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Einleitung

1 Einleitung
1.1 RNA Metabolismus in Mitochondrien von Arabidosis thaliana

Wie nahezu alle eukaryotischen Organismen besitzen auch hohere Pflanzen Mitochondrien. In
den Membranen der Mitochondrien sind die Komponenten der Atmungskette lokalisiert und
aufgrund ihrer Rolle im Stoffwechsel sind diese Zellorganellen essentiell fir die Pflanze.
Dariiberhinaus erfullen Mitochondrien weitere wichtige Funktionen, wie die Synthese von
Nukleotiden, Vitaminen und Co-Faktoren, und sind am Aminoséuremetabolismus sowie der
Photorespiration beteiligt (Bari et al., 2003). Nach der Endosymbiontentheorie stammen
Mitochondrien von eubakterien-artigen Einzellern ab und wurden in eine Wirtszelle
aufgenommen und integriert. Sie enthalten ein eigenes Genom, wobei im Zuge der Integration
in die Wirtszelle ein GroRteil des mitochondrialen Genoms in den Zellkern transferiert wurde
bzw. verloren ging. Das mitochondriale Genom von Arabidopsis thaliana umfasst noch
366.924 Nukleotide und codiert fur 57 Gene. Neben drei rRNAs und 22 tRNAs sind einige
ribosomale Proteine und ein Teil der Proteine der Atmungskettenkomplexe und der
Cytochrome C Biogenese hier codiert (Unseld et al., 1997). Fir die Funktion der Organellen
ist die Expression dieser Gene wichtig. Diese beginnt mit der Transkription in mono- bzw.
polycistronische Transkripte, die anschlieBend in einer Vielzahl von Prozessierungsprozessen
zu reifen Transkripten werden (Hoffmann et al., 2001, Gagliardi und Binder, 2007). Dazu
gehort die Generierung von reifen 3°- und 5°-Transkriptenden flr alle Transkripte. Einige
Transkripte enthalten zudem Gruppe Il Introns, die durch cis- bzw. trans-Splicing entfernt
werden mussen. AuBerdem ist fiir mitochondriale Transkripte das RNA-Editing bekannt
(Giege, 1999). Letztlich werden flr die Stabilisierung der Transkripte bis zur Translation, die
Translation und die anschlieende Degradation weitere Proteine oder Protein-Komplexe
bendtigt. Die Regulation der Genexpression findet dabei offensichtlich Uber verschiedene
Mechanismen statt - auf posttranskriptionaler Ebene tilber RNA-Stabilitdt bzw. -Degradation
genauso wie auf posttranslationaler Ebene Uber Protein-Modifikationen und —Degradation
(Gagliardi und Binder, 2007). Uber die Proteine, die an diesen Mechanismen beteiligt sind, ist
bis jetzt wenig bekannt.

Die Uberwiegende Mehrzahl der fiir die mitochondriale Genexpression benétigten Proteine
und Cofaktoren sind im Kern kodiert und mussen aus dem Cytoplasma in die Mitochondrien
importiert werden. Dabei wird das gesamte mitochondriale Proteom auf ca. 2.000 bis 3.000
Proteine geschéatzt, von denen in A. thaliana jedoch nur ein Bruchteil tatséchlich identifiziert
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sind (Millar et al., 2001, 2005, 2006).

Zwei Protein-Familien, deren Mitglieder RNA-bindende Eigenschaften aufweisen und fur
deren Mitglieder zum Teil eine mitochondriale Lokalisation vorhergesagt ist, bilden die PPR-
und die DEAD-Box-Proteine (Small und Peeters, 2000, Linder, 2006, Cordin et al., 2006).

1.2 Struktur und Funktionsweise der DEAD-Box-Proteine

Die DEAD-Box-Proteine gehoren zur Superfamilie 2 der Helikase-Proteine. Helikasen
kommen in vielen eukaryotischen und prokaryotischen Organismen vor und werden aufgrund
verschiedener konservierter Motive in drei Superfamilien und zwei Familien eingeteilt. Die
Superfamilie 1 bilden die DNA-Helikasen, die Superfamilie 2 dagegen die RNA-Helikasen.
Die DEAD-Box-Proteine bilden zusammen mit den DEAH-, DExH- und DEXxD-Proteinen
eine Familie. Sie wurden zuerst 1989 von Linder et al. aufgrund von acht konservierten
Motiven identifiziert und erhielten ihren Namen nach der Aminoséureabfolge des zweiten
Motivs D-E-A-D (Aspartat-Glutamat-Alanin-Aspartat), das auch als Walker B Motiv
bezeichnet wird. Insgesamt gibt es mehr als 500 Proteine mit diesen Motiven. Seither wurde
ein weiteres Motiv (Q-Motiv) zusammen mit einem 17 Aminosduren stromaufwarts davon
liegenden aromatischen Rest identifiziert (Cordin et al., 2004, 2006). Dieses Motiv ist
spezifisch fur DEAD-Box-Proteine. Die Aminoséaureabfolge dieser Motive bildet den 350 bis
400 Aminosauren langen Kern dieser Proteine. Uber Kristallisationsstudien wurde festgestellt,
dass der Kern der Proteine zwei jeweils aus flnf 3-Faltblattern und fiinf a-Helices aufgebaute
kugelférmige Domanen bildet, die durch eine Spalte getrennt sind. Diese Spalte kann von
verschiedener Breite sein. Die Orientierung der beiden Doménen zueinander kann ebenfalls
von Protein zu Protein unterschiedlich sein und durch konformale Anderungen wahrend der
Substrat-Bindung variiert werden. Die N-terminale Doméne (Doméne I) umfasst die Motive |
(AXTGOGKT), la (PTRELA), Ib (TPGR), Il (DEAD), Il (SAT) und das Q-Motiv
(GaccPohlQ), welches eine Cap-Struktur Gber der Doméne | bildet. Die Motive IV (LIV), V
(ARGID) und VI (HRXGRXGR) bilden die C-terminale Doméne (Doméne Il). Die C- und N-
terminalen Verlangerungen sind zwischen den einzelnen DEAD-Box-Proteinen sehr variabel
und es wird vermutet, dass sie flr die Substratspezifitat verantwortlich sind. Fur das Protein
DbpA aus Escherichi. coli wurde zum Beispiel bereits gezeigt, dass eine zusatzliche RNA-
Bindedomane im C-terminalen Teil des Proteins die Substratspezifitat ausmacht (Kossen et
al., 2002). Weiterhin ist es wahrscheinlich, dass fiir die Ausbildung der Substratspezifitét

Protein-Protein und Protein-RNA Wechselwirkungen mit anderen Co-Faktoren notwendig
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sind (Cordin et al., 2006). Einige Helikasen arbeiten in groRen Multiprotein-Komplexen, wie
zum Beispiel elF4A, eines der ersten umfangreich untersuchten DEAD-Box-Proteine (Schiitz
et al., 2008), oder p68 und p72 (Ogilvie et al., 2003). DEAD-Box RNA-Helikasen werden
auch in kleineren Komplexen beobachtet, wie dem Degradosom in E. coli, das die RhiIB-
Helikase und die PNPase enthalt (Liou et al., 2002). Konformale Anderungen durch Protein-
Protein-Wechselwirkungen oder Substratbindung sind darlberhinaus oftmals essentiell fiir die
Funktion von DEAD-Box-Proteinen, wie zum Beispiel fur das elF4A und das Dhhlp aus

Saccharomyces cerevisiae (Cheng et al., 2005).

[ Substrate |

Domain 1 Domain 2

Q | la 18] l 1] IV v Vi

N ——{F{cAxPoxa}—[RXGXCKT,

0

OH OH

Abbildung 1.1: (aus Rocak und Linder, 2004) Der allgemeine Aufbau von DEAD-Box-Proteinen.
Die neun konservierten Motive der DEAD-Box-Proteine bilden zwei Domaéanen (grau
unterlegt). Die Pfeile zeigen, welche der 9 konservierten Motive des Proteins mit dem
Susbstrat (RNA) interagieren und welche flr die NTPase-Aktivitat bendtigt werden.

Aufgrund der beiden in allen Familien der DNA- und RNA-Helikasen konservierten
Walker A- und Walker B-Motive wurden die DEAD-Box-Proteine als Helikasen eingestuft.
Fur eine ganze Reihe von DEAD-Box-Proteinen wurde in vitro auch bereits eine RNA-
abhéngige  ATPase-Aktivitdt und eine  ATP-abhangige = RNA-Helikase-Aktivitat
nachgewiesen. Dabei sind die Motive | (Walker A), Il (Walker B), VI und das Q-Motiv fiir
die Bindung und Hydrolyse von ATP verantwortlich, wobei das Q-Motiv auch zur RNA-
Bindung beitragt. Die Motive la, Ib, Il1, IV und V sind vermutlich fir die RNA-Bindung und
strukturellen Verdnderungen des Proteins wéhrend der Bindung von ATP und RNA
verantwortlich. Dabei wird fur Motiv 1l vermutet, dass es die ATPase- und die Helikase-
Aktivitat miteinander verknipft. Auch fiir Motiv V kann eine Beteiligung an der ATPase-
Aktivitat oder der Verknupfung der beiden Aktivitdten nicht ausgeschlossen werden. Um
6
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beide Funktionen zu erflllen, werden vermutlich eine Vielzahl von Interaktionen zwischen
den einzelnen Motiven ausgebildet (Cordin et al., 2006). So wurde fir das DEAD-Box-
Protein Dhhlp aus S. cerevisiae eine Interaktion der Motive l, V und dem Q-Motiv
nachgewiesen. Durch Mutationen verursachte Unterbindung der Wechselwirkungen fuhrte
zum Funktionsverlust des Proteins (Cheng et al., 2005).

Die Helikase-Aktivitat beinhaltet neben dem Auflésen von Sekundarstrukturen und
Tertiarstrukturen von RNA als RNA-Chaperon, wie fir das CYT-19 DEAD-Box-Protein aus
Neurospora crassa gezeigt wurde (Tijerina et al., 2006, Mohr et al., 2006), auch das Auflésen
von DNA/RNA-Bindungen und von Protein/RNA-Strukturen als RNPasen (Linder et al.,
2001, Schwer, 2001, Jankowsky und Bowers, 2006, Linder, 2006). Dartiber wie die DEAD-
Box-Proteine diese Helikase-Aktivitat ausfihren, ist bis jetzt recht wenig bekannt. Die
Mehrzahl der DEAD-Box-Helikasen bendtigten in in vitro Versuchen als Substrat einen
Nukleinsaure-Doppelstrang, von dem wenigstens ein Strang RNA ist. AuBerdem benétigen
sie Uberhédngende Enden, um an ein RNA-Substrat zu binden. Yang et al. (2007) haben dabei
fiir Ded1p und Mss116p aus S. cerevisiae gezeigt, dass die Uberhinge lediglich zum Laden
des Proteins auf das RNA-Substrat, nicht aber fur das Auflosen des RNA-Duplex selbst
benoétigt werden. Die meisten DEAD-Box-Proteine zeigen dabei abweichend von anderen
Helikasen eine Bidirektionalitdt fur die Entwindungsaktivitat, dafir aber kaum eine
Prozessivitat. Sie entwinden nur Bereiche von 10 bis 25 bp Lénge und l6sen einen RNA-
Duplex damit nur lokal auf. Fir den Mechanismus werden verschiedene Modelle diskutiert,
wie zum Beispiel der ,,An- und Aus“-Mechanismus (Cordin et al.,2006). Dabei wird davon
ausgegangen, dass der zu entwindende Duplex am Ende thermisch denaturiert wird und das
Protein so an einen einzelstrangigen Teil binden kann. Dadurch wird der Duplex destabilisiert
und entweder entwunden oder das Protein dissoziiert wieder von seinem Substrat, wobei fiir
das Losen des Substrates die Lyse von ATP benétigt wird. In einem zweiten Model bewegt
sich die Helikase, nachdem sie einmal an das Substrat gebunden hat, iber Translokation unter
ATP-Hydrolyse immer dann vorwarts, sobald durch thermisches Aufschmelzen einzelne
Basen des Duplexes gelost werden. Auf diese Weise wird der Duplex thermisch dissoziiert
indem die Helikase ein erneutes Zusammenlagern der beiden Strange verhindert. Die so
auftretende Prozessivitat wird von der Substratspezifitat der jeweiligen Helikase bestimmt
(Cordin et al., 2006).

In einem dritten Model entwindet die Helikase Doppelstrange aktiv unter ATP-Verbrauch und
aktiver Translokation entlang des Doppelstranges (Rocak und Linder, 2004). Dabei konnte
das Protein die durch die ATP-Bindung und anschliefende Hydrolyse hervorgerufenen
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konformalen Verinderungen, die zu einem ,,Offnen” bzw. ,,SchlieBen* der Spalte zwischen
den beiden Domanen des Proteins fiihren, nutzen, um sich entlang des RNA-Stranges zu
bewegen. Eine andere denkbare Variante ist, dass das Protein als Dimer mit jeweils einem
Molekdl in einer der beiden Konformationen vorliegt, die verschiedene ATP- und RNA-
Bindeeigenschaften aufweisen. Wahrend der ATP-Bindung und Hydrolyse, sowie der
dsRNA-Bindung und ssRNA-Freisetzung tauschen beide Molekile die Konformation und
bewegen sich so entlang des RNA-Stranges. Liu et al. haben kirzlich fir das Ded1p-Protein
aus S. cerevisiae gezeigt, dass die ATP-Hydrolyse nicht fur das Auflésen eines RNA-
Duplexes bendtigt wird, aber fur das Losen des Enzymes vom RNA-Substrat, da ein Protein-
ATP-Komplex deutlich hthere Affinitdt zum RNA-Substrat zeigt, als ein ADP-Protein-
Komplex (Liu et al., 2008).

1.3 Funktionen der DEAD-Box-Proteine

DEAD-Box-Proteine sind in fast allen Organismen aus allen drei Reichen des Lebens zu
finden. Dabei wurden ihnen Funktionen in nahezu allen Bereichen des RNA-Metabolismus
von der Transkription, dem Transport, der Prozessierung der 5°- bzw. 3‘-Enden, dem RNA-
Editing und dem Splicing Uber die Ribosomen-Biogenese und Translationsinitiation bis hin
zur Degradation der RNA nachgewiesen (Cordin et al., 2006, Linder, 2006).

So wurde fir die Helikase DP103 eine Funktion in der Repression der Transkription gezeigt.
Auch die beiden sehr &hnlichen Helikasen p68 und p72 fungieren als Corepressoren oder
Coaktivatoren der Transkription, indem sie mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren
interagieren (Fuller-Pace, 2006).

Nach der Transkription sind DEAD-Box-Proteine am SpleiRen der pre-mRNA beteiligt,
wobei ihre genaue Funktion bis jetzt noch unbekannt ist. Obwohl die beiden
Transesterifikationsreaktionen wéhrend des Spleif3ens keine Energie bendétigen, wird trotzdem
ATP fir das Spleil3en verbraucht. Vermutlich wird diese fir die Neu- und Umordnung von
RNA-Protein-Komplexen wéhrend der Assemblierung des Spliceosoms und der Substrat-
Umsetzung benétigt (Rocak und Linder, 2004, Linder, 2006, Cordin et al., 2006). Fir die
beiden Helikasen CYT19 aus Neurospora crassa und Mss116p aus S. cerevisiae wurde
in vitro gezeigt, dass sie das Spleien bestimmter Introns auch als Einzelprotein unter ATP-
Verbrauch unterstiitzen, daftr aber nicht unbedingt ihre Helikase-Aktivitat bendtigen, somit
also als RNA-Chaperone fungieren. Vermutlich werden eher funktionelle Konformationen
des Substrates stabilisiert, als aktiv gebildet (Mohr et al., 2006, Solem et al., 2006, del Campo
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et al., 2007). Die p72-Helikase spielt zudem eine Rolle im alternativen SpleiRen (Honig et al.,
2002).

Ein Einfluss von DEAD-Box-Proteinen auf das RNA-Editing wurde bis jetzt recht selten
nachgewiesen. Ein Beispiel ist das mHEL61 aus Trypanosoma brucei, dessen Knockout in
einer starken Reduktion editierter mitochondrialer mRNAs resultiert (Missel et al., 1997).
Nach der Prozessierung der mRNA sind DEAD-Box-Proteine auch am Export aus dem
Zellkern in das Cytoplasma beteiligt. Das Dbp5-Protein aus Mensch und S&ugetieren zum
Beispiel bindet mMRNA im Kern und leitet sie durch den ,Nuclear pore complex“ (NPC). Auf
der cytoplasmatischen Seite wird die RNA durch Bindung von Dpb5 an das NUP214-Protein
vom Dpb5 dissoziiert (Moeller et al., 2009, Gross et al., 2007).

An der Ribosomen-Biogenese ist die vermutlich grofite Anzahl an DEAD-Box-Proteinen
beteiligt. So sind 14 der 24 bekannten DEAD-Box-Proteine aus S. cerevisiae an der
Assemblierung der Ribosomen-Untereinheiten beteiligt (Cordin et al., 2006), wie zum
Beispiel Haslp, das zusétzlich an der Reifung der 18S rRNA und 27S pre-rRNA beteiligt ist
(Emery et al., 2004, Rocak et al., 2005). Drei der funf DEAD-Box-Proteine in E. coli (CsdA,
SrmB und DbpA) sind ebenfalls an der Assemblierung der groRen Ribosomen-Untereinheit
beteiligt (lost und Dreyfus, 2006, Charollais et al., 2004).

An der Translationsinitiation sind zum Beispiel elF4A im Komplex mit elF4B, einem RNA-
bindenden Protein, durch Entwindung von Sekundarstrukturen am 5°‘-Ende der mRNA
beteiligt. Auch Dedlp aus S. cerevisiae ist essentiell fiir die Translationsinitiation, wobei die
genaue Rolle des Proteins noch unbekannt ist (lost et al., 1999).

Letztlich konnen DEAD-Box-Proteine auch am Abbau von RNA beteiligt sein. Hier sind
allerdings kaum Beispiele bekannt. In Eukaryoten sind nur Proteine verwandter Familien wie
den DEAH-Box-Proteinen oder Ski2-artigen Proteinen in Komplexen mit dem Exosom
gefunden worden (Cordin et al, 2006). In E. coli wurde dagegen RhIB als Bestandteil des
Degradosomes identifiziert. Flr dieses Protein wurde bereits im Minimal-Komplex mit der
PNPase eine Funktion in der Degradation doppelstrangiger RNA ohne Degradosom gezeigt
(Liou et al., 2002). Fur Dhhl aus S. cerevisiae wurde gefunden, dass es am Decapping von
MRNAs beteiligt ist und damit diese fir die 3° nach 5°-Degradation zugénglich macht (Cheng
et al., 2005).

Uber die Funktion und Bedeutung von DEAD-Box-Proteinen in Pflanzen ist noch recht wenig
bekannt. Sie scheinen mit all den Funktionen, mit denen DEAD-Box-Proteine den RNA-
Metabolismus und damit die Genexpression regulieren, eine bedeutende Rolle im Wachstum
und der Entwicklung von Pflanzen zu spielen (Western et al., 2002, Arciga-Reyes et al., 2006,
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Yoine et al.,, 2006, Kobayashi et al., 2007, Matthes et al., 2007, u.a.). So verursacht der
Knockout des UPF1, das am Abbau nicht korrekter mRNAs (Nonsense-mediated Decay)
beteiligt ist, die Ausbildung abnormaler, gezackter Blatter, verspatete Blutenbildung und
Keimlingslethalitat (Arciga-Reyes, et al., 2006). Das VDL-Protein aus Tabak ist vermutlich
an der Differenzierung von Chloroplasten beteiligt und dessen Knockout verursacht ebenfalls
verkruppelte Blatter und abnormale Wurzeln und Bluten (Wang et al., 2000).

Daruberhinaus sind DEAD-Box-Proteine an Stress-Antworten und deren Regulation in
Pflanzen beteiligt. Zum Beispiel bewirkt die Uberexpression des OsBIRH1-Gens in
Arabidopsis eine Hochregulation der Gene fur die Abwehr von Schéadlingen wie
Pseudomonas syrringae und fur Toleranz gegenliber oxidativem Stress (Li et al., 2008). Das
LOS4-Protein aus A. thaliana reguliert die Expression von Transkriptionsaktivatoren der
CBF-Familie indem es den mRNA-Export der CBF-Transkripte erhéht oder verringert und
somit das Protein-Level reguliert. Diese Transkriptionsaktivatoren werden flr die Expression
von Genen der Kélteantwort benotigt (Gong et al., 2005). Die STRS1 und STRS2 Gene
dagegen hemmen die Expression von Transkriptionsaktivatoren der Stressantwort auf Salz-,

Hitze- und osmotischen Stress (Kant et al., 2007).

1.4 DEAD-Box-Proteine in den Mitochondrien von Arabidopsis thaliana

In Arabidopsis thaliana wurden aufgrund der 9 konservierten Motive 53 Gene fiir DEAD-
Box-Proteine anhand ihrer Sequenz identifiziert (Boudet et al., 2001). Durch verschiedene
Computer-Algorithmen zur Vorhersage der subzellularen Lokalisation wurden fur die vier
DEAD-Box-Proteine PMH1 (Putative Mitochondriale RNA-Helikase 1, At3g22310), PMH2
(At3g22330), PMH3 (Atlg12770) und PMH4 (At4g09730) eine mitochondriale Lokalisation
in Betracht gezogen. Die mitochondriale Lokalisation wurde fir PMH1-4 (iber die Expression
von entsprechenden GFP-Fusions-Proteinen in Tabak-Protoplasten nachgewiesen (Matthes et
al., 2007, Forner, Wildum, Diplomarbeiten, 2002, Schmidt-Gattung, Dissertation, 2006).
Desweiteren wurde PMH2 in Proteom-Analysen in mitochondrialen Lysaten gefunden (Millar
et al., 2001; Matthes et al., 2007).

Die beiden Proteine PMH1 und PMH2 weisen eine hohe Sequenzahnlichkeit von 76 % auf
Aminosdureebene auf. Dagegen zeigen die anderen beiden Helikasen abgesehen von den
konservierten Kerndomanen der DEAD-Box-Proteine kaum eine Sequenzdhnlichkeit
zueinander und zu der Sequenz von PMH1/2 (Schmidt-Gattung, Dissertation, 2006). Mit

Hilfe von Northern-Blot-Analysen wurden die Transkripte aller vier Gene in allen
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untersuchten Geweben nachgewiesen. Die Promotoraktivitaten von PMH2, PMH3 und PMH4
wurde in allen Geweben (ber Promotor::GUS-Fusions-Pflanzen bestatigt. Der PMH1-
Promotor ist nur in Pollen und Wurzelspitzen aktiv. Die Expressionsmuster der vier Gene
unterschieden sich jedoch deutlich. PMH2 ist deutlich starker exprimiert als PMH1. PMH1 ist
daflr in starkem Mall durch Kélte induzierbar, was fir PMH2 nur in geringerem Male
zutrifft. PMH3 und PMH4 werden kaum bzw. gar nicht durch Kalte angeschaltet. Zusétzlich
sind PMH2, PMH3 und PMH4 durch Verwundung und PMH1 durch Salz-Stress induzierbar
(Schmidt-Gattung, Dissertation 2006, Kim et al., 2008). Analysen von T-DNA-Insertions-
Pflanzen wurden bis zum Beginn dieser Arbeit nur fir das PMH1- und das PMH4-Gen
durchgefihrt. Wahrend an PMH1 Knockout-Pflanzen in bisherigen Analysen kein sichtbarer
Phanotyp zu erkennen war, erwies sich PMH4 als so essentiell, dass keine homozygoten Ko-
Mutanten erhalten werden konnte. Heterozygote Pflanzen zeigten bei der Samenbildung eine
25 %ige Embryoletalitat in einem frihen Stadium der Embryonalentwicklung (Schmidt-
Gattung, Dissertation 2006).

Fur die PMH1/2-Proteine wurde (ber zweidimensionale Blue-native/SDS-PAGE und
anschlieBende Immunodetektion mit einem Antikdrper fiir beide Proteine eine Assoziation an
RNA-abhangige, hochmolekulare Protein-Komplexe nachgewiesen. Die Behandlung der
Zellsuspensionskultur mit Kélte vor der Isolierung der untersuchten Mitochondrien und eine
Solubilisierung der Mitochondrien unter Anwesenheit von MgCl, verstarkten die Bildung
solcher Komplexe (Matthes et al., 2007). Weiterhin deuteten proteinbiochemische Analysen
auf eine Assoziation der beiden Proteine an Membranen hin.

Die unterschiedlichen Expressionsmuster und die verschiedenen Auswirkungen eines
Knockout der einzelnen Proteine auf die Pflanze deuten auf unterschiedliche Funktionen
dieser vier Proteine im RNA-Metabolismus in den Mitochondrien hin. Die Funktionen selbst

waren aber noch fir alle vier Proteine unbekannt.

