Insertionsstellen. Die Anzahl der Basenpaare bezieht sich auf die Position der
T-DNA zum 5’-Ende der Gene: (A) ptac2 [At1g74850]; (B) ptac6 [At1g21600] bzw. (C) ptaci2 [At2g34640].
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2.1.5 Expression der genspezifischen mRNAs in den knock-out-Linien

Ein T-DNA enthaltendes Gen wird in seiner Struktur verdndert und somit inaktiviert
(Babiychuk ef al., 1997; Krysan ef al., 1999). Um den Effekt der T-DNA-Insertion auf die
Genexpression der betreffenden Gene in den Sal/k-Linien zu untersuchen, wurde RT-PCR mit
Gesamt-RNA aus homozygoten Mutanten und WT durchgefiihrt. Dabei kamen T-DNA
eingrenzende Oligonukleotide zur Verwendung (Tab. 1). In WT-Pflanzen konnten Transkripte
erwarteter Grofle nachgewiesen werden (ptac2: 775 bp, ptac6: 587 bp und ptaci2: 393 bp).
Dagegen waren keine Transkripte in homozygoten Mutanten detektierbar (Abb. 10).
Offensichtlich ist durch die T-DNA-Insertion eine Expression dieser Gene nicht moglich.
Dass eine Kontamination der RNA mit genomischer DNA bestand, kann anhand der
FragmentgroBen ausgeschlossen werden, da nur Fragmente in Lidnge der cDNA amplifiziert

worden sind.

974
831
564

atpll

974
831
564

atpl?

974
831
564

atpl3

Abbildung 10: RT-PCR Analysen mit Gesamt-RNA aus WT und homozygoten Salk-Mutanten. Nach
Erststrangsynthese mit Oligo-(dT)-Nukleotiden folgte die PCR-Reaktion mit genspezifischen Oligonukleotiden.
Zur Amplifikation von ptac2, ptac6 und ptacl? wurden 34, 30 bzw. 45 Zyklen durchgefiihrt. Als

Kontrollreaktion wurde genomische DNA mit den gleichen genspezifischen Oligonukleotiden amplifiziert.
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2.2 Strukturanalysen der Proteine

Mit Hilfe computergestiitzter Analysen (http://us.expasy.org/tools/) wurden Struktur-
eigenschaften der TAC-Proteine PTAC2, PTAC6 und PTACI12 berechnet. Entsprechend
diesen Strukturvorhersagen weisen die untersuchten Proteine hauptsidchlich Helixstrukturen
auf. Das bestimmte Molekulargewicht, der theoretische isoelektrische Punkt sowie die
Proteinstruktur sind in Tab. 14 angegeben. Des weiteren erfolgte mittels InterPro Scan
(Apweiler et al., 2000), PROSITE (Falquet et al., 2002) und Pfam (Sonnhammer et al.,1997,
Bateman et al., 2000) eine Suche nach bekannten Proteindoménen. Dabei konnten fiir PTAC2
die beiden DNA/RNA-Bindemotive PPR und SMR sowie zwei TPR-Doménen identifiziert
werden (s. unter 3.3). Die ermittelten Doménen und ihre Position innerhalb des Proteins sind
in Tab. 14 zusammengefasst und in Abb. 11 schematisch dargestellt. PTAC6 und PTAC12

konnten keine bekannten Doménen zugeordnet werden.

Protein ~ MG* Ip° Struktur ™" Doméne Position E-Value®

PTAC2 96.3 5.67  Alpha Beta 0 PPR 142-176 1.9¢e-08
PPR 177-211 4.1e-10
PPR 212-247 0.82
PPR 248-282 1.7e-09
PPR 283-317 0.00071
PPR 318-352 5.9¢e-10
PPR 353-387 2.5e-06
PPR 388-422 5.7e-08
PPR 423-457 0.0018
PPR 458-492 0.024
PPR 493-527 0.0079
PPR 528-562 1.2e-05
PPR 563-597 0.011
PPR 598-631 0.57
PPR 669-703 0.25

TPR-like 268-415 4.5¢-33

TPR-like 416-697 6.1e-27
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SMR 710-798 5.6e-19
Prenylyltransferase 81-267 7.9e-25
PTAC6 37.4 4.82  All Beta 0 -

PTACI2 623 5.06  Alpha Beta 0 -

Tabelle 14: Struktureigenschaften und Proteindoménen.
* MG, Molekulargewicht

® Ip, Isoelektrischer Punkt

¢ TM, Anzahl der Transmembrandoméinen

4 Wahrscheinlichkeit der zufilligen Ubereinstimmung der ermittelten Proteindoméinen

A TP PT PPR/TPR-like SMR

ey = | B

B TP

C TP
PTAC12 | |

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Proteinstruktur von: (A) PTAC2, (B) PTAC6 und (C) PTACI12.
TP: Transitpeptid (schwarz). PT: Prenylyltransferase (quer gestreift). PPR: pentatricopeptide repeats (hellgrau).
TPR: fetratricopeptide repeats (schrig gestreift). SMR: small MutS-related domain (dunkelgrau).

2.3 Expression der genspezifischen mRNAs in verschiedenen Geweben von Arabidopsis
thaliana

Zur Analyse der Expression der genspezifischen mRNAs wurde RT-PCR mit Gesamt-RNA
aus Kotyledonen, Bliiten, Wurzeln, Spross, Spross- und Rosettenbléttern durchgefiihrt. Die

nach Erststrangsynthese erhaltene cDNA wurde mit genspezifischen Primer-Paaren
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amplifiziert (Tab. 1). Bei ptac2 und ptac6 konnten in allen Ansdtzen cDNA-Fragmente
erwarteter Lidngen erhalten werden. Das ptac2-Transkript (775 bp) wurde in Wurzeln mit
geringerer Signalintensitdt nachgewiesen. Dagegen wird ptac6 (587 bp) in allen Geweben
etwa gleich stark exprimiert. Bei pfaci2 (393 bp) handelt es sich um ein sehr schwach
exprimiertes Gen. Es wurden keine Transkripte in Bliiten und Wurzeln detektiert. Die
Signalstirke des Amplifikates mit der cDNA aus den physiologisch dlteren Rosettenbléttern
ist im Vergleich zu den Sprossblittern geringer. Eine geringere Transkription von pfaci?2 liegt
offenbar auch im Sprossgewebe vor (Abb. 12). Aus den vorliegenden Daten lésst sich
schlussfolgern, dass ptacl? einer gewebespezifischen sowie entwicklungsbedingten
Expression unterliegt. Indessen zeigen ptac2 und ptac6 ein konstitutives Expressionsmuster.
Anhand der Léngen der erhaltenen cDNA-Fragmente kann eine Kontamination der RNA mit

genomischer DNA ausgeschlossen werden.

actin

ptac2

ptac6

ptacl2

Abbildung 12: RT-PCR zur Untersuchung der gewebespezifischen Expression der mRNAs. Ausgehend von
gleichen RNA-Konzentrationen erfolgte die Erststrangsynthese mit Oligo-(dT)-Nukleotiden und die
anschlieBende PCR mit genspezifischen Primern. Zur Amplifikation von ptac2 wurden 34, von ptac6 30 und
ptacl2 40 Zyklen eingesetzt. Als Referenz wurde Actin amplifiziert. Die PCR-Reaktion fiir Actin wurde iiber 23
Zyklen durchgefiihrt. Um eine Kontamination der cDNA mit genomische DNA auszuschlieBen, wurden fiir die

Amplifikation von genomischer DNA die gleichen genspezifischen Primer eingesetzt.
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2.4 Expressionsmuster plastidarer Gene im steady state

