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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Chloroplasten

Chloroplasten sind semiautonome Zellorganellen, die bei allen eukaryontischen photoauto-
trophen Organismen, d. h. bei Algen und höheren Pflanzen, vorkommen. Die wichtigste
biochemische Leistung dieser Organellen besteht in den Photosynthese-Reaktionen, die den
pflanzlichen Organismus mit der notwendigen chemischen Energie versorgen. Man bezeichnet
Chloroplasten als ,,semiautonom”, da sie innerhalb der Pflanzenzelle eine begrenzte genetische
Eigenständigkeit besitzen: Sie verfügen über ein eigenes Genom und einen eigenen Genexpres-
sionsapparat – alle Enzymkomplexe der Chloroplasten (einschließlich der Ribosomen) sind aus
kern- wie organell-kodierten Genen zusammengesetzt. Zu den besonderen Eigenschaften der
Plastiden als begrenzt autonome Zellorganellen gehört auch ihre Vermehrung: Chloroplasten
entstehen nicht de novo, sondern durch Teilung vorhandener Plastiden. In Blattprimordien
liegen Plastiden als undifferenzierte Formen, sog. Proplastiden vor. Diese Proplastiden diffe-
renzieren sich parallel zur Blattentwicklung zu reifen Chloroplasten. Dabei nimmt zunächst
das Plastidenvolumen zu, dann kommt es unter dem Einfluß von Licht zur Ausbildung der
charakeristischen Feinstruktur des Chloroplasten, insbesondere zur Ausbreitung der Thyla-
koidmembranen und der Akkumulation der photosynthetischen Enzymkomplexe. Auch die
Zahl der Plastiden pro Zelle steigt bei höheren Pflanzen deutlich an, bei Gerste von ca. 10
auf ca. 65 pro Zelle (Übersicht: Mullet, 1988).

Nach den Vorstellungen der Endosymbionten-Theorie geht man davon aus, daß Plastiden
– wie auch Mitochondien – als Nachfahren ehemals selbständig lebender prokaryontischer
Organismen (aus der Gruppe der Eubacteria) anzusehen sind. Dies stützt sich u. a. auf die
grundlegenden Merkmale des Genexpressionsapparates der Plastiden: Plastidäre Ribosomen
gehören zum eubakteriellen 70S-Typ, das Chloroplastengenom besteht in der Regel aus einem
einzigen ringförmigen DNA-Molekül, das allerdings in reifen Chloroplasten hochpolyploid
vorliegt (ca. 50 Genomkopien pro Organell, während der Blattentwicklung auf bis zu 1000
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Genome ansteigend). Plastidäre Promotoren zeigen Ähnlichkeiten zum bakteriellen ,,–35/–
10”-Typ. Die Ähnlichkeit zu Eubakterien gilt auch für die plastidären tRNAs.

Proplastiden sind zwar nicht photosynthetisch aktiv, besitzen aber bereits eine basale Gen-
expression und spielen ebenso wie reife Plastiden eine Rolle im Aminosäure- und Lipidstoff-
wechsel der Pflanzenzelle. Neben der Entwicklung von Proplastiden zu Chloroplasten, die
für Mesophyllgewebe charakteristisch ist, können sich Proplastiden auch zu Amyloplasten
(Stärkespeicher), Leukoplasten (in Wurzeln), und Chromoplasten (in Blütenblättern) ent-
wickeln (Kirk & Tilney-Bassett, 1978; Reinert, 1980). Proplastiden entwickeln sich in dunkel
gehaltenen Pflanzen zunächst zu wenig differenzierten Etioplasten. Diese sind zwar ähnlich
groß wie reife Chloroplasten, dafür aber frei von Thylakoiden und damit auch von photosyn-
thetischen Membrankomplexen. Erst bei Belichtung kommt es zur Umwandlung in den reifen
Chloroplasten. Generell sind alle Plastidentypen ineinander umwandelbar, zum Beispiel wan-
deln sich während der Blütenentwicklung Chloroplasten in Chromoplasten um (Sitte et al.,
1980).

1.2 Genexpression in Chloroplasten

1.2.1 Genom und Transkription

Genom. Die Größe des ringförmigen Chloroplastengenoms beträgt bei höheren Pflanzen
ca. 120 bis 160 kb und ist ähnlich wie in Bakterien in Nukleoiden organisiert (Palmer, 1985;
Sugiura, 1989; Kuroiwa, 1991). Zur Zeit sind die kompletten Sequenzen der Chloroplastenge-
nome von sechs höheren Pflanzen bekannt (Arabidopsis thaliana [Sato et al., 1999], Nicotiana
tabacum [Shinozaki et al., 1986], Oenothera elata [Hupfer, 2000], Oryza sativa [Hiratsuka et
al., 1989], Zea mays [Maier et al., 1995] und Pinus thunbergii [Wakasugi et al., 1994]). Die
Chloroplasten-DNA der höheren Pflanzen enthält eine große invertierte Sequenzwiederholung
(,,inverted Repeat”/IR-Region) deren Länge 6 bis 76 kb betragen kann und die eine größere
einfach vorhandene Region von einer kleineren abgrenzt (,,large single copy region” LSC /
,,small single copy region” SSC). Die Komplexität des Chloroplastengenoms ist bei Angio-
spermen vergleichsweise einheitlich; physikalische Größenunterschiede des Genoms kommen
im wesentlichen durch unterschiedliche Längen der IR-Regionen zustande. Pflanzen der Ord-
nung Fabales und Gymnospermen enthalten (soweit bekannt) keine IR-Regionen (Palmer,
1985; Sugiura, 1992). Der Gengehalt des Plastoms – und damit die Balance zwischen kern-
und plastidenkodierten Genprodukten – ist unter den Angiospermen stark konserviert. Man
findet im Plastom etwa 100 Proteingene sowie Gene für die ribosomalen RNAs und Transfer-
RNAs. Funktionell lassen sich die Chloroplastengene in zwei Gruppen einteilen: rRNA- und
tRNA-Gene bilden zusammen mit Genen für ribosomale Proteine sowie RNA-Polymerase-
Untereinheiten eine Gruppe von Genen mit basalen Funktionen im Genexpressionsapparat
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(,,Haushaltsgene”), die übrigen Gene kodieren Untereinheiten der photosynthetischen En-
zymkomplexe (Photosystem I & II, Cytochrom b6f-Komplex, CF0CF1-ATPase, große Unter-
einheit der RubisCO) oder haben keine bekannte Funktion. In höheren Pflanzen sind etwa je
ein Drittel der Photosynthese-Proteine und der ribosomalen Proteine in der Chloroplasten-
DNA kodiert. Sämtliche rRNAs und tRNAs des Chloroplasten sind plastom-kodiert – ein
Transport von (kernkodierten) ribosomalen und Transfer-RNAs aus dem Cytosol in Chlo-
roplasten ist bisher nicht bekannt. Ähnlich wie in Prokaryonten sind die Gene im Plastom
typischerweise in Operons organisiert, die zum Teil auch im Detail noch an ihren eubakteriel-
len Ursprung erinnern wie z. B. das rpl23 -Operon bei Tabak, das homolog zum S10-Operon
bei E. coli ist (Tanaka et al., 1986). Plastidäre Gene können auch Introns enthalten, so daß
reife mRNA-Moleküle durch Spleißen erzeugt werden müssen (siehe Kap. 1.2.2).

Transkription. Das Chloroplastengenom wird von zwei verschiedenen RNA-Polymerasen
transkribiert, von denen die eine im Chloroplastengenom kodiert ist (,,plastid encoded poly-
merase” PEP) und die andere im Kerngenom (,,nuclear encoded polymerase” NEP) (Maliga,
1998). Die kernkodierte Polymerase transkribiert Gene, die für den Genexpressionsapparat
benötigt werden; die von ihr erkannten Promotoren weisen ein charakteristisches Sequenz-
motiv (C-R-T) auf, das hinreichend für die Initiation ist. Nach derzeitigem Erkenntnisstand
handelt es sich bei der NEP um ein einziges Polypeptid von 110 bis 113 kDa, dessen putatives
Gen (RpoZ ) in Arabidosis indentifiziert wurde (Hedtke et al., 1997, Iratni et al., 1993). Die
plastidenkodierte Polymerase ist mit ihrer α2ββ´-Untereinheitenzusammensetzung der eu-
bakteriellen RNA-Polymerase homolog; ihre Promotoren gehören zum eubakteriellen ,,-35/-
10”-Typ. Man geht allerdings davon aus, daß die PEP in reifen Chloroplasten einen größeren
Komplex mit zusätzlichen regulatorischen Polypeptiden ausbildet (Enzym A), während in
Etioplasten ein α2ββ´-Core-Enzym (Enzym B) vorliegt (Pfannschmidt et al., 1998). Die
PEP transkribiert in erster Linie die Gene der Photosynthese-Proteine, offensichtlich wer-
den aber viele Chloroplastengene von beiden Polymerase-Typen transkribiert (Maliga, 1998).
Beide plastidären RNA-Polymerasen sind zumindest vorübergehend mit regulatorischen Pro-
teinen, Chloroplasten-σ-Faktoren, assoziiert, die – soweit bekannt – kernkodiert sind (Oikawa
et al., 1998; Isono et al., 1998). Generell spielt die Transkription in Chloroplasten nur eine
untergeordnete Rolle bei der Genregulation, insbesondere hinsichtlich der genspezifischen ent-
wicklungsabhängigen Regulation (Übersicht: Gruissem & Tonkyn, 1993). Dennoch dürften σ
-ähnliche Faktoren u. a. eine Rolle bei der lichtabhängigen Transkriptionsregulation spielen,
wie es bei Oryza beschrieben wurde: Der Spiegel des σ-ähnlichen Faktors ,,Os-sigA” wird bei
Belichtung gewebespezifisch erhöht, was dessen Mitwirkung bei der lichtinduzierten Erhöhung
der Transkriptionsrate in Chloroplasten nahelegt (Tozawa et al., 1998). Plastidäre Transkrip-
tionsfaktoren können durch Phosphorylierung entwicklungsabhängig reguliert werden (Tiller
& Link, 1993; Baginsky et al., 1997). Prinzipiell kann die Transkriptionsrate in Chloroplasten
stark variieren, in Gerste wurden Änderungen um das 300fache festgestellt (Rapp et al., 1992).
Generell steigt die Transkriptionsrate in jungen Choroplasten bzw. Proplastiden während der
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Reifung nach Belichtung zunächst stark an und nimmt dann im reifen Organell wieder ab, so
beschrieben für Gerste (Mullet & Klein, 1992), Spinat (Deng & Gruissem, 1987) und Mais
(Rodermel 1985). Diese Änderungen der Transkriptionsrate sind – wie bereits erwähnt –
eher globaler Natur und können zur Erklärung genspezifischer Regulation nicht herangezogen
werden (Mayfield et al., 1995). Eine Ausnahme ist z.B. das psbC-psbD-Operon in Gerste, das
eine spezifische lichtinduzierte Erhöhung der Transkription zeigt (Christopher et al., 1992;
Sexton et al., 1990).

1.2.2 mRNA-Prozessierung & mRNA-Stabilität

mRNA-Prozessierung. Wie in Eubakterien sind auch in Chloroplasten die meisten Gene zu
Operons zusammengefaßt, die polycistronische Primärtranskripte liefern. In der Regel werden
diese Prä-mRNAs durch folgende Prozessierungsreaktionen in reife mono- oder dicistronische
mRNAs überführt, die den dominierdenden Anteil der mRNA in Chlorplasten bilden. (Gruis-
sem & Tonkyn, 1993). Allerdings können plastidäre mRNAs auch in polycistronischer Form
effizient translatiert werden (Barkan, 1988; Staub & Maliga, 1995), für monocistronische
Prozessierungsprodukte ist lediglich eine erhöhte Translationsrate diskutiert worden, die im
Einzelfall eine Möglichkeit zur differentiellen Translation und damit zur differentiellen Gen-
expression bietet (Barkan et al., 1994). Aufgrund der bisher vorliegenden Befunde kommt
der Reifung polycistronischer Primärtranskripte keine allgemeine entscheidende Bedeutung
in der differentiellen Genexpression zu (Übersicht: Mayfield et al., 1995).

Eine Reihe plastidärer Gene enthält Introns, die während der Transkriptreifung entfernt wer-
den. Die Introns können sowohl der Gruppe I angehören, bei denen das Spleißen durch
einen aktiviertes Guanosin-Nukleotid initiiert wird (Angriff auf die 5´-Spleißstelle zum Lösen
der Phosphodiesterbindung), als auch der Gruppe II; hierbei wird das Spleißen durch ein
aktiviertes Adenin eingeleitet, das nach Angriff an der 5´-Spleißstelle ein charakteristisches
Lasso-Intermediat bildet (Somanchi & Mayfield, 1999). Die Kenntnisse über die plastidäre
Spleißmaschinerie sind noch begrenzt, die Analyse von nukleären Mutanten in Chlamydomo-
nas (ac20 ) und Mais (crs1, crs2 ) hat jedoch ergeben, daß zumindest die Schlüsselfaktoren des
Spleißapparates im Zellkern kodiert sind und unmittelbar am Spleißvorgang mitwirken (Her-
rin et al., 1997; Fisk et al., 1999; Jenkins et al., 1999). Trans-Spleißen ist ein sehr komplexes
Phänomen, das auch in Chloroplasten vorkommt (rps12 in höheren Pflanzen, psaA in Chla-
mydomonas). Das psaA-Gen in Chlamydomonas ist in drei Teilen über das Genom verteilt,
die verschiedenen Operons angehören. Um die zum Spleißen von Gruppe-II-Introns notwen-
dige Struktur auszubilden, wird eine weitere plastidäre RNA (tscA) benötigt (Goldschmidt-
Clermont et al., 1991). Nukleäre Gene sind an den Vorgängen des Trans-Spleißens beteiligt
(Goldschmidt-Clermont et al., 1990).

Neben der Entfernung von Introns werden reifende Prä-mRNAs auch am 5´- und 3´-Ende
durch Nukleasen prozessiert. Die psbA-mRNA von Chlamydomonas wird am 5´-Ende durch
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einen endonukleolytischen Schnitt um 54 nt verkürzt, dabei wird eine Haarnadel-Sekundär-
struktur abgeschnitten (Bruick & Mayfield, 1998). Dieses Prozessierungsereignis erfordert die
aktive Translation, da Hemmung der Translation zum Verlust der Prozessierung führt. Dieser
Hinweis auf eine enge funktionelle Verbindung von RNA-Prozessierung und Translation wird
auch durch den Befund unterstützt, daß mRNA-bindende Proteine des Chloroplasten sowohl
an reife mRNA als auch an die noch unprozessierten Vorläufer-RNAs binden (Nakamura et
al., 1999). Die Prozessierung des 3´-Endes wird auf RNA-Ebene durch Haarnadelstrukturen
vermittelt, die sich aufgrund selbstkomplementärer Sequenzmotive ausbilden. Ihre Funktion
bei der mRNA-Prozessierung wird als Barriere gegen den 3´→5´-exonukleolytischen Abbau
postuliert (Stern & Gruissem, 1987; Adams & Stern, 1990; Stern et al., 1991; Rott et al.,
1998).