15 Zielsetzung der Dissertation

Als Ausgangspunkt fur die Untersuchung des RNA-Metabolismus in Mitochondrien wurde
bereits die Lokalisation fiir vier DEAD-Box-Proteine (PMH1-4) in diesem Kompartiment
nachgewiesen. Fir zwei von ihnen, PMH1 und PMH2, konnte aullerdem mittels BN-PAGE
eine Assoziation an hochmolekulare RNA-abhdngige Proteinkomplexe beobachtet werden
(Matthes, Diplomarbeit).

Ziel dieser Arbeit ist es, diese hochmolekularen Komplexe und ihre Verteilung auf Matrix

11
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und Membranen der Mitochondrien mittels Saccharose-Gradienten Auftrennung und BN-
PAGE néher zu charakterisieren, um Hinweise auf die Art der Komplexe und damit ihre
Funktion im RNA-Metabolismus zu bekommen.

In einem zweiten Ansatz sollen T-DNA-Insertionslinien fir das PMH2-Gen homozygot
etabliert werden. Fir das PMH1-Gen war bereits eine solche Linie etabliert (Schmidt-
Gattung, Dissertation 2006). Im Anschluss sollen diese Linien charakterisiert werden, um
uber eventuelle molekulare oder morphologische Phanotypen der Mutanten Hinweise zu
bekommen, an welchen Prozessen des RNA-Metabolismus beide Proteine in vivo beteiligt
sein konnten.

Zusétzlich soll durch RNA-Interferenz in den Mutanten auch die Expression des intakten
PMH-Proteins unterbunden werden. Die phanotypische Analyse solcher Pflanzen soll

Hinweise auf mogliche redundante Funktionen der beiden Proteine liefern.
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2 Material

21 Pflanzenmaterial

Arabidopsis thaliana Okotyp Columbia

T-DNA-Insertionsmutanten:

Salk 035421 (The Salk Institute for Biological studies, San Diego, USA)
Salk 056387 (The Salk Institute for Biological studies, San Diego, USA)

Sail 628 C06 (Syngenta, Basel, Schweiz)

2.2 Bakterienstamme

Escherichia coli DHSa (Stratagene GmbH Heidelberg, Deutschland)
Escherichia coli SURE (Stratagene GmbH Heidelberg, Deutschland)
Agrobakterium tumefaciens GV2260 (Deblaere et al., 1985)

2.3 Kits

DNeasy® Plant Mini Kit (50)

Gateway® LR Clonase™ Enzyme Mix

GFX™ Micro Plasmid KIT

GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
LightCycler 480® SYBR Green | Master
M-MLV-Reverse Transkriptase RNaseH(-) Point Mutant
pPGEM®-T Vector System |

PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit
RediprimeTM Il Random Prime Labelling System (
RNeasy® Plant Mini Kit (50)

Roti®-Nanoquant

Transcriptor High Fidelity cDNA synthesis kit
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(Qiagen, Hilden, Deutschland)
(Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
(GE Healthcare)

(GE Healthcare)

(Roche, Mannheim, Deutschland)
(Promega, Mannheim, Deutschland)
(Promega, Mannheim, Deutschland)
(Invitrogen)

Amersham Biosiences)

(Qiagen, Hilden, Deutschland)
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(Roche, Mannheim, Deutschland)
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2.4 Oligonukleotide

Name Sequenz Experiment
LBXL CCGATTTCGGAACCACCATCAAACAGG PMH2 T-DNA-Linien
RBXL ATTAAACTCCAGAAACCCGCGGCTGA PMH2 T-DNA-Linien
SynLB TAGCCTTGCTTCCTATTATATCTTCC PMH2 T-DNA-Linien
PMH2FLR5 GCTTTCTCCTTTTACCTCGAACC PMH2 T-DNA-Linien

At PMH2 GFP 1.5

CACCTGGATCCGAAAATGATCAC

PMH2 T-DNA-Linien

At PMH2 GFP 2.3

GCGGATCCCAAGCCCATCACCACCAAC

PMH2 T-DNA-Linien

SALK 021934 TAGACGAGGGAGGAATCC PMH2 T-DNA-Linien
Pmh2hy3¢ ATGGATCCGTAAGATCTTTTCCCAT PMH2 T-DNA-Linien

nad2 ab splicing a CCAGTAATGTGGGTTGG nad2 steady state Transkripte
nad2 ab splicing b AAGAGCATACCGCGAGTAGG nad2 steady state Transkripte
nad2 ab intron 1 TAGCCGGGAGGAAAGAAAGG nad2 steady state Transkripte
nad2 cde splicing 1 ACAAAGGAGAGGGGTATAGC nad2 steady state Transkripte
nad2 cde splicing 2 TCTCATACGCAGGAATACCC nad2 steady state Transkripte
nad2 cde intron 2R CTCGCATTTCTCATCGAACA nad?2 steady state Transkripte
nad2d NS.R GGGCACCAGATATCTATGAGGG nad2 steady state Transkripte
nad2d NS.H GTCACTACTCCCACTGGGGC nad2 steady state Transkripte
Atnad4-f1.3°A GACCCGTTTTTCTTTTCTTTGCTG nad4 steady state Transkripte
Atnad4-f.5‘B AGGCGTATACACGGGAAGG nad4 steady state Transkripte
nad7 ab splicinig 1 ATGACGACTAGGAAAAGGCA nad?7 steady state Transkripte
Atnad7-10 TTGTGAATGGGCAGAGCCGG nad? steady state Transkripte
nad9 NS.H ATGGATAACCAATTCATTTTC nad9steady state Transkripte
nad9 NS.R TTATCCGTCGCTACGCTG nad9 steady state Transkripte
Atatp8-NS.H CTGGATAAATTCACTTATTTTTCAC atp8 steady state Transkripte
Atatp8-NS.R TTCGATATATTATATAATATGTTTCTTTCCC | atp8 steady state Transkripte
P18SrRNA AAGCATATGACTACTGGCAGG Northern Kontrolle

GW1 GTGCCACCTTATTCAACCATCAGG RNAI

GWI_AS CCTGATGGTTGAATAAGGTGGCAC RNAI

pmh2 RT3’ GAGAGATCTGATCCAACTCGG RT-PCR

pmh2 RT5’ ATGATCACTACAGTGCTACG RT-PCR

pmh2gPCR_2H CCGATTCACTGAGCTCCCTA Q-RT-PCR

pmh2gPCR_2R AAGCTTGAACCACGATCCCT Q-RT-PCR

PP2A At1g13320_1 TAACGTGGCCAAAATGATGC Q-RT-PCR

PP2A At1g13320_2 GTTCTCCACAACCGCTTGGT Q-RT-PCR

AT4G27960_1 UBC9 | TCACAATTTCCAAGGTGCTGC Q-RT-PCR

AT4G27960_2 UBC9 | TCATCTGGGTTTGGATCCGT Q-RT-PCR

DTXSC

GACTCGAGTCGACATCGA(T)1y

cDNA Synthese (Q-RT-PCR)
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2.5 Losungen und Medien

25.1 Medien flr die Anzucht von Arabidopsis thaliana

Kultivierungserde (1 I): 0,81 Fruhstorfer Erde mit Vulkanton
(Archut, Lauterbach-Walenrod, Deutschland)
0,21 Vermiculite, 2-3 mm Kornung
(Archut, Lauterbach-Walenrod, Deutschland)
159 Osmocote Exact Mini NPK Duinger
(Scotts Deutschland GmbH, Nordhorn)
Standard MS-Medium: 4,4 g/l Murashige Skoog Salts with Gamborg
B5 Vitamins (Duchefa, Haarlem, Niederlande)
2,5 mM MES 0,59/l
15 mM Saccharose 59/l
1,5% (w/v) Microagar 15 g/l

pH-Wert 5,7 mit KOH einstellen und autoklavieren

Konzentration der Antibiotika fir Arabidopsis-Selektion

30 mg/l Kanamycin
200 mg/I Cefotaxin
30 mg/l Hygromycin

MS-Medium fir die Flussigkultur:

4,3 g/l
90 mM

Murashige Skoog Salts (Duchefa, Haarlem, Niederlande)
Saccharose 30 g/l

pH 5,7 einstellen mit 1 M KOH

Nach dem Autoklavieren fiir
4,5 nM

4 uM

2,4 uM

0,3 uM

0,55 mM

0,075 mg/mi

15 min werden zugegeben:
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (1 mg/ml) 50 ul/ml

Nikotinséure (5 mg/ml) 1 pl/ml
Pyridoxin-Hydrochlorid (1 mg/ml) 1 ul/ml
Thiamin-Hydrochlorid (1 mg/ml) 1 pl/ml
Myolnositol 0,1 mg/mi
Ampicillin (1 mg/ml) 75 ul
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MS1-Medium:
4,4 g/l Murashige Skoog Salts with Gamborg B5 Vitamins
(Duchefa, Haarlem, Niederlande)
5mM MES 1g/l
0,5 % (w/v) Saccharose 59/
0,8 % (w/v) Microagar 89/l

pH 5,7 mit KOH einstellen und fur 15 min autoklavieren

MS2-Medium:
4,3 g/l Murashige Skoog Salts (Duchefa, Haarlem, Niederlande)
30 g/l Saccharose
0,8 % (w/v) Microagar
pH-Wert 5,7 mit KOH einstellen und fur 15 Minuten autoklavieren
4,5 nM 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (1 mg/ml) 50 ul/ml
4 uM Nikotinséure (5 mg/ml) 1 pl/ml
2,4 UM Pyridoxin-Hydrochlorid (1 mg/ml) 1 pl/ml
0,3 puM Thiamin-Hydrochlorid (1 mg/ml) 1 pl/ml
0,55 mM Myolnositol 0,1 mg/mi
1,33 mM BAP (1 mg/ml) 0,3 pl/ml

2.5.2 Extraktionspuffer fir die RNA-Praparation aus Samen

02M Natriumtetraborat-decahydrat 76,3 g/l
30 mM EGTA 11,4 g/l
1 % (w/v) SDS 10 g/l
1 % (w/v) Natriumdeoxycholat 10 g/l

pH 9,0 mit 1 M NaOH einstellen
frisch zugegeben werden immer

0,2% (w/v) DTT (20%-Stocklsg) 10 pl/ml
6 % (w/v) PVP40 60 mg/mi
0,5 mg/700 pl ProteinaseK

2.5.3 Ldsungen fur die BN-PAGE

6 x BN-Gelpuffer 3 M E-AMinocapronsaure 393,6 g/l
0,3M Bis-Tris/HCI (500 mM, pH 7,0) 600 ml/I
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10 x BN-Kathodenpuffer
Farblos

blau

10 x BN-Anodenpuffer

ACA 750-Probenpuffer:

BN-Ladepuffer

Aquilibrierungslésung

254
Harnstoff-SDS-PAGE:

500 mM Tricin
150 mM Bis-Tris pH 7,0
pH 7,0 mit HCI einstellen

10 x Kathodenpuffer farblos
0,2 % (w/v) Coomassie G 250
500 mM Bis-Tris pH 7,0

pH 7,0 mit HCI einstellen

750 mM €-Aminocapronsdure

50 mM Bis-Tris (500 mM, pH 7,0)
0,5mM EDTA-Na,

750 mM E-Aminocapronsaure

5% (w/v) Coomassie G 250

2 % (wiv) SDS

66 mM Na2CO3

2 % (wiv) 2-Mercaptoethanol

Losungen fur die SDS-PAGE

10 x SDS Kathoden-/Anodenpuffer

8 x SDS-Trenngelpuffer

2 x SDS-Sammelgelpuffer

Uberschichtungslésung

2x SDS-Probenpuffer

250 mM Tris
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS
3M Tris

pH 8,8 mit HCI einstellen

0,25 M Tris
pH 6,8 mit HCI einstellen

1x SDS-Kathoden-/Anodenpuffer
0,5 % (w/v) Agarose

0,125 M Tris pH 6,8

20 % (v/v)  Glycerin (99%)

4 % (wlv) SDS

100 mM DTT (1M)

1 Spatelspitze
17

Bromphenolblau

89,6 g/l
31,38 g/l

19/

104,6 gl

99,3 g/l
10 ml/l

98,4 g/l
50 g/l

20 g/l
7,19/l
20 ml

30,3 g/l
144,13 g/l
10 g/l

363,48 g/l

30,28 g/l

100 mi/I
59/l

15,14 g/l
200 ml
40 g/l
100 ml
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Tricin-SDS-PAGE:

2.5.5

3x Gelpuffer

10x Anodenpuffer

10x Kathodenpuffer

Uberschichtungslosung

Ldsungen fur die Saccharose-Gradienten-Zentrifugation

Solubilisierungspuffer

0,2M

35 mM
25 mM
0,2M

40 mM
500 pg/ml
500 pg/ml
10 mM

2 % (wiv)
(Optional:

Gradientenpuffer:

40 mM
10 mM

1 mM

0,5 mg/mi
100 pg/ml
10 mM

20 mM

3M Tris
0,3% (w/v) SDS

pH 8,45 mit HCI einstellen

2M Tris

pH 8,9 mit HCI einstellen

1M Tris
1M Tricin
1 % (w/v) SDS

pH 8,25 stellt sich von selbst ein

1x Kathodenpuffer

0,5 % (w/v) Agarose

Spatelspitze  Bromphenolblau

Tris-HCI (2 M, pH 8,0)
MgCl; (2 M)

EGTA (0,1 M)
Saccharose (2 M)
EDTA (0,5 M, pH 8,0)
Heparin
Chloramphenicol
[-Mercaptoethanol
DDM

0,3M KCI (3 M)

Tris-HCI (2 M, pH 8,0)
MgCl;, (2 M)

EDTA (0,5 M, pH 8,0)
Heparin
Chloramphenicol
2-Mercaptoethanol

KCI (3 M)

18

363,5 g/l
39/l

242,2 gl

121,19/l
179,2 g/l
10 g/l

100 mi/I
59/l

100 ml/I
17,5 ml/l
250 ml/I
100 ml/I
80 ml
0,59/
0,59/l
700 i/l
20 g/l
100 ml/T)

20 ml
5ml

2 mi
0,59/l
100 mg/l
700 pl/I

6,66 ml
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2.5.6 Losungen fur die kolloidale Coomassie-Farbung

Stammldsungen:

A 2% Ortho-Phosphorséure 20 g/l
10 % Ammoniumsulfat 100 g/l
B 5% Coomassie-G250 1 9/20 ml

Gebrauchslésungen:

Fixierer: 40 % Methanol (100 %) 400 mi/l
10 % Essigsaure (100 %) 100 ml/I

Farbelosung: 98 % Losung A 98 ml
2% Losung B 2ml

Kurz vor Gebrauch werden vier Teile (100 ml) der Féarbelosung mit einem Teil (25 ml)
Methanol versetzt.

2.5.7 Losungen fur die Silberfarbung

Fixierer: 50 % Methanol (100 %) 500 ml/I
12 % Essigsaure (100 %) 120 ml/I
Waschlésung: 50 % Ethanol (100 %) 500 ml/I
Impragnierer: 0,8 mM Natriumthiosulfat 0,2 g/l
Silbernitrat-Losung: 11,7 mM Silbernitrat 2 g/l
0,027 % Formaldehyd (36,5 %-Lsg.) 750 pl/I
Entwickler: 566 mM Natriumcarbonat 60 g/l
0,02 mM Natriumthiosulfat 5 mg/l
0,009 % Formaldehyd (36,5 %-Lsg) 250 pl
Stopp-L06sung: 10 % Essigsédure (100 %) 100 ml/l
Lagerlésung: 1% Essigsédure (100 %) 10 mi/l
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3 Methoden
3.1 Anzuchtmethoden
3.1.1 Anzucht griner Pflanzen

Alle Arabidopsis thaliana Pflanzen werden entweder in einzelnen Topfchen auf
Kultivierungserde oder in sterilen Petrischalen mit Standard-MS-Medium und
1,5 % Microagar angezogen. Die Anzucht erfolgt entweder in einer Klimazelle VB 8018
(Votsch Industrietechnik GmbH, Balingen, Deutschland) oder einem Percival Klimaschrank
(CLF Laborgerate GmbH, Emersacker, Deutschland) unter den Wachstumsbedingungen
16 h Licht (80-140 pmol/m?*s) und 8 h Dunkelheit (Langtagbedingungen), sowie 21-23 °C
und einer Luftfeuchtigkeit von 50-80 %. Zur Kaltebehandlung werden die Pflanzen unter den

genannten Langtagbedingungen bei 4°C wahrend der 8 h Dunkelperiode gehalten.

3.1.2 Oberflachensterilisation von Arabidopsis thaliana Samen

Fir das Wachstum auf sterilem MS-Medium muss die Oberflache der A. thaliana Samen vor
dem Ausbringen sterilisiert werden, um ein Uberwachsen der MS-Platten mit Bakterien und
Schimmelpilzen zu vermeiden. Dazu werden ca. 100 pl Samen (entspricht ~ 1000 Stiick) in
ein 15 ml Falcon abgeflllt und fur 5min in 15 ml 70 % (v/v) Ethanol geschuttelt. Im
Anschluss werden die Samen fur 2 min bei 2.000 x g abzentrifugiert und danach fir 5 min mit
15 ml H2Opigest gespiilt. Dann werden die Samen fir 2 x 10 min mit 15 ml Sterilisationsldsung
(0,6 % (v/v) Natriumhypochlorid, 1 % (v/v) TritonX-100) behandelt. Zum Abschluss werden
die Samen dreimal mit 15 ml H,Opjigest gespilt, in 0,1 % (w/v) Agarlésung aufgenommen und

auf den MS-Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausgebracht.

3.13 Etablieren einer Zellsuspensionskultur aus Hypokotylen etiolierter Keimlinge

Fur die Isolierung groRerer Mengen Mitochondrien eignet sich eine Suspensionskultur

undifferenzierter Zellen besser gegenlber ganzen Pflanzen aufgrund der hoheren

Zellmaterial-Ausbeute bei kirzerer Kultivierungszeit. Desweiteren l&sst sich durch

Kultivierung im Dunkeln die Bildung von Chloroplasten unterdriicken und so eine

Chloroplasten-freie, wenn auch nicht ganzlich Plastiden-freie (Proplastiden) Mitochondrien-

Fraktion erhalten. In dieser Arbeit wurden die verwendeten Zellkulturen aus dem Hypokotyl
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etiolierter Keimlinge gewonnen.

Zur Etablierung einer Zellsuspensionskultur werden zundchst die Samen der gewinschten
Arabidopsis Pflanze sterilisiert und auf MS-Agar 1 ausgebracht. Die Platten werden dann zum
Ausschluss von Licht fur sechs Tage in Alufolie verpackt und bei 21 °C inkubiert. Danach
werden von den so etiolierten Keimlingen die Kotyledonen und die Wurzeln sorgféltig
abgeschnitten und die Hypokotyle auf MS-Agar 2 ausgelegt. Diese Platten werden dann unter
denselben Bedingungen weiter inkubiert. Nach etwa vier bis funf Wochen sind die
Hypokotyle vollstdndig mit Kallus bedeckt und es werden je 2 - 3 g Kallus in 50 ml flissiges

MS-Medium Ubertragen. Die Kultivierung erfolgt dann weiter als Zellsuspensionskultur.

3.14 Kultivierung einer Zellsuspensionskultur

Um einmal angelegte Zellsuspensionskulturen fiir nachfolgende Experimente tber langere
Zeitrdume zur Verflgung zu haben, werden die Zellsuspensionskulturen durch regelmaBiges
Ubertragen eines Teils der Zellen in frisches Flussig-Medium in Kultur gehalten. Dazu
werden die Zellen in 300 ml Erlenmeyer-Kolben mit flussigem MS-Medium bei 110 rpm und
23 °C im Dunkeln gehalten. Aller sieben Tage werden ca 1 -2 g Zellmaterial pro Kolben
unter einer Sterilbank in frisches Medium tbertragen und unter gleichen Bedingungen weiter

inkubiert.

3.2 Herstellung transgener Pflanzen

3.2.1 Transformation von Agrobakterien

Fur die Ubertragung von Transgenen in die A. thaliana Pflanzen wurden Agrobakterien des
Stammes GV2260 verwendet (Deblaere et al., 1985). Dazu werden die kompetenten
Agrobakterien auf Eis aufgetaut und mit 1 pug des Plasmids vermischt. Dann werden die
Zellen fir 5 min auf Eis gehalten, 5 min in flissigem Stickstoff gefroren und daraufhin fur
5min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss werden die Zellen in 1ml LB-Medium
aufgenommen und fur 2 - 4 h bei 28 °C und 220 rpm geschdittelt. Zum Schluss werden 200 pl
der Zellen auf einer ersten und die restlichen Zellen auf einer zweiten LB-Platte mit
Carbenicillin (100 pg/ml) zur Selektion auf das Helferplasmid und dem fur das Konstrukt zu
verwendenden Antibiotikum ausgestrichen. Die Platten werden dann bei 28 °C fir ca. zwei

Tage inkubiert. Nach dieser Zeit sollten die Zellkolonien zu sehen sein.
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3.2.2 Transformation von Arabidopsis thaliana mittels floral dip

Die Ubertragung von T-DNA Konstrukten auf die entsprechenden A.thaliana Pflanzen
erfolgte durch Transformation nach der ,.floral dip*“- Methode nach Clough und Bent (1998).
Dazu werden zehnTopfe mit je drei bis funf Pflanzen bis zur Bildung der
Primarinfloreszenzen angezogen. Die Primarinfloreszenzen werden nach Erreichen einer
Hohe von 2-10 cm knapp tber den Rosetten abgeschnitten. Dann werden die Pflanzen bis zur
Bildung der Sekundarinfloreszenzen weiter gezogen (vier bis sechs Tage). Drei bis vier Tage
vor der Transformation wird eine 10 ml Vorkultur der Agrobakterien mit der zu
Ubertragenden T-DNA in Standard-LB Medium mit dem Antibiotikum zur Selektion auf das
Konstrukt (Kanamycin: 30 mg/l; Spectinomycin: 50 mg/l) und dem Antibiotikum zur
Selektion auf das Helferplasmid des Stammes (GV2260: Carbenicillin: 100 mg/l) angesetzt
und bei 28°C und 220 rpm geschittelt. Ein bis zwei Tage vor der Transformation wird dann
eine 200 ml Hauptkultur unter den gleichen Bedingungen angezogen. Zur Transformation der
Pflanzen werden die Zellen fur 20min bei 3.000x g abzentrifugiert und in
Infiltrationsmedium (5 % Saccharose, 0.05 % Silwet L-77, pH 6-8) auf eine OD >0,8
aufgenommen. Die Pflanzen werden kopfiiber fur 3-5 sec in die Zellsuspension getaucht und
anschlieBend horizontal in einer Plastikschaale abgelegt. Die Pflanzen werden ber Nacht bei
gedampfter Beleuchtung gehalten, dann aufgerichtet und unter Langtagbedingungen
weitergezogen. Nach drei bis vier Tagen wird eine zweite Transformation durchgefiihrt und

die Pflanzen dann bis zur Samenreife kultiviert.

3.3 Molekularbiologische Methoden

Alle Methoden, die an dieser Stelle nicht ndher beschrieben sind, wurden nach Sambrook and

Russel (2001) oder mit einem Kit nach den Angaben des jeweiligen Herstellers durchgefuhrt.

3.3.1 RNA Préparation aus Samen

Die Praparation von Gesamt-RNA aus gequollenen Samen erfolgte entsprechend dem
Protokoll von Birti¢ und Kranner (2006) ohne Anderungen.

Pflanzensamen enthalten oft groBe Mengen an Polysacchariden, Polyphenolen, Lipiden und
Proteinen als Reservestoffe. Diese kdnnen wahrend der Préparation mit RNA interferieren

oder sie gar degradieren. Zum Beispiel werden Phenole zu Quinonen oxidiert und kénnen
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dann kovalent an Nukleinsauren binden. Polysaccharide weisen dhnliche physikochemische
Eigenschaften wie RNA auf und konnen dadurch mit RNA co-prézipitieren und so die
gewonnene RNA-L6sung kontaminieren. Diese Kontaminationen fihren dann zu fehlerhafter
Bestimmung der erhaltenen RNA-Menge und koénnen die Reverse Transkription und PCR
Anwendungen beeinflussen. Deshalb wurde zur Isolierung von RNA aus A. thaliana Samen
das von Birti¢ und Kranner (2006) etablierte Protokoll, in dessen Verlauf diese sekundéren
Pflanzenstoffe entfernt werden, verwendet. Phenole werden durch die Zugabe einer optimalen
Konzentration des Phenol Blockers PVP entfernt, Proteine durch die Zugabe von DTT
denaturiert und durch ProteinaseK abgebaut. Lipide werden durch die Zugabe von KCI
kondensiert und durch Zentrifugation abgetrennt. Zum Abschluss wird die RNA durch Fallen
von restlichen Polysacchariden und restlichen Proteinen getrennt.