2.4.1 Akkumulationsanalysen plastiddrer Transkripte mittels Northern-blots

Um zu untersuchen, ob die T-DNA-Insertionen in den Genen ptac2, ptac6 und ptacl?
Auswirkungen auf die Akkumulation plastiddrer Transkripte im steady state haben, wurden
Northern-blot-Analysen mit Gesamt-RNA aus WT-Pflanzen und homozygoten Mutanten
durchgefiihrt (Abb. 13 A-D). Als Sonden wurden verschiedene plastiden- sowie kernkodierte
Gene verwendet. Mit Ausnahme von psaJ (PSI) in atp/3 und psbA (PSII) in atp/2 sind alle
untersuchten Genprodukte in den Mutanten nachweisbar, wenn auch nur auf sehr geringem
Transkriptlevel. Entsprechend der mRNA-Konzentration im steady state konnen in atpll,
atpl? und atpl3 drei Gengruppen unterschieden werden. In der ersten Gruppe sind die Gene
zusammengefasst, deren mRNA-Akkumulation auf deutlich niedrigerem Level erfolgt (Abb.
13A). Dies betrifft psadB, psaC, psaJ (PSII) sowie psbA (PSI), rbcL (kodiert fiir die grof3e
Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase) und rpsi4 (kodiert fiir ein
ribosomales Protein; Sato et al., 1999). Interessanterweise enthalten Gene dieser Gruppe, wie
z. B. das trizistronische Transkript psad/psaB/rps14 (Hajdukiewicz et al., 1997), psbA (Liere
et al., 1995) und rbcL (Silhavy und Maliga, 1998), ausschlieSlich Promotorelemente, die von
der plastidenkodierten RNA-Polymerase genutzt werden. Die zweite Gruppe umfasst Gene,
deren Transkripte im WT und in den Mutanten auf éhnlichem Level akkumulieren (Abb. 13B).
Dazu gehoren atpB (kodiert fiir die B-Untereinheit der ATPase; Orozco et al., 1990) und clpP
(kodiert fiir die katalytische Untereinheit der ATP-abhingigen Protease; Maurizi ef al., 1990).
Das mRNA-Level der dritten Gruppe ist in den Mutanten deutlich héher als im WT (Abb.
13C). Darunter befinden sich aceD (kodiert fiir die Untereinheit der Acetyl-CoA-Carboxylase;
Sasaki et al., 1995), atpA (a-Untereinheit der ATPase; Sato et al., 1999) und die beiden Gene
der Untereinheiten des NADH-Dehydrogenase-Komplexes ndhF und ndhB (Peltier und
Cournac, 2002). Gene der beiden letztgenannten Gruppen weisen NEP-spezifische
Promotorelemente auf. An Beispielen der Photosyntheseuntereinheiten psaH, psaE (PSI) und
psbO (PSII) konnte gezeigt werden, dass Transkripte kernkodierter Gene in den Mutanten auf
WT-Level akkumulieren (Abb. 13D).
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Abbildung 13: Northern-blot-Analysen plastidarer und nukleédrer Transkripte im WT, atpli, atpl2 und atpl3. Es
wurden 15 pg Gesamt-RNA aus Bléttern von atpll (Spur 4), atpl2 (Spur 5), atpl3 (Spur 6) sowie 15 pg (Spur 3),
7.5 pg (Spur 2) und 3.25 pg (Spur 1) aus WT-Blittern gelelektrophoretisch in 1.2% igen Agarose-
Formaldehydgelen aufgetrennt. Nach dem Transfer auf Nylonmembranen wurde mit Sonden fiir plastiden- (atpA,
atpB, clp, psaAB, psaC, psaJ, psbA, ndhB, ndhF, rbcL und rpsi4) und kernkodierte Transkripte (psaE, psaH und
psbO) hybridisiert. Die verwendeten Sonden sind jeweils rechts neben dem Filter angegeben. Unterhalb der
Northern-blots ist jeweils die 25S rRNA des korrespondierenden Ethidiumbromid-gefarbten Gels abgebildet. Die
(A)
Transkriptakkumulation erfolgt in WT-Pflanzen auf deutlich héherem Level als in den Mutanten, (B) mRNAs

Northern-blots sind entsprechend der mRNA-Konzentration in 3 Gruppen zusammengefasst:

akkumulieren auf WT-Level, und (C) in den Mutanten werden Transkripte deutlich stirker akkumuliert. (D)
Transkripte fiir kernkodierte Gene akkumulieren auf WT-Level. Die Pfeile markieren die GréBen 3.2 kb, 5.3 kb,
6.3 kbund 7.1 kb.
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Ferner zeigen die Mutanten quantitative Unterschiede im Transkriptionsmuster. In apll,
atpl? und atpl3 konnten fir accD, atpB, clpP, ndhB, ndhF, psaAB, rbcL und rpsi4 hoher
molekulare Prikursormolekiile detektiert werden. Beispielsweise ist in den Mutanten das
5.3 kb groBe trizistronische Transkript psad/psaB/rpsi14 stark reduziert. Wahrend das durch
Prozessierung entstandene 3.2 kb grof8e Produkt im WT und den Mutanten auf gleichem
Level akkumuliert, kdnnen hoher molekulare Transkripte der Léngen 7.1 kb und 6.3 kb nur in
den Mutanten detektiert werden. Diese durch Ko-Transkription mit ycf3 (hypothetical
chloroplast open reading frame; Hiratsuka et al., 1989) entstandenen Produkte entsprechen in
ihrer Lange der polyzistronischen Transkriptionseinheit ycf3/psaA/psaB/rps14 (Summer et al.,
2000). Bei Anwendung der rpsi4-Sonde konnten die gleichen polyzistronischen Transkripte
erhalten werden wie bei der Hybridisierung mit psa4dB (Abb. 13A). Die verschiedenen
Signalstirken einzelner Banden dieser Transkripte konnen durch die Nutzung
unterschiedlicher Transkriptionsinitiationsstellen, verdnderte Prozessierungs-eigenschaften
der polyzistronischen Transkriptionseinheiten, eine verringerte RNA-Stabilitdt oder

unterschiedliche Transkriptionsterminationssignale bedingt sein.

2.4.2 Akkumulationsanalysen plastiddrer Transkripte mittels Macroarrays

Die Untersuchung der Transkriptakkumulation des gesamten Plastidengenoms erfolgte mittels
Macroarray-Analysen. Die Hybridisierungsreaktionen sowie die Datenanalysen wurden
freundlicherweise von Dr. A. Kandlbinder (Universitit Bielefeld, Lehrstuhl fiir Biochemie
und Physiologie der Pflanzen) vorgenommen (Kandlbinder et al., 2004).

In den untersuchten Mutanten atpll, atpl? und atpl3 sind deutliche Abweichungen in der
Transkriptakkumulation im Vergleich zum WT feststellbar (Abb. 14). Ubereinstimmend mit
Northern-Daten zeigen insbesondere Transkripte der Gene der Photosysteme I und II sowie
des Cytochrom-bs/f-Komplexes eine Akkumulationsreduktion. In atpl/l, atpl2 und atpl3 sind
die Signale von petB (Gen fiir die Untereinheit IV des Cytochrom-bs/f~Komplexes) und rbcL
im Vergleich zum WT um mehr als 50% erniedrigt. Der mRNA-Spiegel von psbA entspricht
in atpll und atpl3 nur 20% des WT-Levels. In atp/? liegen auBBerdem psbC und psbE (PSII)