Einige mRNAs werden Editing-Prozessen unterzogen (Hoch et al. 1991, Kudla et al. 1992).
Dies ist insbesondere dann bedeutsam, wenn erst durch RNA-Editing Initiatorcodons für die
Translation erzeigt werden (rpl2 in Mais, psbL in Spinat und Tabak). Im Falle des psbF-psbL-
Transkriptes in Tabak wird differentielle Genexpression durch Editing vermittelt: In Samen
und Wurzeln wird das Editing unterdrückt, so daß psbL nicht translatiert werden kann (Bock
et al., 1993). Aufgrund neuerer Untersuchungen scheint plastidäres RNA-Editing nicht ohne
plastidäre Translation auszukommen, man vermutet daher, daß im Chloroplastengenom wie
im Zellkern plastidäre Editingfaktoren kodiert werden (Bock & Koop, 1997; Karcher & Bock,
1998).

mRNA-Stabilität. Während der Blattentwicklung kommt es in den Chloroplasten zu einer
auffälligen differentiellen Akkumulation von mRNAs. Gleichzeitig nehmen die entsprechen-
den Transkriptionsraten ab, ohne daß in jedem Fall ein quantitatver Zusammenhang zwischen
Transkriptionsrate und mRNA-Akkumulation festgestellt werden konnte (Rapp et al., 1992).
So ist in dunkel herangezogenen Kotyledonen die rbcL-mRNA 7 – 10fach höher konzentriert
als die psbA-mRNA, obwohl das psbA-Gen eine höhere Transkriptionsrate besitzt. Nach
Belichtung erreicht der psbA-mRNA-Spiegel den von rbcL, wobei sich die jeweiligen Tran-
skriptionsraten nicht ändern (Gruissem et al. 1988). Direkte mRNA-Zerfallsuntersuchungen
in vivo bestätigten die Rolle der mRNA-Stabilität für die differentielle mRNA-Akkumulation:
in Spinat nimmt die Halbwertszeit der psbA-mRNA in Verlauf der Blattentwicklung von 4 –
5 h auf über 10 h zu, während die Halbwertszeit der rbcL-mRNA bei 4 – 5 h konstant bleibt
(Klaff & Gruissem, 1991). In Gerste werden die Stabilitäten plastidärer mRNAs während
der Chloroplastenentwicklung in unterschiedlichem Maße verändert, beispielsweise bleibt die
Halbwertszeit der atpB -mRNA bei ca. 8 h konstant, während sich bei der psbA-mRNA die
Halbwertszeit von 8 h auf über 40 h erhöht (Kim et al., 1993). Plastidäre mRNAs sind
also erheblich stabiler als bakterielle Transkripte, deren Halbwertszeiten im Bereich von Se-
kunden bis Minuten liegen (siehe Kap. 1.3.2). Für die rbcL-mRNA ist in Mesophyll- und
Bündelscheidenzellen des Fuchsschwanzes (Amaranthus) eine zellspezifische Regulation der
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mRNA-Stabilität vorgeschlagen worden (Boinski et al., 1993).

Am Beispiel der psaA-mRNA in Spinat wurde eine Abhängigkeit der mRNA-Stabilität von
der Lichtqualität nachgewiesen (Deng et al., 1989). Pflanzen, die unter Rotlicht wachsen,
das vorwiegend vom Photosystem I absorbiert wird, zeigen deutlich (5 – 15fach) reduzier-
te Spiegel speziell der psaA-mRNA - diese codiert das P700-Chlorophyll-a-Apoprotein A1
im Photosystem I. Dieser Effekt ist durch die nur geringfügig reduzierte Transkriptionsra-
te nicht zu erklären: Hier liegt offenbar eine spezifische durch intensives Rotlicht induzierte
Destabilisierung der psaA-mRNA vor.

Neben den genannten Faktoren spielt auch die Translation bzw. Ribosomenbindung einer
mRNA eine wichtige Rolle für ihre Stabilität: Analysen von nukleären Mutanten in Chlamy-
domonas (Kuchka et al., 1989) und Mais (Barkan 1993) ergaben, daß die Bindung von Riboso-
men – ähnlich wie bei Bakterien – die mRNA stabilisiert. Untersuchungen an Spinatblättern
unter in-vivo-Bedingungen zeigten jedoch, daß die Behandlung mit Chloramphenicol, das die
mRNAs in einen polysomenassoziierten Zustand zwingt, zu beschleunigtem Zerfall der psbA-
und rbcL-mRNA führt; Lincomycin, welches die Assoziation in Polysomen, nicht aber die
Initiation verhindert, hat eine stabilisierende Wirkung auf die psbA- und rbcL-mRNA (Klaff
& Gruissem 1991). Ähnliches konnte zuvor in Chlamydomonas gezeigt werden (Spreitzer
et al. 1985): Plastidäre nonsense-Mutanten, die zu vorzeitigem Abbruch der Translation
führen, lassen die betroffene mRNA unverhältnismäßig stark akkumulieren, ohne daß sich die
Transkriptionsrate erhöht. Diese Befunde machen deutlich, daß Translation bzw. Riboso-
menbindung eine erhebliche Wirkung auf die plastidäre mRNA-Stabilität in Grünalgen und
höheren Pflanzen ausüben.

1.2.3 Translation

Reife funktionelle mRNAs in Chloroplasten besitzen keine Cap-Strukturen oder Poly(A)-
Reste wie reife cytosolische mRNAs. Poly(A)-reiche Sequenzen, die in bestimmten plastidären
mRNA-Spezies gefunden wurden, sind offenbar Signale für den schnellen exonukleolytischen
Abbau dieser mRNAs (siehe Kap. 1.3.1). Plastidäre Transkripte besitzen ein 5´-Triphosphat,
sofern das reife 5´-Ende nicht durch Prozessierung erzeugt wurde. Bei der Translationsregula-
tion stellen Chloroplasten eine Zwischenform von Pro- und Eukaryonten dar. Die grundlegen-
de Translationsmaschinerie zeigt weitgehend prokaryontische Eigenschaften (70S-Ribosomen),
darüberhinaus wurden aber auch regulatorische Komponenten der – eukaryontischen – Wirts-
zelle in den Chloroplasten integriert (Übersicht: Sugiura et al., 1998; Bruick & Mayfield,
1999). In Chloroplasten können manche polycistronische mRNAs sowohl als reife mono- oder
dicistronische Transkripte, wie auch als unprozessierte mRNA translatiert werden; dabei ist
die Translation der reifen mRNA-Form deutlich effizienter. Dies wurde anhand der mRNA
des psbB -Operons bei Mais gezeigt (Barkan, 1988; Barkan et al., 1994). Während in E. coli
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nahezu alle mRNAs Shine-Dalgarno-Sequenzen als Ribosomen-Bindestellen in einem kon-
servierten Abstand von 7±2 nt stromaufwärts des Startcodons besitzen (Shine & Dalgarno,
1974; McCarthy & Brimacombe, 1994), so ist die Situation in Chloroplasten deutlich anders:
Etwa bei einem Drittel der Protein-Leserahmen fehlt diese Signalsequenz ganz, bei anderen
findet sich eine Shine-Dalgarno-ähnliche Sequenz, aber nicht einem konservierten Abstand
zum Translations-Startcodon (Ruf & Kössel, 1988; Bonham-Smith & Bourque, 1989; Sugiura
et al., 1998).

Bei der Regulation der Translation spielt die 5´-untranslatierte Region der mRNA eine ent-
scheidende Rolle (Sakamoto et al., 1993). Kernkodierte plastidäre Proteine, die an diese
Region der mRNA binden, kommen als Regulatoren der Translation in Frage (Hotchkiss et
al., 1999, Klaff & Gruissem, 1995). In Spinat wurde ein Protein, das an die 5´-untranslatierte
Region der psbA-mRNA bindet, als das ribosomale Protein S1 indentifiziert (Alexander et
al., 1998) - ein starker Hinweis auf eine Mitwirkung der 5´-untranslatierten Region bei der
Translationsregulation. In Chlamydomonas konnte gezeigt werden, daß neben der 5´- auch
die 3´-untranslatierte Region der mRNA an der Translationsregulation mitwirkt; hier ist
offenbar korrekte Prozessierung beider Enden der mRNA für deren Translation notwendig
(Rott et al., 1998, Bruick & Mayfield, 1998). Die – streng lichtabhängige – Translation
der psbA-mRNA wird u. a. durch den Oxidationsstatus infolge des Elektronenflusses über
die Photosysteme gesteuert (Danon & Mayfield, 1994a). Dabei werden Translationsfakto-
ren offenbar über Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungszyklen reguliert – dies führt bei
Belichtung über die Reduktion von Thioredoxin zum Einschalten der Translation der psbA-
mRNA (Danon & Mayfield, 1994b). Neuere Arbeiten an Mais weisen auf einen weiteren
Mechanismus der licht-abhängigen Translationsregulation hin: Die Subpopulationen der ri-
bosomalen Proteine L2, L21 und L29 in reifen Ribosomen verändern sich relativ zueinander
im Verlauf der Chloroplastenreifung nach Belichtung etiolierter Keimlinge, d. h. es kommt
zur entwicklungsabhängigen Änderung der Proteinzusammensetzung der Ribosomen (Zhao
et al., 1999). Inwieweit dieses Phänomen eine Bedeutung bei der Translationsregulation hat,
ist allerdings noch unklar.

1.3 Mechanismen des mRNA-Abbaus

1.3.1 Chloroplasten

Die Regulation der mRNA-Stabilität ist in Chloroplasten die entscheidende Stufe der Genre-
gulation, die im Verlauf der Plastidenentwicklung genspezifisch die Akumulation von mRNAs
steuert. Die biochemischen Abläufe, die zum Abbau einer mRNA führen, fügen sich erst
allmählich zu einem Bild zusammen. Dabei gibt es offenbar Unterschiede zwischen Chloro-
plasten aus Algen (insbesondere Chlamydomonas) und höheren Pflanzen (Übersicht: Schuster
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et al., 1999).

Bei der Analyse des mRNA-Metabolismus in Chlamydomonas stehen charakteristische Mu-
tanten mit Defekten in trans-regulatorischen Faktoren sowie cis-regulatorischen Elementen
zur Verfügung. Die nukleäre Mutante nac2-26 ziegt als Phänotyp eine reduzierte Stabilität
der psbD-mRNA. Der Einsatz von Reportergenkonstrukten ergab, daß die Empfindlichkeit der
psbD-mRNA für die nac2-26 -vermittelte Destabilisierung auf die 5´-untranslatierte Region
zurückgeht. Tatsächlich bindet in Wildtyp-Zellen ein 47 kDa-Protein an die 5´-untranslatierte
Region der psbD-mRNA, welches in der Mutante fehlt. Somit ist dieses Protein ein Kandidat
für einen genspzifischen kernkodierten Faktor, der eine plastidäre mRNA stabilisiert (Nickel-
sen et al., 1994; Nickelsen et al., 1999). Ein weiteres Beispiel ist die Regulation der Stabilität
der petD-mRNA in Chlamydomonas. Hier wirken Sequenzen in der 5´-untranslatierten Re-
gion cis-regulatorisch sowohl auf die RNA-Stabilität als auch auf die Translationseffizienz,
wobei die Translation offenbar auf die mRNA-Stabilität zurückwirkt (Sakamoto et al., 1994).
Auch hier konnte eine entsprechende Kernmutante (F16, eine Mutante im Genlocus mcd1-1)
gefunden werden, die spezifische die Stabilität der petD-mRNA beeinflußt. Offenbar ist das
Genprodukt von mcd1-1 an der Bindung von Proteinen an die 5´-untranslatierte Region be-
teiligt, die Schutz gegen 5´→3´-exonukleolytischen Abbau vermitteln (Drager et al., 1998).
In höheren Pflanzen gibt es bisher keine direkten, wohl aber indirekte Hinweise auf die Bedeu-
tung der 5´-untranslatierten Region bei der differentiellen Regulation der mRNA-Stabilität.
In Mais-Mutanten, bei denen die Ribosomenbindung an die rbcL-mRNA gestört ist, ist der
mRNA-Spiegel auf ein Viertel reduziert, sodaß auf eine Wirkung der Polysomenassoziation
auf die mRNA-Stabilität geschlossen werden kann (Barkan, 1993). Für dieselbe mRNA gibt
es in Tabak indirekte Hinweise darauf, daß die RNA-Stabilität über die 5´-untranslatierte
Region vermittelt wird (Shiina et al., 1998; Eibl et al., 1999). Die 5´- und 3´-untranslatierten
Regionen plastidärer mRNAs (psbA, rbcL, rpl32 ) beeinflussen generell sowohl die Stabilität
als auch die Translationseffizienz der mRNA (Eibl et al., 1999). Für die psbA-mRNA konnte
in Spinat gezeigt werden, daß der endonukleolytische Abbau der mRNA durch in 5´→3´-
Richtung fortschreitende Schnitte erfolgt (Klaff, 1995).

Neben der 5´-untranslatierten Region ist auch die 3´-untranslatierte Region für die Akku-
mulation einer plastidären mRNA von zentraler Bedeutung. Die meisten mRNAs enthal-
ten in der 3´-untranslatierten Region putative Haarnadelstrukturen, die als Signale für die
3´-End-Prozessierung dienen. Offensichtlich wirken diese Strukturelemente aber nicht nur
bei der Prozessierung, sondern vermitteln auch Schutz gegenüber dem Angriff von 3´→5´-
Exonukleasen. (Drager et al., , 1996; Barkan & Stern, 1998; Drager & Stern, 1998). Die
3´-seitige Haarnadelstruktur wurde als Exonukleaseschutz bestätigt, indem sie funktionell
durch eine Folge von 18 Guanosinen ersetzt werden konnte, die eine charakteristische kom-
pakte Struktur ausbildet (Zimmerman et al., 1975) und so die Prozessivität von Nukleasen
hemmt (Decker & Parker, 1993; Muhlrad et al., 1994; Drager et al., 1996).
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In höheren Pflanzen sind eine Reihe von mRNA-bindenden Proteinen beschrieben worden, de-
nen jedoch - im Unterschied zu Grünalgen - bislang keine genspezifische Funktion im mRNA-
Abbau zugeordnet werden kann. Der 3´→5´-Abbau plastidärer mRNAs wird durch ein

Abbildung 1.1: Modell des mRNA-Abbauweges in Chloroplasten (nach Schuster et al., 1999).
A: Schematische Darstellung des psbA-mRNA-Moleküls. Die langgezogene Box repräsentiert die kodie-
rende Region, die dargestellte 3´-terminale Haarnadelstruktur beruht auf der invertierte Sequenzwie-
derholung innerhalb der 3´-untranslatierten Region. — B: Der erste Schritt der mRNA-Degradation
ist eine endonukleolytische Spaltung durch eine noch nicht identifizierte Endonuklease. — C: Ei-
ne poly(A)-reiche Sequenz wird an das 3´-Ende des proximalen Fragmentes angehängt. — D: Das
polyadenylierte RNA-Fragment wird durch eine 3´→5´-Exonuklease schnell abgebaut.

100 kDa-Protein (100RNP) katalysiert, daß ein Homolog zu der eubakteriellen Polynukleotid-
Phosphorylase (PNPase) ist (Hayes et al., 1996). Das 100RNP des Chloroplasten ist offenbar
Teil eines größeren Komplexes von etwa 600 kDa, der auch ein 67 kDa-Protein enthält, das
eine immunologische Verwandtschaft zur RNase E aus E. coli aufweist (Hayes et al., 1996).
Damit ist anzunehmen, daß am mRNA-Abbau in Chloroplasten ähnlich wie in Bakterien
große Multienzymkomplexe, sog. Degradosomen, beteiligt sind (siehe Kap. 1.3.2; Carpousis
et al., 1999). Ein in Chloroplasten beschriebenes 28 kDa-Protein (28RNP) ist offenbar an
der Prozessierung von mRNA-3´-Enden beteiligt (Schuster & Gruissem, 1991), ebenso die
Nuklease CSP41, die sowohl als 3´-End-Prozessierungsenzym (Yohn et al., 1996), als auch als
Bindeprotein der 5´-untranslatierten Region (Klaff, unveröffentlicht) gefunden wurde. Das
ribosomale Protein S1, das an die 5´-untranslatierten der psbA-mRNA bindet, könnte so-
wohl eine Rolle bei der Regulation der mRNA-Stabilität als auch der Translation spielen
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(Alexander et al., 1998), wenn auch nicht in genspezifischer Weise.