Alle Zentrifugationsschritte in diesem Protokoll werden mit 18.000 x g und bei 4 °C in einer
Kihlzentrifuge durchgefuhrt. Vor der RNA-Isolierung wurden die Samen fir 3 h im Licht
(80-140 pmol/m?*s) bei 21 °C und dann fir 3 h im Licht bei 4 °C mit sterilem H2Ogemin auf
Filterpapier eingeweicht. Nach Protokoll werden ca. 100-120 mg Samen in fliissigem
Stickstoff zusammen mit einer Spatelspitze autoklaviertem Seesand gemdorsert und in 700 pl
80 °C-heillem Extraktionspuffer mit ProteinaseK aufgenommen. Diese Suspension wird dann
fir 1,5 h bei 42 °C im Heizblock inkubiert. Daraufhin werden 56 pl 2 M KCI zugefigt und
die Probe fir 45min auf Eis gehalten. Dann wird der Seesand fur 4 sec in einer
Tischzentrifuge abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppi tiberfiihrt. Der Uberstand
wird dann fir 20 min zentrifugiert. Dabei bilden die Lipide eine feste Phase (ber der
Nukleinsaure-Losung. 600 pl der waéssrigen unteren Phase werden in ein neues Eppi Uberfihrt
und um die Nukleinséuren zu fallen mit 200 pl 8 M LiCl versetzt und fir 1 h auf Eis gehalten.
Diese werden dann fiir 20 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet
zweimal mit 750 pl 2 M LiCl gewaschen. Das Pellet wird dann in 100 ul RNase-freiem
ddH,O aufgenommen und nicht 16sliche Bestandteile des Pellets noch einmal fur 10 min
abzentrifugiert. Die Nukleinsdurekonzentration wird bestimmt und ein DNase-Verdau nach
den Angaben des Herstellers der DNase | angesetzt. Um den DNase-Verdau zu stoppen
werden auf 10 % des Gesamtvolumens 2 M KAc zugegeben, wodurch der pH Wert gesenkt
und die DNase denaturiert wird. Die Probe wird fur 15 min auf Eis gehalten und die
denaturierte DNase abzentrifugiert. Der Uberstand wird mit 100 %igem Ethanol auf eine
Endkonzentration von 75 % Ethanol gebracht und die Probe zur Fallung der RNA fiir 2 h bei
-80°C inkubiert. Die RNA wird im Anschluss fur 30 min abzentrifugiert, das Pellet mit 400 pl
70% igem Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Das Pellet wird in
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40 pl RNase freiem Wasser aufgenommen, die RNA-Konzentration bestimmt und die
Qualitat der RNA Uber ein Agarosegel uberprift. Auf diese Weise kdnnen 20-30 pg Samen-
RNA gewonnen werden. Die RNA kann dann bei -20°C gelagert oder direkt in die

nachfolgende Anwendung eingesetzt werden.

3.3.2 Quantitative Real Time RT-PCR

Zur Bestimmung relativer Transkriptmengen bestimmter Gene in A.thaliana wurden
quantitative RT-PCR Analysen durchgefiihrt.

Die Real-time PCR liefert dabei die am besten reproduzierbaren quantitativen Ergebnisse. Sie
beruht auf der Amplifikation des Zieltranskriptes mittels PCR und der kontinuierlichen
Detektion der erhaltenen PCR-Produktmenge mittels Fluoreszenz-Farbstoffen. Zur
Fluoreszenz-Markierung der PCR-Produkte gibt es verschiedene Systeme, wie zum Beispiel
die Markierung mit Zielsequenz spezifischen TagMan®-Sonden oder unspezifisch in
doppelstrangige DNA interkalierende Farbstoffe, wie SYBR-Green® I. In dieser Arbeit wurde
die Markierung der PCR-Produkte mit dem SYBR Green®-Farbstoff verwendet. Dieses
Molekil hat eine geringe Grundfluoreszenz, die um das 1.000-fache steigt, sobald das
Molekil an doppelstrangige DNA bindet. Da dieser Farbstoff unspezifisch an alle
doppelstrangigen DNA-Molekiile bindet, kann damit nur ein PCR-Produkt pro Reaktion
analysiert werden. Dazu ist es unerlésslich die durchgefuihrte PCR so zu optimieren, dass nur
das gewunschte Produkt entsteht. Desweiteren mussen die eingesetzten Primer so optimiert
sein, dass sie wahrend der Reaktion keine Dimere bilden, da diese ebenfalls als
doppelstrangige Molekille SYBR Green® | binden und so die Fluoreszenz unspezifisch
erhéhen. Wieviele PCR-Produkte wahrend einer Amplifikationsreaktion entstehen, kann mit
Hilfe einer Schmelzkurve (Gberprift werden. Dabei wird die Temperatur des
Reaktionsansatzes am Ende eines Laufes kontinuierlich gesteigert und die Fluoreszenz
kontinuierlich detektiert. Beim Schmelzen der DNA-Molekiile wird das SYBR Green® wieder
freigesetzt und die Fluoreszenz sinkt. Da die Temperatur bei der das Schmelzen erfolgt von
der Lange und der Basenzusammensetzung des jeweiligen Molekils abhangt, erfolgt es fur
jedes PCR-Produkt und fur die Primer-Dimere bei unterschiedlichen Temperaturen und so
wird die Fluoreszenzabnahme bei verschiedenen Temperaturen detektiert. Die Bedingungen
einer PCR missen daher so optimiert werden, dass nur ein Produkt entsteht.

Die Quantifizierung des in die Reaktion eingesetzten Templates erfolgt entweder absolut
anhand einer Standardkurve oder relativ zu einer Vergleichsprobe (Calibrator), die im

24



Methoden

gleichen Lauf mitamplifiziert wird. In dieser Arbeit dienten WT-Pflanzen als Calibrator-
Proben. Um beide Proben vergleichen zu konnen, muss sicher gestellt sein, dass beide
Reaktionen gleich ablaufen, das heift, eine gleiche Effizienz aufweisen. Das ist dann optimal
gegeben, wenn in beiden Reaktionen in jedem Zyklus genau eine Verdopplung des PCR-
Produktes erreicht wird (Effizienzwert von 2,0). Um die Effizienz mit der eine Reaktion
ablauft zu bestimmen, werden Reaktionen mit einer Verdiinnungsreihe der zu verwendenden
cDNA durchgefuhrt. Dabei wird fir alle Verdiinnungen der Zyklus bestimmt, in dem der
Fluoreszenzwert der Probe einen Schwellenwert (Threshold) bersteigt. Der Kreuzungspunkt
zwischen Threshold und der Fluoreszenzkurve wird als ci- oder c,-Wert bezeichnet. Bei einer
Verdunnungsreine mit Verdinnungen von 1:2 sollten die ct-Werte sich genau um 1
unterscheiden, dann liegt eine Effizienz von 2,0 vor. Bei einer Verdiinnung der Proben von
1:10 sollte die Verschiebung des ct-Wertes bei 3,3 liegen. Gegen Ende des PCR-Laufes
nimmt die Effizienz einer Reaktion generell ab, da sich zum Beispiel Abbau-Produkte
anhdufen, Komponenten des PCR-Ansatzes verbraucht werden oder die Tag-Polymerase an
Aktivitat verliert. Deshalb sollte anhand der Standardkurve auch Uberprift werden, wieviel
Template pro Reaktion eingesetzt werden sollte, um moglichst ct-Werte unter 30 Zyklen zu
erhalten. Um trotzdem auftretende Schwankungen in der PCR-Effizienz zu kompensieren,
werden alle Reaktionen in Triplikaten durchgefuhrt.

Um eine Probe relativ zu einem Calibrator quantifizieren zu kdnnen, muss desweiteren sicher
gestellt werden, dass in jede Reaktion eine gleiche Menge an Probe eingesetzt wurde. Dazu
wird fiir jede Probe eine PCR auf mindestens ein, besser auf zwei Referenzgene durchgefihrt.
Diese Referenzgene sollten unter allen zu untersuchenden Bedingungen in allen zu
untersuchenden Proben gleich exprimiert werden und auf einem dhnlichen Expressionslevel
liegen, wie das Zielgen. Fir A. thaliana wurden solche Gene von Czechowski et al. (2005)
evaluiert. Die ct-Werte aus der PCR auf das Zielgen werden auf die ct-Werte aus der PCR auf
die Referenzgene normalisiert und so Abweichungen in der eingesetzten Ausgangsmenge pro
Reaktion ausgeglichen.

Fir die in dieser Arbeit durchgefihrten Analysen wurde das LightCycler®480-System
(Roche, Deutschland) verwendet. Es wurde Gesamt-RNA aus Bliten, Blattern oder 14 Tage
alten Keimlingen isoliert und jeweils 5 pug davon mit dem Transcriptor High Fidelity cDNA
synthesis kit (Roche, Deutschland) oder der M-MLV-Reverse Transkriptase RNaseH(-) Point
Mutant (Promega, Deutschland) in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde mit dem GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) aufgereinigt und mit 100 pl

H>Opidest eluiert.
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Fiir die Real-Time PCR wurden die Reaktionen in 10 pl Ansitzen mit dem LightCycler 480°
SYBR Green | Master (Roche, Deutschland) Mastermix angesetzt (Tabelle 3.1). Als
Referenzgene dienten At49g27960 (UBC9) und At1g13320 (PP2A) (Czechowski et al., 2005).
Die Primer fur die Referenzgene wurden Czechowski et al. (2005) entnommen, die Zielgen-
spezifischen Primer wurden mit Hilfe des Primer-Blast tools (http://www.ncbi.nim.nih.gov)

entworfen.

Komponente  |Ausgangskonzentration| Eingesetztes | oo, oo oon
Volumen [ul]

Mastermix 2X 5 1x
Primer 1uM 2 200 nM
cDNA - 05-1 :

H,0 2-25

Tabelle 3.1: Pipettierschema fiir die Reaktionsansétze in der Real-Time PCR

Die PCR-Bedingungen wurden fir alle Versuche mit 20 sec Denaturierung bei 95 °C, 20 sec
Annealing bei 60 °C und 20 sec Elongation bei 72 °C gewéhlt. Die Fluoreszenz wurde immer
am Ende der Elongation gemessen. Als Kontrolle wurden am Ende des Laufes
Schmelzkurven mit einer Heizrate von 0,11 °C/sec von 65 °C auf 95 °C kontinuierlich
aufgezeichnet.

Die Auswertung erfolgte mit der LightCycler 480®-Software LCS480 1.5.0.39 fiir die
Standarkurven als absolute Quantifizierung nach der AACt-Methode und flr die Transkript-
Analysen als Advanced relative Quantification nach der AACt-Methode.

3.4 Praparation von Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana Zellsuspensionskultur

Fur die Praparation von Mitochondrien werden 10 — 20 Erlenmeyerkolben (1 L) mit je 200 ml
flussigem MS-Medium (siehe2.5.1) mit je ca. 2 g der gewiinschten Zellsuspensionskultur (aus
Dauerkultur) angeimpft und fir vier Tage bei 120 rpm und 23 °C im Dunkeln geschdttelt. Fur
eine Kaltebehandlung wird die Zellkultur in den letzten 18 bis 24 h bei 4 °C unter sonst
gleichen Bedingungen gehalten. Die Ernte der Zellen und die Préparation der Mitochondrien
erfolgte nach dem Protokoll nach Klein et al. (1998) und Werhahn et al. (2000).
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35 Proteinbiochemische Methoden

3.5.1 Auftrennung von Mitochondrien in Matrix- und Membran-Fraktion

Zur submitochondrialen Lokalisierung der hier untersuchten Proteine wurden Mitochondrien
in Matrix- und Membran-Fraktionen aufgetrennt und analysiert. Die Fraktionierung erfolgte
in Anlehnung an Linke und Weiss (1986).

Alle Schritte werden auf Eis und alle Zentrifugationen bei 4 °C ausgefihrt. Die
Mitochondrien werden in 500 pul ACA 750 Puffer pro 100 mg Mitochondrien aufgenommen
und in ein 15 ml Falcon Uberfiihrt. Der Aufschluss der Mitochondrien erfolgt auf Eis mit
viermal 10 sec Ultraschall der Stufe 5 mit jeweils 30 sec Pause zwischen den Behandlungen.
Dann werden je 500 pl der Suspension in 1,5ml Eppis Gberfihrt und unlysierte
Mitochondrien bei 5.000 x g fur 20 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird in neue
abgewogene Eppis uberfuhrt und fur 90 min bei 150.000 x g im TLA 100.4 Rotor (Beckman,
Deutschland) in einer Ultrazentrifuge (Beckmann, Deutschland) die Membranen pelletiert.
Der Uberstand der Zentrifugation stellt die Matrix-Fraktion dar, das Pellet die Membran-
Fraktion. Die Matrix-Fraktion wird in ein neues Eppi Uberfihrt und das Membran-Pellet wird
erneut in 500 pul ACA 750 Puffer aufgenommen. Da beide Fraktionen noch mit Proteinen der
jeweils anderen Fraktion verunreinigt sind, wird fiir die Membran-Fraktion die Ultraschall-
Behandlung wiederholt und dann flr beide Fraktionen die Ultrazentrifugation erneut
durchgefiihrt. Der Uberstand im Eppi der Matrix-Fraktion stellt nun die reine Matrix-Fraktion
dar und das Pellet in dem Eppi der Membran-Fraktion die reine Membran-Fraktion. Die
Membranen werden abgewogen und in 50 pul ACA 750 Puffer pro 5 mg Membran durch auf-
und abpipettieren resuspendiert. Unlésliche Bestandteile werden durch eine Zentrifugation bei
18.000 x g fiir 5 min entfernt. Die Fraktionen kdnnen dann bei -80 °C eingefroren oder direkt

in die nachfolgenden Experimente eingesetzt werden.

3.5.2 BN-PAGE (nach Schagger und Jagow, 1991)

Die Blue Native Polyacrylamid Gelelektrophorese ist eine Methode zur Auftrennung von
nativen Membranprotein-Komplexen. Durch die Behandlung von Protein-Proben mit
nichtionischen Detergenzien, wie zum Beispiel Digitonin, Dodecylmaltosid oder TritonX-
100, werden Membranproteine solubilisiert, ohne physiologische Protein-Protein-
Interaktionen aufzubrechen. Zusétzlich wird die Loslichkeit der Proteine im wassrigen

Puffersystem durch Zusatz amphophiler Aminocapronsaure verbessert. Um eine einheitliche
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Laufrichtung aller Proteine im elektrischen Feld wahrend der Elektrophorese zu erreichen,
wird Coomassie G250 den Protein-Proben und dem Laufpuffer zugesetzt. Coomassie G250
lagert sich an die hydrophoben Seitenketten von Aminosauren an und verleiht den Protein-
Komplexen eine negative Gesamtladung. Auf diese Weise kdnnen native und enzymatisch
aktive Protein-Komplexe bei neutralem pH Wert nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt
werden. In einer zweiten Dimension werden dann die Protein-Protein-Interaktionen innerhalb
der Komplexe durch das anionische Detergenz SDS aufgebrochen und die einzelnen
Untereinheiten auf einem zweiten Gel aufgetrennt. Proteine eines Komplexes erscheinen dann
als vertikale Reihe von Spots auf dem Gel der zweiten Dimension.

Um die Auftrennung eines moglichst breiten GroRenspektrums an Komplexen zu erreichen,
werden in der Regel Gradientengele verwendet. Je nach Probe werden dabei Acrylamid-
Konzentrationen von 3 — 16 % verwendet.

Zur Auftrennung von mitochondrialen Proteinkomplexen von A. thaliana wurden Gele mit
einer Dicke von 0,75 mm und mit einem Gradienten von 3 % bzw. 4,5 % bis 16 % Acrylamid
verwendet. Die Gradientengele werden mit Hilfe eines Gradientenmischers (Biorad)
geschichtet. Das Pipettierschema der einzelnen Losungen ist in Tabelle 3.2 gegeben. Das Gel
wird immer mindestens einen Tag vor dem Versuch gegossen und Uber Nacht in feuchten
Tichern gelagert, um ein vollstdndiges Auspolymerisieren des 16 %-Teils Uber Nacht zu

gewahrleisten.

16% 4,5% 3% 4%
Acrylamid
(37.5:1) 4,2 ml 1,18 ml 0,79 ml 1,01 ml
6 x Gelpuffer 1,75 mi 1,75 ml 1,75 ml 1,67 ml
Glycerin 2,19 - - -

H2Obidest 3ml 7,57 mi 7,96 ml 7,32 mi
Y 10,5 ml 10,5 ml 10,5 ml 10,0 mi
TEMED 5ul 5ul 5ul 10 pul
APS 20 pl 20 pl 20 ul 100 pl

Tabelle 3.2: Pipettierschema fur ein Gradientengel mit unterschiedlicher Acrylamid-
Konzentration

Die Mitochondrien wurden fur jeden Versuch immer frisch isoliert, da das Einfrieren der

Mitochondrien native hochmolekulare Komplexe zerstéren kann. Fur den Aufschluss der
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Organellen werden 10 mg Mitochondrien (entspricht ca. 1 mg Protein) in 80 ul ACA-
Probenpuffer aufgenommen, mit 15 pl 10 % Dodecylmaltosid versetzt und fiir 10-20 min auf
Eis gehalten. Nicht solubilisierte Mitochondrien werden dann fur 30 Min bei 18.000 x g und
4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wird mit 15 pl BN-Ladepuffer versetzt und vorsichtig
gemischt. Die Proben werden auf das Gradientengel geladen und der Lauf bei 11 mA und
einer Kihlung auf 4 °C gestartet. Es sollten pro Spur nicht mehr als 1 mg Protein geladen
werden, da sonst die Geltaschen verstopfen und die Proben nicht einlaufen. Fir die erste
Hélfte des Laufes wird der blauer Kathodenpuffer mit Coomassie G250 verwendet.
Coomassie G250 bindet nicht kovalent an die Proteine und muss deshalb wéhrend des Laufes
standig nachgeliefert werden, aus diesem Grund wird es dem Kathodenpuffer zugegeben.
Nachdem die Coomassie Blau-Bande die Halfte des Trenngels erreicht hat, wird der Lauf
unterbrochen und der blaue gegen den farblosen Kathodenpuffer ausgetauscht, sodass
uberschissiges Coomassie aus dem Gel lauft und die Protein-Banden im Gel sichtbar werden.
Der Lauf wird bei 11 mA fortgesetzt. Sobald die Coomassie-Bande aus dem Gel gelaufen ist,
wird die Elektrophorese gestoppt und das Gel aus der Elektrophoreseeinheit gebaut. Die
einzelnen Spuren des Gels werden ausgeschnitten und bei -20 °C eingefroren. Fur die zweite
Dimension werden die Gelstreifen in 25 ml BN-Aquilibrierungspuffer pro Streifen fiir 20 min
bei RT geschwenkt und dann in die SDS-PAGE eingesetzt.

Es werden 10 % PAA-Gele mit einer Dicke von 1 mm und einem Sammelgel von 4 % nach
Tabelle 3.4 Spalte 3 und 5 (siehe 3.5.3.2) im Protean Il System gegossen. Die aquilibrierten
Gelstreifen aus der ersten Dimension der BN-PAGE werden auf das Sammelgel aufgelegt und
mit Uberschichtungslosung fixiert.

Das Protean Il Elektrophorese-System wird zusammengebaut und der Lauf bei 20 mA pro Gel
gestartet. Nach Einlaufen der Proteine in das Sammelgel wird die Stromstarke auf 8 mA pro
Gel begrenzt und der Lauf Gber Nacht fortgesetzt. Die Elektrophorese wird beendet, sobald

die Coomassie-Lauffront aus dem Gel gelaufen ist.

3.5.3 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE werden Proteine mit dem anionischen Detergenz Natriumdodecylsulfat
denaturiert und mit einer negativen Gesamtladung versehen.

Fur die denaturierende Auftrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE gibt es verschiedene
Systeme. Zum einen das Puffersystem nach Laemmli (1970) mit Glycin als Tréger-lon, das

eine Auftrennung von 20-200 kDa erreicht, und das Puffersystem mit Tricin, das auch
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Proteine von unter 10 kDa (1-100 kDa) ohne Steigerung der Acrylamidkonzentration gut
auftrennt (Schagger und Jagow, 1987). Durch Zugabe von Harnstoff zur Gellésung kann eine
bessere Auftrennung bereits im Glycin-Gelsystem bis 10 kDa erreicht werden (Swank und
Munkres, 1971). Tricin wandert im Sammelgel deutlich schneller als Glycin, obwohl es eine
hohere molekulare Masse aufweist, weil ein deutlich groRerer Anteil des Tricins in der im
elektrischen Feld wandernden anionischen Form vorliegt. Auf diese Weise wird im Tricin-
System das Sammeln der Proteine im Sammelgel zu niedrigeren molekularen Massen, bei
gleicher Acrylamidkonzentration verschoben. Um kleinere Proteine in scharfen Banden
auftrennen und auflésen zu kénnen, mussen diese von der Lauffront des SDS im Gel getrennt
werden. Das ist schwierig, da kleinere Peptide Komplexe mit dem SDS bilden, die die gleiche
GroRe und Ladung haben wie SDS Micellen. Um kleinere Proteine von der SDS Lauffront zu
trennen, gibt es verschiedene Mdoglichkeiten: (1) Erhéhen des pH-Wertes des Sammelgels,
wodurch die Mobilitat des Glycins erhoht wird (damit werden aber auch gréRere Proteine
nicht mehr in der gleichen Bande wie kleinere Proteine im Sammelgel gesammelt). Glycin
wandert sehr langsam im sauren Sammelgel. Auf diese Weise werden auch sehr groRe
Proteine noch in einer scharfen Bande mit gesammelt, aber Proteine unter 20 kDa werden
nicht von SDS getrennt. (2) Eine andere Mdoglichkeit ist die Erhéhung der
Acrylamidkonzentration, wodurch die Mobilitat der Proteine herabgesetzt wird. Mit Tricin
kann ein Sammeln kleinerer Proteine und eine Trennung von der SDS-Lauffront bei gleichem
pH-Wert wie im Trenngel und geringen Acrylamidkonzentrationen erreicht werden.

Da Acrylamid-Gele im Tricin-System aufgrund der groReren Mobilitat des Tricins flr die
gleiche Trennstrecke bei gleicher Stromstarke deutlich l&ngere Laufzeiten aufweisen, muss
abgewogen werden, ob die Auftrennung der kleinen Proteine unter 10 kDa bendtigt wird oder

nicht.

3531 Tris-Tricin-SDS-PAGE (nach Schagger und Jagow, 1987)

Als eine Mdoglichkeit zur Auftrennung von Protein-Komplexen in ihre Untereinheiten Gber
einen GrolRenbereich von unter 10 kDa bis lber 200 kDa wurde die SDS-PAGE mit dem
Tricin-Puffersystem durchgefiihrt. Um Proteine von so unterschiedlichem Molekulargewicht
auf einem Gel aufzutrennen, werden Gele mit zwei Trennstufen und mit einer Dicke von
1 mm verwendet. Der untere Teil des Gels besteht aus einem 16 %igen und der obere Teil aus
einem 10 %igen PAA-Gel. Die beiden Trenngel-Ldsungen werden Ubereinander geschichtet,

zuerst der 16 %-Teil und dann der 10 %-Teil und gleichzeitig polymerisiert. Durch die
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Zugabe von Glycerin zum unteren Trennteil des Gels vermischen sich beide Gellésungen
beim Uberschichten nicht. Nach dem Auspolymerisieren wird das Trenngel mit einem
4 %igen Sammelgel Gberschichtet.

Gelkonzentration 4% 10% 16%
Acrylamid

(37.5:1) 1,0 ml 7,5 ml 12,0 ml
3 x Gelpuffer 3,35 ml 10,0 ml 10,0 mi
H2Opidest 5,65 ml 12,8 mi 50 mil
Glycerin (99%) - - 3,3 ml

TEMED 10 pl 30 ul 30 ul
10% APS 100 pl 300 pl 300 pl

> 10 mi 30 ml 30 ml

Tabelle 3.3: Pipettierschema ftir Tricin-SDS-Gele

Die Proteine in den Gel-Streifen aus der ersten Dimension der BN-PAGE werden in
Aquilibrierungslésung mit SDS fiir 20 min bei RT solubilisiert, die Streifen zwischen die
Glasplatten auf das SDS-Gel der zweiten Dimension aufgelegt und mit
Uberschichtungsldsung fixiert. Die Elektrophoreseeinheit wird zusammengebaut und der Lauf
bei 40 mA pro Gel gestartet. Nachdem die Proteine in das Sammelgel eingelaufen sind, wird
die Stromstarke auf 15 mA pro Gel begrenzt und der Lauf Uber Nacht fortgesetzt. Die

Elektrophorese wird beendet, nachdem die Coomassie-Lauffront aus dem Gel gelaufen ist.