drastisch reduziert vor. Im Gegensatz zu Northern-blot-Analysen zeigen andere Gene, die fiir
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Untereinheiten des PSI (atpll: psaB; atpl2: psal; atpl3: psaB und psal) und PSII (atpll: psbD,
psbF, psbL und psbM; atpl2: psbB, psbF, psbl, psbJ, psbM und psbN; atpl3: psbF, psbH, psbl,
psbJ und psbM) kodieren, in den Mutanten dhnliche Akkumulationsverhéltnisse zum WT.
Korrespondierend zu Northern-blots wurden auch fiir azpB dhnliche mRNA-Spiegel detektiert.
Dagegen akkumulieren Transkripte, wie rps-, rpl- (kodieren fiir ribosomale Proteine), ndh-
(kodieren fiir Untereinheiten der NADH-Dehydrogenase), atp- (kodieren fiir Untereinheiten
der ATPase), rpo- (kodieren fiir Untereinheiten der RNA-Polymerase) und ycf (hypothetical
chloroplast open reading frame) auf deutlich hoherem Niveau. Eine Transkript-
akkumulationssteigerung um ca. 50% ist in atpll fiir accD, Gene der Untereinheiten der
NADH-Dehydrogenase (ndhA, ndhC, ndhD und ndhF), Gene ribosomaler Untereinheiten
(rpll4, rpl2, rpl20, rps2, rps7, rpsi2, rpsl5 und rpsi6), Gene der Untereinheiten der RNA-
Polymerase (rpoA und rpoB) und Gene offener Leserahmen (ycf5, ycf6, ycf9 und ycf10) zu
verzeichnen. Diese Expressionsmuster sind auch fiir atpl2 (accD, atpA, ndhA, ndhD, ndhF,
rpl2, rpl20, rps2, rps7, rpsi2, ycf5 und ycf10) und atpl3 (accD, ndhD, ndhF, ndhH, rpl2,
rpl20, rpl32, rpoA, rpoB, rpoCl, rps2, rps7, rpsl2, rpsl5, ycf5, ycf6 und ycfl10)
charakteristisch. Uberraschenderweise wurde in afpll eine signifikante Tendenz zur
gesteigerten Akkumulation von psaC (PSI) nachgewiesen, die im Northern-blot nur ca. 25%
des WT-Signals erreicht. Ebenso widerspriichlich sind die Hybridisierungsdaten weiterer
Photosynthesegene (psaB, psaC und psal). Die erhaltene Signalintensitdt konnte durch
Hybridisierung mit markierter antisense-mRNA bedingt sein. Die Akkumulationsverhiltnisse

in den Mutanten sind in Abb. 14 graphisch dargestellt.
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Expressionsmuster plastiddrer Gene in atpll, atpl? und atpl3 im Vergleich zum WT.

Abbildung 14

Macroarrays wurden mit cDNA-Proben hybridisiert, die mittels RT-PCR aus Gesamt-RNA synthetisiert wurden.

Der logarithmische Induktionsfaktor (log IF) wurde aus dem Verhéltnis der einzelnen Signalintensititen von

Mutante zu WT berechnet. Sich daraus ergebende positive Werte kennzeichnen eine Akkumulationssteigerung

und negative Werte eine Akkumulationsreduktion der mRNA im steady state.
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2.5 Analysen der Transkriptionsraten plastiddrer Gene mittels run-on-Transkription

Die reduzierte  Transkriptakkumulation fiir ~ Untereinheiten = membranintegrierter
Photosynthesekomplexe kodierende Gene, konnte durch eine herabgesetzte Transkriptions-
rate der betroffenen Gene bedingt sein. Um diese mdgliche Ursache der Akkumulations-
defizienz zu iiberpriifen, wurden run-on-Transkriptionsanalysen vorgenommen. Zunichst
wurden verschiedene plastidire Genfragmente auf eine Nylonmembran fixiert (s. 2.6.4). Der
Nachweis der Transkriptionsraten erfolgte schlieBlich durch Hybridisierung der Membranen
mit a->*P-UTP-markierten run-on-Transkripten aus 2 x 10’ lysierten Chloroplasten, isoliert
aus atpll- und WT-Pflanzen. Es wurden jeweils drei Hybridisierungen mit Transkripten aus
unabhéngigen run-on-Markierungen durchgefiihrt. Aus vorliegenden Daten konnte nach
Abziigen der Hintergrundsignale (Hybridisierungssignal der Kontroll-DNA) nur fiir psb4 mit
Sicherheit eine Reduktion der Transkriptionsraten in atpll festgestellt werden (Abb. 15). Dies
geht konform mit der psbA-Transkriptakkumulation, die sowohl in Northern-bot-Analysen als
auch in Array-Experimenten stark reduziert ist. Somit konnte der Mangel der
Transkriptakkumulation von psbA sowie weiterer plastiddrer Gene in atp/l auf verminderte
Transkriptionsraten zuriickzufiihren sein. Auf Grund niedriger Signalintensititen,
moglicherweise bedingt durch zu geringe Transkriptionsaktivititen des verwendeten
Materials, kann keine eindeutige Aussage zu Transkriptionsraten weiterer untersuchter Gene
getroffen werden. Mit atp/2 und atp/3 konnten auf Grund mangelndem homozygotem

Pflanzenmaterial keine run-on-Analysen durchgefiihrt werden.



Ergebnisse 66

Transkriptionsrate von psbA
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Abbildung 15: run-on-Transkriptionsanalysen verschiedener Plastidengene von atpl// und WT. Die
Transkription erfolgte mit 2 x 10’ Chloroplasten, isoliert aus atpll- und WT-Pflanzen. Fiir den Nachweis der
Transkripte wurden jeweils 4 pmol Plasmid-DNA auf eine Nylonmembran fixiert. Der Vektor pGem®-T wurde
als Kontroll-DNA verwendet. (A) Hybridisierungssignale der slot blots. (B) Graphische Darstellung der

Transkriptionsrate von psbA.

2.6 Immuno-blot-Analysen

Bisher konnte gezeigt werden, dass die T-DNA-Insertionen in den Genen ptac?2, ptac6 und
ptacl? in den entsprechenden knock-out-Pflanzen zu Anderungen der Transkriptionsraten, der
Transkriptakkumulation und mdglicherweise zu quantitativen Prozessierungsunterschieden
fiihren. Mittels Immuno-blot-Studien mit Antiseren gegen Untereinheiten des PSI und PSII,
des ATPase- sowie des Cytochrom-bs/f-Komplexes sollte iiberpriift werden, ob sich diese
Expressionsunterschiede plastiddrer Gene auf Proteinebene widerspiegeln. Erwartungsgeméal
konnten in den Mutanten die plastidenkodierten Untereinheiten D1 (PsbA), D2 (PsbD), Cyt-
bsso (PsbF), PsaA und PsaC der Photosysteme I und II sowie Cyt-bs (PetB) des Cytochrom-
bs/f~Komplexes nicht nachgewiesen werden (Abb. 16).
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Abbildung 16: Immuno-blot-Analysen der Mutanten aipll, atpl2 und atpl3 im Vergleich zum WT. Es wurden

jeweils 15 pg Membranproteine und I6sliche Proteine in 12.5% Polyacrylamidgelen elektrophoretisch
aufgetrennt und auf PVDF-Membranen transferiert. Der immunologische Nachweis der Proteine erfolgte mit
polyklonalen Antiseren gegen die Untereinheiten PsaA, PsaC, PsaD, PsaH (PSI), D1, D2, Cyt-bsse, PsbO (PSII),
LSU (RubisCo), NR (Nitratreduktase), CF(ll, CFe (ATPase-Komplex), Cyt-bs und Untereinheit IV des
Cytochrom-by/f~Komplexes (SUIV).

Im Gegensatz zum mRNA-Spiegel waren keine Expressionssignale der kernkodierten
Untereinheiten PsaH (PSI) und PsaD (PSII) in den Mutanten feststellbar. Indessen wurden
reduzierte Mengen der ebenfalls im Kern kodierten Untereinheit PsbO (< 50%) sowie der
Untereinheit IV des Cytochrom-b4/f-Komplexes (PetD; < 10%) detektiert. In atpl2 erfolgt
keine Akkumulation von PetD. Die Untereinheit CFll (AtpB) liegt in atpll sowie atpl3 zu ca.
50% und in atpl2 zu 25% reduziert vor. Eine weitere Untereinheit des ATPase-Komplexes,
CF ¢ (AtpE), akkumuliert in atp/] und in atpl3 zu 10%. In atp/2 wurde kein Signal erhalten.
Bei den Proteinen LSU (RbcL) und NR (Nitratreduktase) ist ebenfalls eine Reduktion auf
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weniger als 25% des WT-Spiegels zu beobachten. Aus vorliegenden Daten kann
geschlussfolgert werden, dass in den Mutanten keine funktionsfihigen Komplexe der
photosynthetischen Elektronentransportkette gebildet werden. Offensichtlich sind weitere
essentielle Prozesse, wie Nitrat- und Eisenmetabolismus (Daten nicht gezeigt) stark

beeintrichtigt.
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IV. Diskussion