In den letzten Jahren zeigte sich, daß in Chloroplasten höherer Pflanzen mRNAs in be-
merkenswertem Umfang polyadenyliert werden (Haff & Bogorad, 1976; Kudla et al., 1996;
Lisitsky et al., 1996). Polyadenylierung ist im Chloroplasten ein Bestandteil des biochemi-
schen mRNA-Abbauprozesses: mRNA-Moleküle werden im Rahmen der kontrollierten De-
gradation zunächst endonukleolytisch geschnitten, die entstehenden proximalen (5´-seitigen)
Fragmente werden an ihrem 3´-Ende polyadenyliert und damit für den schnellen 3´→5´-
exonukleolytischen Abbau markiert. Dabei können die angehängten Poly(A)-Reste bis zu
270 nt lang sein; sie enthalten neben Adenosin auch ca. 25 % Guanosin und 5 % Pyrimidine,
so daß man auch von ,,Poly-Purin-Resten” sprechen kann (Lisitsky et al., 1996 Lisitsky et
al., 1997). Der Abbauweg plastidärer mRNAs ist in Abb. 1.1 (nach Schuster et al., 1999)
zusammenfassend dargestellt.

1.3.2 Prokaryonten

Die mRNAs von Eubakterien sind vergleichsweise instabil, mit Halbwertszeiten von 20 Sekun-
den bis zu 50 Minuten, typischerweise im Bereich von 2 – 4 Minuten (Belasco 1993). Zwar gilt
in Prokaryonten die Transkription als entscheidende Stufe der Genregulation, es gibt aber eine
Reihe von Genen, die zumindest auch auf der Ebene der mRNA-Stabilität reguliert werden,
so z. B. die wachstumsratenabhängige Kontrolle der ompA-mRNA in E. coli (Nilsson et al.,
1984), die sdh- und aprE -mRNAs in B. subtilis (Resnekov et al., 1990). In E. coli wird der
mRNA-Abbau durch die kombinierte Wirkung von Endo- und Exoribonukleasen vermittelt
(Nierlich & Murakawa, 1996; Ehretsmann et al., 1992). Bei der ompA-mRNA konnte ge-
zeigt werden, daß der Abbau der mRNA durch endonukleolytische Schnitte innerhalb der 5´-
untranslatierten Region eingeleitet wird (Lundberg et al., 1990). RNase II und Polynukleotid-
Phosphorylase bauen einzelsträngige RNA-Moleküle in 3´→5´-Richtung ab. mRNAs, die eine
Haarnadel-Sekundärstruktur am 3´-Ende enthalten, sind gegenüber diesem Abbau geschützt.
In diesem Fall gewinnt die RNase E als (einzelstrangspezifische) Endonuklease an Bedeutung:
Durch endonukleolytische Schnitte werden 3´-seitige Sekundärstrukturen abgeschnitten und
,,freie” 3´-Enden der Wirkung von RNase II und PNPase ausgesetzt. Zusätzlich werden freie
mRNA 3´-Enden - wie auch 3´-Enden von Degradationsintermediaten - durch eine Poly(A)-
Polymerase polyadenyliert (Carpousis et al., 1999). Man geht davon aus, daß dadurch ein
sekundärstrukturfreies RNA-3´-Ende ensteht, das leichter exonukleolytisch abgebaut werden
kann (Sakar, 1997; Blum et al., 1999). Die genannten Enzymaktivitäten sind in E. coli zu
einem ca 600 kDa großen Komplex, dem Degradosom, assoziiert (Py et al., 1996; Miczak
et al., 1996; Blum et al., 1997), das mRNA-Moleküle sukzessive vom 3´-Ende her abbaut.
Eine 5´→3´-exonukleolytische Aktivität ist in Eubakterien bisher nicht beschrieben worden
(Carpousis et al., 1999). Es gibt bisher wenig Informationen über trans-regulatorische Fak-
toren des eubakteriellen mRNA-Abbaus. - Bei der ompA-mRNA wirkt das RNA-bindende
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Abbildung 1.2: mRNA-Abbau in Prokaryonten (aus Carpousis et al., 1999). Der Abbau eubak-
terieller mRNAs erfolgt durch initiierende endonukleolytische Spaltungen des mRNA-Moleküls. Die
entstehenden Fragmente sind das Substrat für weiteren 3´→5´-exonukleolytischen Abbau, wobei die
freien 3´-Enden der Fragmente polyadenyliert werden können, bevor die 3´→5´-Exonukleolyse erfolgt.

Protein Hfq als Kompetitor der Ribosomenbindung; durch die verhinderte Translation wird
diese mRNA empfindlicher gegenüber Schnitten durch die RNase E (Vytvytska et al., 1998;
Vytvyska et al., 2000). Der Abbaumechanismus eubakterieller mRNAs ist schematisch (nach
Carpousis et al., 1999) in Abb. 1.2 dargestellt.

1.4 Detailansicht: Die psbA-mRNA

1.4.1 Die psbA-mRNA wird während der Chloroplastenreifung stabilisiert

Die mRNA des psbA-Gens in Chloroplasten höherer Pflanzen kodiert ein Schlüsselprotein des
Photosystems II, das D1-Protein. Bei Belichtung und damit bei ablaufender Photosynthese
wird das D1-Protein ständig durch photochemische Prozesse zerstört und muß daher zur Auf-
rechterhaltung des aktiven Photosystems mit hoher Effizienz synthetisiert werden (Übersicht:
Melis, 1999). Dementsprechend gehört die psbA-mRNA in reifen Chloroplasten zu den hoch-
abundanten mRNAs.

In vivo-Untersuchungen in Spinat konnten zeigen, daß die Stabilität der psbA-mRNA während
der Blattentwicklung und damit auch während der Chloroplastenreifung deutlich und spezi-
fisch ansteigt (Klaff & Gruissem, 1991). Die Halbwertszeit der psbA-mRNA beträgt in jungen
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Blättern 4 – 5 Stunden und steigt bis auf 10 Stunden in reifen Blättern an. Im Gegensatz
dazu nimmt die Stabilität der rbcL-mRNA nur sehr geringfügig von 41

2 auf 5 Stunden zu.
Die selektive Stabilisierung der psbA-mRNA – wie auch in Gerste gezeigt wurde (Kim et al.,
1993) – ist im wesentlichen für die starke Akkumulation der mRNA in reifen Chloroplasten
verantwortlich.

1.4.2 Modelle zur Regulation der Stabilität der psbA-mRNA

Eine Voraussetzung für das Verständnis der Regulation der mRNA-Stabilität als Mittel der
differentiellen Genexpression sind Kenntnisse über den Mechanismus der mRNA-Degradation.
Anhand der psbA-mRNA aus Spinat konnten in den letzten Jahren eine Reihe wichtiger
Erkenntnisse über die Biochemie des mRNA-Abbaus in Chloroplasten gewonnen werden:
Der Abbau der psbA-mRNA wird durch endonukleolytische Schnitte eingeleitet, die offen-
bar vom 5´-Ende zum 3´-Ende hin fortschreiten. Die erste sicher nachweisbare Schnitt-
stelle liegt in der 5´-untranslatierten Region der RNA an Position -48/-49. Weitere di-
stinkte Schnittstellen finden sich in der kodierenden Region; man kann daher vermuten,
daß ein cis-regulatorisches Element der RNA-Stabilität im 5´-Bereich der mRNA zu finden
ist (Klaff, 1995; Klaff, unveröffenlichte Daten). Die Schnittstellen zeigen keine gemeinsa-
me Consensus-Sequenz, die als Endonuklease-Erkennungsmotiv dienen könnte. Allerdings
legen Sekundärstrukturvorhersagen und auch DMS-Modifizierungsexperimente nahe, daß die
Schnittstellen in einzelsträngigen Bereich der mRNA liegen müssen.

Die durch endonukleolytische Schnitte erzeugten Degradationsintermediate werden an ih-
ren 3´-Enden polyadenyliert bzw. polypurinyliert und dadurch für den schnellen 3´→5´-
exonukleolytischen Abbau unter Mitwirkung der plastidären PNPase (100RNP) markiert (Li-
sitsky et al., 1996; Lisitsky et al., 1997a).

Auf der Suche nach RNA-bindenden Proteinen, die eine Rolle beim Ablauf und/oder bei der
Regulation der psbA-mRNA-Stabilität spielen könnten, wurden mit Hilfe eines Markierungs-
transferansatzes drei Protein-Spezies im Bereich von 43 – 47 kDa nachgewiesen, die an die
5´-untranslatierte Region binden: Das ribosomale Protein S1 (Alexander et al, 1998), Die
putative Endonuklease CSP41 – auch als Bindeprotein der 3´-untranslatierten Region der
petD-mRNA beschrieben – (Klaff, unveröffentlicht / Yohn et al., 1996), und ein Protein mit
noch unbekannter Funktion (Klaff, unveröffentlicht). Es fehlen jedoch zur Zeit Hinweise dar-
auf, daß eines dieser Proteine eine genspezifische Wirkung auf die Stabilität der psbA-mRNA
hat.

Mit Hilfe einer Kombination aus Verzögerungsgel und Temperaturgradienten-Gelelektrophorese
(TGGE / Rosenbaum & Riesner, 1987; Riesner et al., 1991) konnte gezeigt werden, daß die
5´-untranslatierte Region der psbA-mRNA in zwei Konformationen vorliegen kann, von de-
nen nur eine Komplexe mit löslichen Chloroplastenproteinen ausbilden kann. Dies ist ein
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A.  Schutz von Schnittstellen durch Proteinbindung an die RNA

B.   Schutz von Schnittstellen allein durch RNA-Strukturänderung

C.  Schutz von Schnittstellen durch RNA-Struktur-abhängige Proteinbindung

Abbildung 1.3: Modelle der Regulation des Abbaus der psbA-mRNA. — A: Schutz von
Schnittstellen durch Bindung von Proteinen. — B: Regulation der Zugänglichkeit für Endonukleasen
durch Konformationsänderungen der mRNA. — C: Kombination von A und B – Proteine, die Schutz
vor endonukleolytischem Angriff vermitteln, binden in Abhängigkeit von der Konformation der mRNA.
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überzeugender Hinweis auf die Bedeutung der mRNA-Struktur für die spezifische Bindung
von Proteinen und damit indirekt auch für die Regulation der mRNA-Stabilität.

Aus diesen Befunden lassen sich drei Modelle für die Regulation der mRNA-Degradation ab-
leiten (Abb. 1.3). Dabei wird davon ausgegangen, daß die Zugänglichkeit der Schnittstelle(n)
in der 5´-untranslatierten Region entscheidend für die Destabilisierung des Transkriptes ist.
Ein Schutz vor dem Angriff von Endonukleasen könnte durch die Bindung von Proteinen an
die Schnittstellenregion erfolgen (Abb. 1.3 A), durch eine Strukturumlagerung der RNA, die
zur Maskierung der Schnittstellen durch Doppelstrangbildung führt (Abb. 1.3 B) oder durch
eine Kombination aus beidem: Eine Konformationsänderung der RNA beeinflußt die Bindung
von Proteinen, die ihrerseits die Zugänglichkeit für Endonukleasen regulieren (Abb. 1.3 C).

1.5 Problemstellung

psbA-mRNA und rbcL-mRNA stellen ein Modellsystem für die Untersuchung entwicklungs-
abhängiger mRNA-Stabilisierung in Chloroplasten dar, da die Änderung ihrer Stabilität im
Verlauf der Chloroplastenreifung in vivo gut charakterisiert ist. Sie vertreten die stabi-
litätskontrollierten mRNAs und solche, die keiner Stabilitätskontrolle unterliegen. Zunächst
stand die Frage im Vordergrund, inwieweit die grundlegenden Eigenschaften des RNA-Meta-
bolismus bei höheren Pflanzen konserviert sind, und inwieweit sich dies in konservierten struk-
turellen Eigenschaften der mRNA-Spezies widerspiegelt. Der zweite Teil der Arbeit hatte die
Untersuchung cis-regulatorischer Elemente und trans-regulatorischer Faktoren zum Inhalt.
Dies erfolgte mit Hilfe einer vertieften Analyse des Abbaumechanismus der psbA-mRNA. Im
Rahmen dieser Studien konnte im weiteren ein neuartiger trans-regulatorische Faktor des
mRNA-Metabolismus in Chloroplasten identifiziert werden.

mRNA-Stabilität in Chloroplasten in vivo

Zur Zeit sind in vivo-Werte für mRNA-Halbwertszeiten in Chloroplasten höherer Pflanzen
nur aus Spinat (Klaff & Gruissem, 1991), und Gerste (Kim et al., 1993) bekannt. Im Rahmen
dieser Arbeit sollen die Halbwertszeiten plastidärer mRNAs, die repräsentativ für die großen
photosynthetischen Enzymkomplexe des Chloroplasten sind, in vivo gemessen werden. Als
Untersuchungsobjekte werden hierfür Tabak (Nicotiana tabacum, Solanaceae) und Arabidop-
sis thaliana (Brassicaceae) ausgewählt, da diese Pflanzenarten Modellorganismen darstellen,
bei denen molekularbiologische und genetische Methoden für eventuelle weitere Untersuchun-
gen gut etabliert sind. Gleichzeitig erhält man zusammen mit den bereits bekannten in
vivo-Zerfallsdaten aus Spinat und Gerste einen Überblick über den RNA-Metabolismus in
Pflanzenarten, die das gesamte Verwandtschaftsspektrum der Angiospermen grob abdecken
(Nyffeler, 1999).
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Konservierte mRNA-Sekundärstrukturen in silico

Als in silico-Gegenpart zu den o. g. in vivo-Untersuchungen sollen auf Basis der verfügbaren
psbA- und rbcL-mRNA-Sequenzen (Vollängen) der Angiospermen konservierte Sekundär-
strukturelemente ermittelt werden. Als Methode dient hierbei das Programm ConStruct

(Lück et al, 1997, Lück et al., 1999). Dieses Programm ermöglicht die thermodynamisch kon-
trollierte Vorhersage konservierter RNA-Sekundärstrukturen und ist unter den Bedingungen
einer begrenzten Anzahl zur Verfügung stehender Sequenzen als Werkzeug besonders geeignet.

Regulation des psbA-mRNA-Abbaus I: cis-Elemente

Bisherige Arbeiten über die spezifische Degradation der psbA-mRNA zeigten, daß der Ab-
bau der mRNA durch endonukleolytische Schnitte eingleitet wird, die sich vom 5´-Ende her
an der mRNA entlang fortsetzen. Dabei liegt das vermutete cis-regulatorisxche Element,
das die Zugänglichkeit für die Exonuklease(n) vermittelt im 5´-Bereich der mRNA . In ei-
nem in vitro-Zerfallssystem (nach Klaff, 1995) sollen die zeitlich und örtliche Reihenfolge der
Schnitte auf der mRNA genauer charakterisiert werden. Dies sollte erstens an den bereits
im Extakt vorliegenden endogenen RNAs erfolgen und zweitens durch den Einsatz von in
vitro-Transkripten.