3.5.3.2 Harnstoff-SDS-PAGE

Zur eindimensionalen Auftrennung von Protein-Lysaten wurden 10 %-SDS-Harnstoff-PAA-
Gele mit einer Dicke von 0,75 mm, einem 4 % Sammelgel und 10 Proben-Taschen
verwendet.
Die Gele werden mit dem Protean Il Gelelektrophoresesystem (Biorad) gegossen und laufen
gelassen. Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels wird der Kamm gezogen und die
Gele direkt verwendet oder in feuchte Tiicher gewickelt bei 4 °C gelagert.
Die aufzutrennenden Proteinlésungen werden mit 1 Vol 2 x SDS-Ladepuffer versetzt und auf
die Gele aufgetragen. Der Lauf erfolgt tiber Nacht bei 10 mA pro Gel und die Elektrophorese
wird beendet, sobald die Bromphenolbande aus dem Gel gelaufen ist.
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) 10 % Trenngel | 10 % Trenngel End-
Gelkonzentration ] 4 % Sammelgel
0,75 mm 1,0 mm konzentration
Acrylamid (37,5:1) 6,0 ml 9,0 mi 10 % 0,72 ml
8 x Trenngelpuffer/ 1x
3,0ml 3,75 ml 3,0 ml
2 x Sammelgelpuffer
H2Obidest 11,2 ml 12,5 ml - 2,28 mi
Harnstoff 5769 7,29 4 M -
TEMED 12 pl 15 pl 0,05 % Sul
10 % APS 40 pl 50 pl 0,016 % 50 pl
Y 24 ml 30 mi - 5ml

Tabelle 3.4: Pipettierschema fur Harnstoff-SDS-Gele

3.5.4 Fraktionierung mitochondrialer Lysate Uber Saccharose-Gradienten-

Zentrifugation

Alternativ zur BN-PAGE konnen hochmolekulare Protein/DNA/RNA-Komplexe durch
Zentrifugation Uber einen Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt werden. Bei dieser
Methode werden die Proteine und Protein-Komplexe nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Je hoher das Molekulargewicht eines Komplexes ist, desto groRer ist die wahrend
der Zentrifugation entstehende Zentrifugalkraft und in umso hohere Konzentrationsbereiche
wandert der Komplex. Die Zentrifugation wird dafir in einem Swingout-Rotor durchgefiihrt.

Zur Analyse mitochondrialer Proteinlysate auf einem Saccharose-Gradienten werden 100 mg
Mitochondrien (entspricht ca. 10 mg Protein) in 1 ml Solubilisierungspuffer (Raczynska et al.,
2006) oder in 1 ml ACA 750 Puffer mit 2 % DDM aufgenommen und fur 10 min auf Eis
gehalten. Im Anschluss werden nicht lysierte Mitochondrien fir 1 h bei 18.000 x g und 4 °C
in einer Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand enthalt dann das mitochondriale
Proteinlysat und wird auf einen diskontinuierlichen 9 ml Saccharose-Gradienten in 13 ml
Polyallomer Zentrifugenréhrchen (14 x 95 mm, Beckman) geladen. Die
Saccharosekonzentration wird in Gradientenpuffer von 15 % Saccharose in der obersten Stufe
in 5 %-Schritten auf 55 % in der neunten und letzten Stufe des Gradienten eingestellt. Der
Gradient wird dann flr 4 h bei 217.000 x g im SWA40Ti-Rotor (Beckman) und bei 4 °C
zentrifugiert. Nach der Ultrazentrifugation werden von oben nach unten 1 ml Fraktionen

abgenommen. Dabei entspricht die geladene Probe der Fraktion 1 (0 % Saccharose), die erste
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Stufe des Gradienten (15 % Saccharose) der Fraktion 2,...und die letzte und zehnte Fraktion
der Stufe neun des Gradienten (55 % Saccharose).

Protein-Analysen konnen mittels Harnstoff-SDS-PAGE durchgefiihrt werden, in dem direkt
50 pl der Fraktionen 1bis9 mit 50 pl 2 x SDS-Ladepuffer versetzt werden und auf
10 % PAA-Gelen aufgetrennt werden. Die Gele werden einem Western Blot unterzogen und
im Anschluss die Proteine mit einem spezifischen Antikorper detektiert.

Fur RNA-Analysen werden 800 pl jeder Fraktion mit 1 Volumen 8 M Guanidinhydrochlorid
versetzt und mit 2 Volumen 100 %igem Ethanol ber Nacht bei -20 °C gefallt. Die RNA wird
bei 18.000x g und 4°C fir 45 min abzentrifugiert und das Pellet in 200 pl H2Opigest
aufgenommen und nach Zugabe von 20 pul 3 M Natriumacetat pH 5,3 und 400 pl
100 % (v/v) Ethanol Gber Nacht bei -20 °C gefallt. Die RNA wird dann bei 18.000 x g und
4 °C fur 1 h abzentrifugiert und das Pellet mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet
und in 50 pl HOpigest aufgenommen. Die Verteilung von ribosomalen RNAs auf die
Fraktionen wird durch Auftragen von 15ul der RNA auf ein Agarosegel und
Ethidiumbromid-Féarbung der RNA untersucht.

3.55 Farben von Proteingelen

3.55.1 Farbung mit kolloidalem Coomassie-Brillantblau (nach Neuhoff et al. 1988)

Die Farbung von Proteingelen mit Coomassie-Brillantblau ist eine Methode zur Detektion von
Proteinen in Acrylamid-Gelen. Eine hohe Sensitivitdt zusammen mit einer geringen
Hintergrundfarbung erhélt man, wenn der verwendete Coomassie-Farbstoff in kolloidaler
Form in der Farbelsung vorliegt. Das kann man durch Zugabe des Salzes Ammoniumsulfat
in Konzentrationen von 6 — 10 % (w/v) zur Farbeldsung erreichen. Durch Zugabe von 20 %
(v/v) Methanol wird die Diffusion des Farbstoffes in die Gele erleichtert und eine Farbung der
Proteine durch das komplette Gel ermdglicht. Dabei zeigt Coomassie G250 eine zweimal so
hohe Sensitivitat wie Coomassie R250 und erreicht eine Nachweisgrenze von 0,5 ng pro Spot
(Neuhoff et al., 1985, 1988). Entsprechend wurde die Farbung von Acrylamidgelen mit
Coomassie-Brillantblau G250 angelehnt an Neuhoff et al. (1988) durchgefihrt.

Dabei werden die Gele fir mindestens 1h oder Uber Nacht in 150 ml Fixierlésung
geschwenkt. Dann werden vier Teile Farbeldsung mit einem Teil Methanol versetzt und die
Gele darin fir mindestens einen Tag inkubiert. Zum Abschluss werden die Gele in H2Opigest
gespult, bis kein Hintergrund mehr zu erkennen ist. Die Gele werden sofort nach der Férbung

eingescannt und dann in H,Opigest aufbewahrt.

33



Methoden

3.5.5.2 Silberfarbung (nach Blum et al., 1987)

Die Silberfarbung ist eine Methode zum Nachweis von Proteinen in Acrylamid-Gelen mit
hoherer Sensitivitat als die Coomassie-Brilliantblau Farbung. Es ist moglich Proteine bis
0,1 ng pro Spot nachzuweisen. Die Farbung beruht auf der Anlagerung von Silber-lonen an
die Proteine und deren Reduktion zu atomarem Silber durch funktionelle Gruppen und die
Peptidbindungen der Proteine. Diese Silberkeime fihren dann zur Anlagerung weiterer Silber-
Atome bei Einsatz eines Reduktionsmittels, wodurch die Farbung der Proteine eintritt. Ein
groRes Problem ist oft, dass eine Reduktion von Silber-lonen in geringem MaR im gesamten
Gel erfolgt und so ein recht starker Hintergrund entstehen kann. Dies verringert die
Sensitivitat und verschlechtert die Detektion deutlich. Die Reduktion der Silberionen erfordert
auBerdem eine pH-Anderung hin zum alkalischen in der Entwickler-Losung, wodurch aber
auch eine Prézipitation von unldslichen Silbersalzen auf der Oberflache der Gele bewirkt
wird, die den Kontrast im Gel deutlich verringert. Nach Blum et al. (1987) kdnnen diese
Probleme durch den Einsatz des Reduktionsmittels Thiosulfat umgangen werden. Durch den
Einsatz von Thiosulfat bei der Vorbehandlung der Gele erreicht man eine geringere
Hintergrundfarbung und damit eine hohere Sensitivitdt. Zudem bewirkt ein Einsatz in der
Entwicklerlésung durch die Komplexierung der unldslichen Silbersalze eine Steigerung des
Kontrastes. Deshalb wurden Silbergele in Anlehnung an dieses Protokoll nach Blum et al.
(1987) gefarbt.

Dazu werden die Gele fur zweimal 30 min oder tGber Nacht in Fixierlésung geschwenkt und
fiir dreimal 20 min in 50 % (v/v) Ethanol gespilt. Im Anschluss werden die Gele fiir 1 min in
Imprégnierlésung inkubiert und zweimal fir 1 min mit HyOpigest gespiilt. Dann erfolgt die
Beladung der Gele mit Silber-lonen in einer Silbernitrat-Losung fur 20 min und erneut
dreimaliges Spulen mit H,Opigest. Daraufhin werden die Gele solange in Entwickler-Ldsung
gehalten, bis die Féarbung kurz vor der gewilnschten Intensitat ist (dauert nur einige
Sekunden). Die Entwickler-Losung wird gegen die Stopp-Ldsung ausgetauscht, sobald die
gewdlnschte Farbungsintensitat erreicht ist und weitere 10 min inkubiert. Dabei ist zu
beachten, dass die Gele noch kurze Zeit nachfarben. Die Gele werden sofort nach der Farbung

eingescannt und dann in der Lagerlésung aufbewahrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Analyse hochmolekularer PMH1/2-Protein-Komplexe
4.1.1 Nachweis hochmolekularer PMH1/2-Protein-Komplexe

Im Vorfeld dieser Dissertation wurde fir die beiden Proteine PMH1 und PMH2 bereits ein
Antikorper hergestellt. Dieser Antikorper richtet sich gegen zwei 15 Aminoséuren lange
Peptide, die in den beiden PMH-Proteinen nahezu identisch sind. Mittels
massenspektrometrischer Analyse nach 2D-Gelelektrophorese und vergleichender Western-
Blot-Analyse mit Immunodetektion mit diesem Antikdrper wurde nachgewiesen, dass dieser
Antikorper spezifisch die beiden PMH-Proteine erkennt. Da die beiden flr die Immunisierung
verwendeten Peptide in beiden Proteinen nahezu identisch sind, konnte in den durchgefihrten
Immunodetektionsanalysen nicht zwischen beiden PMH-Proteinen unterschieden werden.

In mitochondrialem Proteinextrakt aus A. thaliana Zellsuspensionskultur wurden mit Hilfe
dieses Antikorpers PMH1 und PMH2 in hochmolekularen Protein-Komplexen nachgewiesen
(Matthes et al. 2007). Dazu wurde eine zweidimensionale Gelelektrophorese durchgefiihrt. In
der ersten Dimension wurden Protein-Komplexe nativ durch eine Blue-Native-PAGE
aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden diese Komplexe dann mittels Harnstoff-SDS-
PAGE in ihre Untereinheiten aufgeltst. Die Gele der zweiten Dimension wurden entweder
Coomassie gefarbt oder die Proteine durch Western-Blot auf eine PVDF Membran
Ubertragen. Die PMH-Proteine wurden durch Immunodetektion mit dem beschriebenen
Antikérper und Entwicklung (ber das ECL-System (Enhanced Chemiluminescence)
nachgewiesen. Im folgenden wird dieser experimentelle Ansatz einfach als BN-PAGE
bezeichnet.

Um das Auftreten dieser Komplexe mit einer zweiten unabhéngigen Methode zu analysieren,
wurde mitochondriales Protein-Lysat Gber einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten
aufgetrennt. Die Verteilung der PMH1/2-Proteine innerhalb des Gradienten wurde (ber
Harnstoff-SDS-PAGE und anschliefende Immunodetektionsanalyse der einzelnen Dichte-
Stufen analysiert. Dariiberhinaus wurde die Verteilung der beiden Proteine mit der Verteilung
von Ribosomen bzw. Polysomen (ber den Gradienten verglichen. Dies sollte Rickschlisse
uber eine potentielle Interaktion der PMH-Proteine mit Ribosomen oder Polysomen erlauben.
Dazu wurden Mitochondrien aus einer vier Tage alten Zellsuspensionskultur isoliert. Direkt
im Anschluss wurden 100 mg dieser Mitochondrien in Solubilisierungspuffer mit 2 % des

Detergenz DDM lysiert. Dieser Puffer ist fir die Isolierung intakter Ribosomen und
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Polysomen optimiert. Anschlieend wurde das solubilisierte mitochondriale Protein tber
einen Saccharose-Gradienten durch Ultrazentrifugation aufgetrennt (siehe Abschnitt 3.5.4).
Die Dichtestufen wurden einzeln von oben nach unten abgenommen. Jeweils 50 pl einer
jeden Dichte-Stufe wurden (ber ein 10 %-Harnstoff-SDS-Gel aufgetrennt und Uber
Immunodetektion analysiert. Signale wurden in den Fraktionen 1 bis 7, das heif3t in
Saccharose-Konzentrationen von 0 bis 40 % detektiert (Abbildung 4.1-A, unteres Bild, untere
Signale). Die Signale entsprechen Proteinen der Grofe um 60 kDa, wie PMH1 und PMH2.
Zusétzlich wurde ein Signal korrespondierend zu einem Protein von ca. 65 kDa in den
Fraktionen 1 und 2 detektiert. Um die Verteilung der Ribosomen und Polysomen auf dem
Gradienten zu uberprifen, wurde aus 800 ul jeder Gradienten-Fraktion RNA isoliert und tber
Agarosegelelektrophorese untersucht. Die ribosomalen RNAs wurden hauptsachlich in den
Fraktionen 3 bis 5 beobachtet. Im Vergleich zu den ribosomalen RNAs, die in Fraktion 2 nur
in geringen Mengen zu finden waren (Abbildung 4.1-A, oberes Bild), waren in dieser

Fraktion die PMH-Proteine in grélRerer Menge zu beobachten.

A -300mM KC1 B +300 mM KCI

268

188 rRNA Al

rRNA 188

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
<o - T
2% i

Abbildung. 4.1: Fraktionierung von Ribosomen, Polysomen und mitochondrialen Protein-
Komplexen auf diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten. Mitochondriales Protein wurde in
Solubilisierungspuffer (A) ohne und (B) mit 300 mM KCL solubilisiert und auf diskontinuierlichen
Saccharose-Dichtegradienten von 15-55 % in 5 % Stufen aufgetrennt. Die abgenommen Fraktionen
entsprachen der Reihe nach: Fraktion 1- geladene Probe, Fraktion 2- 15 % Saccharose, 3- 20 %, 4-
25 %, 5- 30 %, 6- 35 %, 7- 40 %, 8- 45 %, 9- 50 % und Fraktion 10- 55 % Saccharose. Die Verteilung
der beiden PMH-Proteine (ber die Fraktionen 1 bis 9 wurde tiber Immunodetektion mit dem PMH1/2-
Antikorper (@QPMH1/2) analysiert (unteren Bilder). Die Verteilung der Ribosomalen RNAs Uber die
Fraktionen 1 bis 10 wurde uber Agarosegelelektrophorese und Ethidiumbromid-Féarbung dargestellt
(oberen Bilder). Die Banden der 26S rRNA und der 18S rRNA sind angegeben.

(@ PMH1/2 - -

Wurde der Solubilisierungspuffer mit 300 mM KCI versetzt, wurden die ribosomalen RNAs
erneut hauptsachlich in den Fraktionen 3 bis 5 detektiert, wahrend die PMH1 und PMH2
Proteine hauptsachlich nur noch in den Fraktionen 1 und 2 zu finden waren (Abbildung 4.1-

B). In diesem Puffersystem bleiben also die Polysomen auf dem Gradienten stabil, wahrend
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PMH1 und/oder PMH2 von ihren Komplexen dissoziieren. Die ungleiche Verteilung von
Polysomen und den PMH-Proteinen auf dem Gradienten und das unterschiedliche
Dissoziationsverhalten dieser Komplexe machen eine Integration oder stabile Assoziation der
beiden Proteine in bzw. mit Ribosomen oder Polysomen unwahrscheinlich. Schwache oder
kurzzeitige Wechselwirkungen der beiden Proteine mit Ribosomen oder Polysomen kdnnen

allerdings nicht ausgeschlossen werden.

4.1.2 Detektion von PMH1/2-Protein-Komplexen in mitochondrialen Matrix- und

Membran-Fraktionen

Um die submitochondriale Lokalisation der beiden PMH-Proteine ndher zu untersuchen,
wurden die Mitochondrien einer vier Tage alten Wildtyp-Zellsuspensionskultur isoliert und in
Matrix- und Membran-Fraktionen getrennt. Die Proteine der einzelnen Fraktionen wurden
zunachst Ober eindimensionale Harnstoff-SDS-PAGE aufgetrennt und PMH1 und PMH2 in
den verschiedenen Fraktionen durch Immunodetektion mit dem PMHZL/2-Antikorper
nachgewiesen.

Dabei wurden hauptsachlich Signale fur ein Protein der richtigen Grofie im mitochondrialen
Gesamtprotein-Lysat und in der Membran-Fraktion detektiert (Abbildung 4.2-A). In der
Matrix-Fraktion ist nur ein deutlich schwacheres Signal zu sehen. Um die Vollstandigkeit der
Trennung der Matrix- und Membran-Proteine zu Uberpriufen, wurde eine zweite
Immunodetektion mit einem Antikorper gegen Porin, einem Protein der duleren
mitochondrialen Membran durchgefiihrt. Dabei wurden nur Signale in mitochondrialem
Gesamtprotein und in Membran-Fraktionen beobachtet (Abbildung 4.2-B), so dass von einer
annédhernd vollstandigen Trennung der beiden Fraktionen ausgegangen werden konnte.

Um zu Uberprufen, ob die hochmolekularen Proteinkomplexe nur in der Membran-Fraktion
mit dem Haupteil der beiden Proteine bestehen oder auch in der Matrix-Fraktion vorkommen,
wurden die entsprechenden Fraktionen zum einen tber BN-PAGE und zum anderen Uber
Saccharose-Dichtegradienten analysiert. Dazu wurden 550 pg Protein der beiden Fraktionen
uber ein 4,5—-16 % BN-Gel unter nativen Bedingungen aufgetrennt und die bestehenden
Komplexe in einer zweiten Dimension Uber ein 10 % Harnstoff-SDS-Gel aufgeldst. Die
Proteine wurden nach der zweiten Dimension (ber Immunodetektion mit dem PMH1/2-
Antikdrper untersucht. In der Matrix-Fraktion wurde dabei hauptséchlich Einzelprotein und
nur geringe Mengen an Komplexen detektiert (Abbildung 4.2-F). Die Analyse der Membran-

Fraktion zeigte dagegen deutliche Signale im hochmolekularen Bereich bis tber 1000 kDa
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(Abbildung 4.2-E). Zur GroRenabschatzung der Komplexe wurde jeweils ein zweites parallel
gelaufenes SDS-Gel mit kolloidalem Coomassie geféarbt. Die darauf sichtbaren Komplexe der
mitochondrialen Atmungskette wurden dabei zum GroRenvergleich herangezogen (Gele nicht
gezeigt).
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Abbildung 4.2: PMH1 und/oder PMH2 und deren Komplexe werden in mitochondrialen
Membran-Fraktionen detektiert. Mitochondrien einer A. thaliana Zellsuspensionskultur wurden in
Matrix- (Ma) und Membran- (Me) Fraktion getrennt und zusammen mit mitochondrialem
Gesamtprotein (ber Immunodetektion (A und B) analysiert. Die beiden Proteine wurden mit dem
PMH1/2-Antikdrper (@PMH1/2) detektiert (A) und die Vollstandigkeit der Trennung der Matrix- und
Membran-Proteine mit dem Porin-Antikorper Gberprift (B). Mit dem PMH1/2-Antikdrper wurde ein
Signal fur die PMH-Proteine in der Grofke von ca. 60 kDa (A, C, D: Signal 2) in der Membran-
Fraktion und schwach auch in der Matrix-Fraktion detektiert. Ein zusétzliches Signal fiir ein Protein
um 65 kDa (A, C, D: Sgnal 1) wurde in der Matrix-Fraktion detektiert. Das Auftreten von PMH1/2-
Proteinkomplexen in Matrix- und Membran-Fraktionen wurde tber diskontinuierliche Saccharose-
Dichtegradienten von 15 % (Fraktion 2)-55 % (Fraktion 10) Saccharose (C und D) und BN-PAGE (E
und F) analysiert. Die beiden durch den PMH1/2-Antikorper detektierten Banden sind erneut durch
Pfeile markiert. Die Trennrichtung der ersten und zweiten Dimension der PAGE ist durch Pfeile
angegeben. Die GroRen der Komplexe wurden in der ersten Dimension der BN-PAGE anhand der
Atmungskettenkomplexe (Komplex I: 1000 kDa, Komplex V: 580 kDa, Komplex Ill,: 480 kDa,
FDH: 200 kDa, Aconitase: 100 kDa) abgeschatzt. Die GrolRenabschatzung der Proteine in der zweiten
Dimension erfolgte tber einen parallel aufgetrennten Protein-Marker.
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Nach einer Auftrennung von jeweils 5 mg mitochondrialem Membran- bzw. Matrix-Protein
uber diskontinuierliche Saccharose-Gradienten, wurden wie oben beschrieben, die einzelnen
Stufen des Gradienten Uber ein 10 % Harnstoff-SDS-Gel aufgetrennt und (ber eine
anschlieBende Immunodetektion mit dem PMH1/2-Antikdrper analysiert. In der aufgetrennten
Matrix-Fraktion wurden die beiden PMH-Proteine dabei nur in den Saccharose-Gradienten-
Fraktionen 1 bis 4 nachgewiesen (Abbildung 4.2-C). Dagegen wurden die PMH-Proteine in
den Fraktionen 1 bis 6 der Membran-Fraktion detektiert (Abbildung 4.2-D). Dies weist auf

das Vorhandensein groRerer Komplexe in der Membran-Fraktion hin.

4.2 Charakterisierung von PMH1- und PMH2-T-DNA-Insertionsmutanten

Eine Moglichkeit zur Bestimmung von Funktionen einzelner Gene im Organismus der
Pflanze stellt die Analyse von Pflanzenlinien dar, in denen die Expression des entsprechenden
Gens durch die Insertion einer T-DNA im Gen unterbunden ist. Dabei werden Pflanzen, die
eine Insertion in dem zu untersuchenden Gen tragen auf morphologische und molekulare
Phanotypen hin untersucht. Diese lassen eventuell einen Riickschluss auf die Funktion des
Genproduktes in der Pflanze zu. Bei dem Ausschalten von Genen macht man sich den
natuirlichen Mechanismus der Ubertragung von DNA durch Agrobakterien und der Integration
der T-DNA in das Genom der Pflanze zunutze. Wird die T-DNA in das Leseraster eines Gens,
in ein Intron oder in den 5°- bzw. 3‘- UTR-Bereich des Gens integriert, kann kein korrektes,
reifes Transkript des Gens mehr gebildet werden. Da der Ort der Integration einer T-DNA im
Genom der Pflanze dem Zufall unterliegt und nicht gesteuert werden kann, kdnnen Gene nicht
gezielt durch T-DNA-Insertionen ausgeschaltet werden. Doch wurden durch das SALK
Institute for Biological Studies (San Diege, USA, Alonso et al., 2003), Syngenta (Basel,
Schweiz, Sessions et al., 2002) und andere Einrichtungen fur A. thaliana eine Vielzahl von T-
DNA-Insertionslinien erzeugt und die Orte der Integration in den einzelnen Pflanzenlinien
tber TAIL-PCR bestimmt und veroffentlicht. Anhand dieser Sequenzdaten kann die Existenz
einer T-DNA-Insertionslinie fir das zu untersuchende Gen ermittelt und gegebenenfalls
Samen einer solchen Linie bei den Instituten erworben werden. Diese Samen werden als die

Ts-Generation der Linie definiert.
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4.2.1 Etablierung homozygoter PMH2-T-DNA-Insertionslinien

Fur den Knockout eines Gens muss das entsprechende T-DNA-Allel des Gens in der Pflanze
homozygot vorliegen. Um unter den Pflanzen der erworbenen Linien homozygote zu
identifizieren, werden diese einzeln genotypisiert.

Fur das PMH1-Gen war bereits eine homozygote Linie (SALK 035421) etabliert (Schmidt-
Gattung, Dissertation 2006). Diese Linie weist eine T-DNA Insertion im Exon 6 des PMH1-
Gens auf.

Fur das PMH2-Gen wurden mehrere mogliche Linien in den Datenbanken identifiziert. Fir
die beiden Linien SALK 056387 und SAIL 628C06 wurden Integrationen im Exon 4 des
Leserasters bzw. zwei Nukleotide stromaufwarts des potentiellen Transkriptionsstartpunktes
des Gens vorausgesagt (Abbildung 4.3-A).

Mit Pflanzen der T4-Generation der SALK 056387 Linie waren bereits erste, jedoch nicht
eindeutige Genotypisierungen durchgefiihrt worden (Matthes, Diplomarbeit, 2006). Zur
Selektion homozygoter Pflanzen wurden im Rahmen diese Arbeit je zwei Nachkommen der
potentiell homozygoten Pflanzen4 und 15 (4/1, 4/2, 15/1 und 15/2), der potentiell
heterozygoten Pflanze 7 (7/1 und 7/2) und einer potentiellen Wildtyp Pflanze (WT/1 und
WT/2) der T4 Generation der SALK-Linie angezogen. Aus der SAIL-Linie 628 C06 wurden
sechs Pflanzen der T, Generation angezogen.