1 Massenspektrometrische Analyse des TAC-Komplexes aus Arabidopsis-
und Sinapis-Chloroplasten

Plastiden verfiigen iiber mindestens zwei verschiedene RNA-Polymerasen (Hess ef al., 1993;
Lerbs-Mache, 1993; Hedtke et al., 1997; 2000; Bligny et al., 2000). Wahrend die NEP
hauptsdchlich die Transkription von ,housekeeping’ Genen ibernimmt, ist die
plastidenkodierte PEP fiir die Transkription von Photosynthese- und Haushaltsgenen
verantwortlich (Allison ef al., 1996; Hajdukiewicz et al., 1997; Hess und Borner, 1999). Wie
immunologische Studien zeigten, ist die PEP in einer 16slichen Fraktion (SRNAP) und einer
membranassoziierten Fraktion, dem TAC (transcriptionally active chromosome) zu finden
(Suck et al., 1996; Krause und Krupinska, 2000). Das TAC, ein hochmolekularer DNA/RNA-
Proteinkomplex, ist zur Transkription von PEP- sowie NEP-abhédngigen Genen befdhigt (Igloi
und Kossel, 1992; Krupinska und Falk, 1994). Demnach sollte auch die kernkodierte
Polymerase NEP im TAC vorliegen. In SDS-Gelen aufgetrennte TAC-Fraktionen enthalten
bis zu 40 verschiedene Proteine, deren Funktionen bislang noch unbekannt sind. Das
Hauptanliegen dieser Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung neuer TAC-

Komponenten unter Verwendung eines proteom-genetischen Ansatzes.

1.1 Identifizierung neuer TAC-Proteine

Bisher wurden TAC-Fraktionen aus Griinalgen (Rushlow und Hallick, 1982; Narita et al.,
1985) und hoheren Pflanzen (Briat und Mache, 1980; Reiss und Link, 1985; Krupinska und
Falk, 1994) durch Gelfiltrationsmethoden nach Hallick et al. (1976) isoliert. Immunologische
Untersuchungen der Proteinkomposition angereicherter TAC-Fraktionen fiihrten zum
Nachweis der a- und B-Untereinheit der PEP (Suck et al., 1996; Krause und Krupinska, 2000)
sowie eines kiirzlich beschriebenen Proteins mit Homologie zum nukledren
Transkriptionselongationsfaktor TFIIS (da Costa e Silva et al., 2004). In der vorliegenden
Arbeit konnte das TAC sowohl aus Arabidopsis thaliana als auch aus Sinapis alba durch
Gelfiltration angereichert werden. Dariiber hinaus erfolgte eine erfolgreiche Isolation von
DNA/RNA-bindenden =~ TAC-Proteinen = durch  Heparin-Sepharose-Chromatographie.
SchlieBlich wurde erstmalig die TAC-Proteinkomposition massenspektrometrisch analysiert.

Dabei war das Anliegen, die Komponenten des TAC-Komplexes als funktionelle Einheit zu
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erfassen. Mittels Massenspektrometrie konnten insgesamt 26 Proteine im TAC aus
Arabidopsis thaliana und Sinapis alba eindeutig identifiziert werden. Diese sind auf Grund
ihrer Funktionen und Homologie zu bekannten Proteinen bzw. ihrer Proteinstruktur folgenden
Funktionsklassen zuzuordnen: Replikation, Transkription, Translation, Detoxifikation,
Proteinmodifikation und Metabolismus. Entsprechend ihren Eigenschaften handelt es sich bei
sechs der identifizierten Proteine um nukleinsdurenbindende Proteine (die 3°° Untereinheiten
der PEP, eine putative DNA-Polymerase A, zwei putative Untereinheiten der DNA-Gyrase,
der Elongationsfaktor EF-Tu und das ribosomale Protein L12-A). Wie computerbasierende
Analysen mit InterPro Scan (Apweiler et al., 2000), PROSITE (Falquet et al., 2002) und
Pfam (Sonnhammer et al.,1997; Bateman et al., 2000) zeigten, weisen drei weitere Proteine
bekannte DNA/RNA-Bindedominen, wie das PPR- (PTAC2), das SMR- (PTAC2), das SAP-
(PTAC3) bzw. das S1-Motiv (PTAC10) auf (Tab. 11). Dariiber hinaus besitzen die Proteine
PTACI und PTACI1 hohe Sequenziibereinstimmungen zu bereits charakterisierten DNA-
bindenden p24-Proteinen, die als essentielle Faktoren der nukledren Transkription
beschrieben wurden (Desveaux et al., 2002). Moglicherweise sind PTAC1 und PTACI1
ebenfalls in der Lage Nukleinsduren zu binden. Im Gegensatz zu Lokalisationsstudien bislang
charakterisierter p24-Proteine, konnten die Proteine PTAC1 und PTAC11 in unabhéngigen
Experimenten in den Chloroplasten lokalisiert werden (personliche Mitteilung von Dr. K.
Krause).  Unterstlitzt  wird  dieses  Ergebnis  dadurch, dass entsprechenden
Vorhersageprogrammen zufolge, beide Proteine ein plastidendirigierendes Transitpeptid
aufweisen (Tab. 11). Alle im TAC identifizierten kernkodierten Proteine besitzen nach

bioinformatischen Berechnungen Transitsequenzen fiir eine plastidire Lokalisation.

Die genaue Funktion der PTAC-Proteine muss in weiteren Studien noch untersucht werden.
Sie konnten wichtige Faktoren der Replikation, Transkriptionsinitiation, -elongation bzw.
-termination, RNA-Prozessierung oder RNA-Stabilisierung sein. Zudem koénnten sie eine
Nahtstelle zwischen der Transkription und RNA-Prozessierung bilden, wie anhand des nusA-
Genes in E. coli gezeigt wurde (Liu und Hanna, 1995). Gegebenenfalls kdnnten sie auch eine
wesentliche Rolle bei der plastiddren Chromosomenorganisation spielen.

Von den im TAC identifizierten Proteinen sind dem Replikationssystem die DNA-abhéngige
putative DNA-Polymerase (Braithwaite und Ito, 1993; Kimura et al., 2002) und die beiden
putativen Untereinheiten der Topoisomerase II, Gyrase A und B zuzuordnen (Reece und

Maxwell, 1991; Wigley et al., 1991; Qi et al., 2002).
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Von der Transkriptionsmaschinerie konnten die vier plastidenkodierten Untereinheiten a, f3,
B’ und B>’ der PEP nachgewiesen werden. Andere Untereinheiten des TAC-Komplexes
konnten Proteinkinasen, Eisen-Superoxid-Dismutasen und Fruktokinasen sein, da diese
bereits im PEP-A-Komplex einer 1slichen Chloroplastenfraktion aus Sinapis alba gefunden
wurden (Ogrzewalla, Dissertation 2001; Ogrzewalla et al., 2002; Loschelder et al., 2004).
Wie die massenspektrometrischen Analysen dieser Arbeit zeigen, liegen im TAC-Komplex
zwei Eisen-Superoxid-Dismutasen (Fe-SOD) und zwei fruktokinasedhnliche Proteine vor.
Dabei entspricht die Eisen-Superoxid-Dismutase 3 (FSD3; At5g23310) und die
Fruktokinase 2 (At3g54090) den im PEP-A-Komplex aus Senf identifizierten Proteinen. Die
Funktion dieser Untereinheiten am plastiddren Transkriptionssystem konnte bisher nicht
gekléart werden.