Regulation des psbA-mRNA-Abbaus II: trans-Faktoren

In höheren Pflanzen sind zwar eine Reihe von mRNA-bindenden Proteinen beschrieben bzw.
charakterisiert worden, jedoch konnte bis jetzt keinem dieser Proteine die Funktion eines gen-
spezifischen trans-regulatorischen Faktors zugeschrieben werden. Eine mögliche Erklärung
für diesen Befund wäre die Tatsache, daß solche genspezifischen RNA-Stabilitätsfaktoren in
höheren Pflanzen nicht existieren und die differentielle mRNA-Stabilität auf andere Wei-
se – über Eigenschaften der RNA selbst – reguliert werden muß. Dennoch könnten trans-
regulatorische Faktoren bei der differentiellen mRNA-Stabilität von Bedeutung sein, die Spe-
zifität eines solchen Faktors würde darauf beruhen, daß verschiedenen RNA-Spezies auf ver-
schiedene Weise mit einem Faktor interagieren. Da die RNA-Struktur-spezifische Bindung
von Proteinen an die psbA-mRNA bereits gezeigt werden konnte (Klaff et al., 1997), waren
solche Faktoren von Interesse, die Strukturübergänge von RNA beeinflussen können – wie z.
B. Metallionen. In einem in vitro-Zerfallssystem aus Spinatchloroplasten sollen verschiedene
Ionenbedingungen hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die mRNA-Stabilität untersucht werden.
Finden sich Kationen mit einer Wirkung auf die Stabilität von Chloroplasten-mRNAs, so soll
in diesem Fall eine eventuelle Spezifität für bestimmte mRNAs charakterisiert werden.



Kapitel 2

Material

2.1 Standard-Chemikalien und -Lösungen

2.1.1 Allgemeines

Alle verwendeten Chemikalien wurden – soweit nicht gesondert angegeben – von gängigen
Laborchemikalien-Herstellern mit dem Reinheitsgrad pro analysi bezogen. Soweit nicht an-
ders beschrieben, wurden alle verwendeten Medien und Puffer als wäßrige Lösungen angesetzt;
dabei wurde hochreines Milli-Q-Wasser verwendet, basierend auf demineralisiertem Wasser
der Hausanlage mit nachgeschaltetem ,,Water Purification System” der Firma Millipore

Waters, Neu-Isenburg. Dieses Wasser entspricht der Qualität aqua bidestillata und wird im
folgenden als H2O bezeichnet. Phenol-Lösung zur Nukleinsäureaufreinigung wurde wie folgt
angesetzt: 500 g Phenol wurden zunächst mit 1 l 10×-, dann mit 1 l 1×TE-Puffer äquilibriert
und mit 0,1 % Hydroxychinolin versetzt (Sambrook et al., 1989).

2.1.2 Häufig verwendete Puffer und Lösungen

TE-Puffer, 10× 100 mM Tris-HCl, pH 8,0
10 mM EDTA

TBE-Puffer, 10× 890 mM Tris
890 mM Borsäure
25 mM EDTA

16
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SSC-Puffer, 20× 3,0 M Natriumchlorid
0,3 M Trinatriumcitrat

pH ad 7,0 mit HCl

MOPS-Puffer, 10× 200 mM MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

Chloroform/Isoamylalkohol Chloroform wurde mit Isoamylalkohol im Volu-
menverhältnis 24:1 angesetzt.

Acrylamid [30:0,8] Die wäßrige Lösung enthielt 30 % Acrylamid
und 0,8 % (w/v) N,N´-Methylenbisacrylamid.
Zur Entfernung von Acrylsäure-Spuren wurde
die Lösung mit Amberlite MB3 Ionenaustau-
scher einige Stunden gerührt und anschließend
filtriert.

2.2 Spezielle Materialien

2.2.1 Pflanzen

Ackerschmalwand (Arabidopsis thaliana L. cv. Columbia) wurde auf der Laborbank in han-
delsüblichem Torfkultursubstrat bei 20 – 22 ◦C aus Samen herangezogen. Die Pflanzen wurden
12 Stunden pro Tag beleuchtet (Philips SON-T 400 Hochdruck-Natriumdampflampe).

Spinat (Spinacia oleracea L. cv. Monnopa) wurde – soweit nicht anders angegeben – im
Gewächshaus auf Torfkultursubstrat aus Samen herangezogen. Die Temperatur war auf 16 –
18 ◦C eingestellt, lag aber in den Sommermonaten oft deutlich darüber. Während der Win-
termonate (Oktober bis Februar) wurden die Pflanzen von 16.00 bis 19.00 Uhr und von 7.00
bis 10.00 Uhr zusätzlich künstlich beleuchtet (Philips SON-T 400 Hochdruck-Natriumdampf-
lampen). Wenn die Beleuchtungsstärke durch Sonneneinstrahlung über 50.000 lux anstieg,
wurden die Pflanzen durch eine Schattiereinrichtung vor Sonnenlicht geschützt.

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi nc) wurden ähnlich wie Spinat während des
ganzen Jahres hindurch im Gewächshaus in Torfkultursubstrat gezogen. Die Temperatur be-
trug ca. 26 – 28 ◦C. Von September bis März wurden die Pflanzen von 6.00 – 10.30 und 16.00 –
21.00 zusätzlich künstlich beleuchtet (Philips SON-T 400 Hochdruck-Natriumdampflampen),
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um kontinuierliche Langtagbedingungen zu gewährleisten. Bei starker Sonneneinstrahlung
(Beleuchtungsstärke über ca. 60.000 lux) sorgte automatische Schattierung für gleichmäßigere
Belichtung.

Zur Anzucht wurden Tabaksamen in Saaterde gekeimt und nach Reifung der Kotyledonen in
Einzeltöpfe (Pflanzerde und Torfkultursubstrat im Verhältnis 1:1) pikiert und gegebenenfalls
später in größere Töpfe umgesetzt.

2.2.2 Nukleinsäuren

Chloroplasten-DNA aus Spinat

Aufgereinigte Chloroplasten-DNA aus Spinat, die als Ausgangsmaterial für PCR-Amplifika-
tionen diente, wurde freundlicherweise von Dr. Petra Klaff und Elke Reinartz zur Verfügung
gestellt.

DNA-Oligonukleotide

DNA-Oligonukleotide, die als Hybridisierungssonden in Northern-Analysen und bei PCR-
Amplifikationen Verwendung fanden, wurden – nach der Phosphoramidit-Methode synthe-
tisiert – von der Firma Interactiva, Ulm, in HPLC-aufgereinigter Form bezogen. Eine
Ausnahme bildeten die Tabak-spezifischen Oligonukleotide, die im Hause mittels eines au-
tomatischen DNA-Synthesizer (Applied Biosystems ,,381A DNA Synthesizer”) hergestellt
wurden. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in Kap. 7 (Dokumentationen)
aufgelistet.



Kapitel 3

Methoden

3.1 Cytologische Methoden

3.1.1 Isolierung von Chloroplasten / Präparation lysierter Chloroplasten

Chloroplasten wurden grundsätzlich nach folgendem Protokoll aus Spinatblättern hergestellt
und dienten als Material für in-vitro-RNA-Zerfallssysteme:

Etwa 300 g reife Spinatblätter aus dem Gewächshaus wurden morgens (max. zwei Stunden
nach Sonnenaufgang) geerntet und zur Reinigung mit demineralisiertem Wasser abgespült.
Alle folgenden Arbeiten fanden bei 4 ◦C im Kühlraum statt. Die Blätter wurden in Portionen
zu ca. 50 g in je etwa 100 ml HEPES/Sorbit-Medium im Waring-Blendor homogenisiert (ein-
mal 5 Sekunden auf Stufe ,,low”, viermal 5 Sekunden auf Stufe ,,high”) und das Homogenat
durch vier Lagen Miracloth (Calbiochem, USA) filtriert. Nach der anschließenden Zentri-
fugation (Beckman JA14-Rotor, 6000 rpm, 2 min) wurde der Überstand, der u. a. zerbrochene
Chloroplasten enthält, denkantiert und die Pellets in ca. 20 ml HEPES/Sorbit-Medium mit
Hilfe eines weichen Pinsels resuspendiert. Dann wurde die Suspension auf vier 40 ml-Percoll-
Gradienten (lineare Gradienten von 20 – 80 % Percoll) geschichtet und 20 min zentrifugiert
(Beckman JS7.5-Rotor, 7000 rpm); dabei bandieren die intakten Chloroplasten unterhalb der
beschädigten, deren Hüllmembran nicht mehr intakt ist. Die intakten Chloroplasten wurden
vorsichtig mit einer 10-ml-Glaspipette geerntet und in zwei 80-ml-Zentrifugengläser überführt.
Nach Auffüllen mit HEPES/Sorbit-Medium erfolgte eine erneute Zentrifugation (Beckman
GPKR-Zentrifuge, 3750 rpm, 2 min). Danach wurden die pelletierten Chloroplasten noch
zweimal in HEPES/Sorbit-Medium gewaschen und zuletzt in ca. 10 ml Extraktpuffer resus-
pendiert. Nun wurden die Chloroplasten auf Eis in einem 15-ml-Potter fünfmal mit Stößel
,,L” und fünfmal mit Stößel ,,S” mechanisch lysiert und in 500-µl-Portionen sofort bei –70 ◦C
eingefroren.

19
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HEPES/Sorbit-Medium Sorbit 410 mM
HEPES 50 mM, pH mit KOH auf 7,9 eingestellt
DTT 5 mM

Gradientenlösung: Sorbit 410 mM
HEPES 50 mM
KOH 15 mM, ad pH 7,9
β-Mercaptoethanol 10 mM
PCBF-Lösung 20 % (v/v) bzw. 80 % (v/v)

PCBF-Lösung: PEG 6000 30 mg/ml
Ficoll 70 10 mg/ml
BSA 10 mg/ml
gelöst in Percoll

Extraktpuffer: HEPES 20 mM
β-Mercaptoethanol 10 mM
KCl 60 mM
KOH 15 mM, ad pH 7,9
Glyzerin 20 % (v/v)

Dem Extraktpuffer wurde ggf. – je nach Anforderung des Experiments – 20 mM EDTA
zugesetzt.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von Chloroplastenextrakten

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration von rohen Chloroplastenextrakten erfolgte nach
der Methode von Bradford (Bradford, 1976): 20 µl Probe (Chloroplastenlysat), ggf. vor-
verdünnt, wurden mit 50 µl 1 M NaOH und 1 ml Bradford-Reagenz versetzt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die Absorption der Probe bei λ = 595 nm gegen
eine Blindprobe gemessen (Beckman DU 640 Spectrophotometer), wobei die Proteinkonzen-
tration durch Vergleich mit einer Eichkurve (basierend auf BSA) bestimmt wurde.
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Bradford-Reagenz: Serva Blue G (Serva, Heidelberg) 100 mg
Phosphorsäure, 85 % (w/v) 100 ml
Ethanol, 96 % (v/v) 50 ml
H2O ad 1000 ml

Chlorophyllbestimmung

Die Chlorophyllbestimmung erfolgte nach Arnon (Arnon, 1949). 20 µl Probe wurden mit
980 µl 80 % (v/v) Aceton versetzt, gut durchmischt und 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert.
Danach wurde die Absorption des Überstandes bei λ = 645 nm und λ = 663 nm gegen eine
Blindprobe gemessen (Beckman DU 640 Spectrophotometer). Die Chlorophyllkonzentration
ergibt sich dann folgerndermaßen:

c [mg/l] = 20,2·A645 + 8,02·A663

3.1.3 Fraktionierung von Chloroplasten zur Mg2+-Bestimmung

Aufgereinigte Chloroplasten wurden vor dem Lysieren zunächst gezählt. Der Chloroplasten-
suspension wurden Aliquots entnommen, 5fach bis 20fach verdünnt, und die Chloroplasten
unter dem Mikroskop in der Thoma-Zählkammer ausgezählt. Die Bestimmung der Gesamt-
zahl der isolierten Chloroplasten ermöglichte die Einstellung der präparierten Stromafraktion
auf ein immer gleiches Plastidenzahl/Volumen-Verhältnis von 8,5×108 Plastiden/ml. Nach
Lysieren der Chloroplasten in Extraktpuffer (ohne EDTA/MgCl2) wurde der Suspension ein
Aliquot für eine spätere Protein- und Chlorophyllbestimmung entnommen und der Rest für
30 min bei 20.000 rpm im JA20-Rotor zentrifugiert und der Überstand, der dem mit Ex-
traktpuffer verdünntem Stromainhalt entspricht, vorsichtig entnommen und in 0,5 ml bis
2 ml-Portionen bei –70 ◦C eingefroren. Das so gewonnene Chloroplasten-Stroma war das
Ausgangsmaterial für die Bestimmung der freien Mg2+-Konzentration (siehe 3.1.4).

3.1.4 Bestimmungen der Konzentration von freien Mg2+-Ionen

in Chloroplastenextrakten

Die Bestimmung der Konzentration freier Magnesiumionen erfolgte mit Hilfe einer von J. Mc-
Guigan entwickelten potentiometrischen Methode (Zhang et al., 1995; Zhang et al., 1997;
Lüthi et al., 1997). Das gemessene Elektrodenpotential ist mit der Konzentration an freien
Magnesiumionen in folgender Weise verknüpft:

Potential U = U0 + s·log (γ2
±·[Mg2+]frei +

∑
KiaizMg/zi)

Dabei ist U0 eine Konstante des Meßsystems, s ist die Steigung (,,Steilheit der Elektrode”), γ±
ist der mittlere Aktivitätskoeffizient von MgCl2. γ2

± repräsentiert den Aktivitätskoeffizient
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des einzelnen Magnesiumions – er wird unter den Bedingungen der in dieser Arbeit durch-
geführten Messungen mit 1 angenähert. Der Beitrag der Aktivität ai interferierender Ionen
Ki zum Potential ist durch

∑
KiaizMg/zi gegeben (z ≡ Ladungszahl der betreffenden Ionen).

Bei [Mg2+]frei ≥ 0,15 mM konnte der Effekt anderer Ionen vernachlässigt werden. Für die im
Rahmen dieser Arbeit durchgführten Messungen wurde daher der Abhägigkeit des Elektro-
denportentials von der Magnesiumkonzentration folgende vereinfachte Beziehung zugrunde
gelegt:

Potential U = U0 + s·log [Mg2+]frei

Eine magnesiumspezifische Makroelektode (ETH 7025) wurde im Extaktpuffer – dem Basis-
puffer der lysierten Chloroplasten (siehe 3.1.1/3.1.3) – mit Magnesiumkonzentrationen von 20
bis 0,15 mM in absteigender Reihenfolge kalibriert. Unmittelbar anschließend wurde in bis zu
elf Stroma-Proben (Kap. 3.1.3) das magnesiumabhängige Potential bestimmt. Danach wurde
die Kalibrierung der Magnesiumelektrode wiederholt, um eine mögliche Drift des Potentials
zu überprüfen. Die Kalibrierungskurven waren in einem Bereich von 20 – 0,15 mM Mg2+

linear (Regressionskoeffizient > 0,98).

3.1.5 Größenbestimmung von Chloroplasten

Von auf einer Thoma-Zählkammer ausgebreiteten Chloroplasten wurden Mikrofotografien an-
gefertigt (Durchlicht-Fotomikroskop, Fa. Zeiss), auf denen neben den Chloroplasten auch die
Linien der Kleinquadrate erkennbar waren – diese dienten als Längenmaßstab. Die Fotografi-
en wurden in TIFF-Dateien überführt und die Chloroplasten mit dem Programm ScionIma-

ge (ScionCorp, USA, http://www.scioncorp.com) vermessen. Zur Volumenbestimmung
wurden die Chloroplasten als Rotationsellipsoide angenähert (Klein & Mullet, 1987), Das
Volumen ergibt sich aus den Längen l und Breiten w der Chloroplasten wie folgt:

V = 2π·w
3 ·

(
l
2

)
2

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Nukleinsäure-Fällungen

Natriumacetat/Ethanol-Fällung

Die wäßrige Nukleinsäurelösung wurde mit 1
10 Vol. 3 M Natriumacetat auf 0,3 M Natriuma-

cetat eingestellt und mit 21
2 – 3 Vol. 96 % (v/v) Ethanol gemischt. Nach Inkubation für mind.

1 h bei -20 ◦C wurde die gefällte Nukleinsäure 1
2 – 1 h bei 20.000-25.000 × g abzentrifugiert.