Nach ca. drei Wochen wurden von allen Pflanzen Rosettenblétter abgenommen und daraus
mit dem DNeasy® Plant Mini Kit (50) (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des
Herstellers DNA isoliert. Die DNA diente der Uberpriifung der exakten Lokalisation der T-
DNA und der Zygotie der Pflanze, die Giber PCR Analysen erfolgte.

Zur Uberpriifung des genauen Integrationsortes der T-DNA, wurden PCR-Analysen mit
Primern, die in der T-DNA bzw. in den flankierenden genomischen Sequenzen binden,
durchgefuhrt. In einer PCR mit dem Left-Border-spezifischen Primer SynLB4, der 430 nt von
der Left-Border entfernt in der T-DNA bindet, und dem genspezifischen Primer PMH2FLR5
wurde mit der DNA der SAIL-Linie ein PCR-Produkt von 650 bp erwartet. Mit den beiden
genspezifischen Primern PMH2FLR5 und PMH2 GFP 2.3 sollten 650 bp der genomischen
Sequenz amplifiziert werden, wenn keine T-DNA vorhanden ist (Abbildung 4.3-A). In den
Pflanzen 1 bis 5 wurde mit ca. 400 bp ein um ca. 250 bp kleineres T-DNA-spezifisches
Produkt detektiert. Die Sequenzierung des Produktes aus Pflanze 5 ergab, dass 250 bp der
Left-Border der T-DNA in der Integration fehlen. Das genspezifische Produkt wurde nicht
amplifiziert, was das Fehlen des WT-Allels impliziert (Pflanze homozygot fiir das T-DNA-
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Allel pmh2-2). Fir Pflanze 6 wurde umgekehrt kein T-DNA-Produkt beobachtet (Pflanze
homozygot fur das WT-Allel). Die Pflanzen 1 bis4 erwiesen sich als heterozygot
(Abbildung 4.3-B links).

A SAIL 628 C06 (pmh2-2) SALK 056387 (pmh2-1)
-106 -95

L E a =4 ad
PMH2FLRS Atpmh2GFP1.5 GenspezifischSALK 021934 Pmh2hy3*
Atpmh2GFP2.3
B SAIL 628 C06 (pmh2-2) SALK 056387 (pmh2-1)
1 2 3 4 5 6 WT 411 412 1511 1512 71 712 wia w2

C SAIL 628 C06 (pmh2-2) SALK 056387 (pmh2-1)

pmh2-2 WT pmh2-1 WT

-~ . PMH2 1 .

- e -

Abbildung 4.3:  Analyse der PMH2-T-DNA-Insertionsmutanten = SALK 056387 und
SAIL 628 C06. (A) Die Skizze zeigt die Struktur des PMH2-Gens. Die schwarzen Boxen stellen dabei
die Exons, die Linien dazwischen Introns dar. Die Integrationen der Sail 628 C06 (T-DNA-Allel
pmh2-2) und der SALK 056387 (pmh2-1) Linien sind als Dreiecke dargestellt, die die Orientierung
der Left- (LB) und Right-Border (RB) angeben. Die fir die PCR-Analysen verwendeten Primer sind
als blaue Pfeile dargstellt und ihre Bezeichnung darunter angegeben. Die fiir die Northern-Blot-
Analyse verwendete Sonde ist als blauer Balken Uber Exon 1 angegeben. (B) PCR-Analysen zur
Integration der T-DNAs in den beiden Linien. Die jeweils oberen Bilder zeigen die Ergebnisse der
Left-Border-PCRs (die erwarteten PCR-ProduktgréRen sind angegeben) und die unteren Bilder zeigen
die Ergebnisse der genspezifischen PCRs. Die Bezeichnung der untersuchten Pflanzen ist tber den
Spuren angegeben. (C) Nachweis der PMH2-Transkripte tber Northern-Blot-Analysen. Die beiden
oberen Bilder zeigen die Hybridisierung der Membran mit der PMH2-Sonde. Die beiden unteren
Bilder die Hybridisierung derselben Membran mit der 18S rRNA-Sonde.
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In einer weiteren PCR mit dem Right-Border-spezifischen Primer SynRB4 und dem
genspezifischen Primer PMH2 GFP 2.3 mit der DNA der homozygoten Pflanze 5 wurde eine
Right-Border als zweite Grenze der T-DNA identifiziert (Daten nicht gezeigt). Die
Sequenzierung der PCR-Fragmente, die mit den beiden Border-Primern und den
genspezifischen Primern amplifiziert wurden, ergab eine Integration der T-DNA 95 nt vor
dem ATG, wobei die Right-Border in Richtung des ATG zeigt. Die Left-Border als zweite
Grenze der Integration ist 106 nt vor dem ATG integriert, so dass 11 bp der genomischen
Sequenz deletiert sind (Abbildung 4.3-A).

In einer PCR mit dem genspezifischen Salk-021934-Primer und dem SALK Left-Border-
Primer LBXL mit DNA der Pflanzen der SALK-Linie (056387) wurde das erwartete 830 bp
lange Fragment flr alle Pflanzen auBer dem Wildtyp amplifiziert (Abbildung 4.3-A und B
rechts). Als zweite Grenze der T-DNA wurde eine zweite Left-Border mit dem
genspezifischen Primer Pmh2hy3‘ und dem SALK Left-Border-Primer LBXL identifiziert.
Die Sequenzierung der beiden PCR-Produkte ergab eine Integration zwischen Nukleotid 1002
und Nukleotid 1024 des Leserasters des PMH2-Gens (Translationsstart ATG =+1). Das
2500 bp lange genspezifische PCR-Produkt wurde mit den Primern AtPMH2 GFP 1.5 und
Pmh2hy3‘ nur in den untersuchten Wildtyp-Pflanzen amplifiziert, was auf das Fehlen des
Wildtyp-Allels in den restlichen Pflanzen schlielen lasst (Abbildung 4.3-B rechts, unteres
Bild). Die sechs untersuchten Pflanzen 4/1, 4/2, 15/1, 15/2, 7/1 und 7/2 der SALK-Linie
056387 waren fur das T-DNA-Allel (pmh2-1) homozygot.

Ob die Insertion der T-DNAs in das PMH2-Gen die Bildung eines reifen Transkripts
unterbindet, wurde fiir beide T-DNA-Linien mit Northern-Blot-Analysen untersucht. Daftr
wurden Samen der Pflanzen 5 (pmh2-2) und 6 (wt) (SAIL 628 C06) bzw. der Pflanzen 4/1
und wtl (SALK 056387) in einer Streusaat ausgebracht und unter Langtagbedingungen
angezogen. Nach 14 Tagen wurde das Pflanzenmaterial geerntet und mit dem RNeasy® Plant
Mini Kit (50) RNA nach Angaben des Herstellers isoliert (Qiagen, Hilden, Deutschland). Mit
jeweils 10 pg RNA pro Pflanzen-Linie wurde eine Northern-Blot-Analyse durchgefiihrt. In
den Nachkommen der Pflanze 4/1 der SALK-Linie wurde kein Transkript nachgewiesen
(Abbildung 4.3-C rechts). In den Nachkommen der homozygoten Pflanze der SAIL-Linie
deutete ein sehr schwaches Signal in der erwarteten Grolle das Vorhandensein kleinerer
Mengen des PMH2-Transkriptes an (Abbildung 4.3-C links). Das pmh2-2-Allel ist somit kein
Knockout-Allel.

Daraufhin wurde die Menge des gebildeten reifen PMH2-Transkriptes in den Pflanzen 5 und
6 der SAIL-Linie durch quantitative Real-Time RT-PCR bestimmt. Dazu wurde Gesamt-RNA

42



Ergebnisse

mit Hilfe des oligo(d)T Primers DTXSC in cDNA umgeschrieben und diese cDNA mittels
einer Real-Time PCR mit den Primern pmh2qPCR_2H und pmh2qPCR_2R wie unter 3.3.2
beschrieben untersucht. Dabei wurde eine Reduktion des PMH2-Transkripts auf
11,5(x0,1) % in der homozygoten pmh2-2-Pflanze festgestellt (Tabelle 4.1). Die Bildung
eines reifen PMH2-Transkripts ist also durch die Integration der T-DNA 95 nt vor dem
Translationsstart des PMH2-Gens nicht vollig unterbunden. Das pmh2-2-Allel ist kein

Knockout-, sondern ein Knockdown-Allel.

Zielgen Referenzgen )
Probe Ratios
Cp-Werte Cp-Werte
) ) Referenz- ) Zielgen/ Normalisierte
Zielgen Replikate Replikate )
gene Referenzgen Ratios
wit PMH2 24,92 PP2A 25,03
PMH2 24,81 PP2A 25,42
PMH2 24,99 PP2A 25,15
UBC9 26,2
UBC9 25,96
UBC9 26,01
Mittelwert 24,91 (x0,09) 25,63 (+ 0,49) 1,648 (+0,19) 1
PMH2 28,08 PP2A 25,3
homozygot
PMH2 28,17 PP2A 25,27
knockout
PMH2 28,15 PP2A 25,3
UBC9 26,15
UBC9 26,18
UBC9 26,21
Mittelwert 28,13 (+0,05) 25,73 (x0,49) | 0,1895 (+0,007) | 0,115 (+0,001)

Tabelle 4.1: Ergebnis der Real-Time Q-RT-PCR-Analyse des PMH2-Transkripts in der
homozygoten Pflanze (Pflanze 5) und der WT-Pflanze (Pflanze 6) der SAIL 628C06-Linie. In
Spalte 3 sind die als Triplikate gemessenen Cp-Werte flr das Zielgen PMH2 und deren Mittelwert fiir
die homozygote und die WT-Pflanze angegeben. In Spalte 5 sind die Cp-Werte und der Mittelwert fiir
die Referenzgene der Protein-Phosphatase 2A (PPA2, Atlg13320) und dem Ubiquitin-Conjugating-
Enzyme 9 (UBC9, At4927960) aufgelistet. Der Mittelwert wird aus den Triplikaten beider
Referenzgene zusammen gebildet. In Spalte 6 sind die aus den Cp-Mittelwerten nach dem
Algorithmus der AACp-Methode der LightCycler 480®-Software LCS480 1.5.0.39 berechneten
Ratios von Referenzgenen zu PMH2 angegeben. Die Bildung dieser Ratio dient dazu, Schwankungen
in der Qualitat der in die PCR eingesetzten cDNA-Menge heraus zu rechnen. In der letzten Spalte der
Tabelle ist die normalisierte Ratio angegeben. Dabei wird der Wert der Wildtyp Pflanze auf 1 gesetzt
und der Wert flr die homozygote T-DNA-Insertionspflanze relativ dazu angegeben (Spalte 7).
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422 Detektion von PMH1 und PMH2 in den T-DNA-Insertionsmutanten

Um die Funktion der PMH1- und PMH2-Proteine mit Hilfe der Knockout—Mutanten néher zu
charakterisieren, wurden von den beiden Linien pmh1-1 und pmh2-1 Zellsuspensionskulturen
aus dem Hypokotyl etiolierter Keimlinge angelegt. Daraus konnten Mitochondrien in grof3en
Mengen isoliert werden.

Die submitochondriale Lokalisation der beiden einzelnen Proteine wurde bereits in Wildtyp-
Mitochondrien untersucht. Dabei wurden ein Auftreten in der Membran-Fraktion und nur zum
geringen Teil in der Matrix-Fraktion festgestellt. Nun sollte Gberprift werden, in welchen
Anteilen die beiden Proteine in den Membran- bzw. Matrix-Fraktionen vorkommen. Dazu
wurden die Mitochondrien der beiden Mutanten-Kulturen und einer Wildtyp-Kultur wiederum
in Matrix- und Membran-Fraktionen getrennt und jeweils Uber Immunodetektion mit dem
PMH1/2-Antikorper analysiert.

Es wurden Signale, die einer apparenten Masse von ca. 60 kDa entsprechen, in nicht-
fraktionierten Mitochondrien sowie in Membran-Fraktionen aller drei Pflanzenlinien
identifiziert. Lediglich in der Matrix-Fraktion der Wildtyp-Probe wurde ein schwaches Signal
in der entsprechenden GroRRe detektiert. In den Spuren mit pmh2-1 mitochondrialem Protein
erscheinen die Signale wesentlich schwacher als in den Spuren mit pmh1-1 mitochondrialem
Protein (Abbildung 4.4-A). PMH1 scheint also in deutlich geringeren Mengen in den
Mitochondrien vorzuliegen als PMH2. Zusétzlich zu dem Signal, das zu den Proteinen der
erwarteten GroRe von 60 kDa korrespondiert, wird durch den gleichen AntikOrper wieder ein
zweites Signal, das einer apparenten Masse von ca. 65 kDa entspricht, in allen Proben
angezeigt. Da dieses Signal unabhéngig vom Genotyp der Kultur erscheint, zeigt es weder
PMHZ1, noch PMH2 an (Abbildung 4.4-A).

Um die Vollstandigkeit der Trennung der Mitochondrien in Matrix- und Membran-Fraktionen
zu Uberprifen, wurde auch hier eine zweite Immunodetektion mit einem AntikOrper gegen
Porin durchgefiihrt. Wie erwartet wurden auch dieses Mal nur Signale im mitochondrialen
Gesamtprotein und in den Membran-Fraktionen beobachtet (Abbildung 4.4-B), so dass von

einer weitgehend vollstdndigen Trennung der beiden Fraktionen ausgegangen werden konnte.
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@ PMH1/2
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Abbildung 4.4: Detektion von PMH1 und PMH2 in mitochondrialen Membranen von
Arabidopsis thaliana. (A) Mitochondrien von 4 Tage alten Zellsuspensionskulturen der pmhi-1,
pmh2-1 und einer Wildtyp Linie (wt) wurden in Matrix- (Ma) und Membran-Fraktionen (Me) getrennt
und zusammen mit den jeweiligen mitochondrialen Gesamtproteinen (Mt) tber Immunodetektion mit
dem PMH1/2-Antikérper (@PMHL1/2) detektiert. (B) Die Vollstdndigkeit der Trennung der Matrix-
und Membran-Proteine wurde durch Immunodetektion mit dem Porin-Antikorper (berprift. Die zu
den entsprechenden Proteinen korrespondierenden Signale sind mit Pfeilen markiert.

Im Weiteren sollte getestet werden, ob sich die beiden PMH-Proteine auch im Gesamtlysat
von 14 Tage alten Keimlingen nachweisen lassen und welchen Anteil die jeweiligen Proteine
haben. Dazu wurden die oberirdischen Teile von auf Erde unter Langtagbedingungen
angezogenen pmh2-1-, pmh1-1- und Wildtyp-Keimlingen in flussigem Stickstoff gefroren und
gemorsert. Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer (1x) aufgenommen und fir 5 min auf
95 °C erhitzt. Nichtlosliche Bestandteile wurden fur 10 min bei 18.000 x g abzentrifugiert. Es
wurde Proteinlysat entsprechend 12 mg Ausgangsmaterial Gber Immunodetektion mit dem
PMH1/2-Antikorper analysiert. Ein zweites Gel wurde mit Coomassie Brilliantblau gefarbt.
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zu den mitochondrialen Proteinlysaten wurden in
den Gesamt-Proteinlysaten aus Wildtyp- und aus pmhl-1-Keimlingen ein Protein in der
richtigen Grole detektiert. Allerdings waren die Signale nur sehr schwach und fir die pmh2-1
Mutante wurde kein Signal beobachtet (Abbildung 4.4-C, linkes Bild schwarzer Pfeil). Das
Verhéltnis der Proteinmenge von PMH1 zu PMH2 stellt sich also im Gesamtproteom von
A. thaliana &dhnlich dar, wie im mitochondrialen Proteom. Die Signale konnten keiner
distinkten Bande im geféarbten SDS-Gel (Abbildung 4.4-C, rechtes Bild) zugeordnet werden.
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& PMH1/2
pmh1-1 pmh2-1 wt pmhi-1 pmh2-1 wt

Abbildung 4.5: Detektion von PMH1 und PMH2 im Gesamtproteom von A. thaliana
Keimlingen. Pflanzengesamtlysat von 14 Tage alten Keimlingen der beiden Mutanten-Linien (pmh1-1
und pmh2-1) und einer Wildtyp-Linie (wt) wurde ber Immunodetektions-Analysen untersucht (links)
und mit einem parallel gelaufenen Coomassie geféarbten Gel verglichen (rechts). Die zu PMH1 bzw.
PMH2 korrespondierenden Signale sind mit einem Pfeil markiert. Die Proteingréflen wurden
entsprechend einem parallel gelaufenen Proteinmarker angegeben.

4.2.3 Analyse der PMH1/2-Protein-Komplexe in den T-DNA-Insertionsmutanten

Wie bereits unter 4.1 beschrieben, sind PMH1 und/oder PMH2 Teil hochmolekularer Protein-
Komplexe. Unklar war bis dahin noch, ob beide PMH-Proteine in Komplexen vorliegen und
wenn, welchen Anteil die einzelnen Proteine an diesen Komplexen haben. Deshalb wurden in
den pmhl-1- und pmh2-1-Mutanten hochmolekulare Protein-Komplexe untersucht. Dazu
wurden Mitochondrien aus den entsprechenden Zellsuspensionskulturen und einer Wildtyp-
Zellkultur isoliert und die mitochondrialen Proteine mit Hilfe von 2 % DDM Detergenz in
ACA 750 Puffer solubilisiert. Die Auftrennung der Protein-Komplexe nach ihrer GroRe
erfolgte jeweils Uber einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten mit neun Stufen von
15 -55% (w/v) Saccharose durch Ultrazentrifugation (siehe 3.5.4). Jeweils 50 pl der
Gradienten-Fraktionen 1 bis 9 wurden im Anschluss iber Immunodetektion analysiert. Dabei
stellt die erste Fraktion jeweils die auf den Gradienten aufgetragene Probe dar und die
Fraktionen 2 bis 9 die Saccharose-Stufen 15 % bis 50 %. Nach Immunodetektion mit dem
PMH1/2-Antikdrper wurde in der pmhl-1-Mutante die gleiche Verteilung der Signale tber
die Gradienten-Fraktionen beobachtet, wie fur die Wildtyp-Mitochondrien (Abbildung 4.6-A).
Die Verteilung der Signale tber die Fraktionen 1 bis 6 deuten daraufhin, dass PMH2 in
hochmolekularen Protein-Komplexen vorhanden ist. In den Fraktionen des pmh2-1-Mutante-

46



Ergebnisse

Gradienten waren nur sehr schwache Signale zu sehen. Da der Antikdrper wie in den
Abbildungen 4.1, 4.2 und 4.4 bereits gezeigt ein weiteres Protein mit etwas grofierem
Molekulargewicht anzeigt, wurde zur eindeutigen ldentifizierung des PMH1-Proteins die
Fraktionen 1 und 2 des Gradienten der Wildtyp-Mitochondrien parallel mit den Fraktionen 1
bis 7 der pmh2-1-Mitochondrien Gber Immmunodetektion analysiert. Auf diese Weise wurde
das untere der beiden beobachteten Signale eindeutig PMH1 zugeordnet (Abbildung 4.6-B).
Die Verteilung der Signale tber die Fraktionen 1 bis 5 deutet auch fiir das PMH1-Protein auf
das Auftreten hochmolekularer Protein-Komplexe hin.

Diese Analyse ergab, dass sowohl PMH1 als auch PMH2 in hochmolekularen Protein-
Komplexen vorkommen, wobei PMH2 den eindeutig dominanten Anteil der beiden Proteine

ausmacht.

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9
pmhl—l——;—-’—"’
1 2 3 4 5 6 7 8 9
wt D — - ——
B wt
1
1 2 1 2 3 4 5 6 7
pmh2-1;—--
1 2 3 4 5 6 7 8 9
wt -_---—

Abbildung 4.6: PMH1 und PMH2 kommen in hochmolekularen Protein-Komplexen vor.
Mitochondriales Gesamtprotein von einer pmh1-1- (A oben) und einer Wildtyp-Zellsuspensionskultur
(wt) (A unten und B unten), sowie einer Kalte behandelten pmh2-1-Zellsuspensionskultur (B oben)
wurde Uber diskontinuierliche Saccharose-Dichtegradienten von 15-55 % in 5 % Stufen aufgetrennt.
Die abgenommen Fraktionen entsprachen der Reihe nach: Fraktion 1- geladene Probe, Fraktion 2-
15 % Saccharose, 3- 20 %, 4- 25 %, 5- 30 %, 6- 35 %, 7- 40 %, 8- 45 %, 9- 50 % und Fraktion 10-
55 % Saccharose. Die Verteilung der beiden PMH-Proteine Uber die Fraktionen wurde Uber
Immunodetektions-Analysen mit dem PMH1L/2-Antikorper analysiert. Da in den pmh2-1-
Mitochondrien nur sehr schwache Signale beobachtet wurden, wurden die Fraktionen 1 bis 7 mit den
Fraktionen 1 und 2 der Wildtyp-Mitochondrien parallel analysiert (B oben). Das PMH1-Protein wurde
eindeutig identifiziert.
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4.2.4 Makroskopischer Phanotyp der pmh1-1- und pmh2-1-Mutanten

Je nach Bedeutung eines Proteins fiir die Pflanze kann dessen Fehlen Auswirkungen auf die
Entwicklung und den Habitus der Pflanze haben. Der ausgebildete Phénotyp kann Hinweise
geben, an welchem Prozess im Metabolismus ein Protein beteiligt ist. Zur makroskopischen
Charakterisierung des PMH1- bzw. PMH2-Knockouts auf A. thaliana Pflanzen, wurde die
Entwicklung der Pflanzen unter verschiedenen Anzuchtbedingungen untersucht. Dazu wurden
in einem Versuchsansatz Pflanzen auf Standard-MS-Platten angezogen (Abbildung 4.7-
A und B). Auf horizontal inkubierten Platten wurde das Keimungsverhalten der pmh1-1- und
pmh2-1-Samen (Abbildung 4.7-A) und auf vertikal inkubierten Platten die Entwicklung der
Pflanzen im gesamten Keimlingsstadium beobachtet (Abbildung 4.7-B). In einem zweiten
Versuchsansatz wurden Samen der beiden Linien auf Erde ausgebracht (Abbildung 4.7-
C und D) und die Entwicklung der Pflanze bis zur Bildung der Infloreszenzen verfolgt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die zu vergleichenden Mutanten- und Wildtyp-Pflanzen
gleichzeitig auskeimten. Fir beide Versuche wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen
mit 16 h Licht bei 21 °C und 8 h Dunkel bei 4 °C (A) bzw. mit 16 h Licht und 21 °C und 8 h
Dunkel bei 4 °C (B) angezogen.

Anzuchtbedingung A Anzuchtbedingung B
Mittelwert
Tage nach Anzahl Mittelwert
Auslegen | Linie | Wurzellange T-Test | Wurzellange Anzahl | 7. Test
Pflanzen Pflanzen
der Samen [mm] [mm]
5 pmh1-1 41+0,6 62 1,98E-18 | 16+0,5 64 4,54E-38
wt col 6,8+1,2 62 26+1,0 64
6 pmh1-1 53+11 58 9,28E-12 | 2,8+0,7 63 3,09E-47
wt col 81+14 59 48+15 63
7 pmh1-1 57+1,0 54 3,10E-12 | 4,0+0,8 63 7,51E-46
wt col 88+1,5 57 6,1+1,8 63
8 pmh1-1 6,2+172 54 1,08E-17 | 59+0,9 63 1,66E-47
wt col 91+1,6 56 84+22 63
9 pmh1-1 6,3+12 53 494E-16 | 72+11 63 1,56E-42
wt col 9,1+1,8 56 10,2+2,7 63
10 pmh1-1 6,3+12 53 583E-11 | 85+1,1 63 1,36E-46
wt col 9,2+1,6 56 115+28 63

Tabelle 4.2: Wurzellangen von pmhl-1-Pflanzen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen.
Die Tabelle zeigt die Wurzellangen von pmh1-1- und Wildtyp-Pflanzen bei Anzucht auf MS-Platten
nach 5, 6, 7, 8, 9 und 10 Tagen unter verschiedenen Wachstumsbedingungen. Die pmh1-1-Pflanzen
zeigen unter beiden Bedingungen signifikant kirzere Wurzeln als die Wildtyp-Pflanzen
(Signifikanztest (T-Test) Spalten 5 und 8).
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Bei den Samen der pmh1-1-Linie auf MS-Platten unter Anzuchtbedingung B wurde nach drei
Tagen eine um ca. 6 Stunden verzogerte Keimung beobachtet. Bei Samen der pmh2-1-Linie
trat dagegen keine Keimungsverzogerung auf (Abbildung 4.7-A). In der weiteren
Entwicklung der Keimlinge auf MS- Platten unter beiden Anzuchtbedingungen wurde die
Ausbildung kirzerer Wurzeln fur die Pflanzen der Linie pmh1-1 verzeichnet (Abbildung 4.7-
B, Tabelle 4.2). Fur die Pflanzen mit einem PMH2-Knockout wurde keine Verkiirzung der
Wurzeln unter Anzuchtbedingung B beobachtet (Daten nicht gezeigt).

wt pmh1-1

Abbildung 4.7: Analyse des makroskopischen Phanotyps der pmhl-1-Mutanten. Samen von
A. thaliana Wildtyp columbia und der pmh1-1-Linie wurden sterilisiert und auf Standard-MS-Medium
ausgebracht. Die Platten wurden unter Langtagbedingungen mit 16 h Licht bei 21°C (160-
200 pmol/m?*s) und 8 h Dunkel bei 4 °C horizontal firr drei Tage (A) oder vertikal fir 13 Tage unter
denselben Bedingungen (B) inkubiert. Parallel wurden pmh1-1- und Wildtyp-Pflanzen auf Erde unter
den gleichen Bedingungen bis ins adulte Stadium angezogen (C und D). Die pmh1-1-Pflanzen zeigten
in allen Versuchen eine verzogerte Entwicklung.