SODs dismutieren Superoxidradikale zu Wasserstoffperoxid und Sauerstoff (Fridovich, 1978;
Bowler ef al., 1992). In Chloroplasten entstehen Superoxide als unerwiinschte Nebenprodukte
der Photosynthese (Barber und Andersson, 1992). Superoxide sind toxische reaktive
Sauerstoffzwischenprodukte, die zum oxidativen Zellstress fiilhren (Bannister et al., 1987,
Price und Hendry, 1991). SchlieBlich konnen Superoxide sowie deren Derivate
Wasserstoffperoxide und Hydroxylradikale durch Interaktionen mit Aminosduren zu
Proteininaktivierungen bzw. bei Interaktionen mit Nukleinsduren zu Modifikationen von
Basen sowie Strang- und Chromosomenbriichen fithren (Cadenas, 1989; Michaels und Miller,
1992). Als notwendige Schutzmechanismen des Transkriptionsapperates vor reaktiven
Sauerstoffspezies wire, wie bereits diskutiert (Pfannschmidt ez al., 2000), die Beteiligung von
Fe-SODs an transkriptionellen Detoxifikationsprozessen denkbar. Dass Wasserstoffperoxide
einen Einfluss auf die Transkription haben, konnte am Beispiel der plastidenkodierten NDH-
Gene von Hordeum vulgare L. gezeigt werden. Diese werden in einer H,O,-vermittelten
Reaktion unter photooxidativen Stress hoch reguliert (Casano et al., 2001). Aus diesem Grund
konnten Dismutasen als Glieder einer Signalkaskade der Genexpression die Antwort auf
oxidativen Zellstress darstellen.

Einige der identifizierten Proteine, wie die fruktokinasedhnlichen Proteine, sind an
spezifischen metabolischen Prozessen beteiligt und scheinen somit keinen direkten Einfluss
auf Transkriptionsprozesse auszuiiben. Fruktokinasen katalysieren die Phosphorylierung von
Fruktose zu Fruktose-6-Phosphat. Im Hinblick auf die zuckerregulierte Genexpression einiger

Photosynthesegene (Pego und Smeekens, 2000; Oswald et al., 2001) konnten Fruktokinasen
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wichtige Bindeglieder einer Signaltransduktionskette sein und dabei die Transkription
indirekt regulieren.

Das Auffinden eines putativen Thioredoxins im TAC lésst ebenfalls auf eine nahe rdumliche
Zusammenarbeit der Photosynthese mit der Transkriptionsmaschinerie schlieBen. Das
Thioredoxin-System tiibertrdgt Elektronen aus der Photosynthese auf Schliisselenzyme des
Chloroplastenstoffwechsels. Dabei werden die Zielenzyme iiber eine Redoxmodifikation in
threr Aktivitat reguliert (Schiirmann und Jacquot, 2000). In Rhodobacter sphaeroides konnte
am Beispiel des puf-Operons gezeigt werden, dass Thioredoxin eine regulatorische Funktion
auf Transkriptionsebene ausiibt (Pasternak er al, 1999). Im TAC nimmt das putative
Thioredoxin moglicherweise ebenfalls Einfluss auf die plastididre Transkription, indem es
regulatorische Proteine der plastiddren Genexpression in ihrer Aktivitdt modifizieren.

Die lokale Ndhe von Transkriptions- und Translationsprozessen in den Plastiden legt eine
enge zeitliche Zusammenarbeit beider Prozesse nahe. Deshalb ist es nicht erstaunlich, im
TAC-Komplex Komponenten des Translationssystems, wie z. B. das ribosomale Protein

L12-A oder den Elongationsfaktor Tu, vorzufinden.

Die Untersuchung der Proteinzusammensetzung des TAC erfolgte auf zwei unterschiedlichen
Wegen. Zum einen wurden die TAC-Proteine direkt nach ihrer Anreicherung im ESI-
IONTRAP vermessen. Andererseits wurden die TAC-Fraktionen in SDS-Gelen nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt und anschlieBend massenspektrometrisch analysiert. Dabei
konnten dreizehn Proteine identifiziert werden (Tab. 10), die bereits im ersten Ansatz
gefunden wurden. Die in den Bereichen von 19 - 23, 36 - 38 und 49 - 51 kDa identifizierten
Histone und ATPase-Untereinheiten sind als Kontaminationen zu betrachten. Fiir die in dieser
Arbeit angewandten Methoden zur Anreicherung des TAC spricht, dass auBer diesen
Proteinen keine weiteren gefdarbt und massenspektrometrisch bestimmt werden konnten, die
auf Grund ihrer Funktionen auf Verunreinigungen zurlickzufiihren sind. Deshalb ist
anzunehmen, dass es sich bei den nach Silberfirbung sichtbaren Proteinen um abundante
TAC-Komponenten handelt.

Dagegen wurden bei Messungen der gesamten Proteinkomposition mehrere Kontaminationen
detektiert (z. B photosynthetische Membranproteine, Stoffwechselenzyme, kernlokalisierte
Histone und histondhnliche Proteine). Die Verunreinigung mit Photosyntheseproteinen ist
darauf zuriickzufiihren, dass der TAC-Komplex mit dem plastidiren Membransystem

assoziiert ist. Eine mogliche Erkldrung fiir das Auffinden von kernlokalisierten Histonen im
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TAC ist ihre Basizitit, die es ihnen ermdglichen konnte, frei zugdngliche Nukleinsduren zu
binden. So konnten die im Saccharosegradienten fraktionierten Chloroplasten partiell mit
Zellkernen kontaminiert sein. Beim Aufschluss der Chloroplastenfraktion hétten diese
Kernproteine die Moglichkeit plastidire DNA zu binden. Nach chromatographischen
Reinigungsschritten wéren ebenfalls die Histonproteine in der TAC-Fraktion wieder zu finden.
Obwohl histondhnliche Proteine schon im Plastom pro- und eukaryotischer Organismen
beschrieben wurden (Wang und Liu, 1991; Kobayashi et al., 2002), sind die in den TAC-
Fraktionen von Arabidopsis thaliana und Sinapis alba identifizierten histondhnliche Proteine,
auf Grund der hohen Sequenzhomologie zu Kernhistonen, nicht als plastidire
nukleoidenorganisierende Strukturen zu interpretieren. Auch in den Mitochondrien wurden
bereits histondhnliche Proteine charakterisiert (Certa et al., 1984; Drlica und Rouviere-Yaniv,
1987; Avliyakulov et al., 2004). Daher wéren histondhnliche Proteine auch im TAC zu
erwarten. Durch biochemische Ansitze, z. B. mit geeigneten Ionenaustauschsiulen, sollte

eine Anreicherung dieser moglich sein.

1.2 RNA-Polymerasen und Transkriptionsfaktoren im TAC

Wie Arbeiten mit ribosomendefizienten Plastiden aus Gerste vermuten lassen, existiert
wahrscheinlich im TAC neben der plastidenkodierten RNA-Polymerase PEP eine
nukledrkodierte RNA-Polymerase, die NEP (Falk et al., 1993). Jedoch konnte diese bislang
noch nicht immunologisch nachgewiesen werden (Suck et al, 1996). Aus
massenspektrometrischen Untersuchungen von TAC-Fraktionen, die erstmalig in der hier
vorliegenden Arbeit erfolgten, konnte die Zugehorigkeit der NEP zum TAC-Komplex
ebenfalls nicht bestdtigt werden. Die Ursache dafiir konnte allerdings auch in der generell
geringen Expression der NEP zu suchen sein (Hess und Borner, 1999). Andererseits konnte
das Protein wihrend der Isolation degradiert oder unter den angewandten Bedingungen nicht
in der TAC-Fraktion eluieren. Damit lieBe sich auch erkldren, weshalb keine
transkriptionsregulatorischen Proteine, wie z. B. Sigmafaktoren, identifiziert werden konnten.
Eine andere Erkldrung wire, dass, auf Grund stochiometrischer Verhiltnisse der
Komponenten, weniger abundante Proteine durch die massenspektrometrische Methoden im
gewdhlten Ansatz nicht erfasst wurden. Auch die Analyse der TAC-Proteine nach

eindimensionaler Gelelektrophorese erbrachte (mit Ausnahme von At2g05430) keine
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weiteren Proteine. Eine zweidimensionale gelelektrophoretische Auftrennung isolierter TAC-
Fraktionen wurde durchgefiihrt. Jedoch konnten dabei keine Proteine mit entsprechendem
Molekulargewicht und isoelektrischem Punkt durch Silbernitrat angefdarbt werden, was

ebenfalls auf eine sehr geringe Abundanz dieser Proteine schliefen ldsst (Daten nicht gezeigt).