Das Pellet wurde ggf. noch einmal mit 70 % (v/v) Ethanol gespült und abermals für 15 min

http://www.scioncorp.com
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zentrifugiert. Danach wurde das Pellet an der Luft getrocknet und zur Weiterverarbeitung
im jeweiligen Puffer rückgelöst.

Natriumacetat/Isopropanol-Fällung

Die auf 0,3 M Natriumacetat eingestellte Nukleinsäurelösung wurde mit 1 Vol. Isopropanol
versetzt und wie vorstehend beschrieben gefällt und zentrifugiert. Anschließend folgte ggf.
eine Ethanol-Waschung des Pellets. Die gefällte Nukleinsäure wurde an der Luft getrocknet
und im jeweiligen Puffer gelöst.

Ammoniumacetat/Ethanol-Fällung

Nukleinsäurefällungen mit Ammoniumacetat dienen der Abtrennung überschüssiger Mononu-
kleotide bei radioaktiven Markierungsreaktionen, da bei dieser Fällungsmethode (unterstützt
durch Komplexbildung mit Mg2+-Ionen) Mononukleotide in Lösung bleiben. Die Nuklein-
säurelösung wurde mit 1

20 Vol. 1 M MgCl2 (Endkonz. 30 mM) und 1
2 Vol. 7,5 M NH4OAc

(Endkonz. 2,5 M) versetzt und mit 3 Vol. 96 % (v/v) Ethanol für 1 h bei -20 ◦C gefällt.
Anschließend wurde 1 h bei 20.000-25.000 × g zentrifugiert. Nach Lösen des Pellets in 20 µl
Wasser wurde die Fällung wiederholt. Dann wurde das Pellet kurz an der Luft getrocknet
und im jeweiligen Puffer gelöst.

3.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Zur Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von Nukleinsäuren wurden UV-Spektren mit
einem Spektralphotometer (Beckman DU 640 Spectrophotometer) aufgenommen. Zwischen
gemessener Absorption und Nukleinsäurekonzentration besteht folgende Beziehung (Sam-
brook et al., 1989):

RNA 1 A260 ≡ 40 µg/ml
DNA 1 A260 ≡ 50 µg/ml
Oligonukleotide 1 A260 ≡ 33 µg/ml

3.2.3 Präparation von Gesamt-RNA aus Pflanzen

A. Präparation von Gesamt-RNA aus Tabak- und Arabidopsis-Blättern

Die Isolierung von intakter Gesamt-RNA aus Blattgewebe wurde sowohl für Tabak als auch
für Arabidopsis nach dem gleichen Verfahren, der Guanidinium-Methode, durchgeführt (Bar-
kan, 1988). Abweichend wurde auf eine Entfernung der DNA mittels RNase-freier DNase
verzichtet, da die präparierte RNA nur für Northern-Analysen verwendet wurde, bei denen
störende Effekte durch anwesende DNA nicht festgestellt werden konnten (Horlitz, 1995).
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• Etwa 10 g Blattmaterial (frisch oder bei −70 ◦C gelagert) wurden in flüssigem Stickstoff
gemörsert; das Blattpulver wurde in einem zweiten Mörser mit 20 ml Guanidinium-
Puffer bis zum Auftauen weiter homogenisiert und in ein 50-ml-Zentrifugenröhrchen
überführt.

• Zentrifugation für 20 min bei 3750 rpm und 4 ◦C (Beckman GPKR-Zentrifuge), um
grobe Zellbestandteile zu pelletieren.

• Der Überstand wurde mit 0,03 Vol. 3 M Na-Acetat und 3
4 Vol. Ethanol versetzt und

somit die Nukleinsäuren für 15 min bei -20 ◦C gefällt.

• Zentrifugation für 60 min bei 3750 rpm und 4 ◦C (Beckman GPKR-Zentrifuge); Pelle-
tieren der Nukleinsäuren.

• Das Pellet wird in 10 ml SDS-Puffer resuspendiert, Zugabe von 2 Vol. Phenol/Chloro-
form/Isoamylalkohol (25:24:1), gründliches Mischen.

• Zentrifugation für 15 min bei 3750 rpm, 15 ◦C.

• Die wäßrige Phase wurde mit 1 Vol. Chloroform/Isoamylalkohol extrahiert und erneut
15 min zentrifugiert.

• Die wäßrige Phase wurde mit 5 M NaCl auf 0,2 M NaCl eingestellt und mit 1 Vol.
Isopropanol gefällt.

• Die gefällte Nukleinsäure wurde in 300 µl TE-Puffer mit 0,3 M Na-Acetat rückgelöst
und mit Ethanol gefällt.

• Zuletzt wurde die Gesamt-RNA in 30 – 50 µl TE-Puffer aufgenommen und bei −70 ◦C
gelagert.

Guanidinium-Puffer: Guanidiniumthiocyanat 5 M
Tris-HCl, pH 8 25 mM
EDTA 10 mM
N-Lauroylsarcosinat (Na-Salz) 2 % (w/v)
frisch dazugeben:
β-Mercaptoethanol 0,1 M
Diethyldithiocarbamat 4 mg/ml
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SDS-Puffer: Tris-HCl, pH 8 50 mM
NaCl 100 mM
EDTA 10 mM
SDS 0,5 % (w/v)
frisch dazugeben:
Diethyldithiocarbamat 4 mg/ml

B. Präparation von RNA aus lysierten Spinat-Chloroplasten

Dieses RNA-Präparationsprotokoll diente zur Isolierung der RNA im Rahmen von RNA-
Zerfallsexperimenten in intakten (in organello) oder lysierten Chloroplasten (in vitro-RNA-
Zerfallssystem) und wurde wie im folgenden beschrieben durchgeführt (Zerfallsexperimente
unter Einsatz von 32P-markierten in-vitro-Transkripten). Bei nichtradioaktiven Experimen-
ten (RNA-Nachweis durch anschließende Northern-Analyse) wurde dieses Protokoll mit drei-
fachen Volumina durchgeführt.

• In einem Eppendorf-Reaktionsgefäß wurden 150 µl Stop-Lösung und 200 µl Phenol/Chlo-
roform/Isoamylalkohol (25:24:1) vorgelegt.

• 30 µl lysierte bzw. intakte Chloroplasten wurden zugegeben und die Probe gründlich
auf dem Vortex-Mischer homogenisiert.

• Die Emulsion wurde zur Phasentrennung 10-20 min bei 12.000 rpm und 20 ◦C (Eppendorf-
Zentrifuge) zentrifugiert.

• Die wäßrige Phase (ca. 150 µl) wurde mit 1
10Vol. 3 M Na-Acetat versetzt und mit

Isopropanol gefällt.

• Die RNA wurde durch eine 30 min-Zentrifugation (12.000 rpm / 4 ◦C) pelletiert.

• Das RNA-Pellet wurde entweder in 20–40 µl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen
(radioaktiv markierte RNA-Proben), oder in 30 µl TE-Puffer (nichtradioaktive RNA,
anschließende Northern-Analyse).

Stop-Lösung: Harnstoff 4 M
Tris-HCl, pH 8 20 mM
EDTA 50 mM
SDS 1 % (w/v)
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3.2.4 Biochemische Synthese von Nukleinsäuren

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde im Rahmen dieser Arbeit ausschließlich als präparative
Methode angewendet, sie diente zur Gewinnung der für die Herstellung von in-vitro-Tran-
skripten benötigten Matrizen-DNA. Dabei wurde mit Hilfe eines Primers ein T7-Promotor am
5´-Ende des PCR-Produktes eingeführt. Für alle verwendeten Primer-Kombinationen wurden
die gleichen Reaktionsbedingungen (Zyklustemperatur und -dauer) gewählt. Die eingesetzte
Taq-DNA-Polymerase stammte von der Firma Promega. Der fertige Reaktionsansatz wurde
stets mit 50 – 100 µl Paraffinöl überschichtet, alle Pipettierschritte wurden mit Filterspitzen
durchgeführt.

Reaktionsansatz (100 µl): 68,6 µl H2O
10 µl dNTPs je 2 mM
1 µl ctDNA 500 ng/ul
2 µl Primer 1 (mit T7-Promotor), 10 pmol/µl
2 µl Primer 2. 10 pmol/µl
6 µl MgCl2 (Promega), 25 mM

0,4 µl Taq-Polymerase (Promega)
10 µl Taq-Pol.-Puffer (Promega), 10 ×konz.

Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma Landgraf durchgeführt, dabei wurde
immer die gleiche Zyklusreihenfolge festgelegt:

Anfangszyklus (1 mal) Synthesezyklen (35 mal) Schlußzyklus (1 mal)
Denaturierung 94 ◦C / 120 sec 94 ◦C / 60 sec 94 ◦C / 60 sec
Hybridisierung 45 ◦C / 90 sec 45 ◦C / 90 sec 45 ◦C / 90 sec
Polymerisation 72 ◦C / 120 sec 72 ◦C / 120 sec 72 ◦C / 240 sec

Herstellung von in-vitro-Transkripten

Zur Gewinnung von in-vitro-Transkripten mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase 1 wurde ein Pro-
tokoll von Hecker (1989) angewendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden in-vitro-Transkripte
ausschließlich von PCR-Produkten als DNA-Matrize hergestellt. Der Reaktionsansatz wurde
mindestens zwei Stunden bei 37 ◦C im Heatblock inkubiert; bei längerer Inkubation wurde
erneut T7-RNA-Polymerase und ggf. NTPs zugegeben. Nach Inkubation wurde der Reak-
tionsansatz mit Natriumacetat/Ethanol – im Falle von radioaktiv markierten Transkripten

1aus hauseigener Herstellung
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mit Ammoniumacetat/Ethanol – gefällt und zur gelelektrophoretischen Aufreinigung in 20 –
40 µl Formamid-Auftragspuffer aufgenommen. Dann wurden die Reaktionsprodukte in einer
leistungsgesteuerten Gelelektrophorese aufgetrennt und die synthetisierte RNA durch Ethi-
diumbromidfärbung bzw. Autoradiographie nachgewiesen. Die Bande, die der erwarteten
Transkriptlänge entsprach, wurde ausgeschnitten und in 300 µl Elutionspuffer überführt. Die
Elution der RNA erfolgte auf einem Schüttler bei Raumtemperatur für mindestens 15 h.
Das Eluat konnte durch Zugabe von 3 Vol. Ethanol direkt gefällt werden, Nach Rücklösen
der RNA in einer geeigneten Menge TE-Puffer oder Extraktpuffer (siehe Kap. 3.1.1)2 erfolg-
te bei unmarkierten Transkripten eine gelelektrophoretische Konzentrationsbestimmung, bei
32P-markierten Transkripten wurde die Ausbeute durch Cerenkov-Zählung in einem Szintil-
lationszähler (Beckman) bestimmt. Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Ex-
perimente gilt für radioaktive Vollängen-Transkripte der psbA- und rbcL-mRNA aus Spinat
die folgende Beziehung: 100 cpm gemessene Cerenkov-Aktivität entsprechen 1 fmol RNA.

Reaktionsansatz:

32P-markierte Transkripte unmarkierte Transkripte

IVT-A 5 µl IVT-A 20 µl
IVT-B 5 µl IVT-B 20 µl
ATP/CTP/GTP je 5mM 5 µl ATP/CTP/GTP/UTP je 15 mM 15 µl
UTP 0,5 mM 5 µl DNA, 30 – 40 ng/µl (PCR-Prod.) 20 µl
DNA, 30 – 40 ng/µl (PCR-Produkt) 3 µl RNAsin, 40 u/µl (Promega) 2 µl
RNAsin, 40 u/µl (Promega) 1 µl T7-RNA-Polymerase (≈ 60 U/µl) 2 µl
α−32P-UTP (3000 Ci/mmol, 10 µCi/µl) 5 µl H2O 20 µl
T7-PNA-Polymerase (≈ 60 U/µl) 1 µl

IVT-A (5×): 100 mM Na2HPO4 IVT-B (5×): 40 mM MgCl2
50 mM DTT 20 mM Spermidin

Elutionspuffer: 270 µl H2O
30 µl 3 M Na-Acetat
6 µl 0,5 M EDTA
6 µl 10 % (w/v) SDS

2bei Verwendung der RNA im in-vitro-Zerfallssystem
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Herstellung von teilweise doppelsträngigen in-vitro-Transkripten

Im Rahmen von in-vitro-RNA-Zerfallsexperimenten wurden teilweise doppelsträngige 32P-
markierte Transkripte hergestellt. Dabei wurden markierte Vollängen-sense-Transkripte der
psbA-mRNA aus Spinat mit verschiedenen unmarkierten psbA-antisense-Transkripten hybri-
disiert. Die Hybridisierung wurde in Extraktpuffer (Kap. 3.1.1) durchgeführt; zunächst wurde
der Ansatz in einem PCR-Thermocycler für 10 min auf 90 ◦C erhitzt und dann über einen
Zeitraum von 20 h auf 20 ◦C mit konstanter Rate abgekühlt. Dabei kam es zur Hybridisierung
der radioaktiven sense-RNA mit den unmarkierten antisense-Molekülen. Nach Beendigung
der Hybridisierung konnte die RNA ohne weitere Behandlung für in-vitro-Zerfallsexperimente
verwendet werden.

Hybridisierungs-Ansatz: sense-Transkript, 32P-markiert, in
Extraktpuffer

50 fmol

antisense-Transkript, unmarkiert,
in Extraktpuffer

150 fmol

Extraktpuffer (mit 20 mM EDTA
als Endkonzentration)

ad 50 µl

RNase-Schutz-Experimente

Zur Überprüfung der erfolgreichen Herstellung von RNA-Doppelsträngen wurden RNase-
Schutz-Experiments durchgeführt. Dabei wird die (teilweise) doppelsträngige RNA mit RNa-
se A unter Hochsalzbedingungen (500 mM NaCl) verdaut. Unter solchen Bedingungen schnei-
det RNase A nur einzelsträngige RNA, im Falle von teil-doppelsträngigen RNA-Molekülen
werden die einzelsträngigen Bereiche vollständig verdaut, während die Doppelstrang-Regionen
übrig bleiben und auf einem denaturierenden Gel nachgewiesen werden können.

Reaktionsansatz (20 µl): 32P-RNA 5 µl
5 M NaCl 2 µl
H2O 11 µl
RNase A (2 µg/µl) 2 µl

Die Inkubation erfolgte bei 23 ◦C für 45 min. Dann wurde der Ansatz einer RNA-Präparation
(entsprechend nach Kap. 3.2.3) unterzogen.

5´-Endmarkierung von Oligonukleotiden mit 32P

Die chemisch synthetisierten Oligonukleotide besitzen eine freie 5´-OH-Gruppe, die direkt
phosphoryliert werden kann. Dazu wird das Enzym Polynukleotidkinase (PNK) verwendet,
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das die endständige γ-Phosphatgruppe von ATP auf freie Nukleinsäure-5´-Enden überträgt.
Setzt man γ-32P-ATP ein, so werden Nukleinsäuren am 5´-Ende radioaktiv markiert. Die
Markierungsreaktionen wurden nach folgendem Ansatz durchgeführt:

Reaktionsansatz (20 µl):

DNA-Oligonukleotid, 10 mM 0,5 µl (5 pmol)
10 × Polynukleotidkinase-Puffer 2 µl
H2O 11,5 µl
Polynukleotidkinase, 10 U/µl (Boehringer) 1 µl
γ−32P-ATP (5000 Ci/mmol, 10 µCi/µl) 5 µl

Der Reaktionsansatz wurde über Nacht (14–18 h) auf Eis inkubiert und dann mit Ammo-
niumacetat/Ethanol gefällt. Danach wurde das Pellet in 20 µl Wasser aufgenommen und
nochmals mit Ammoniumacetat/Ethanol gefällt. Das Pellet wurde in 100 µl TE-Puffer mit
0,1 % (w/v) SDS gelöst und die Gesamt-Radioaktivität des Oligonukleotids durch Cerenkov-
Zählung bestimmt; diese lag bei 8 – 30 × 106 cpm.