4.2.5 Molekulare Phanotypen in den T-DNA-Insertionsmutanten

Neben den Untersuchungen zum makroskopischen Phanotyp der Mutanten wurde auch auf
molekularer Ebene nach Phanotypen gesucht, die einen Hinweis auf die Funktion dieser
beiden Proteine liefern konnen.

Fir Vertreter der Familie der DEAD-Box Proteine wurden Funktionen in allen Bereichen des
RNA-Metabolismus nachgewiesen (Cordin et al., 2006, Linder, 2006), so dass auch flr
PMH1 und PMH2 Funktionen in allen Prozessen von der Transkription bis zur Degradation
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der RNA in Betracht gezogen werden mussten. Analysiert wurden die Steady-State-
Transkriptmengen einiger mitochondrialer Transkripte und speziell die Splicing-Effizienz der
Introns mitochondrialer mRNAs. Dartiberhinaus wurde das RNA-Editing am Beispiel des
nad2-Transkriptes und die 5°- und 3‘-Endprozessierung aller mitochondrialer mRNAs
analysiert. Fir die Reifung der Enden wurden in den Mutanten keine zum Wildtyp
abweichenden Prozessierungsereignisse detektiert (Binder und Jonietz, unveroffentlichte
Daten).

4.25.1 Die Steady-State-Level einiger reifer mitochondrialer Transkripte sind in

den pmh2-Mutanten reduziert

Zunéchst wurde untersucht, ob der Knockout von PMH1 oder PMH2 Auswirkungen auf die
Steady-State-Transkriptmengen reifer mitochondrialer mRNAs und speziell auf das Spleifl3en
von ,,Cis-splicing™ und/oder ,,trans-splicing” Introns hat. Das mitochondriale Genom von
A. thaliana kodiert fiir 57 Gene. Davon enthalten 9 Gene insgesamt 18 ,,cis-splicing* und fiinf
Hrans-splicing® Introns, die alle zu den Gruppe I1-Introns gehdren (Tabelle 4.3) (Unseld et al.
1997).

Gen ,Cis-splicing” Introns | ,,trans-splicing” Introns
nadl 2 2

nad2 1

nad4
nad5
nad7
cox2
rpl2
rps3
cchée

Rk N w|w
1

Tabelle 4.3: Ubersicht tiber die Introns mitochondrialer Gene in A. thaliana

Um erste Hinweise auf eine Verdnderung im Spleilen der einzelnen Introns zu erhalten,
wurden PCR-Analysen mit Primern komplementar zu den flankierenden Exons durchgefuhrt.
Die Expression von PMH1 und PMH2 wird durch Kalte verstarkt und beide Gene sind zum
Beginn der Keimung stark exprimiert (https://www.genevestigator.ethz.ch/gv/index.jsp).
Deshalb wurde fiir die PCR-Analysen RNA aus Kélte (4 °C) behandelten angekeimten Samen
und aus 24 h Kélte behandelten 14 Tage alten Keimlingen fir die Analysen verwendet. Es
wurden jeweils 5ug RNA der pmhl-1-, pmh2-1- und pmh2-2-Mutanten mit Random
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Hexamer Primern in cDNA umgeschrieben. Diese wurde dann mit dem GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) aus dem Reaktionsansatz aufgereinigt und mit
100 pl ddH,O von der verwendeten S&ule eluiert. Jeweils 1 pl davon wurde in die
nachfolgenden PCR-Analysen eingesetzt. Fir die einzelnen Introns wurden PCR-Reaktionen
mit Primern komplementdr zu den flankierenden Introns durchgefihrt, so dass die
resultierenden PCR-Produkte fir gespleilite Molekile kiirzer waren, als fur ungesplei3te. Die
PCR-Produkte wurden Uber Agarosegelelektrophorese analysiert. Fir alle cis-spleiRenden
Introns wurde das erwartete PCR-Produkt, das sich von der gespleiiten RNA ableitet,
detektiert. Fur einzelne Introns wurde jedoch gegeniiber dem Wildtyp eine Reduktion in der
Menge an PCR-Produkt, das von gespleifitem Transkript amplifiziert wurde, beobachtet
(Daten nicht gezeigt). Um dies fur das nad2-Transkript quantitativ zu untersuchen, wurden
Multiplex-PCRs mit den Intron flankierenden Primern und einem dritten Primer,
komplementédr zur Intronsequenz durchgefuhrt. Dadurch konnten die Sequenzen der
gespleiBten und ungespleifiten Transkripte in einer PCR gemeinsam amplifiziert werden
(Abbildung 4.8-A). Fir die beiden Introns zwischen den Exons a und b und den Exons d und
e wurde eine Reduktion in der Menge an gespleilstem Transkript und ein Anstieg in der
Menge des ungespleifiten Transkripts gefunden (Abbildung 4.8-B oberen beiden -Bilder). Die
Reduktion zeigte sich in den Samen stérker als in den Keimlingen (Daten nicht gezeigt). Zur
Amplifikation des gesamten nad2-Transkripts (ber alle Exons und Introns, wurde eine PCR
mit Primern komplementar zu Exon a (Primer 1) und Exon e (Primer 4) durchgefiihrt. Auch
hierbei wurde eine Reduktion des Steady-state-Levels des nad2-Transkripts beobachtet
(Abbildung 4.8-B drittes Bild). Die Reduktion war auch hier fiir die Samenproben wieder
stérker als fir die Keimlinge (Daten nicht gezeigt).

Um beurteilen zu kénnen, ob eine Reduktion der Menge des gesamten nad2-Transkripts und
damit eine Reduktion in der Transkription des nad2-Gens vorlag, wurde eine PCR zur
Amplifikation des Exon d durchgefiihrt. Mit dieser PCR wurden gesplei3te und ungespleifite
Transkripte gleichermaRen amplifiziert. Dabei wurden gleiche Mengen nad2-Transkript in
Mutanten und Wildtyp detektiert (Abbildung 4.8-B, unteres Bild).

Um die Steady-State-Transkriptmengen der verschiedenen Transkripte durch eine
unabhangige Methode zu Uberprifen, wurden Northern-Blot-Analysen auf die nad2-, nad4-,
und nad7-Transkripte durchgefihrt. Zusétzlich wurden Northern-Blot-Analysen von nad9-
und atp8-mRNAs durchgefuhrt, die beide keine Introns enthalten und deren Prozessierung
somit unabhangig vom SpleiRen ist.

Dazu wurden jeweils 10 ug RNA aus 14 Tage alten Keimlingen der Mutanten-Linien auf

51



Ergebnisse

denaturierenden Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Duralon-UV-
Membran transferiert. Zur Detektion der einzelnen Transkripte wurde jede Membran mit einer
mit a-dCTP radioaktiv markierten genspezifischen DNA-Sonde (Tabelle 4.4) hybridisiert und
die Signale mit Hilfe von photosensitiven Filmen detektiert (Abbildung 4.8-C, oberen Bilder).
Zum Nachweis, dass von allen Linien gleiche RNA-Mengen eingesetzt wurden, wurden alle
Membranen in einer zweiten Hybridisierung mit einem radioaktiv markierten Oligonukleotid

komplementér zur cytosolischen 18S rRNA hybridisiert (Abbildung 4.8-C untere Filmreihe).

Untersuchtes Gen Primer Lange des Fragmentes Lage der Sonde in
Bezug auf ATG
nad2 nad?2 ab splicing a 1309 bp +148 bis +1457
nad2 cde splicing 1
nad4 Atnad4-f1.3’A 1732 bp -209 bis +152,
Atnad4-f1.5‘B
nad7 nad7 ab splicinig 1 1090 bp +1 bis 1090
Atnad7-10
nad9 nad9 NS.H 574 bp +1 bis +572
nad9 NS.R
atp8 Atatp8-NS.H 368 bp + 10 bis +377
Atatp8-NS.R

Tabelle 4.4: Sonden fur die Northern-Hybridisierungen gegen mitochondriale mRNAs. Fir die
Sonden der verschiedenen mitochondrialen mRNAs wurden mit den angegeben Primern cDNA-
Fragmente der angegebenen Lange amplifiziert.

Sowohl fir nad2 und nad4 (Abbildung 4.8-C), als auch fiir nad7 (Daten nicht gezeigt) wurde
in den pmh2-Mutanten eine Reduktion der reifen mRNAS beobachtet, wahrend in der pmh1-1
Mutante keine Reduktion zu sehen war. Aullerdem wurde auch fir die reife mMRNA des
Intron-freien nad9-Gens eine Reduktion im Steady-State-Level in den pmh2-Mutanten
detektiert. Flr das Intron-freie atp8-Gen wurde dagegen keine Reduktion reifer Transkripte
beobachtet. Fur die pmh2-Mutanten wurde neben der Reduktion der Steady-State-Level der
reifen MRNASs eine erhohte Menge an langeren RNAs detektiert, sichtbar als diffuse dunklere
Signale im oberen Bereich der Membran. Eine Northern-Blot-Analyse fur die nad2-
Transkripte mit RNA aus Kalte behandelten Samen zeigte identische Ergebnisse (Daten nicht
gezeigt). Der Knockout bzw. Knockdown von PMH?2 zeigt also einen Einfluss auf die Steady-

State-Menge verschiedener mitochondrialer mMRNAs.
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Abbildung 4.8: Analyse der Steady-State-Level mitochondrialer Transkripte. (A) Das Leseraster des nad2-
Gens umfasst 5 Exons, die an zwei verschiedenen Loci im mitochondrialen Genom (nad2-ab und nad2-cde)
kodiert sind. (B) Zur Analyse der nad2-Transkriptreifung wurde mit Samen-RNA der PMH1 und PMH2 T-DNA
Insertions-Mutanten verschiedene PCR-Analysen durchgefiihrt. Die Lage der verwendeten Primer (rechts) ist in
A schematisch dargestellt und die korrespondierenden PCR Produkte und ihre GrofRen rechts neben den Bildern
in B angezeigt. Die Proben wurden (ber den einzelnen Spuren wie folgt bezeichnet: 1-1: pmh1-1; 2-1: pmh2-1;
2-2: pmh2-2, wtl: unabhangiger Columbia Wildtyp; wt2: Columbia Wildtyp aus der SAIL 628 C06 Linie. Das
Spleillen des Introns zwischen den Exons a und b wurde ber eine PCR mit den Primern 1 und 2 (265 bp), sowie
dem Intron-spezifischen Primer 3 (716 bp) Uberprift (oberes Bild). Die PCR wurde fur das Intron zwischen den
Exons d und e mit den Primern 4 und 5 (273 bp), sowie 6 (587 bp) analog durchgefiihrt (zweites Bild). Die
gesamte cDNA wurde mit den Primern 1 und 4 amplifiziert (1309 bp, drittes Bild). Das einzelne Exon d wurde
mit den Primern 7 und 8 amplifiziert (550 bp).

(C) Die Steady State Level der nad-2, nad4-, nad9- und atp8-Transkripte wurden (ber Northern-Blot-Analysen
untersucht. Die Signale der Transkripte sind mit schwarzen Pfeilen angezeigt (obere Bildreihe). Die
gleichmé&Rige Beladung aller Spuren mit RNA wurde (iber eine Hybridisierung mit einem Oligonukleotid gegen
die cytoplasmatische 18S rRNA (berprift (untere Bildreihe)
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4.25.2 RNA-Editing des nad2-Transkripts ist in den pmh1- und pmh2-Mutanten

nicht beeinflusst

Nachdem ein Einfluss des PMH2-Proteins auf das Steady-State-Level verschiedener
mitochondrialer Transkripte nachgewiesen war, sollte examplarisch fur das nad2-Transkript
Uberprift werden, ob der Knockout bzw. der Knockdown des PMH2-Gens dartiberhinaus
einen Einfluss auf die Effizienz des C zu U Editings im nad2-Transkript hat.

Da die Reduktion des Steady-State-Levels reifer nad2-mRNAs in Samen stérker ausgepréagt
war als in Keimlingen, wurde auch fur diese Analysen RNA aus Samen verwendet und wie
unter 4.2.5.1 beschrieben in cDNA umgeschrieben. Die nad2-Transkripte wurden mit den
Primern1 und 4 (Abbildung 4.7-A) amplifiziert und Uber Agarosegelelektropherese
aufgetrennt. Die PCR-Produkte wurden aus dem Gel ausgeschnitten und nach Aufreinigung
mit dem Primer 1 bei 4base lab GmbH (Reutlingen, Deutschland) sequenziert.

Die Positionen der betrachteten Editing-Stellen sind im Bezug auf das ATG des Transkripts
angegeben: in Exon b: 341, 344, 389, 394, 400, 427, 441, 461, 528, 530, 558, sowie in
Exon c: 585, 642 und 695 (REDIdb — RNA Editing Database,
http://biologia.unical.it/py_script/search.html).
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Abbildung 4.9: Chromatogramm der cDNA-Sequenz des nad2-Transkripts aus pmh1-1-, pmh2-
1-Mutanten, wtl und wt2. Die Editing-Stellen sind mit einem schwarzen Rahmen umgeben und
unter den Chromatogrammen bezeichnet. Die jeweils untersuchte Mutante ist links neben den
Chromatogrammen angegeben. Die ldentitat einer Base ist Uber die Farbe des jeweiligen Peaks im
Chromatogramm verdeutlicht: Schwarz-G, griin-A, rot-T und blau-C.
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Editiertes Nukleotid Editing Effizienz
341 100 %
344 100 %
389 100 %
394 100 %
400 100 %
427 100 %
441 -
461 100 %
528 -
530 100 %
558 50%
585 -
642 20%
695 100 %

Tabelle 4.5: Editing-Effizienzen einiger Stellen im nad2-Transkript. Die Positionen der Editing-
Stellen sind im Bezug auf das ATG des Transkriptes angegeben.

Die entsprechenden Stellen wurden in den erhaltenen Sequenz-Chromatogrammen der
Mutanten- und Wildtyp-Proben verglichen (Beispiel Abbildung 4.9). Die Identitat der
jeweiligen Basen wurde Uberpriift und bei teilweisem RNA-Editing der Anteil an editierter
und nicht editierter Base betrachtet. Dabei waren sowohl fur die Stellen mit 100% RNA-
Editing als auch fir die Stellen mit teilweisem RNA-Editing keine Unterschiede in den

Chromatogrammen zu sehen.

4.2.6 Der Atmungskettenkomplex 1 ist in der pmh2-1-Mutante nicht reduziert

Die Zusammensetzung der groRen Protein-Komplexe und Superkomplexe der Atmungskette
in Mitochondrien von Pflanzen wurde in den letzten Jahren intensiv mit Hilfe der BN-PAGE
untersucht (Jansch, 1996, Eubel, 2003, Heazlewood, 2003, Perales, 2005). Der Komplex | der
Atmungskette besteht in A. thaliana aus mehr als 30 Untereinheiten (Heazlewood, 2003).
Davon sind neun Untereinheiten im mitochondrialen Genom und die restlichen
Untereinheiten im Kern kodiert. Heazlewood et al. (2003) konnten die vier mitochondrial
kodierten Untereinheiten nad1, nad5, nad7 und nad9 durch massenspektrometrische Analysen
des Atmungskettenkomplex I nach einer Auftrennung in einer BN-PAGE identifizieren.

Nachdem eine Reduktion der Steady-State-Transkriptmengen der mitochondrialen mRNAS
der nad2-, nad4-, nad7- und nad9-Gene in den pmh2-Mutanten beobachtet wurde, sollte
uberpruft werden, ob dies auch zu Veranderungen bei den Steady-State-Mengen der
entsprechenden Proteine fuhrt und einen Einfluss auf die Zusammensetzung oder die
beobachtete Menge an Komplex | im mitochondrialen Proteom hat. Dazu wurden
Mitochondrien aus einer pmh2-1- und einer Wildtyp-Zellsuspensionskultur isoliert und deren
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Proteom mittels BN-PAGE/Tris-Tricin-SDS-PAGE analysiert. Die Proteine wurden Uber
Silberfarbung sichtbar gemacht (Abbildung 4.10).

BN PAGE
pmh2-1 wt
[AVANI|] (VAR

(kDa] | || I 11

130 —

95 —

SDS PAGE

Abbildung 4.10: BN-PAGE von mitochondrialen Protein-Komplexen einer pmh2-1- und einer
Wildtyp-Zellsuspensionskultur. Dargestellt sind Ausschnitte der silbergefarbten zweiten Dimension
der BN-PAGE der pmh2-1-Mutante (linkes Bild) und des Wildtyps (rechtes Bild), die die
Atmungsketten Komplexe I, VV und Il zeigen. Die Komplexe sind mit rémischen Ziffern bezeichnet.
Die Trennrichtung der BN-PAGE bzw. der SDS-PAGE ist mit Pfeilen angegeben. Die ProteingréRen
wurden mit Hilfe eines parallel gelaufenen Proteinmarkers bestimmt. Die Spots der nad7- und nad9-
Untereinheiten sind mit kleinen Pfeilen im Gelbild angezeigt.

In der BN-PAGE wurde kein Unterschied in der Untereinheitenzusammensetzung oder in der
detektierten Menge an Komplex | zwischen der pmh2-1-Mutante und dem Wildtyp
beobachtet. Es stellen sich auf beiden Gelen dieselben Protein-Spots in gleichen
Mengenverhaltnissen zueinander dar. Die Spots der nad7 und nad9 Untereinheiten wurden
vergleichend zu den Gelen nach Heazlewood et al. (2003) identifiziert. Die Spots treten in
gleicher Intensitat im Gel mit Wildtyp-Protein und im Gel mit pmh2-1-Protein auf
(Abbildung 4.10). Die Bildung des Atmungskettenkomplex | und seine Stabilitdt scheinen
also zumindest in den Mitochondrien einer Zellsuspensionskultur durch den Knockout des

PMH2-Gens nicht beeinflusst zu sein.
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4.3 Analyse von PMH2-RNAIi-Pflanzen im pmh1-1-Hintergrund

Da die beiden DEAD-Box-Proteine PMH1 und PMH2 in A. thaliana neben der gemeinsamen
mitochondrialen Lokalisation auch eine hohe Ahnlichkeit von 76 % identischen Aminoséuren
aufweisen, stellte sich die Frage, ob beide Proteine zumindest teilweise in ihrer Funktion
redundant sein kdnnten. Obwohl beide Helikasen unterschiedliche Expressionsmuster zeigen,
sollte Uberprift werden, ob ein Ausschalten bzw. eine Reduktion beider Proteine
Auswirkungen auf den Phanotyp der Pflanzen hat. Beide Gene liegen auf Chromosom 3 des
Genoms von A. thaliana und sind nur durch 2500 bp von einander getrennt.

Fur A. thaliana wird eine Rekombinationswahrscheinlichkeit von 1 % fir einen genomischen
Bereich von ca. 150 kb angegeben (Puchta and Hohn, 1996). Dadurch ist die
Wahrscheinlichkeit, bei Kreuzung von zwei PMH1- und PMH2-T-DNA-Insertionspflanzen
durch homologe Rekombination eine Doppelmutante zu erhalten, mit ca. 0,02 % so gering,
dass mehrere tausend Pflanzen einer solchen Kreuzung genotypisiert werden missten, um
eine PMH1/PMH2-Doppelmutante zu identifizieren. Deshalb sollte alternativ versucht
werden, eine Reduktion der Transkriptmenge von PMH2 durch RNA-Interferenz zu erzielen.
Dabei wird durch 21 — 23 nt einzelstrédngige, zum Transkript komplementédre RNA-Fragmente
(sSiRNAs) der Abbau eines Transkripts induziert. Die Menge des Transkripts wird reduziert,
jedoch niemals vollig ausgelscht. Zur Erzeugung von siRNAs werden Konstrukte mit
Inverted-Repeat-Sequenzen des Zielgens unter der Kontrolle eines konstitutiven oder eines
induzierbaren Promotors in die Pflanze eingebracht. Wird diese Sequenz transkribiert, faltet
sich diese einzelstrdngige RNA aufgrund dieser Repeats zu einem Doppelstrang und der

Mechanismus der RNA-Interferenz wird ausgeldst.

43.1 Klonierung eines RNA-Interferenz-Konstruktes fir PMH2

Fir die Klonierung des PMH2-RNAi-Konstruktes wurde das Gateway®-System von
Invitrogen verwendet (Karimi et al., 2007). Es lag bereits der Einstiegs-Vektor pENTR1A mit
den ersten 313 Nukleotiden ab dem ATG des PMH2-Leserasters vor (Diplomarbeit Matthes,
2006, Abbildung 4.11-A). Dieser Teil entspricht der potentiellen Prasequenz des Proteins. Im
PENTR1A befindet sich diese Sequenz zwischen zwei voneinander verschiedenen attachment
sites attL1 und attL2. Diese kdnnen mit den attachment sites attR1 und attR2 des Zielvektors
pH7GWIWG2(1) (Karimi et al., 2005) mit Hilfe der Integrase des A-Phagen (Gateway® LR

Clonase™ Enzyme Mix) rekombinieren, wobei das Insert invitro in den Zielvektor
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Ubertragen wird. Die Integration wurde ber PCR mit dem PMH2-genspezifischen Primer
AtPMH2 GFP 2.3 und den Vektor-Intron-spezifischen Primern GW1 bzw. GW1 AS
uberprift. Durch die PCRs wurden die erwarteten Produkte von 741 bp bzw. 785 bp
amplifiziert (Abbildung 4.11-B). Zusétzlich wurde ein Kontroll-Verdau des Plasmids mit dem
Enzym Eam11041 durchgefiihrt. Die erwarteten Banden (179 bp, 464 bp, 774 bp, 1258 bp,
1286 bp, 2670 bp und 4838 bp) wurden beobachtet und zeigten, dass die PMH2-Sequenz
korrekt in den Vektor pH7GWIWG2(I) integriert war (Abbildung 4.11-C). Das Plasmid
wurde daraufhin in Agrobakterien des Stammes GV2260 transformiert und die erhaltenen
Klone erneut durch PCR mit den genannten Primern Uberprift. Alle getesteten Klone

enthielten das Plasmid (Daten nicht gezeigt).

A pHIGWIWG2(D)
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Abbildung 4.11: pH7GWIWG2(I)-PMH2-RNAIi-Konstrukt. (A) Aufbau der T-DNA des
pH7GWIWG2(1)-PMH2-RNAi-Vektors mit 313nt des PMH2-Leserasters. Die Primer zur
Uberpriifung des Konstruktes durch PCR sind als blaue Pfeile, die resultierenden PCR Produkte als
schwarze Balken (a und e) und deren Grof3e in Klammern iber den Balken gegeben. (B) PCR-Analyse
des Konstrukts. Anhand der Spurenbezeichnung kénnen die PCR Produkte den theoretisch erwarteten
PCR Produkten in (A) zugeordnet werden. M: Marker. (C) Kontrollverdau des Plasmids. K: Klon. (D)
Genotypisierung der potentiellen PMH2-RNAi-Linien 1 bis 9 der T1-Generation. Als Kontrolle wurde
eine Wildtyp-Pflanze (wt) parallel analysiert und das transformierte Plasmid (P) ebenfalls in die PCR-
Analyse mit den Primern AtPMH2 GFP 2.3 und GW1 mit einbezogen.
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Mit Hilfe der Agrobakterien wurde das Plasmid dann tber floral dip in A. thaliana pmh1-1
Pflanzen transformiert. Die von den transformierten Pflanzen erhaltenen Samen der ersten
Generation (T1) wurden sterilisiert und auf MS-Selektionsplatten mit Hygromycin
angezogen, um Pflanzen, die das Konstrukt enthalten, zu identifizieren. Die so erhaltenen
Pflanzen wurden nach ca. drei Wochen auf Erde umgesetzt. Um die Integration der T-DNA in
das Genom der Pflanzen nachzuweisen, wurde aus Blattmaterial dieser Pflanzen nach
Edwards et al. (1991) Gesamt-DNA extrahiert und PCR-Analysen mit den Primer
AtPMH2 GFP 2.3 und GW1 (Abbildung 4.9-A) durchgefiihrt. Flr die Pflanzen 1, 3, 5, 6, 8
und 9 wurde die T-DNA nachgewiesen (Abbildung 4.9-D). Es wurden also sechs
unabhéngige PMH2-RNAI-Linien aus dieser Transformation etabliert.

4.3.2 Analyse des PMH2-Steady-State-Levels in transformierten Pflanzen

Nachdem Pflanzen mit dem RNAi-Konstrukt identifiziert worden waren, sollte Uberpriift
werden, ob es aufgrund der Integration dieses Konstruktes zu einem RNA-Interferenz-Effekt
fur das PMH2-Transkript in diesen Pflanzen kommt.