1.3 Proteinkomposition der plastiddren RNA-Polymerase im TAC-Komplex

Aus der 16slichen Chloroplastenfraktion von Senf konnten zwei strukturell und biochemisch
unterschiedliche RNA-Polymerasen, PEP-A und PEP-B, isoliert werden. Bei der PEP-A
handelt es sich um einen chloroplastidiren, rifampicinresistenten Multiproteinkomplex
bestehend aus 13-15 Untereinheiten. Dagegen setzt sich das rifampicinsensitive PEP-B-
Enzym aus vier Untereinheiten zusammen und ist vorwiegend in den Etioplasten aktiv. PEP-
B unterliegt einer entwicklungsabhingigen Konvertierung durch Rekrutierung zusitzlicher
Proteine zu PEP-A (Pfannschmidt und Link, 1994; 1997). Friithere massenspektrometrische
Untersuchungen der PEP-A fiihrten zur Identifizierung des core-Enzyms, einer Fe-Dismutase,
einer Fruktokinase, der cpCK2a-Untereinheit der Transkriptionskinase CK2, des putativen
RNA-Bindeproteins g5bf und eines annexindhnlichen Proteins (Pfannschmidt ef al., 2000;
Ogrzewalla, Dissertation 2001; Ogrzewalla et al., 2002; Loschelder et al., 2004). Neben den
vier Untereinheiten der plastideneigenen RNA-Polymerase wurden im TAC die gleiche Fe-
Dismutase und Fruktokinase identifiziert. Indessen konnten das putative RNA-Bindeprotein
g5bf sowie das annexindhnliche Protein, deren Funktionen bislang ungeklart sind, im TAC
nicht detektiert werden. Ebenfalls nicht nachweisbar waren die plastidére
Transkriptionskinase bzw. die cpCK2a-Untereinheit. Bei dieser Kinase handelt es sich um
einen Proteinkomplex, der aus mindestens drei Untereinheiten besteht und entweder als freier
Kinasekomplex oder assoziiert mit PEP-A vorliegt. Als Kinase-Polymerase-Komplex
iibernimmt die Proteinkinase eine zentrale Funktion bei der vom Phosphorylierungsstatus
kontrollierten und redoxvermittelten Genexpression (Baginsky et al., 1997; 1999). Dass keine
Untereinheiten der Transkriptionskinase nachweisbar waren, konnte, neben den oben
diskutierten Moglichkeiten, ein weiterer Hinweis darauf sein, dass das TAC in seiner
Zusammensetzung als dynamischer DNA/RNA-Protein-Komplex in Anpassung an das
Entwicklungsstadium der Pflanze und der sich dndernden Umwelt vorliegt. Dennoch ist es
wahrscheinlich, dass sich die im TAC identifizierte plastidenkodierte RNA-Polymerase

dhnlich wie das multimere PEP-A Enzym der l6slichen Fraktion zusammensetzt.
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1.4 Unterschiede der TAC-Préparationen von Arabidopsis thaliana und Sinapis alba

Die Voraussetzung fiir die Identifizierung von Proteinen durch Massenspektrometrie ist die
Disponibilitdt vollstindiger Genomsequenzen. Aus diesem Grund wurde mit den Pflanzen
Arabidopsis thaliana und Sinapis alba gearbeitet. Durch den bestehenden phylogenetischen
Verwandtschaftsgrad (Durbin et al., 1995) konnten die meisten Senfproteine durch Vergleich
der gemessenen Peptidmassen mit den theoretischer Massen einer Arabidopsis-Datenbank
(ftp://ftp.arabidopsis.org/ Sequences/blast datasets/) nachgewiesen werden. Aus Analysen der
aufgenommen MS-Spektren geht hervor, dass achtzehn der identifizierten Proteine sowohl in
TAC-Fraktionen aus Arabidopsis thaliana als auch in TAC-Fraktionen aus Sinapis alba
vertreten sind. Eine Ausnahme bilden die putative DNA-Polymerase A (At3g20540), die
putative Superoxiddismutase (At5g23310), die Fruktokinase (Atlg69200), PTACI2
(At2g34640), PTAC6 (Atlg21600) und PTACS8 (At2g46820). Wihrend die letztgenannten
Proteine in Arabidopsis detektiert wurden, waren das ribosomale Protein L12-A (At3g27830)
und PTAC4 (Atlg65260) lediglich im TAC aus Senf nachweisbar. Vermutlich sind
geringfiigige Sequenzabweichungen der untersuchten Organismen verantwortlich dafiir, dass
einige TAC-Proteine aus Sinapis alba nicht identifiziert werden konnten. Eine andere
Erkldrung der verschiedenen Proteinkomposition des TAC-Komplexes beider Organismen
wire das unterschiedliche Entwicklungsstadium des Ausgangsmaterials. Dabei kann sich eine
abweichende entwicklungsbedingte Proteinkomposition ergeben. SchlieBlich konnte eine
Anderung stochiometrischer Verhiltnisse von Untereinheiten darin resultieren, dass einzelne
Komponenten des Komplexes mit den erfolgten massenspektrometrischen Analysen nicht

mehr nachweisbar sind.

2 ldentifizierung und Charakterisierung der Mutanten

Die separate Kompartimentierung genetischer Informationen fiir plastidire Proteine erfordert
einen koordinierten Regulationsmechanismus der Genexpression in Anpassung an umwelt-
und entwicklungsbedingte Erfordernisse. In den letzten Jahren erfolgte in Chlamydomonas
reinhardtii (Nickelsen et al., 1994; Zerges und Rochaix, 1994; Rott et al., 1998; Vaistij et al.,
2000) und hoheren Pflanzen (Barkan e al., 1994; Dinkins et al., 1997; Fisk et al. 1999;
Monde et al., 2000; Bisanz et al., 2003) die Charakterisierung vieler nukledrer Faktoren, die

auf die Expression einzelner plastiddarer Gene Einfluss nehmen. Mutationen dieser Gene
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wirken sich oft auf posttranskripionelle Prozesse aus (Barkan und Goldschmidt-Clermont,
2000). Eine zentrale Rolle bei der differenziellen Transkriptionsregulation der Chloroplasten
spielen gewebe- und entwicklungsspezifische Transkriptionsfaktoren (Allison, 2000). In
vorliegender Arbeit wurden durch die Sichtung einer knock-out-Mutantenpopulation mit T-
DNA-Insertionen in Genen, korrespondierend zu denen im TAC identifizierten Proteinen, drei
Linien von Arabidopsis thaliana, atpll, atpl2 und atpl3, identifiziert. Analysen der Mutanten
zeigen einen globalen Effekt der Transkriptakkumulation und Prozessierung plastidirer Gene.

Dartiber hinaus ist in atp/] eine Reduktion der Transkriptionsraten zu beobachten.

Die Expression plastiddrer Gene ist essentiell fiir die Differenzierung der Chloroplasten aus
Proplastiden (Baumgartner et al., 1993). So fiihren Defekte der plastiddren Genexpression
hiufig zu einer geringeren Chlorophyllakkumulation (Hess, ef al., 1993; Allison ef al., 1996;
Chatterjee et al., 1996; De Santis-Maclossek et al., 1999; Bligny et al., 2000; Privat et al.,
2003; Bisanz et al., 2003; da Costa e Silva et al, 2004). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Chloroplasten der Mutanten weisen eine gestorte Entwicklung
photosynthetischer =~ Membranstrukturen  auf, was  auf eine  eingeschrinkte
Photosyntheseleistung schlieBen ldsst. Dies steht im Einklang mit der beobachteten
Chlorophylldefizienz. Dem entsprechend besitzen die Mutanten afp/l und atpl3 einen bleich-
griinen und atpl2 einen bleichen Phinotyp. Uberdies sind die Chloroplasten der Mutanten
atpl2 und atpl3 etwas kleiner. Solche Entwicklungen wurden bereits bei Mutanten mit
Defekten in der plastidiren Genexpression beobachtet. Beispielsweise zeigen
elektronenmikroskopische Untersuchungen der Chloroplasten von abcl/-Mutanten in ihrer
frithen Entwicklungsphase, neben Abweichungen in der Membranstrukturausbildung, einen
durch Inaktivierung von sigB hervorgerufen GréBenunterschied zum WT (Shirano et al.,

2003).