10 × PNK-Puffer: Tris-HCl 500 mM
MgCl2 100 mM
DTT 50 mM
Spermidin-HCl 1 mM
EDTA 1 mM

3.2.5 Gelelekrophoresen

Leistungsgesteuerte Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die leistungsgesteuerte Polyacrylamidgelelektrophorese ist ein Verfahren zur Auftrennung von
Nukleinsäuren unter denaturierenden Bedingungen, bei der die notwendige Denaturierungs-
temperatur durch den hohen Elektrophoresestrom erzeugt wird. In der Regel wurden Gele
aus 5 % Polyacrylamid [30:0,8] in der Größe 20×20×0,05 cm oder 40×30×0,05 cm hergestellt,
wobei die Polymerisationszeit mindestens 60 min bei Raumtemperatur betrug. Die kleineren
Gele wurden – wenn sich kein Nothern-Transfer anschloß – zwischen Glasplatten auf die hy-
drophile Seite einer Gelbond-Folie (FMC BioProducts) aufpolymerisiert. Wenn das Gel
nach der Elektrophorese für einen Kapillartransfer (Northern-Analyse) weiterverwendet wer-
den sollte, wurde die Gelbond-Folie weggelassen. Um die Wärmeverteilung zu optimieren,
wurde auf einer der Glasplatten eine 2 mm dicke Aluminiumplatte befestigt. Zum Vorheizen
des Gels wurden vor dem Auftragen der Proben für 20 min 50 W angelegt. Die Proben wurden
1:1 mit Auftragspuffer gemischt oder darin gelöst, bei 95 ◦C für 5 min denaturiert und sofort
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aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei 40 – 50 W etwa 20 min (kleinere Gele) bzw. 80 –
110 W etwa 50 min (größere Gele) bei einer Geltemperatur von 50 – 60 ◦C. Danach schlossen
sich folgende alternative Nachweisverfahren an: Silberfärbung der Nukleinsäure, Autoradio-
graphie 32P-markierter RNA, oder ein Kapillartransfer der aufgetrennten RNA (Northern-
Analyse).

Gellösung: Harnstoff 8 M
Acrylamid 5 % (w/v)
TBE-Puffer 0,5×
TEMED 0,1 % (v/v)
APS 0,03 % (w/v)

Auftragspuffer: Formamid 90 % (v/v)
EDTA 5 mM
Bromphenolblau 0,01 %
Xylencyanol 0,01 %

Silberfärbung von Polyacrylamidgelen

Die in einer Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennten Nukleinsäuren können durch eine
Silberfärbung nachgewiesen werden (Schumacher et al. 1983b). Diese Färbemethode besitzt
eine Nachweisempfindlichkeit von ca. 0,5 – 0,1 ng pro Bande. Der Färbeeffekt beruht darauf,
daß sich die Ag+-Ionen einer Silbernitratlösung an die negativ geladenen Phosphodiester-
Gruppen des Nukleinsäurerückgrates aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung anlagern;
anschließendes Reduzieren der Ag+-Ionen zu metallischem Silber durch Formaldehyd läßt die
nukleinsäurehaltigen Gelbereiche braungefärbt hervortreten. Alle Inkubationen erfolgten in
Kunststoffschalen auf einem Gelschüttler.

Fixieren: Ethanol 10 % (v/v)
Essigsäure 0,5 % (v/v) ≥ 15 min

Färben: AgNO3 0,19 % (w/v) 30 min
Waschen: H2O viermal 10 s
Entwickeln: NaOH 1,5 % (w/v)

NaBH4 0,08 % (w/v)
Formaldehyd 0,15 % (w/v) beobachten

Stoppen: NaHCO3 0,75 % (w/v) ≥ 15 min
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Denaturierende Agarosegelektrophorese

Zur Auftrennung von RNA in Abhängigkeit von Molekulargewicht bzw. Moleküllänge wurden
Gelelektrophoresen in 1,2 % Agarosegelen in Gegenwart von 6 % Formaldehyd als Denaturie-
rungsmittel durchgeführt (nach Sambrook et al. 1989). Dazu wurden mit 220 ml Gellösung
21 cm × 21 cm große Gele gegossen, die zwei Reihen Probenauftragstaschen enthielten, so
daß die Trennstrecke ca. 10 cm betrug. Die aufzutragende in TE-Puffer gelöste RNA (ty-
pischerweise ca. 10 – 20 µg) wurde mit 1 Vol. Denaturierungspuffer versetzt und 15 min
auf 65 ◦C erhitzt. Dann wurde die denaturierte RNA sofort auf Eis abgeschreckt, mit ca. 1

3

Vol. Auftragspuffer vermischt und auf das Gel aufgetragen. Die nachfolgende Elektrophorese
dauerte bei 150 V (entspr. 5 V/cm) etwa 2 h.

Gellösung: Agarose 1,2 % (w/v)
Formaldehyd 6 % (w/v)
MOPS-Puffer 1×

Denaturierungspuffer: Formaldehyd 24 % (w/v)
MOPS-Puffer 3,5×
Ethidiumbromid 40 µg/ml

Auftragspuffer: Glycerin 50 % (v/v)
EDTA 5 mM
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)
Xylencyanol 0,01 % (w/v)

Ethidiumbromidfärbung

Zum Nachweis aufgetrennter RNA in Agarose- oder Polyacrylamidgelen wurde das Gel in
Ethidiumbromidlösung (1 µg/ml) für 10 min geschwenkt; die Hintergrundfärbung wurde
durch kurzes Waschen in Wasser (5 – 10 min) reduziert. Außerdem wurde die Effizienz
des Northern-Transfers (s. u.) durch Ethidiumbromidfärbung überprüft. In diesem Fall wur-
de das Ethidiumbromid bereits vor der Elektrophorese zu den RNA-Proben gegeben (siehe
Kap. 3.2.6). Die angefärbte Nukleinsäure wurde auf einem UV-Transilluminator (λ = 330
nm) betrachtet. Die Nachweisempfindlichkeit der Ethidiumbromidfärbung liegt bei ca. 50 ng
pro Bande.
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3.2.6 Northern-Analyse

Kapillartransfer von RNA (Northern-Transfer)

Der sogenannte Northern-Transfer ist ein Kapillartransfer-Verfahren zur Übertragung gel-
elektrophoretisch aufgetrennter RNA auf eine Membran aus Nitrocellulose oder Nylon (Sam-
brook et al. 1989). Die in denaturierenden Agarose- oder Polyacrylamidgelen aufgetrennte
RNA wurde unmittelbar nach der Elektrophorese in Gegenwart von 5 ×SSC-Puffer auf ei-
ne Nylonmembran (,,Hybond N”, Amersham) übertragen. Der Kapillartransfer dauerte ca.
14–16 h. Nach dem Transfer wurde die auf der Nylonmembran haftende RNA mit UV-Licht
(120 mJ) in einer UV-Crosslink-Apparatur (,,Stratalinker”, Stratagene) kovalent fixiert.
Danach wurde die Membran entweder sofort für eine Hybridisierung verwendet oder zunächst
in Frischhaltefolie bei 4 ◦C gelagert.

Hybridisierung mit 32P-markierten Oligonukleotid-Sonden

Alle Hybridisierungen wurden in einem Hybridisierungsofen (Fa. Biometra) in um die Längs-
achse rotierenden Glasflaschen durchgeführt. Dazu wurde die Nylonmembran mit der RNA-
Seite nach innen auf eine Glaspipette aufgerollt und an der Innenwand der Glasröhre vorsichtig
abgerollt. Nach Zugabe von ca. 8 – 10 ml Vorhybridisierungslösung erfolgte die Vorhybri-
disierung für mindestens 2 h im Hybridisierungsofen bei der gleichen Temperatur wie die
anschließende Hybridisierung. Diese begann nach Hinzufügen der Sonde (ca. 2·106 cpm
32P-markiertes Oligonukleotid) und dauerte 12 – 16 h. Danach wurden überschüssige sowie
unspezifisch gebundene Sondenmoleküle durch dreimaliges halbstündiges Waschen mit jeweils
ca. 50 ml Waschlösung entfernt.

(Vor-)Hybridisierungslösung SSC-Puffer 5 ×
SDS 7,5 % (w/v)
Heringssperm-DNA 50 µg/ml

Waschlösung: SSC-Puffer 5 ×
SDS 0,1 % (w/v)

Die Hybridisierungstemperatur ist bei DNA-Oligonukleotiden stark von der Länge und der Se-
quenz abhängig; daher wurde die optimale Hybridisierungstemperatur mit Hilfe des Compu-
terprogramms Poland (http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/POLAND/) anhand ei-
ner simulierten UV-Denaturierungskurve ermittelt. Als Hybridisierungstemperatur wurde
eine Temperatur von 10 ◦C unterhalb des berechneten Tm-Wertes gewählt.

http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/POLAND/
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Entfernen gebundener Oligonukleotid-Sonden

Vor einer erneuten Hybridisierung mußte die zuvor gebundene Sonde möglichst vollständig
von der auf der Nylonmembran fixierten RNA entfernt werden. Dazu wurde die Nylonmem-
bran im Hybridisierungsofen dreimal bei 80 ◦C in ca. 50 ml destilliertem Wasser für jeweils
1 h gewaschen. Unter diesen Bedingungen ließen sich die verwendeten DNA-Oligonukleotide
nahezu vollständig entfernen.

3.2.7 Autoradiographien

Autoradiographien dienten dem Nachweis der gebundenen 32P-markierten Sonden in Northern-
Analysen und radioaktiv markierter RNA in Polyacrylamidgelen. Dazu wurden Gel oder
Membran in Polyethylenfolie eingeschweißt/eingeschlagen und in eine Expositionskassette ge-
legt, deren Wand mit einer Verstärkerfolie (Cronex Plus intensifying screen, DuPont)
beschichtet war. Die radioaktiven Signale wurden mittels eines Röntgenfilms (Kodak XAR)
nachgewiesen, der zwischen Membran und Verstärkerfolie gelegt wurde. Die Expositionen
erfolgten in der Regel bei –70 ◦C; bei sehr intensiven Signalen (mehr als 300 Bq / 10 cm2

lt. Flächenzähler) oder für alle quantitativen Nachweise (siehe 3.2.8) wurde auf den Szintilla-
tionseffekt der Verstärkerfolie verzichtet und bei Raumtemperatur (Nylonmembranen) oder
–20 ◦C (Polyacrylamidgele) exponiert. Nach der Exposition, deren Dauer von 30 min bis zu
14 Tagen – je nach Signalintensität – reichte, wurden die Röntgenfilme in Entwicklertanks
(Cronex TD und TF, DuPont) entwickelt.

Quantifizierung von Autoradiographiesignalen

Die durch die radioaktiven Signale verursachten Schwärzungen auf den Röntgenfilmen wurden
durch densitometrische Analyse der in TIFF-Bilder überführten Röntgenbilder (Hewlett

Packard ScanJet 4c/T Scanner). Die Intensität der Signale wurden mit Hilfe des Pro-
gramms ScionImage (http://www.scioncorp.com) quantitativ bestimmt. Die Linearität
der Intensitätsmessung wurde immer durch mitverarbeitete Eichreihen, d. h. RNA-Proben
bekannter Menge, überprüft. Dabei wurden für die Auswertung auch u. U. jeweils mehrere
Autoradiographien verschiedener Intensität verglichen, um zu gewährleisten, daß die Inten-
sitäten der einzelnen Banden im lineraren Detektionsbereich des Röntgenfilms liegen.

http://www.scioncorp.com
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3.3 RNA-Zerfallsexperimente

3.3.1 mRNA-Abbau in vivo

Um die Halbwertszeit plastidärer mRNAs in vivo bestimmen zu können, wurde intaktes Pflan-
zengewebe mit dem Transkriptionsinhibitor Actinomycin D behandelt (Klaff & Gruissem,
1991). Actinomycin D ist ein pleiotrop wirkender Inhibitor sämtlicher in der Pflanzenzelle
ablaufender Transkriptionsprozesse -aus diesem Grund ist bei längeren Inkubationszeiten mit
der Beeiträchtigung des gesamtes Zellstoffwechsels und daher massiven Störeffekten auf den
natürlichen mRNA-Abbau zu rechnen. Bisherige Erfahrungen zeigen jedoch, daß Actino-
mycin D dennoch als Transkriptionsinhibitor in Pflanzen eingesetzt werden kann, wenn die
Inkubationszeiten kurz genug sind, um Nebenwirkungen zu vermeiden (Klaff & Gruissem,
1991; Ylstra & McCormick, 1999).

Arabidopsis thaliana

Etwa sechs Wochen alte Pflanzen wurden aus der Kulturschale genommen und unter Was-
ser vorsichtig von anhaftender Erde befreit. Dann wurden unter Wasser die Wurzeln mit
einem Skalpell abgeschnittten und je ca. 10 – 20 Pflanzen in eine Petrischale (Durchmesser
10 cm) gesetzt, in der 10 ml 200 µM Actinomycin D in Leitungswasser vorgelegt waren.
Zur Kontrolle wurden immer jeweils eine gleiche Anzahl Pflanzen in Petrischalen mit Lei-
tungswasser überführt. Die nun folgende Inkubation der Pflanzen erfolgte auf der Laborbank
unter kontinuierlicher Beleuchtung (Philips SON-T 400 Natriumdampf-Hochdrucklampe) bei
23 – 25 ◦C. Zunächst wurden die Pflanzen bis zur annähernd vollständigen Verteilung des
Actinomycin D im Blattgewebe vorinkubiert (ca. 30 min). Dann erfolgte in geeigneten
Zeitabständen (vgl. Ergebnisse) die Probenentnahme: Je ca. 15 Pflanzen wurden vorsichtig
auf Papierhandtüchern abgetrocknet und dann sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und
zwecks späterer RNA-Präparation (Kap. 3.2.3 A ) bei –70 ◦C gelagert.

Nicotiana tabacum

Von etwa zwei Monate alten Tabakpflanzen wurden reife expandierte Blätter (ca. 10 – 15 cm
lang) mit einer Rasierklinge unter Wasser abgeschnitten und die Blattstiele in 200 µM Ac-
tinomycin D (in Leitungswasser) getaucht. Kontrollblätter wurden gleich behandelt, aber
in Leitungswasser getaucht. Die Inkubation mit dem Transkriptionsinhibitor erfolgte im
Gewächshaus bei 25 ◦C und Dauerbeleuchtung (Philips SON-T 400 Natriumdampf-Hoch-
drucklampen). Es fand zunächst eine 30-minütige Vorinkubation statt. Dann wurden in
geeigneten Zeitabständen Blätter in flüssigem Stickstoff eingeforen bis zur RNA-Isolation
(Kap. 3.2.3 A) und bei –70 ◦C aufbewahrt.
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3.3.2 mRNA-Abbau in organello

Frisch isolierte Chloroplasten aus reifen Spinatblättern wurden in Extraktpuffer (siehe Kap.
3.1.1, Zusatz von 10 mM MgCl2) zu einer Konzentration von ca. 108 – 109 Organellen pro ml
aufgenommen und zunächst auf Eis gekühlt, um physiologische Prozesse – und insbesondere
den RNA-Abbau – anzuhalten. Höchstens 1

2 Std. nach Isolierung der Chloroplasten wurde die
Organellsuspension in 12 ml-Kunststoffzentrifugenröhrchen auf die Laborbank gebracht und
dort bei Raumtemperatur (23 ◦C) inkubiert. In geeigneten Zeitabständen (0 bis 9 Stunden
nach Beginn der Inkubation) wurden Proben der Chloroplastensuspension entnommen und
die RNA daraus nach Kap. 3.2.3 B präpariert.