Dazu wurde RNA aus Bliten der bereits getesteten Pflanzen isoliert und mit Hilfe des
oligo(d)T Primers DTXSC und der M-MLV-Reverse Transkriptase RNaseH(-) Point Mutant
(Promega) in cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde eine PCR mit den Primern
pmh2 RT 3° und pmh2 RT 5’mit dieser cDNA als Template durchgefiihrt. Dabei wurde fiir
alle Pflanzen ein PCR-Produkt wie in einer parallel analysierten Wildtyp-Pflanze amplifiziert.
Nur die PCR-Produkte der Pflanzen 6 und 9 erschienen etwas schwécher. Da eine solche PCR
jedoch keine quantitativen Aussagen erlaubt, wurde eine quantitative Real-Time RT-PCR
durchgefiihrt.

Um die beiden Pflanzen 6 und 9 naher zu untersuchen, wurden jeweils sechs Nachkommen (a
bis f) dieser Pflanzen (T2-Generation) zusammen mit sechs Wildtyp- und sechs pmh1-1-
Pflanzen angezogen und nach sechs Wochen die jlingsten Rosettenblétter und Blitenmaterial
abgenommen. Aus dem Blattmaterial wurde nach Edwards et al. (1991) Gesamt-DNA
extrahiert und mittels PCR-Analysen auf das RNAi-Konstrukt dberprift. In zwei
Nachkommen der Linie 6 (Pflanzen 6c und 6e) und in einer Pflanze der Linie 9 (Pflanze 9f)
wurde das Konstrukt im Genom nachgewiesen. Aus Rosettenblattern und aus Bluten der
Pflanzen 6¢, 6e, 9f , sowie aus einem Pool aus den Pflanzen 6 a, b und d, welche das RNAI-
Konstrukt nicht enthielten, und einem Pool aus den pmhl-1 Pflanzen a, b und c einer

nichttransformierten Linie wurde RNA isoliert. Die RNA wurde wie beschrieben in cDNA
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umgeschrieben und davon jeweils 0,5 pl pro Ansatz in die Real-Time PCR mit den Primern
pmh2gPCR_2H und pmh2gPCR_2R eingesetzt.

Auswertung in einer relativen Quantifizierung als Kalibrator, dessen PMH2-Transkritpmenge

demzufolge auf 100 % gesetzt wurde.

Die Pflanzen 6 abd dienten

Probe | Pflanze Zielgen | Referenzgene | PMH2-Transkriptmenge
Blatt 6 abd PMH2 | UBC9/PP2A 100 %
6c¢ PMH2 | UBC9/PP2A 39,0 (= 8,0) %
6e PMH2 | UBC9/PP2A 48,6 (= 10,0) %
9f PMH2 | UBC9/PP2A 53,9 (= 9,0) %
pmhl-1abc | PMH2 | UBC9/PP2A 118,1 (£ 19,0) %
Blite 6 abd PMH2 | UBC9/PP2A 100 %
6¢C PMH2 | UBC9/PP2A 72,0 (£ 6,0) %
6e PMH2 | UBC9/PP2A 73,0 (£ 6,0) %
9f PMH2 | UBC9/PP2A 91,0 (£5,0) %
pmhl-1abc | PMH2 | UBC9/PP2A 117,0 (= 11,0) %

Tabelle 4.6: Real-Time PCR-Analyse der PMH2-Transkripte in T,-PMH2-RNAi-Pflanzen.
Dargestellt ist die Menge des PMH2-Transkripts in den Bléttern und Bluten der PMH2-RNAI-
Pflanzen 6¢, 6e und 9f der zweiten Generation im Vergleich zu einem Pool aus drei Pflanzen derselben
Linie, die das Konstrukt nicht enthalten. Zusétzlich wurde ein Pool aus pmhl-1 Pflanzen einer
nichttransformierten Linie parallel untersucht.

Relative Quantifizicrung von PMH2 in PMH2-RNAi-Pflanzen
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Abbildung 4.12: Relative PMH2-Transkriptmengen in den PMH2-RNAi-Pflanzen im Vergleich
zu pmh1-1-Pflanzen. Die Transkriptmenge des Pools aus drei Pflanzen der Linie 6 (6a, 6b und 6d),
die das RNAi-Konstrukt nicht enthalten, wurde auf 100 % gesetzt. Die PMH2-Transkriptmengen der
RNAi-Pflanzen 6¢c, 6e und 9f und des Pools aus normalen pmhl-1-Pflanzen sind relativ dazu
dargestellt. Die Standardabweichungen sind als schwarze Fehlerbalken angegeben.
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In den Bllten der untersuchten Pflanzen wurde nur eine geringe Reduktion der PMH2-
Transkriptmenge um ca. 25 % fir die Pflanzen 6 c und 6 e und keine Reduktion in der Pflanze
9 f beobachtet. In den Bléattern der untersuchten Pflanzen wurde eine stérkere Reduktion der
PMH2-Transkriptmenge auf 39 % (6 ¢), 49 % (6 €) und 54 % (9 f) gemessen.

Alle drei Pflanzen zeigten wahrend des gesamten Wachstumszyklus auf Erde keine
Verénderungen im sichtbaren Phanotyp im Vergleich zu den pmhl1-1-Pflanzen (Daten nicht
gezeigt).

Die Reduktion der PMH2-Transkriptmenge reicht fur die Ausbildung eines mdglichen

sichtbaren Phénotyps vermutlich nicht aus.
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5 Diskussion

DEAD-Box-Proteine bilden eine groRe Familie von RNA-bindenden Proteinen mit ATPase-
und RNA-abhéngiger Helikase-Aktivitét, die in nahezu allen Organismen aus allen Reichen
des Lebens vorkommen. Sie sind an allen Prozessen des RNA-Metabolismus beteiligt (Cordin
et al., 2006, Linder, 2006). Uber DEAD-Box-Proteine und ihre Funktionen in den
Mitochondrien von Arabidopsis thaliana war bisher noch nichts bekannt. Im Vorfeld dieser
Arbeit wurden vier dieser Proteine in den Mitochondrien von A. thaliana identifiziert und ihre
Expression zum Teil charakterisiert. Die beiden sehr &hnlichen Proteine PMH1 und/oder
PMH2 wurden dariiberhinaus in RNA-abhangigen hochmolekularen Protein-Komplexen
identifiziert (Matthes et al., 2007, Schmidt-Gattung, Dissertation, 2005). Um Hinweise auf die
Funktionen der beiden Proteine zu bekommen, wurden in dieser Arbeit diese Komplexe jetzt
weiter charakterisiert. Weiterhin wurden fir das PMH2 Gen T-DNA-Insertionsmutanten
etabliert. Mit diesen Mutanten und der bereits etablierten PMH1-Mutante sollten fur beide

Proteine in vivo Funktion(en) identifiziert und charakterisiert werden.

5.1 PMH2 liegt in deutlich gréReren Mengen in den Mitochondrien vor als PMH1

Fur die Detektion der beiden Proteine PMH1 und PMH2 wurde ein Antikorper hergestellt
(Matthes et al., 2007). Da die beiden fur die Immunisierung verwendeten Peptide in beiden
Proteinen nahezu identisch sind, konnte in Immunodetektionsanalysen mit Proteinlysaten aus
Wildtyp-Mitochondrien nicht zwischen beiden Proteinen unterschieden werden. Durch die
Etablierung der T-DNA-Insertionsmutanten war nun die Madoglichkeit gegeben, durch
Betrachtung der einzelnen Proteine durch Immunodetektion das Mengenverhéaltnis beider
Proteine zueinander zu bestimmen. Dazu wurden Zellsuspensionskulturen der pmh1-1- und
der pmh2-1-Mutanten angelegt, die der Isolierung von Mitochondrien dienten. Ein
Immunodetektionsexperiment mit mitochondrialem Proteinlysat aus der pmhl-1-Mutante
erlaubte die spezifische Detektion des PMH2-Proteins anhand eines deutlichen Signals, das
einem Protein in der erwarteten GroRe von ca. 60 kDa entspricht. In der pmh2-1-Mutante, die
nur das PMHZ1-Protein exprimiert, wurde dagegen nur ein sehr schwaches Signal beobachtet
(Abbildung 4.4-A, Spuren 1, 4 und 7, Pfeil). PMH2 liegt also in deutlich groReren Mengen im
Mitochondrium vor. Diese Beobachtung stimmt sehr gut mit den Ergebnissen der
Expressionsstudien uberein (Matthes et al., 2007).
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Zusétzlich wurde ein Signal fur ein etwas groReres Protein von ca. 65 kDa detektiert. Ein
solches Signal wurde bereits in friiheren Untersuchungen von aus Wildtyp-Kultur isoliertem
mitochondrialem Protein beobachtet. Es wurde vermutet, dass es sich bei diesen beiden
Banden um PMH1 und PMH2 handeln konnte, die getrennt voneinander laufen, oder um
modifiziertes PMH-Protein dessen Laufverhalten geédndert ist. Da dieses Protein jedoch in
beiden Mutanten unveréndert in gleichen Mengen auftritt, kann ausgeschlossen werden, dass
es sich um PMH1 oder PMH2 handelt. Daraus folgt, dass der Antikorper sehr wahrscheinlich
in einer Kreuzreaktion ein anderes Protein detektiert.

Das Verhéltnis der Proteinmenge von PMH1 zu PMH2 stellt sich auch im Gesamtproteom
von A thaliana &hnlich wie im mitochondrialen Proteom dar. In einer
Immunodetektionsanalyse wurden aufgrund des geringen Anteils an PMH-Protein im
Gesamtproteom der Pflanze nur sehr schwache Signale im Vergleich zu Signalen aus
Kreuzreaktionen des PMH1/2-Antikdrpers detektiert. In der pmh2-1-Mutante wurde kein
Signal in der entsprechenden GroRe eines PMH-Proteins beobachtet (Abbildung 4.5). Das
PMH2-Protein dominiert also auch im Gesamtproteinlysat griner Pflanzen. Eine
Verschiebung dieses Verhaltnises zu PMH1 ware mdglich gewesen, wenn eine groRere
Menge des PMH1-Proteins in einem weiteren Zellkompartiment lokalisiert wére.

In einer friheren Studie wurde allerdings nur das PMH2-Protein zusétzlich zu der
mitochondrialen Lokalisation in der Nucleoli-Fraktion identifiziert (Pendle et al., 2005). Dual
Targeting ist ein noch wenig untersuchtes aber offensichtlich recht haufiges Phdnomen. So
sind bereits 42 Proteine in A. thaliana bekannt, die sowohl in Mitochondrien als auch in
Chloroplasten lokalisiert sind. Sechs weitere Proteine sind gleichzeitig in Mitochondrien und
Peroxisomen und ein Protein in Mitochondrien und dem Kern lokalisiert (Carrie et al., 2009).
Um weitere Lokalisationen des PMH1- und des PMH2-Proteins zu identifizieren, wurden im
Rahmen dieser Arbeit die vollstdndigen Leseraster der PMH1- bzw. PMH2-cDNAs N-
terminal an das Leseraster des GFP-Gens fusioniert. Aber weder nach transienter
Transformation dieser Konstrukte in Tabak-Protoplasten, noch nach stabiler Transformation
in A.thaliana Pflanzen wurde eine GFP-Fluoreszenz in einem der Zellkompartimente
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Auf diese Weise wurden keine Hinweise auf eine weitere
Lokalisation der beiden Proteine erhalten. Folglich konnten keine weiteren Lokalisationen flr

die beiden Proteine nachgewiesen werden.
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5.2 PMH1 und PMH2 sind Komponenten hochmolekularer Protein-Komplexe

In friheren Untersuchungen wurden PMH1 und/oder PMH2 mittels BN-PAGE und
Immunodetektionsanalysen in hochmolekularen Protein-Komplexen identifiziert. Dabei
wurden Signale von Protein-Komplexen mit GroRen von <100 kDa bis > 1500 kDa
beobachtet. Die Signale, die Proteine kleiner als 100 kDa anzeigen, représentieren vermutlich
monomeres PMH1- und/oder PMH2-Protein (Matthes et al., 2007). Die Verteilung der
Signale Uber den gesamten Grofienbereich von < 100 kDa bis > 1500 kDa l&sst vermuten,
dass fir PMH1/2 Komplexe mit variabler Assoziation einer Mehrzahl von Komponenten
vorliegen. Es ist sicher, dass RNA ein Bestandteil dieser Komplexe ist, da eine RNase-
Behandlung des Proteinlysates vor der BN-PAGE Analyse die Dissoziation der Komplexe
oder zumindest ein Herauslosen der PMH-Proteine aus den Komplexen bewirkt. Die GroRe
der Komplexe deutet an, dass darin neben den PMH-DEAD-Box-Proteinen weitere
Polypeptide gefunden werden. Das wird auch durch die Zusammensetzung von Komplexen
mit anderen DEAD-Box-Proteinen wie zum Beispiel elF4A oder Dhhlp unterstiitzt (Schitz,
et al., 2008, Coller et al., 2001). Die genaue Zusammensetzung der mitochondrialen PMH-
Komplexe ist bislang unklar (Matthes et al., 2007).

Die Untersuchung von mitochondrialem Proteinlysat aus pmh1-1-, pmh2-1- und Wildtyp-
Zellsuspensionskulturen nach Aufschluss der Mitochondrien mit 2 % Detergenz Uber
Saccharose-Dichte-Gradienten bestatigte mit einer unabhdngigen Methode das Auftreten der
PMH-Komplexe. Die Detektion der PMH-Proteine in den Fraktionen 1-5 (pmh2-1) bzw. 1-6
(pmh1-1 und Wildtyp) der Saccharose-Gradienten zeigen, dass offensichtlich beide Proteine
in hochmolekularen Protein-Komplexen auftreten. Allerdings ist PMHL1 nur in sehr geringen
Mengen nachweisbar (Abbildung 4.6).

Die kontinuierliche Verteilung der Proteine Uber die Fraktionen 1 bis 6 der Gradienten steht
dabei im Einklang mit der kontinuierlichen Verteilung der Signale Uber den GroRenbereich
von ca. 100 kDa bis 1500 kDa in der BN-PAGE-Analyse.

Die Verteilung der Signale kann dabei verschiedenes bedeuten. So konnten die
unterschiedlichen Signale verschiedene Intermediate im Aufbau eines Komplexes bis zur
funktionellen Einheit représentieren. Dies erscheint jedoch unwahrscheinlich, da Intermediate
in der Regel nicht in der gleichen Konzentration auftreten wie reife Komplexe, wie die
konstante Intensitat der Signale Uber den gesamten Grof3enbereich indizieren wirde.
Wahrscheinlicher ist das Auftreten einer groReren Anzahl verschiedener Komplexe mit einer

variablen Zusammensetzung. In der Funktion eines RNA-Chaperons kénnen einige DEAD-
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Box-Proteine wie zum Beispiel Cyt19 aus Neurospora crassa zum Teil unspezifisch an eine
Vielzahl von RNA-Spezies binden (Jankowsky, 2007, Bhaskaran und Russel, 2007). Fir
PMH2 wurde gefunden, dass es die Steady-State Level verschiedener mitochondrialer
MRNAs beeinflusst (Abbildung 4.8), diese also vermutlich auch bindet. Vermutet wird, dass
RNAs durch die Umstrukturierung von RNA-Sekunddr- und Tertidrstrukturen durch
Chaperone aus kinetisch stabilen, jedoch unfunktionellen Formen in ihre reaktive Form
gebracht werden. Dadurch werden sie fur verschiedene posttranskriptionale Schritte von der
Prozessierung bis zur Degradation zugédnglich gemacht (Herschlag, 1995). Als RNA-
Chaperon, das mdglicherweise an verschiedene mRNAs bindet, kénnte PMH2 so eine
Vielzahl verschiedener Komplexe bilden. Dies wiirde die Vielzahl der detektierten Signale in
der BN-PAGE und den Saccharose-Gradienten-Analysen erklaren. Unter Kalteeinwirkung
werden vermehrt RNA-Molekile falsch gefaltet (Soshick und Pan, 2002). Dadurch wird eine
groRere Menge oder eine stabilere Bindung von Chaperonen an diese RNA und die daran
gebundenen Komplexe bendtigt, um aktive Strukturen zu stabilisieren. Das wirde die
Stabilisierung und die Verschiebung zu noch groReren Signalen in der BN-PAGE nach
Behandlung mit Kalte erklaren (Matthes et al., 2007).

Eine andere Erklarung fiir die vielen Signale ware die Degradation des Komplexes unter den
gewdhlten Versuchsbedingungen. Dagegen spricht, dass sich unter den verschiedenen
Versuchsbedingungen in der BN-PAGE und dem Saccharose-Gradienten reproduzierbar
vergleichbare Ergebnisse zeigen.

Eine weitere Erklarung ware das Auftreten der zahlreichen Signale aufgrund von Aggregation
der PMH-Proteine unter den gewdahlten Versuchsbedingungen. Dagegen spricht, dass die
Zugabe von Kaliumchlorid unter ansonsten gleichen Solubilisierungsbedingungen die
beobachteten Komplexe zerstért oder zumindest PMH2 von diesen Komplexen dissoziiert
und die PMH-Proteine dann nur noch in den Fraktionen 1 bis 3 der Saccharose-Gradienten zu
finden sind. Dartberhinaus, lassen sich die Komplexe auch durch einen RNase-Verdau

zerlegen, was fur Proteinaggregate nicht der Fall sein sollte.

Ein Beispiel fir groBe RNA-abhdngige Komplexe sind Ribosomen bzw. die wahrend der
Translation an einem Transkript gebildeten Polysomen. Eine Vielzahl von DEAD-Box-
Proteinen sind an der Ribosomenbiogenese beteiligt (Cordin et al., 2006, Rocak et al., 2005).
Auch flr eine Funktion von DEAD-Box RNA-Helikasen in der Translationsinitiation sind
bereits Beispiele bekannt, wie zum Beispiel der Translationsinitiationsfaktor elF4A im
Komplex mit elF4B oder Dedlp aus S. cerevisiae (lost et al., 1999). Um eine mogliche
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Assoziation der PMH1/2-Proteine an Ribosomen oder Polysomen zu untersuchen, wurde
vergleichend die Verteilung der ribosomalen RNAs -reprasentativ fur die Ribosomen bzw.
Polysomen- und der beiden Proteine Uber die Fraktionen der Saccharose-Gradienten
betrachtet. Die ribosomalen RNAs wurden hauptsachlich in den Fraktionen 3 bis 5
beobachtet, wéahrend die PMH-Proteine in gréRerer Menge in Fraktion 2 und 3 und in
geringeren Mengen bis in die Fraktion 7 zu beobachten waren (Abbildung 4.1-A). Nach der
Behandlung des mitochondrialen Lysats mit Kaliumchlorid waren die PMH1/2-Proteine
allerdings nur noch in den Fraktionen 1 und 2 des Gradienten zu finden. Die ribosomalen
RNAs zeigten dagegen ein unverandertes Verteilungsmuster im Gradienten im Vergleich zu
dem mitochondrialen Lysat ohne Kaliumchlorid Behandlung. Die Verteilung der rRNAs und
der beiden Proteine auf dem Gradienten ist also so verschieden, sodass eine Integration in
oder eine stabile Assoziation der PMH-Proteine mit Ribosomen bzw. Polysomen nicht
angenommen werden kann. Eine schwache, voriibergehende Interaktion mit Ribosomen oder
Polysomen kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.

Uber die Identitat der beobachteten hochmolekularen Komplexe und eventueller weiterer
Untereinheiten dieser Komplexe kann mit Hilfe der gesammelten Daten bisher keine Aussage

getroffen werden.

53 PMH1 und PMH2 werden in mitochondrialen Membran-Fraktionen detektiert

Die Untersuchung der submitochondrialen Lokalisation der beiden PMH-Proteine hat gezeigt,
dass PMH1 und PMH2 unter den gewahlten Bedingungen in einer Ultrazentrifugation
zusammen mit Membranen sedimentieren und nur zu geringen Mengen in der Matrix-
Fraktion detektiert werden (Abbildung 4.2 A und B, 4.4). Dies deutet auf eine Assoziation der
PMH-Proteine oder ihrer Komplexe an die innere mitochondriale Membran oder eine
Integration darin hin.

PMH1 und PMH2 haben zu einem Anteil von 63 % hydrophile Aminoséuren und einen
GRAVY (Grand average of hydropathy) von -0,266 bzw. -0,315. Beide Proteine weisen keine
Transmembrandomdnen auf und scheinen somit 16sliche Proteine zu  sein
(http://au.expasy.org/tools/protparam). Damit kdnnen beide Proteine nicht eigenstéandig in die
Membran integriert sein. Demzufolge mussten andere Proteine im Komplex mit den PMH-
Proteinen an der Bindung an oder die Integration in die Membran beteiligt sein.

Verschiedene Versuche die PMHL/2-Proteine mit DNase, RNase, EDTA, den Salzen

Magnesiumchlorid, Natriumchlorid und Kaliumchlorid in verschiedenen Konzentrationen,
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Natriumcarbonat pH11 und den nichtionischen Detergenzien n-Dodecyl-p-D-maltosid und
TritonX-100 in verschiedenen Konzentrationen bis zu 2 % aus der Membran zu l6sen waren
alle negativ. Die Proteine wurden immer in der verbleibenden unléslichen Fraktion detektiert
(Matthes Diplomarbeit, 2006). Das lasst zwei Moglichkeiten zur Interpretation. Zum einen
kdnnte das Protein Uber die Komplexe, an die es assoziiert, sehr stabil in die Membran
integriert sein. Es erscheint zum anderen allerdings sehr unwahrscheinlich, dass die beiden
PMH-Proteine unter allen gewahlten Bedingungen stabil in der Membran integriert bleiben
insbesondere, da nach Zugabe von bis zu 2 % Detergenz die Membranen nahezu aufgeldst
sein sollten. Das spricht fur die Bildung grofRer Aggregate der Proteine unter den gewahlten
Versuchsbedingungen, die im Laufe der Zentrifugation parallel zu den Membranen
sedimentieren. Da dies auch bei Verwendung der Detergenzien der Fall war, misste die
Aggregation bereits wéahrend der Fraktionierung der Mitochondrien in Matrix und Membran-
Fraktion stattgefunden haben. Im Gegensatz zu den Untersuchungen zu PMH-Komplexen mit
mitochondrialem Gesamtprotein erfolgte der Aufschluss der Mitochondrien vor der
Fraktionierung durch Ultraschall in ACA-750 Puffer ohne den Zusatz von Detergenz oder
Salzen. Es ist moglich, dass es unter diesen Bedingungen zu einer Aggregation der Proteine
bzw. ihrer Komplexe kommt. Sollten zumindest die Komplexe an denen PMH2 beteiligt ist
mit der Membran in Verbindung stehen, so musste zumindest ein Teil dieser Komplexe
hydrophobe Domanen aufweisen, die unter Umstdnden zu einer Aggregation nach
Ultraschall-Aufschluss der Mitochondrien ohne Detergenz beitragen. Es ist denkbar, dass sich
diese Aggregate auch mit nachfolgendem Zusatz von Detergenz nicht mehr l6sen lassen und
wahrend der Zentrifugation sedimentieren.

In der isolierten Matrix-Fraktion wurde immer noch ein Teil der PMH-Proteine detektiert.
Dabei konnte es sich um das monomere Protein handeln, das aufgrund seiner hydrophilen
Eigenschaften in Losung bleibt.

Die Analyse der durch Ultraschall-Aufschluss ohne Detergenz gewonnenen mitochondrialen
Matrix- und Membran-Fraktionen einer Wildtyp-Kultur Uber BN-PAGE und Saccharose-
Dichte-Gradienten ergab, dass das hauptsachlich detektierte PMH2 zwar in der Matrix
detektiert wird, hierbei jedoch hauptsdchlich als Einzelprotein und in Kleineren
Komplexen/Aggregaten (Abbildung 4.2 C und F). In der Membran-Fraktion wurde dieses
Protein in den Fraktionen 1 bis 6 des Saccharose-Gradienten und in der BN-PAGE-Analyse in
Komplexen/Aggregaten bis tiber 1000 kDa detektiert. Dies stimmt mit den Beobachtungen fir
die PMH-Protein-Komplexe in mitochondrialem Gesamtprotein aus einem Aufschluss mit
Detergenz uberein. Es kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob es sich an dieser
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Stelle allein um grofle Protein-Komplexe handelt oder welchen Anteil wéhrend des
Versuchsablaufes eventuell gebildete Protein-Aggregate haben. Dazu missten weitere
Versuche zum Beispiel mit einer RNase- oder Kaliumchlorid-Behandlung der Fraktionen
durchgefiihrt werden. Auch die Membranstandigkeit der PMH-Proteine oder ihrer Komplexe

ist bisher nicht zweifelsfrei gekléart.

54 Die Funktion der RNA-Helikase PMH2 im mitochondrialen RNA-

Metabolismus von A. thaliana

Fir alle Bereiche des RNA-Metabolismus sind Vertreter der Familie der DEAD-Box-Proteine
mit verschiedenen Funktionen nachgewiesen worden (Cordin et al., 2006, Linder, 2006).