Aus Segregationsanalysen kann geschlossen werden, dass in den untersuchten Linien der
korrespondierende Phénotyp jeweils an die T-DNA-Insertion gekoppelt ist. Die T-DNA-
Insertion konnte fiir ptac2 im 3. Exon, ptac6 im 1. Intron und ptaci/? im 8. Intron
nachgewiesen werden. Wie aus Expressionsanalysen dieser Gene hervorgeht, verhindern die
Insertionen die Akkumulation der jeweiligen mRNAs, so dass keine Transkripte in den

Mutanten zu detektieren sind.
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Untersuchungen gewebespezifischer Transkriptakkumulation deuten auf eine konstitutive
Expression der Gene ptac? und ptac6. Dagegen unterliegt ptaci? einer gewebe- und
entwicklungsspezifischen Expression. Dem Expressionsmuster von ptac2 und ptac6 kann
entnommen werden, dass es sich um generelle Faktoren der plastidiren Genexpression
handelt. Regulatorische Faktoren, wie Transkriptionsfaktoren, werden in Anpassung an
gegebene Erfordernisse differentiell exprimiert (Tan und Troxler, 1999; Allison; 2000;
Fujiwara et al., 2000; Morikawa et al., 2002). Demnach konnte PTACI12 an wichtigen
regulatorischen Prozessen wihrend der frithen Genexpression teilhaben. Jedoch sind ihre
Funktionen als konstitutive oder regulatorische Faktoren durch weitere molekularbiologische

sowie biochemische Untersuchungen zu verifizieren.

Transkriptakkumulationsstudien zu Folge sind ptac?2, ptac6 und ptac12 wichtige Faktoren der
plastiddren Genexpression. Northern-blot-Analysen zeigen quantitative und qualitative
Unterschiede  in  der  Transkriptakkumulation  plastidirer =~ Gene.  Ahnliche
Expressionsverhdltnisse sind in Arpo-Tabakpflanzen zu beobachten, bei denen durch die
Deletion der rpo-Gene keine Synthese der korrespondierenden Proteine erfolgen kann
(Allison et al., 1996; Serino und Maliga, 1998; De Santis-Maclossek et al., 1999).
Entsprechend werden in apll, atpl/2 und atpl3 grundsitzlich alle plastidenkodierten Gene
transkribiert. Dabei konnen drei Genklassen unterschieden werden. Die gréften Differenzen
sind in Gruppe I vorhanden, mit Genen deren Transkripte weniger als 10% im Vergleich zum
WT akkumulieren. Interessanterweise umfasst diese Gruppe PEP-abhidngige Gene. So haben
insbesondere die Gene der beiden Photosysteme, des Cytochrom-bs /f~-Komplexes und der
grof3en Untereinheit der Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase eine Akkumulationsreduktion
erfahren. Dagegen sind Gene mit NEP-spezifischen Promoterelementen in den Gruppen II
und III vertreten (Abb. 13 unter 2.4.1). Die Transkriptanreicherung von Genen dieser
Gruppen erfolgt entweder wie im WT (Gruppe II) oder verstirkt (Gruppe I1II).

Durch die array-Analysen werden die Northern-blot-Daten weitestgehend gestiitzt. Dabei
konnte insbesondere fiir psbA, rbcL und petB eine drastische Akkumulationsreduktion
verzeichnet werden. Widerspriiche liegen teilweise bei den Hybridisierungssignalen einzelner
Photosynthesetranskripte vor. Den arrays zu Folge scheinen in atpll, atp/2 und atpl3 die
mRNAs von psaB, psaC und psal im Vergleich zum WT unbeeinflusst oder auf hoherem
Level zu akkumulieren (Abb. 14 unter 2.4.2). Diese Signalintensititen konnten durch die

Hybridisierung mit markierter antisense-mRNA bedingt sein.
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Diese Befunde legen die Annahme nahe, dass in den Mutanten ein Defekt der durch die
plastidenkodierten RNA-Polymerase vermittelten Transkription plastiddrer Gene vorliegt. Ob
in den Mutanten tatsdchlich nur die kernkodierten RNA-Polymerasen (NEP) aktiv sind, kann
erst durch weiterfilhrende Experimente gekliart werden. Eine gute Moglichkeit hierfiir bitten

in vivo-Promotor-"Mapping"-Studien.

Auffallend fiir die untersuchten Mutanten ist die mRNA-Akkumulation ldngerer Transkripte.
Diese steht in Einklang mit dem Expressionsmuster von Arpo-Pflanzen. Auch in
ribosomendefizienten Pflanzen ist eine Anreicherung ldngerer Transkripte zu beobachten
(Hess et al., 1993; Zubko und Day, 2002). Die Unterschiede der Transkriptlingen koénnten
durch Anderungen der Initiations- oder Terminationsstellen, der Stabilitit oder Prozessierung
von PEP- oder NEP-synthetisierten Transkripten bedingt sein. Demnach kénnten ptac2, ptac6

und ptaci2 wichtige Faktoren posttranskriptioneller Prozesse sein.

PTAC2, PTAC6 und PTAC12 weisen keine Homologien zu Proteine mit bekannter Funktion
auf. Lediglich die PPR- bzw. TPR-Motive von PTAC2 zeigen Ahnlichkeiten zu bereits
charakterisierten, an RNA-Prozessierungs- oder RNA-Stabilisierungsprozessen beteiligten
Faktoren. Jedoch sind diese Proteine fiir die Prozessierung/Stabilisierung spezifischer mRNAs
oder polyzistronischer Transkriptionseinheiten verantwortlich (Fisk et al., 1999; Boudreau et
al., 2000; Vaistij et al., 2000; Hashimoto et al., 2003; Yamazaki et al. 2004). Dagegen scheint
in atpll wie auch in atpl2 und atp/3 kein spezifischer Prozessierungs- bzw.
Stabilisierungsdefekt vorzuliegen, sondern ein pleiotropher, die plastidire Genexpression

umfassender Effekt.

Im Fall von atpll konnte eine reduzierte Transkriptionsrate des pshbA-Genes nachgewiesen
werden, das auch in ArpoB-Tabakpflanzen verringert transkribiert wird (Krause et al., 2000).
Dies deutet ebenfalls darauf hin, dass in atp/l eine ineffiziente Transkription PEP-abhiangiger
Gene vorliegt. Ob in atpll weitere Gene in ihren Transkriptionsraten betroffen sind, kann an
Hand der gegenwirtig durchgefiihrten Experimenten nicht beurteilt werden. Fiir azp/2 und
atpl3 waren auf Grund mangelnder Biomasse keine Untersuchungen der Transkriptionsraten
moglich.

In et/-R-Mutanten wurde eine signifikante Reduktion der relativen Transkriptionsaktivitdt des

TAC-Komplexes nachgewiesen, wihrend die Genspezifitdit des Transkriptionsapparates
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unbeeinflusst bleibt (da Costa e Silva et al., 2004). Der Nachweis des korrespondierenden
ET1-Proteins als TAC-Komponente erfolgte immunologisch. Struktur- und Sequenzanalysen
zu Folge zeigt dieses Protein deutliche Ahnlichkeit zum nukleiren Elongationsfaktor TFIIS.
Inwieweit die Transkriptionsaktivitidt des TAC in atpll, atpl2 und atpl3 von den jeweiligen
Mutationen beeintriachtigt ist, konnte, ebenfalls auf Grund der geringen Ausbeute an

homozygotem Pflanzenmaterials, nicht untersucht werden.