3.3.3 in-vitro-RNA-Zerfallsystem

Als in-vitro-RNA-Zerfallsystem dienten lysierte Chloroplasten aus reifen Spinatblättern. Nach
Lysieren der präparierten Chloroplasten findet keine Neuinitiation der Transkription mehr
statt (Gruissem et al., 1986), die Chloroplasten sind aber nach der angewandten Lysis-
Methode in ihrer Feinstruktur nicht vollkommen zerstört und physiologisch noch einige Stun-
den funktionsfähig. Man kann in frisch lysierten (oder in ,,frisch” aufgetauten) Chloroplasten
den spezifischen Abbau der internen RNA-Spezies verfolgen. Um einheitliche Bedingungen zu
erreichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit alle in-vitro-RNA-Zerfallsexperimente mit Chlo-
roplastenlysat durchgeführt, das genau einmal eingefroren war. Die Chloroplastensuspension
wurde nach dem Auftauen auf Eis auf der Laborbank bei 23 ◦C stehen gelassen; in geeigen-
ten Zeitabständen (0 bis zu 180 Minuten nach Auftauen) wurden Proben der Chloroplasten
entnommen und sofort einer RNA-Präparation (Kap. 3.2.3 B) unterzogen. Für die Untersu-
chung des Abbaus von extern zugesetzen 32P-markierten in-vitro-Transkripten wurde ähnlch
verfahren. Hier wurde die Zerfallsreaktion nicht durch das Auftauen des Chloroplastenlysates,
sondern durch Zugabe der markierten RNA gestartet.

3.4 Computer-Simulationen

3.4.1 Vorhersage konservierter RNA-Sekundärstruktur

Die Vorhersage von konservierten Sekundärstrukturen innerhalb der psbA- und rbcL-mRNAs
in Chloroplasten von Angiospermen wurde mit Hilfe des Programms ConStruct durch-
geführt (Lück et al., 1996, Lück et al., 1999). Dieses Programm kombiniert eine Sekundär-
strukturvorhersage aufgrund thermodynamischer Parameter mit einem klassischen Sequenz-
Alignment und benötigt für signifikante Aussagen über konservierte Strukturelemente eine
geringere Zahl von Sequenzen als Programme, die allein den Sequenzvergleich zur Identifi-
zierung von konservierten Strukturen nutzen. Im letzteren Fall ist eine hohe Anzahl von
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Einzelsequenzen notwendig, um über kompensatorische Basenaustausche signifikante Imfor-
mation über konservierte Strukturen zu erlangen.

Das Erstellen einer Consensus-Sekundärstruktur für die psbA-und rbcL-mRNA erfolgte fol-
gendermaßen:

• ConStruct verwendet das Programm RNAfold (Hofacker et al., 1994; http://www.
tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/), um für jede Einzelsequenz auf Basis thermodynami-
scher Parameter (Energieminimierung) eine Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix zu er-
zeugen. Dabei wird für jede Sequenz Rk mit der Sequenzlänge nk eines Satzes homologer
Sequenzen R1 . . . RM eine zweidimensionale Wahrscheinlichkeitsmatrix nk ×nk erstellt.
RNAfold erstellt die gesamte Strukturverteilung und legt sie un der Matrix ab. Die
Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix zeigen die thermodynamische Gewichtung alterna-
tiver Strukturen.

• Mit dem Programm ClustalX (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/clustalw/
clustalx) wird für den Satz homologer Sequenzen ein Sequenzalignment unter Stan-
dardbedingungen erstellt. Dabei besitzen die Sequenzen nun die gleiche Länge N ,
die aufgrund des Einführen von Lücken größer ist, als die Länge nk der Einzelse-
quenz. Anhand des Sequenzalignments kann mit dem Programm GeneDoc (http:
//www.psc.edu/biomed/genedoc/) die Sequenzhomologie bestimmt werden.

• Nun werden anhand des Sequenzalignments Lücken in die Basenpaarmatrizen eingeführt;
dadurch werden ausgerichtete Basenpaarmatrizen der Länge N × N Nukleotide er-
zeugt. Homologe Basenpaare sollten sich nun bereits an derselben Position befinden,
allerdings wird hier nur eine Ausrichtung auf Basis der Nukleotidsequenz, d. h. der
Primärstruktur, durchgeführt und nicht auf Basis der Sekundärstruktur.

• Im nächsten Schritt werden die einzelnen ausgerichteten Basenpaarwahrscheinlichkeits-
matrizen aufsummiert. Dabei summieren sich die Basenpaarwahrscheinlichkeiten pk(i, j)
jeder Einzelsequenz k zur ,,konservierten Basenpaar-Wahrscheinlichkeit” pc(i, j) :

pc(i, j) =

(∑M
k=1wk · pk(i, j)

1
a∑M

k=1wk

)b

Der Faktor wk erlaubt die Gewichtung der Einzelsequenzen, um z. B. zu verhindern, daß
innerhalb eines Satzes homologer Sequenzen eine überproportional häufige Verwandt-
schaftsgruppe die Consensusstruktur dominiert. Die Exponenten 1

a und b ermöglichen
die Unterdrückung indiviueller zugunsten konservierter Wahrscheinlichkeitswerte inner-
halb der Matrix.

• Aus der Consensus-Basenpaar-Wahrscheinlichkeitsmatrix kann nun eine Consensusstruk-
tur erzeugt werden. Mittels einer grafischen Benutzeroberfläche ermöglicht das Pro-

http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/
http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/clustalw/clustalx
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/clustalw/clustalx
http://www.psc.edu/biomed/genedoc/
http://www.psc.edu/biomed/genedoc/


3.4. COMPUTER-SIMULATIONEN 37

gramm ConStruct interaktiv in das Sequenzalignment einzugreifen, um in Einzelse-
quenzen gegeneinander verschobene Strukturelemente in die gleiche Position zu brin-
gen, d. h. das Alignment hinsichtlich konservierter Strukturmotive und zu Lasten kon-
servierter Sequenzmotive zu optimieren (Details: siehe Ergebnisse). Die Ausgabe der
Consensus-Struktur kann auf dreierlei Weise erfolgen: ConStructAlign ist eine Dar-
stellung des Sequenzalignments, wobei die konservierten Sekundärstrukturen rötlich
hervorgehoben werden, außerdem wird auch die Consensus-Sequenz angegeben. Draw-

Structure ist eine graphische Ausgabe der Sekundärstruktur in konventineller Dar-
stellung. Circles ist eine ringförmige Darstellung der Nukleotidsequenz, bei der die
basenpaarenden Nukleotide durch Bögen verbunden werden.

• Das Pogramm ConStruct ist erhältlich unter ftp://ftp.biophys.uni-duesseldorf.
de/pub/ConStruct/.

ftp://ftp.biophys.uni-duesseldorf.de/pub/ConStruct/
ftp://ftp.biophys.uni-duesseldorf.de/pub/ConStruct/


Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Plastidäre mRNA-Stabilität in vivo

4.1.1 Voraussetzungen und Grundlagen

Die Bestimmung der in vivo-Halbwertszeiten von mRNAs des Chloroplasten bei Tabak und
Arabidopsis sollte Informationen über die Charakteristika des mRNA-Metabolismus in zwei
,,Modellpflanzen” liefern: Tabak ist zur Zeit die einzige höhere Pflanze, die die routineartige
Herstellung transplastomischer Linien erlaubt (Svab et al., 1990), Arabidopsis eignet sich be-
sonders für genetische Analysen kernkodierter Faktoren der plastidären Genexpression. Für
Tabak sollten die Messungen plastidärer mRNA-Stabilitäten in im Gewächshaus kultivier-
ten Pflanzen Aufschluß darüber geben, inwieweit der mRNA-Metabolismus der Chloropla-
sten durch die Differenzierung des Blattgewebes beeinflußt wird. – Bisher lagen für Tabak
ausschließlich Daten über die Halbwertszeiten plastidärer mRNAs in sterilen in vitro kulti-
vierten Pflanzen sowie Mesophyllprotoplasten vor (Horlitz, 1995). Das Prinzip der Messung
von plastidären mRNA-Halbwertszeiten in vivo bei Tabak- und Arabidopsis-Pflanzen beruht
auf der schnellen Aufnahme des Transkriptionsinhibitors Actinomycin D in das Blattgewebe.
Dabei sollte die Zeit bis zur annähernd vollständigen Verteilung des Inhibitors im Gewebe
klein gegenüber den zu erwartenden RNA-Halbwertszeiten sein. In früheren Untersuchungen
(Horlitz, 1995) hatte sich bereits gezeigt, daß eine Vorinkubation von 30 Minuten in Acti-
nomycin D-Lösung ausreicht, um eine gleichmäßige Verteilung des Transkriptionsinhibitors
im Blattgewebe zu gewährleisten. Actinomycin D ist ein pleiotrop wirkender Transkripti-
onshemmstoff, der auf sämtliche Transkriptionsprozesse in einer Zelle einwirkt, da er in die
DNA-Doppelhelix interkaliert. Aus diesem Grund ist bei längerer Inkubation von intakten
Pflanzen oder Blättern mit Nebenwirkungen des Inhibitors zu rechnen. Tatsächlich traten im
Fall von Tabak bei Inkubationszeiten von mehr als zwölf Stunden deutlich sichtbare Gewe-
beschäden auf; bei Arabidopsis zeigten sich derartige Effekte erst nach Einwirkzeiten von mehr

38
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als 18 Stunden. Die Zeitbereiche der RNA-Zerfallsmessungen wurden daher entsprechend be-
grenzt, unter der Annahme, daß bei Meßzeiten von 12 bzw. 18 Stunden die begleitenden –
makroskopisch unsichtbaren – Nebenwirkungen des Actinomycin D vernachlässigbar waren
(Klaff & Gruissem, 1991; Ylstra & McCormick, 1999; Horlitz, 1995).

Northern-Analysen und untersuchte mRNAs

Die quantitativen Northern-Analysen zur RNA-Stabilitätsmessung wurden mit 10 – 20 µg
zellulärer Gesamt-RNA (spektralphotometrisch bestimmt) pro Einzelprobe bzw. pro Spur im
denaturierenden Agarosegel durchgeführt. Die RNA-Mengen der Einzelproben eines Zerfalls-
experimentes waren jeweils gleich. Die RNA-Präparationen aus den Gewebeproben lieferten
50 – 200 µg Gesamt-RNA, so daß mehrfache Northern-Anlysen derselben RNA-Zerfallsreihe
zur Absicherung der gemessenen RNA-Halbwertszeiten möglich waren. Im Detail wurde so
verfahren, daß jeweils die Proben einer RNA-Zerfallsreihe (Zugabe von Actinomycin D) zu-
sammen mit einer entsprechenden Kontrollreihe und einem RNA-Mengenstandard im selben
Agarosegel aufgetrennt und auf dieselbe Nylonmembran transferiert wurden. Damit fanden
die folgenden Hybrisidierungen mit spezifischen Sonden und die Autoradiographien für die
Zerfalls-, Kontroll- und Standardreihen unter identischen Bedingungen statt. Die Signalin-
tensitäten des RNA-Mengenstandards stellten sicher, daß die Hybridisierungen quantitativ
waren und die gemessenen Intensitätswerte der RNA-Zerfalls- und Kontrollreihen im linearen
Nachweisbereich der Autoradiographien lagen. Alle Nylonmembranen wurden nacheinander,
niemals gleichzeitig, mit verschiedenen Oligonukleotidsonden hybridisiert, wobei jeweils die
zuvor gebundene Sonde entfernt wurde.

Im Rahmen der mRNA-Zerfallsexperimente wurden folgende RNA-Spezies untersucht:

• 16S-rRNA: Nachgewiesen wurde die Vollänge des reifen prozessierten RNA (Tabak und
Arabidopsis: 1489 nt). Als stabilste RNA diente sie zur Standardisierung im Rahmen
der quantitativen Northern-Analysen

• psbA-mRNA: Hier wurde die intakte monocistronische mRNA nachgewiesen (Tabak:
1239 nt, Arabidopsis: 1238 nt).

• rbcL-mRNA: Diese ebenfalls monocistronische mRNA besitzt in Tabak eine Länge von
1757 nt, bei Arabidopsis 1708 nt.

• psaA-psaB-rps14 -mRNA: Diese tricistronische mRNA stellt das Transkript des psaA-
Operons dar (Meng et al., 1988; Westhoff et al., 1983), entsprechend wurde in der
Northern-Analyse diese ca. 5 kb große mRNA nachgewiesen.

• atpB-atpE -mRNA: Die etwa 3 kb große dicistronische mRNA liegt in vivo in mehreren
Varianten mit unterschiedlichen 5´-Enden vor (Orozco et al., 1990). In Falle von Tabak
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konnten diese Varianten nicht einzeln im Agarosegel aufgelöst werden; sie erschienen
vielmehr als eine diffuse Bande (s. u.). Bei Arabidopsis konnten zwei mRNA-Varianten
nachgewiesen werden.

Auf die Analyse polycistronischer mRNAs, die einer komplexen Prozessierung unterliegen
(Beispiel: psbB -Operon, Tanaka et al., 1987; Westhoff et al., 1985) wurde verzichtet, da in
einem solchen Fall die Prozesse der RNA-Prozessierung und des RNA-Abbaus ineinander-
greifen. Eine getrennte Untersuchung der mRNA-Stabilität ist dabei ohne weiteres nicht
möglich.

Annahmen zur Kinetik des mRNA-Abbaus

Um die Lebensdauer bzw. Halbwertszeit von mRNAs aus den quantitativen Northern-Ana-
lysen bestimmen zu können, wurden einige Annahmen zum Mechanismus des mRNA-Abbaus
unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen zugrunde gelegt:

Als mRNA-Abbau wird hier die Abnahme des Spiegels der mRNA-Vollänge angesehen, wie
sie in der Northern-Analyse nachgewiesen werden kann; dies gilt sowohl für mono- als auch
für polycistronische mRNA-Spezies.

erster Reaktionsschritt:

mRNA + H2O −→ Fragment 1 + Fragment 2

Diese Reaktionsgleichung gilt sowohl für endonukleolytischen als auch für exonukleolytischen
Abbau der mRNA; im letzteren Fall kann ein Zerfallsfragment auch ein Mononukleotid sein.
Die Zerfallsreaktion wird durch diverse Proteine vermittelt/katalysiert, deren Aktivität über
den Zeitraum der experimentellen Betrachtung als konstant angesehen wird1. Da auch die
Konzentration des Reaktionspartners H2O im wäßrigen Milieu des Chloroplasten als konstant
angenommen werden kann, läßt sich der mRNA-Zerfall als Reaktion pseudo-erster Ordnung
beschreiben:

vZerfall = k · [mRNA]

Die Zerfallgeschwindigkeit ist der Konzentration der intakten mRNA proportional. Für die
mRNA-Konzentration zur Zeit t gilt:

[mRNA]t = [mRNA]0 ·e−k·t ⇔ ln [mRNA]t
[mRNA]0

= k · t

Die Halbwertszeit t 1
2

der mRNA (also die Zeit, in der die Konzentration der mRNA auf die
Hälfte Ihres Ausgangswertes sinkt) ist in der hier angenommenen Reaktion pseudo-erster Ord-
nung eine charakteristische Größe der Reaktion und nur von der Geschwindigkeitskonstante
k abhängig.