Mit der Etablierung der T-DNA Insertionsmutanten (Abbildung 4.3) im Rahmen dieser Arbeit
war jetzt die Mdoglichkeit gegeben, Uber eventuelle makroskopische und molekulare
Phénotypen speziell nach Funktionen des PMH2-Proteins im RNA-Metabolismus der
Mitochondrien von A. thaliana zu suchen.

In detaillierten Wachstumsversuchen auf MS-Medium sowie Erde unter verschiedenen
Wachstumsbedingungen wurden keine Verdanderungen in der Entwicklung oder dem Habitus
der pmh2-1-Mutanten-Pflanzen im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Daraus lasst sich schlielen, das PMH2 keine bedeutende Funktion fur die
Entwicklung oder die Morphologie der Pflanzen hat.

54.1 PMH2 beeinflusst die Steady-State-Level reifer mitochondrialer mMRNAs

Auf molekularer Ebene wurde fir die pmh2-1- und pmh2-2-Mutanten dagegen ein Phanotyp
beobachtet. Die gesammelten Daten legen dabei eine eher assistierende Funktion von PMH2
als RNA-Chaperon nahe. Es wurde bereits vermutet, dass DEAD-Box-Proteine Reaktionen
im RNA-Metabolismus nicht nur direkt Gber ihre Entwindungsaktivitat katalysieren, sondern
h&ufig auch indirekt als RNA-Chaperon fungieren. Dabei l6sen sie kinetisch stabile aber
nicht-funktionelle RNA-Konformationen (kinetische Fallen) auf und ermdglichen so eine
korrekte Faltung einer RNA-Spezies in ihre reaktive Form (Rajkowitsch et al., 2007). Bei
einer solchen Funktion wiirde ein Ausfall des Proteins fur den RNA-Metabolismus bedeuten,
dass nur durch Zufall korrekt gefaltete RNA-Molekile die Reifung durchlaufen und fiir die
anschlieBende Translation zur Verfligung stehen. Wird ein Teil der RNA-Molekiile auch ohne
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Chaperon korrekt gefaltet, wirde das keinen vollstdndigen Verlust der Translationsprodukte
der entsprechenden RNAs bedeuten und moglicherweise nur einen schwachen Phénotyp
hervorrufen. So werden in den pmh2-Mutanten fir verschiedene mitochondriale mRNAs wie
zum Beispiel nad2, nad4, nad7, und nad9 reduzierte Steady-State-Level reifer Transkripte
beobachtet, ohne dass eines dieser Transkripte vollig fehlt (Abbildung 4.8-C). Dies macht
eine direkte spezifische Funktion in der Reifung der mRNAs dieser Gene unwahrscheinlich
und lasst eine Funktion als Chaperon wahrscheinlich erscheinen.

PMH?2 scheint weiterhin aufgrund der Mehrzahl der betroffenen mRNAS eher mit geringer
Spezifitat zu agieren. Ein genereller Einfluss auf die Transkripte aller mitochondrialen Gene
kann allerdings ausgeschlossen werden, da fur die mRNA des atp8-Gens vergleichbare
Mengen in Wildtyp und Mutanten detektiert wurden (Abbildung 4.8-C).

Bei genauerer Untersuchung der Transkripte wurde festgestellt, dass das Splicing einiger
mitochondrialer Gruppe Il Introns reduziert ist. So wurde fur das nad2-Transkript
(Abbildung 4.8-B, oberen beiden Bilder) fiir zwei der ,,Cis-splicing“-Introns eine reduzierte
Menge an gespleiiter mMRNA und eine erhohte Menge an ungespleifiten RNA-Molekiilen
detektiert. Auch fir weitere Introns wurde eine Reduktion in der Splicing-Effizienz
beobachtet (Daten nicht gezeigt). Ein genereller Einfluss auf die Splicing-Effizienz
mitochondrialer Introns muss allerdings ausgeschlossen werden, da einige Introns unverandert
effizient gespleilst werden (Daten nicht gezeigt). Da mit der Reduktion des Steady-State-
Levels der nad9 mRNA auch ein Transkript betroffen ist, dessen Gen kein Intron enthalt und
somit auch nicht gesplei8t wird, scheint das PMH2-Protein weitere Schritte der Reifung der
MRNASs zu beeinflussen.

Um zu uberprifen, ob PMH2 einen Einfluss auf die Reifung der Enden mitochondrialer
mRNAs hat, wurden die 5°- bzw. 3‘-Enden der Transkripte aller mitochondrialen Protein
kodierenden Gene betrachtet. Doch es wurden keine vom Wildtyp abweichenden Enden in der
pmh2-1-Mutante detektiert (Daten nicht gezeigt). Auch auf das Auftreten und die Effizienz
des Editings im nad2-Transkript konnte kein Einfluss beobachtet werden. PMH2 spielt also
auch in diesem Prozess keine generelle Rolle. Da allerdings nur ein Teil der Editing-Stellen
und nur ein Transkript betrachtet wurde, kann ein Einfluss auf einzelne Editing-Stellen nicht
ausgeschlossen werden.

Eine bedeutende Rolle von PMH2 in der Transkription erscheint ebenfalls unwahrscheinlich.
So wurden in einer RT-PCR auf das Exon d des nad2-Transkripts, welche sowohl reife als
auch pri-mRNAs amplifiziert, gleiche Mengen an nad2-Transkript detektiert. Weiterhin
wurde in den Northern-Blot-Analysen gegeniber der Reduktion reifer Transkripte ein Anstieg
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langerer Transkripte beobachtet, die vermutlich Precursor-Molekile der reifen mRNAs
darstellen. Die Gesamtmenge an nad2-Transkript erscheint also unbeeinflusst.

Das PMH2-Protein zeigt also eher einen Einfluss auf posttranskriptionale Prozesse als auf die
Transkription. Es hat aber keinen generellen Einfluss auf alle Schritte der Reifung
mitochondrialer mRNA-Transkripte. Ein Einfluss auf das SpleilRen einiger Introns konnte
gezeigt werden, aber die genaue Funktion des PMH2-Proteins in diesem Prozess bleibt
unklar. In welcher Weise die Reifung des nad9-Transkripts durch PMH2 beeinflusst wird,

konnte noch nicht gezeigt werden.

54.2 Das Steady-State-Level des Atmungskettenkomplex I ist in der pmh2-1-
Mutante unbeeinflusst

Die mitochondrialen nad-Gene kodieren flr Untereinheiten des Atmungskettenkomplexes I.
Nachdem fir die Transkripte der nad2-, nad4-, nad7- und nad9- Gene eine Reduktion der
Steady-State Mengen der mRNAs detektiert wurde, sollte Uberpruft werden, ob dies eine
Auswirkung auf die Menge der mitochondrial kodierten Proteine oder die Zusammensetzung
des Atmungskettenkomplexes| hat. Fir eine BN-PAGE zur Darstellung der
Atmungskettenkomplexe wurde Proteinlysat aus Mitochondrien einer pmh2-1-
Zellsuspensionskultur verwendet, da nur auf diese Weise genuigend reine Mitochondrien flr
eine solche Analyse gewonnen werden konnen. Eine Wiederholung der PCR-Analysen fir
das nad2-Transkript mit RNA aus Mitochondrien dieser Zellsuspensionskultur (analog zu
4.2.5.1) zeigte allerdings nur eine schwache Reduktion der Transkripte in den Mitochondrien
dieser Zellkultur an (Daten nicht gezeigt). Die BN-PAGE zeigte entsprechend auch keinen
detektierbaren Unterschied in der Menge an Komplex I und keinen Unterschied in der
Untereinheitenzusammensetzung des Komplexes im Vergleich zu Mitochondrien aus einer
parallel angezogenen Wildtyp-Zellsuspensionskultur. Es kann an dieser Stelle keine Aussage
getroffen werden, welche Auswirkung der PMH2-Knockout auf die Assemblierung und die
Zusammensetzung des Komplex | in friheren Entwicklungsstadien der Pflanze hat. Eine
Reduktion des Komplex | muss nicht in jedem Fall zu einem sichtbaren Phé&notyp der
Pflanzen flihren. Fir eine T-DNA-Insertionsmutante einer kernkodierten Untereinheit der
NADH-Dehydrogenase (AAt1g47260) in Arabidopsis wurde gezeigt, dass der Knockout des
Gens zu einer Reduktion des Komplexes um 80 % fuhrt, ohne dass die Pflanzen unter
Standardanzuchtbedingungen einen sichtbaren Phanotyp ausbilden (Perales et al., 2005).

Dabher ist es moglich, dass in keimenden Samen und Keimlingen, in denen auf RNA-Ebene
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eine Reduktion in den Steady-State-Transkript-Leveln von Komplex I-Untereinheiten
beobachtet wurde, auch auf Protein-Ebene eine Reduktion des Komplexes | vorliegt, auch
wenn die pmh2-1-Pflanzen keinen sichtbaren Phanotyp aufweisen.

55 Die biologische Bedeutung der RNA Helikase PMH1 fur die Pflanze

Im Rahmen der Dissertation von S. Schmidt-Gattung (2006) wurde eine pmhl-1-T-DNA-
Insertionslinie etabliert und der Knockout des PMH1-Gens fir homozygote Pflanzen mit
diesem Allel nachgewiesen. Im Gegensatz zu pmh2-1-Mutanten zeigten pmh1-1-Mutanten
einen Phéanotyp wahrend der Entwicklung der Pflanzen. Im Vergleich zu Wildtyp-Pflanzen
war ein verlangsamtes Wurzelwachstum und eine Verzégerung in der Entwicklung der
Mutanten-Pflanzen bereits bei Pflanzen, die konstant bei 21 °C angezogenen wurden, zu
erkennen. Durch eine Kultivierung bei 4 °C wéhrend der Dunkelperiode wurde diese
verzogerte Entwicklung weiter verstarkt. Diese Beobachtungen stimmen mit den friher
durchgefiihrten Expressionsstudien, nach denen PMHL1 vor allem in Wurzeln und Bliten
exprimiert und durch die Behandlung mit Kélte stark induziert wird, tberein (Matthes et al.,
2007, Kim et al., 2008). Abgesehen vom verzdgerten Wurzelwachstum war der beobachtete
Phénotyp insgesamt sehr schwach ausgepragt und nur im direkten Vergleich mit parallel
angezogenen Wildtyp-Pflanzen zu beobachten. PMH1 hat also keine essentielle Bedeutung
fur die Entwicklung der Pflanze oder ihre Stressantwort auf Kélte, auch wenn das Protein die
Entwicklung der Pflanze zumindest zu beeinflussen scheint. Auf molekularer Ebene wurde
bisher kein Phanotyp fir die pmhl-1-Pflanzen gefunden. So scheint PMH1 keinen Einfluss
auf die Bildung der reifen 3‘- bzw. 5°-Enden mitochondrialer mRNAs und das Spleiflen der
mitochondrialen Gruppe Il Introns zu haben. Die Steady-State-Level reifer nad2-, nad4-,
nad7-, nad9- und atp8-Transkripte sind unbeeinflusst. Damit wurde jedoch fur die pmh1-1-
wie auch die pmh2-Mutanten bisher nur ein kleiner Teil der moglichen Prozesse im RNA-
Metabolismus, an denen DEAD-Box-Proteine beteiligt sein kénnen, untersucht (Cordin et al.,
2006, Linder, 2006). Es ist jedoch wahrscheinlich, dass PMH1 am RNA-Metabolismus in den
Mitochondrien beteiligt ist, da das Protein in diesem Organell nachgewiesen wurde (Matthes
et al., 2007). AuBerdem wurde gefunden, dass das PMHZ1-Protein in vitro ssDNA, dsDNA
und zumindest RNA-Homopolymere bindet (Kim et al.,, 2008). Aufgrund der hier
gesammelten Daten kann nicht festgestellt werden, auf welche Weise PMH1 im RNA-
Metabolismus der Mitochondrien von A.thaliana wirkt oder wie es an der

Kalteakklimatisierung beteiligt sein kdnnte. Daflr muissten in den pmhl-1-Mutanten weitere
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Prozesse des RNA-Metabolismus ndher untersucht werden.

Da die PMH1-Helikase fir das Uberleben der Pflanze nicht essentiell ist, ist es
unwahrscheinlich, dass das Protein eine bedeutende Funktion im mitochondrialen RNA-
Metabolismus hat. Allerdings kénnte die Funktion von PMH1 durch andere RNA-bindende
Proteine zumindest teilweise ersetzt werden. Dies wird zum Beispiel fir die beiden DEAD-
Box-Proteine p68 und p72/p82 in der Ribosomen-Biogenese angenommen (Jalal et al., 2007).
Aufgrund der hohen Ahnlichkeit von PMH1 und PMH2 mit einer nahezu identischen
Kernregion, welche die konservierten Motive enthalt, konnte PMH2 PMH1 funktionell
ersetzen und umgekehrt (Matthes et al., 2007). PMH1 und PMH2 zeigen jedoch voneinander
abweichende Expressionsmuster und beide Proteine liegen in deutlich unterschiedlichen
Mengen in der Zelle vor (Abschnitt 4.2.2). Aullerdem wurde fir die pmh2-1- und pmh2-2-
Mutanten auf molekularer Ebene ein Phénotyp beobachtet, der fir die pmh1-1-Mutanten nicht
auftrat. Auf makroskopischer Ebene dagegen trat der pmhl-1-Phanotyp bei den pmh2-
Mutanten nicht auf. Es scheint also unwahrscheinlich, dass beide Proteine in ihrer Funktion

redundant sind, auch wenn dies nicht ausgeschlossen werden kann.

5.6 PMH2-RNAi-Pflanzen mit einem pmhl-1 Hintergrund zeigen keinen

veranderten Phanotyp

Da eine Redundanz der beiden PMH-Proteine in ihrer Funktion zwar unwahrscheinlich
erscheint, jedoch eine zumindest teilweise Uberlappung der Funktionen der beiden Proteine
nicht ausgeschlossen werden kann, sollten Pflanzen mit einem Funktionsverlust beider
Proteine untersucht werden.

Im Allgemeinen wird zur Feststellung, ob eine Redundanz in der Funktion von zwei Proteinen
vorliegt eine Doppel-Knockout-Mutante durch Kreuzung von zwei Einzelmutanten erzeugt
und charakterisiert. Da eine Doppelmutante aufgrund der benachbarten Lage der beiden Gene
nur schwer zu isolieren ist, wurde versucht, die Expression von PMH2 in der pmh1-1-
Knockout-Mutante durch RNA-Interferenz zu reduzieren.

Bereits in friheren Studien zur Effektivitat des Posttranskriptionalen Gene Silencing durch
RNA-Interferenz wurde dokumentiert, dass stark exprimierte Gene eine stérkere Reduktion
des Target-Transkript-Levels in Arabidopsis zeigen als schwach exprimierte Gene (Kerschen
et al.,, 2004). Aus diesem Grund wurde ein RNAIi-Konstrukt zum Silencing des hdher
exprimierten PMH2-Gens (Matthes et al., 2007, Abschnitt 5.1) in pmhl-1-Mutanten
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transformiert. Danach wurden in der ersten Generation sechs Linien mit dem Konstrukt
selektioniert (Abbildung 4.9-D). Allerdings zeigten nur zwei dieser Linien einen Silencing-
Effekt. Es wurde nicht Gberprift, ob in den Pflanzen ohne RNAI-Effekt eine Expression des
Konstruktes stattfand. Der Integrationsort eines Transgens im Genom kann aufgrund der
Struktur und verschiedener Modifikationen des Chromatins der angrenzenden DNA-
Sequenzen einen Einfluss auf die Starke der Expression des Transgens haben. Eine
Integration in einen inaktiven Bereich des Genoms konnte eine Erklarung flr den fehlenden
RNAI-Effekt in den vier Linien liefern. Der Integrationsort wurde fiir das (bertragene
Konstrukt in den erhaltenen Linien allerdings nicht betrachtet. Im folgenden wurden die
beiden Linien mit RNAi-Effekt (Linie 6 und 9) naher analysiert.

Fur eine exakte quantitative Analyse des RNAIi-Effektes wurden Nachkommen der beiden
Linien 6 und 9 mittels Real-Time RT-PCR analysiert. Dabei wurde eine maximale Reduktion
der PMH2-Transkriptmenge auf 40 % beobachtet. Da in einem anschlieBenden Versuch
gefunden wurde, dass fur Wildtyp und die beiden RNAi-Linien sowohl auf MS-Medium als
auch auf Erde die gleichen Keimungseffizienzen auftraten, kann ein Einfluss auf die
Samenkeimung durch RNAI-Effekte ausgeschlossen werden.

Der erzielte RNAI-Effekt reichte nicht aus, um zu einer phanotypischen Abweichung der
RNAI-Pflanzen vom Wildtyp bzw. der pmh1-1-Mutante zu fiihren (Daten nicht gezeigt).

Es ist jedoch mdglich, dass bei der Selektion der Samen der T1-Generation Pflanzen mit einer
starkeren Expression des Transgens und damit eventuell einem starkeren RNAI-Effekt
aussortiert wurden.

Mit den selektionierten RNAI-Linien konnten bisher keine Ergebnisse erzielt werden, welche
zur weiteren Aufklarung der Funktionen der beiden putativen RNA-Helikasen 1 und 2

beitragen konnen.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Funktionen der beiden DEAD-Box-Proteine PMH1 und
PMH2 im mitochondrialen RNA-Metabolismus von A. thaliana zu bestimmen. Im Vorfeld
dieser Arbeit wurde die Lokalisation der beiden Proteine in den Mitochondrien von
A. thaliana bereits nachgewiesen. Expressionsanalysen ergaben, dass die beiden sehr
ahnlichen Proteine (76 % identische Aminosauren) in unterschiedlichen Teilen der Pflanze
exprimiert werden. In Immunodetektionsanalysen wurden PMH1 und/oder PMH2 mit Hilfe
eines Antikorpers, der Peptide beider Proteine erkennt, in hochmolekularen Protein-
Komplexen detektiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Existenz dieser Komplexe mittels
Saccharose-Dichte-Gradienten ~ Analysen  bestdtigt. Die  Analyse von  T-DNA-
Insertionsmutanten ergab Ubereinstimmend zu den vorliegenden Expressionsanalysen, dass
PMH2 das deutlich starker exprimierte Protein ist. Beide Proteine liegen in hochmolekularen
Protein-Komplexen vor. Zudem wurde gezeigt, dass diese Komplexe durch Behandlung mit
Kaliumchlorid dissoziiert bzw. die PMH-Proteine von den Komplexen geldst werden. Aus der
Tatsache, dass Ribosomen bzw. Polysomen unter denselben Bedingungen von Kaliumchlorid
unbeeinflusst bleiben wurde geschlossen, dass eine Integration oder stabile Assoziation der
PMH-Proteine an Ribosomen unwahrscheinlich ist. Dies wird auch durch die unterschiedliche
Verteilung der PMH-Proteine und der ribosomalen RNAs Uber die Fraktionen des
Saccharose-Gradienten bestatigt. Eine zeitweise oder instabile Interaktion mit Ribosomen
oder Polysomen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Zusammensetzung oder
Identitdt dieser hochmolekularen Komplexe ist bisher unklar. Auch eine Assoziation der
PMH-Proteine oder von deren Komplexen an oder eine Integration in Membranen konnte
nicht zweifelsfrei geklart werden.

Die phanotypische Analyse der T-DNA-Insertionsmutanten ergab, dass das PMH1-Protein
nicht essentiell ist und sehr wahrscheinlich nur einen schwachen Einfluss auf die Entwicklung
der Pflanzen hat. Auf molekularer Ebene wurde fir die pmhl-1-Mutanten bisher kein
Phénotyp beobachtet. Die Funktion dieses Proteins im RNA-Metabolismus ist bisher
unbekannt.

Im Gegensatz dazu wurde fir die pmh2-Mutanten kein makroskopischer Phanotyp
beobachtet. Daraus wurde geschlossen, dass PMH2 keine bedeutende Funktion fir die
Entwicklung oder die Morphologie der Pflanzen hat. Allerdings scheint PMH2 eine Rolle in
der Reifung einiger mitochondrialer mRNAs zu spielen. So wurde eine Reduktion reifer

nad2-, nad4-, nad7- und nad9-Transkripte beobachtet. Eine gleichzeitige Anreicherung
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langerer vermutlich unreifer Transkripte fihrt zu der Annahme, dass PMH2 keine Rolle in der
Transkription spielt, sondern eher an posttranskriptionalen Prozessen beteiligt ist. Da der
atp8-Transkript-Level in pmh2-Mutanten unbeeinflusst ist, kann aber ein genereller Einfluss
des PMH2-Proteins auf die Steady-State-Level aller mitochondrialer Transkripte
ausgeschlossen werden. Bei weiteren Untersuchungen wurde festgestellt, dass das Splicing
einiger aber nicht aller cis-splicing Introns in den pmh2-Mutanten reduziert war. Die Reifung
des nad9-Transkripts, welches keine Introns enthalt, war ebenfalls durch PMH2 beeinflusst.
Dies zeigt, dass der Einfluss von PMH2 nicht auf den Schritt des Splicing wahrend der
Transkriptreifung begrenzt ist. Da keiner der genannten Prozesse durch den Knockout des
PMH2-Gens vollstdndig unterbrochen ist, wird angenommen, dass PMH2 eher als Chaperon
bei der Bildung oder Stabilisierung reaktiver RNA-Sekundarstrukturen fungiert, als eine
direkte Funktion in der Reifung der genannten Transkripte erftllt.

Eine Funktion in der Generierung reifer mRNA-Enden kann allerdings ausgeschlossen
werden. Das Editing im nad2-Transkript erfolgt ebenfalls unabhéngig von der Funktion des
PMH2-Proteins.

Mit Hilfe der etablierten T-DNA-Linien kann jetzt weiter nach Funktionen der beiden PMH-

Proteine im RNA-Metabolismus der Mitochondrien gesucht werden.
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7 Summary

The main subject of this thesis was to determine the functions of the two DEAD-box proteins
PMH1 and PMH2 in the mitochondrial RNA metabolism of A. thaliana. The mitochondrial
localization of both proteins had been shown previously. It was also found that these highly
similar proteins (76 % identical amino acids) show different expression patterns. In addition
PMH1 and/or PMH2 were detected in high molecular mass protein complexes, but the
amount of each of the two proteins in these complexes remained unclear. In this thesis the
presence of the PMH1 and PMHZ2 in the high molecular mass complexes was confirmed by
immunodetection analyses of sucrose density gradient fractions. The investigation of T-DNA
insertion mutants revealed that PMH2 is expressed stronger than PMHZ1, which is consistent
with the previous expression analysis. Both proteins seem to be part of high molecular mass
complexes. It was found that the PMH proteins can be dissociated from the complexes by
treatment of the mitochondrial lysates with potassium chloride. Under the same conditions
ribosomes or polysomes remain unaffected. This observation and the different distribution of
the PMH proteins and the ribosomal RNAs throughout the fractions of the sucrose gradients
led to the conclusion that an integration or stable association of the proteins with ribosomes or
polysomes is unlikely. Nevertheless, a weak or transient interaction of the PMH proteins with
ribosomes or polysomes cannot be excluded. Up to now the composition of these high
molecular mass complexes remains unclear. An integration or association of the PMH
proteins and/or their complexes in or with membranes is ambiguous.

The phenotypic analysis of the T-DNA insertion mutants showed, that PMH1 is not an
essential protein and has only a weak influence on the development of the plants. Up to now
no molecular phenotype was observed for the pmh1-1 mutants. The function of this protein in
the mitochondrial RNA metabolism is still unknown.

In contrast no developmental or any other macroscopic phenotype was observed for the pmh2
mutants. It was thus concluded that PMH2 has no important function in development or the
morphology of the plants.

In the PMH2 mutant the steady state levels of the nad2-, nad4-, nad7-and nad9 mRNAs were
reduced suggesting that PMH2 participates in the maturation of some mitochondrial mMRNAs.
A concurrent enrichment of longer transcripts, most likely precursor RNAs, lead to the
conclusion that PMH2 plays no role in the transcription, but rather is involved in
posttranscriptional processes. Since the atp8 mRNA steady-state level remains unaffected in

the PMH2 knockout mutant, a general influence of the PMH2 protein on the steady-state
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levels of all mitochondrial transcripts can be excluded. Further investigations showed that the
splicing of some of the mitochondrial cis-splicing introns was reduced in the pmh2 mutant.
The fact, that the maturation of the nad9 mRNA, which contains no introns, is also influenced
by knockout of PMH2 suggests that this protein influences the steady-state levels of
mitochondrial transcripts independent from splicing. In the mutant none of the
posttranscriptional processes is completely blocked supporting a role of as a chaperone in the
formation or maintenance of reactive secondary RNA structures. In addition, a function of
PMH?2 in the generation of mature mRNA ends can be excluded. Likewise PMH2 is not
required for RNA editing of the nad2-transcripts.In summary, the exact function of the PMH2
protein during the splicing or other posttranscriptional maturation processes remains unclear.
The established T-DNA lines now allow to search for further functions of these two Dead-box

proteins in the RNA metabolism of A. thaliana mitochondria.
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