Obwohl mRNAs plastiden- und kernkodierter photosynthetischer Membranproteine detektiert
wurden, konnten in atpli, atpl? und atpl3 keine Photosyntheseproteine sowie Untereinheiten
des Cytochrom-bg/f~-Komplexes (PsbA, PsbD, PsbF, PsaA, PsbC und PetB) nachgewiesen
werden. Eine Ausnahme bildet PsbO. Aus den Beispielen von AtpB, AtpE, PetD und RbcL
kann geschlussfolgert werden, dass in den Plastiden der untersuchten Mutanten grundsétzlich
eine Translation erfolgt, wobei die Proteinmenge auch in diesen Fillen weit unter dem WT-
Spiegel liegt. Dies kann durch eine verminderte Translation unprozessierter Transkripte
(Barkan et al., 1994; Rott et al., 1998) und/oder einen epistatischen Effekt (Wollmann et al.,
1995; Legen et al., 2002) hervorgerufen sein.

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass PTAC2, PTAC6 und PTACI12 essentielle
regulatorische Faktoren der plastiddren Genexpression sind. Da weder in cyanobakteriellen
noch in anderen prokaryotischen Organismen sequenzédhnliche Proteine gefunden wurden,
konnte es sich um evolutiondr neuerworbene Proteine handeln. Um den vorliegenden Defekt
der Genexpression in atpll, atp/2 und atpl3 weiter aufzukldren, wiren zunichst Protein-

Protein-Interaktionsstudien fiir eine Funktionsanalyse derselben hilfreich.
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V. Zusammenfassung

Die Transkription plastiddrer Gene wird von zwei verschiedenen DNA-abhédngigen RNA-
Polymerasen iibernommen: einer plastidenkodierten (PEP, _plastid encoded polymerase) und
einer kernkodierten RNA-Polymerase (NEP, nuclear encoded polymerase), die sich sowohl
strukturell als auch funktionell unterscheiden (Hess und Borner, 1999). Die plastidenkodierte
RNA-Polymerase konnte nach biochemischer Fraktionierung von Chloroplastenproteinen in
zwei unterschiedlichen Fraktionen, dem TAC (transcriptionally active chromosome), einem
hochmolekularen DNA/RNA-Protein-Komplex, sowie der SRNAP (soluble RNA polymerase),
immunologisch nachgewiesen werden (Suck et al., 1996; Krause und Krupinska, 2000). Ziel
der hier vorgelegten Arbeit war die Identifizierung von neuen Faktoren, die an der plastidéren
Genexpression beteiligt sind. Hierflir bietet sich die massenspektrometrische Analyse des
transkriptionsaktiven DNA/RNA-Protein-Komplexes (TAC) an. Dariiber hinaus sollten durch
Untersuchungen von knock-out Mutanten essentielle Komponenten des TAC charakterisiert
werden, die an transkriptionellen oder posttranskriptionellen Prozessen beteiligt sind. Dies
erfolgte iiber die Sichtung einer Mutantenpopulation, bestehend aus Linien mit T-DNA-

Insertionen in Genen, die fiir die im TAC identifizierten Proteine kodieren.

Mittels ESI-IONTRAP (electrospray ionization — ion trap) konnten insgesamt 26 Proteine in
durch Gelfiltrationschromatographie angereicherten TAC-Fraktionen aus Arabidopsis
thaliana und Sinapis alba identifiziert werden. Davon sind 14 Proteine, einschlieBlich der vier
Untereinheiten des core-Enzyms der plastidiren RNA-Polymerase, an Prozessen wie
Replikation, Transkription, Translation, Detoxifikation, Proteinmodifikation sowie
Metabolismus beteiligt bzw. auf Grund hoher Sequenziibereinstimmungen zu bereits
untersuchten Proteinen den genannten Funktionsklassen zuzuordnen. Dariiber hinaus konnten
zwoOlf  Proteine  (Bez.: PTAC) unbekannter Funktion identifiziert  werden.
Computerbasierenden Analysen zu Folge handelt es sich bei fiinf dieser Proteine um
DNA/RNA-Binde-Proteine. Die biochemische Aufreinigung von DNA/RNA-Binde-Proteinen
aus einer angereicherten TAC-Fraktion mittels Heparin-Sepharose-Chromatographie fiihrte
zur Isolation von neun der 26 identifizierten TAC-Proteine. Ein Vergleich der identifizierten
Proteine aus Arabidopsis thaliana und Sinapis alba lisst auf eine entwicklungsbedingte

Proteinzusammensetzung des TAC-Komplexes schlieen.
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Bei der Sichtung von knock-out-Mutanten wurden drei Arabidopsis-Linien, atpll, atpl? und
atpl3, korrespondierend zu denen im TAC ermittelten Proteinen PTAC2 (atpll), PTAC6
(atpl2) und PTACI12 (atpl3), identifiziert. Die Mutanten atpl/l und atpl3 weisen einen bleich-
grinen und afp/2 einen bleichen Phinotyp auf. Die T-DNA-Insertionen in den
korrespondierenden Genen ptac2 (At1g74850), ptac6 (Atl1g21600) und ptacl2 (At2g34640)
bewirkt eine Keimlingsletalitdt homozygoter Pflanzen unter autotrophen Anzuchtbedingungen.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten der Mutanten atp/l, atp/? und
atpl3 zeigen vielfdltige ultrastrukturelle Verdnderungen insbesonder der photosynthetischen

Membranstrukturen, was auf eine eingeschriankte Chloroplastenvitalitét schlieen ldsst.

Aus Segregationsanalysen kann geschlussfolgert werden, dass in den untersuchten Linien der
Phinotyp sowie die Kanamyzinresistenz an die Mutation gekoppelt ist. Die T-DNA-
Insertionen wurden durch Sequenziertechniken verifiziert. Wie aus Expressionsanalysen der
untersuchten Gene in den entsprechenden homozygoten Pflanzen hervorgeht, verhindern die
T-DNA-Insertionen die Akkumulation der jeweiligen mRNAs, so dass keine Transkripte in

den Mutanten zu detektieren sind.

In Datenbankanalysen konnten keine Proteine mit bekannter Funktion gefunden werden, die
Homologien zu PTAC2, PTAC6 und PTACI12 aufweisen, so dass keine Riickschliisse
diesbeziiglich moglich sind. Bioinformatische Studien der Proteinsequenz von PTAC2,
PTAC6 sowie PTACI2 besagen eine plastidire Lokalisation. Bei computerbasierenden
Strukturuntersuchungen konnten fiir PTAC2 die beiden Nukleinsdurenbindemotive PPR und
SMR sowie die an Protein-Protein-Interaktion beteiligten TPR-Dominen identifiziert werden
(Moreira et al., 1999; Blatch und Lissle, 1999; Small und Peeters, 2000). PTAC6 und

PTACI12 konnten keine bekannten Doménen zugeordnet werden.

Erste gewebespezifische Untersuchungen der Transkriptakkumulation deuten auf eine
konstitutive Expression der Gene ptac2 und ptac6. Dagegen unterliegt ptacl2 einer gewebe-

und entwicklungsspezifischen Expression.

Northern-blot-Analysen sowie macroarray-Untersuchungen zu Folge bewirkt die
Inaktivierung von ptac2, ptac6 und ptacl2 quantitative und qualitative Unterschiede in der

Transkriptakkumulation plastiddrer Gene, die durch die unterschiedliche Nutzung von
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Transkriptionsinitiationsstellen, verdnderte Prozessierungseigenschaften der polyzistronischen
Transkriptionseinheiten, eine  verringerte = RNA-Stabilitdit oder  unterschiedliche
Transkriptionsterminationssignale hervorgerufen werden kénnen. Dariiber hinaus ist in atpl/]
eine Reduktion der Transkriptionsrate von afpB zu beobachten. Die Defizienz der
Transkriptakkumulation plastiddrer Gene spiegelt sich auch auf Proteinebene wider, wie

durch immunologische Studien nachgewiesen werden konnte.

Aus diesen Ergebnissen sowie aus dem Expressionsmuster von pfac? und ptac6 kann
entnommen werden, dass es sich um konstitutive Faktoren der plastidiren Genexpression
handelt. Dagegen konnte pfaci? an spezifischen regulatorischen Prozessen wihrend der

frithen Genexpression mitwirken.
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