1Die mögliche Verarmung von bestimmten Proteinen als Nebenwirkung des Actinomycin D wird hier ver-
nachlässigt.
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k · t 1
2

= ln [mRNA]0
1
2

[mRNA]0
= ln 1

1
2

= ln 2

t 1
2

= ln 2
k

Auf der Grundlage dieser Annahmen wurden die mRNA-Zerfallsexperimente folgendermaßen
ausgewertet: Die jeweils anhand der Signalintensitäten in der Northern-Analyse bestimm-
ten mRNA-Mengen wurden für jeden Zeitpunkt der RNA-Zerfallreihe zu der entsprechenden
Menge der 16S-rRNA ins Verhältnis gesetzt. Die so erhaltenen gegen 16S-rRNA standardi-
sierten mRNA-Mengen wurden in Prozent des Anfangswertes (100 % für t = 0) ausgedrückt,
um anschauliche Zahlenwerte zu erhalten. In einem RNA-Menge/Zeit-Diagramm wurden den
Meßwerten Exponentialfunktionen gemäß der angenommenen Kinetik angepaßt, aus denen
dann über die Zerfallskonstanten k die Halwertszeiten t 1

2
berechnet wurden.

Die 16S-rRNA wurde als Mengenstandard gewählt, um etwaige Unterschiede in den pro Zeit-
punkt analysierten Gesamt-RNA-Mengen auszugleichen. Darüberhinaus besitzt sie die die
größte in-vivo-Stabilität der bisher untersuchten plastidären mRNAs (Klaff & Gruissem, 1991;
Kim et al., 1993).

4.1.2 Plastidäre mRNA-Stabilität in Tabak

Reife expandierte Tabakblätter wurden nach vier Stunden Vorbelichtung mit 200 µM Acti-
nomycin D in Leitungswasser für 30 Minuten vorhandelt (Kontrolle: reines Leitungswasser).
Die RNA-Spiegel wurden zu folgenden Zeitpunkten bestimmt: 0 h (Start der Messung), 1 h,
3 h, 5 h, 8 h, 12 h. Als RNA-Mengenstandard dienten Proben zu 20 µg, 15 µg, 10 µg und
5 µg Gesamt-RNA.

Die 16S-rRNA (Abb. 4.1) zeigt weitgehend konstante Signalintensitäten über den gesamten
Meßzeitraum. Dies gilt sowohl für die RNA-Zerfallsreihe in Anwesenheit von Actinomycin D,
als auch für die Kontrollreihe. Damit ist ein signifkanter Abbau der 16S-rRNA während der
Dauer des Experimentes nicht nachweisbar, wie es die Verwendung dieser RNA als Standard
für die Bestimmung von Halbwertszeiten anderer RNA-Spezies erfordert.

Die psbA-mRNA (Abb. 4.2) zeigt ebenfalls weitgehend konstante Spiegel im Verlauf der
Actinomcin D-Behandlung, wie auch in der Kontrollreihe. Ein spezifischer Zerfall ist nicht
zu beobachten; vergleicht man die Signalintensitäten der psbA-mRNA mit denen der 16S-
rRNA, so ergibt sich eine Halbwertszeit, die ein Vielfaches des Meßzeitraums beträgt. Die
Halbwertszeit der psbA-mRNA dürfte damit bei deutlich mehr als 50 Stunden liegen.

Bei der rbcL-mRNA (Abb. 4.2) läßt sich eine leichte zeitliche Abnahme der Signalinten-
sität unter Actinomycin D-Einwirkung nachweisen, während die Signalintensitäten in der
Kontrollreihe weitgehend zeitlich konstant sind. Nach Standardisierung der Intensitätswerte
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Tabak: Zerfall der 16S-rRNA in vivo

Abbildung 4.1: Tabak — Zerfall der 16S-rRNA in vivo. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der
16S-rRNA-Spiegel im RNA-Zerfallsexperiment als Ergebnis der Northern-Analyse. Die RNA-Spiegel
wurden in intakten Blättern nach Hemmung der Transkription mit 200 µM Actinomycin D beobachtet;
als Kontrolle diente Leitungswasser. Pro Spur wurden 20 µg Gesamt-RNA eingesetzt. Die Intensitäten
der 16S-rRNA-Banden wurden quantitativ bestimmt (siehe Kap. 3.2.7) und dienten als Standard für
die mRNA-Zerfallsanalysen (siehe Abb. 4.2, 4.3).

der rbcL-mRNA gegen die 16S-rRNA-Werte ergibt sich für die rbcL-mRNA eine Halbwertszeit
von 25,2 ± 5,6 Stunden.

Die psaA/B-rps14 -mRNA (Abb. 4.3) zeigt in der RNA-Zerfallsreihe eine im Verlauf
von 12 Stunden deutlich abnehmende Signalintensität: Bei t = 12 h ist die mRNA-Vollänge
kaum noch detektierbar, während in der Kontrollreihe keine deutliche Abnahme des RNA-
Spiegels sichtbar ist. Nach Standardisierung ergbt sich für diese mRNA eine Halbwertszeit
von 4,5 ± 0,7 Stunden.

Im Fall der atpB/E-mRNA (Abb. 4.3) ist ebenso eine deutliche Abnahme des RNA-
Spiegels im Verlauf der Actinomycin D-Behandlung zu beobachten. Die Signale in der Kon-
trollreihe zeigen hingegen nur eine sehr schwach abnehmende Tendenz. Im Vergleich mit der
16S-rRNA läßt sich für die atpB/E -mRNA eine Halbwertszeit von 8,0 ± 2,3 Stunden ermit-
teln. Bei dieser mRNA ist zu beachten, daß sie in vivo ein heterogenes 5´-Ende besitzt. Bei
Tabak können bis zu sechs Varianten unterschieden werden, die jeweils von verschiedenen Pro-
motoren transkribiert werden, also keine Prozessierungsprodukte sind (Orozco et al., 1990).
Da in den verwendeten Agarosegelen die Größenunterschiede der atpB/E -mRNA-Varianten
nicht aufgelöst werden, wurde hier anhand der sichtbaren etwas diffusen Bande die mittlere
Halbwertszeit aller mRNA-Varianten bestimmt.
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Tabak: Zerfall der psbA-mRNA in vivo
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Tabak: Zerfall der rbcL-mRNA in vivo

t  >> 50 h 1/2

+/- 5,6t  = 25,2 ( ) h 1/2

Abbildung 4.2: Tabak — Zerfall der psbA-mRNA und rbcL-mRNA in vivo. Linke Sei-
te: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitäten der jeweiligen mRNA in der Northern-Analyse (20 µg
RNA/Spur) - RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 µM Actinomycin D / Kontroll-
reihe: Inkubation in Leitungswasser. Rechte Seite: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden für jeden
Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen.
Den Meßwerten wurde eine Exponentialfunktion ([mRNA]t = [mRNA]0 ·e−k·t) gemäß der theoreti-
schen Ableitung in Kap. 4.1 angepaßt; aus dieser wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.
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Tabak: Zerfall der psaA/B-rps14-mRNA in vivo
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Tabak: Zerfall der atpB/E-mRNA in vivo
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Abbildung 4.3: Tabak — Zerfall der psbA/B-rps14 -mRNA und atpB/E-mRNA in vivo.
Linke Seite: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitäten der jeweiligen mRNA in der Northern-Analyse
(20 µg RNA/Spur) - RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 µM Actinomycin D
/ Kontrollreihe: Inkubation in Leitungswasser (Pfeil: Position der mRNA-Vollänge). Rechte Sei-
te: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden für jeden Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-
Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen. Den Meßwerten wurde eine Exponentialfunkti-
on ([mRNA]t = [mRNA]0 ·e−k·t) gemäß der theoretischen Ableitung in Kap. 4.1 angepaßt; aus dieser
wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.



4.1. PLASTIDÄRE RNA-STABILITÄT 45

4.1.3 Plastidäre mRNA-Stabilität in Arabidopsis
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Arabidopsis: Zerfall der 16S-rRNA in vivo

Abbildung 4.4: Arabidopsis — Zerfall der 16S-rRNA in vivo. Dargestellt ist der zeitliche
Verlauf der 16S-rRNA-Spiegel im RNA-Zerfallsexperiment als Ergebnis der Northern-Analyse. Die
RNA-Spiegel wurden in intakten Blättern nach Hemmung der Transkription mit 200 µM Actino-
mycin D beobachtet; als Kontrolle diente Leitungswasser. Pro Spur wurden 10 µg Gesamt-RNA
eingesetzt. Die Intensitäten der 16S-rRNA-Banden wurden quantitativ bestimmt (siehe Kap. 3.2.7)
und dienten als Standard für die mRNA-Zerfallsanalysen (siehe Abb. 4.5, 4.6).

Ganze Arabidopsis-Blattrosetten wurden nach vier Stunden Vorbelichtung mit 200 µM Acti-
nomycin D in Leitungswasser für 30 Minuten vorinkubiert (Kontrolle: reines Leitungswasser).
Unmittelbar danach wurden zu folgenden Zeitpunkten die RNA-Spiegel bestimmt: 0 h (Start
der Messung), 2 h, 6 h, 12h, 18 h. Für eine Einzelprobe wurden 10 µg Gesamt-RNA in der
Northern-Analyse eingesetzt. Als RNA-Megenstandard dienten Proben zu 10 µg, 5 µg, 2,5 µg
und 1,3 µg Gesamt-RNA.

Die 16S-rRNA (Abb. 4.4) zeigt weitgehend konstante RNA-Spiegel über den gesamten
Meßzeitraum. Dies gilt sowohl für die RNA-Zerfallsreihe in Anwesenheit von Actinomycin D,
als auch für die Kontrollreihe. Ein Abbau der 16S-rRNA während der Dauer des Experimentes
ist nicht nachweisbar, wie es die Verwendung dieser RNA als Standard für die Bestimmung
von Halbwertszeiten anderer RNA-Spezies verlangt.

Die psbA-mRNA (Abb. 4.5) zeigt ebenfalls weitgehend konstante Spiegel im Verlauf der
Actinomycin D-Behandlung, wie auch in der Kontrollreihe. Ein spezifischer Zerfall ist nicht
zu beobachten; vergleicht man die Signalintensitäten der psbA-mRNA mit denen der 16S-
rRNA, so ergibt sich eine Halbwertszeit, die ein Vielfaches des Meßzeitraums beträgt. Die
Halbwertszeit der psbA-mRNA dürfte damit – ähnlich wie bei Tabak – bei deutlich mehr als
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Abbildung 4.5: Arabidopsis — Zerfall der psbA-mRNA und rbcL-mRNA in vivo. Linke
Seite: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitäten der jeweiligen mRNA in der Northern-Analyse (20 µg
RNA/Spur) – RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 µM Actinomycin D / Kontroll-
reihe: Inkubation in Leitungswasser. Rechte Seite: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden für jeden
Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen.
Den Meßwerten wurde eine Exponentialfunktion ([mRNA]t = [mRNA]0 ·e−k·t) gemäß der theoreti-
schen Ableitung in Kap. 4.1 angepaßt; aus dieser wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.
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Abbildung 4.6: Arabidopsis— Zerfall der psbA/B-rps14 -mRNA und atpB/E-mRNA in
vivo. Linke Seite: Zeitlicher Verlauf der Signalintensitäten der jeweiligen mRNA in der Northern-
Analyse (20 µg RNA/Spur) – RNA-Zerfallsreihe: Hemmung der Transkription mit 200 µM Actino-
mycin D / Kontrollreihe: Inkubation in Leitungswasser (Pfeil: Position der mRNA-Vollänge). Rechte
Seite: Die jeweiligen mRNA-Mengen wurden für jeden Zeitpunkt gegen die entsprechenden 16S-rRNA-
Mengen standardisiert und gegen die Zeit aufgetragen. Den Meßwerten wurde eine Exponentialfunkti-
on ([mRNA]t = [mRNA]0 ·e−k·t) gemäß der theoretischen Ableitung in Kap. 4.1 angepaßt; aus dieser
wurde die Halbwertszeit der mRNA bestimmt.
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50 Stunden liegen.

Bei der rbcL-mRNA (Abb. 4.5) läßt sich eine leichte zeitliche Abnahme der Signalinten-
sität unter Actinomycin D-Einwirkung nachweisen, während die Sinalintensitäten in der Kon-
trollreihe weitgehend zeitlich konstant sind. Nach Standardisierung der Intensitätswerte der
rbcL-mRNA gegen die 16S-rRNA-Werte ergibt sich für die rbcL-mRNA eine Halbwertszeit
von 14,4 ± 1,9 Stunden; sie ist damit in Arabidopsis etwas instabiler als in Tabak.

Wie bei Tabak, so zeigt die psaA/B-rps14 -mRNA (Abb. 4.6) auch bei Arabidopsis in der
RNA-Zerfallsreihe eine im Verlauf von 12 Stunden deutlich abnehmende Signalintensität – bei
t = 12 h ist die mRNA-Vollänge nur noch schwach detektierbar, während in der Kontrollreihe
keine deutliche Abnahme des RNA-Spiegels zu erkennen ist. Nach Standardisierung ergibt
sich für diese mRNA eine Halbwertszeit von 6,5 ± 2,7 Stunden. Wegen der Streuung der RNA-
Intensitätswerte ist hier die Genauigkeit des t 1

2
-Wertes geringer als bei anderen mRNAs.

Die atpB/E-mRNA (Abb. 4.6) zeigt in der Northern-Analyse zwei Banden, die darauf
zurückzuführen sind, daß diese mRNA in vivo ein heterogenes 5´-Ende besitzt (Orozko et
al., 1990). Da noch keine Klarheit darüber besteht, in welchem Maße die einzelnen mRNA-
Varianten translatiert werden, also zur Synthese der Genprodukte beitragen, wird hier eine
mittlere Halbwertszeit beider mRNA-Formen bestimmt. Für beide mRNA-Varianten ist eine
deutliche Abnahme des RNA-Spiegels im Verlauf der Actinomycin D-Behandlung zu beob-
achten. Die Signale in der Kontrollreihe zeigen hingegen nur keine abnehmende Tendenz. Im
Vergleich mit der 16S-rRNA läßt sich für die atpB/E -mRNA eine Halbwertszeit von 7,3 ±
1,3 Stunden ermitteln.

psbA rbcL psaA/B-rps14 atpB/E

Tabak � 50 h 25,2 ± 5,6 h 4,5 ± 0,7 h 8,0 ± 2,3 h

Arabidopsis � 50 h 14,4 ± 1,9 h 6,5 ± 2,7 h 7,2 ± 1,3 h

Tabelle 4.1: in vivo bestimmte Halbwertszeiten von mRNAs reifer Chloroplasten

4.1.4 mRNA-Halbwertszeiten in vivo in Chloroplasten von Tabak und

Arabidopsis

In Tabelle 4.1 sind die in vivo bestimmten Halbwertszeiten plastidärer mRNAs zusammen-
gefaßt. Es läßt sich ablesen, daß die hier untersuchten mRNA-Spezies hinsichtlich ihrer Sta-
bilität ähnliche Eigenschaften in beiden Pflanzenarten aufweisen. Dies gilt sowohl für die
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Abstufung der mRNA-Stabilität in der Reihenfolge psbA > rbcL > atpB/E > psaA/B-rps14,
als auch für die absoluten in vivo-Halbwertszeiten, die für die einzelnen mRNAs bei Tabak
und Arabidopsis sehr ähnlich sind.

4.2 Konservierte mRNA-Sekundärstrukturen

Die Messungen der in vivo-mRNA-Stabilitäten von Chloroplasten-mRNAs, die im Rahmen
dieser Arbeit in Tabak und Arabidopsis durchgeführt wurden, wie auch frühere Untersu-
chungen in Spinat (Klaff & Gruissem, 1991) und Gerste (Kim et al., 1993) zeigen eine hohe
Langlebigkeit der plastidären mRNAs. Auch die Abstufung der Stabilitäten verschiedene-
ner analysierter mRNA-Spezies ist bei den betrachteten Pflanzen weitgehend konserviert.
Dies deutet darauf hin, daß der mRNA-Metabolismus der Chloroplasten bei den Angiosper-
men generell ähnliche Eigenschaften zeigt. Es gibt seit längerem starke Hinweise darauf,
daß RNA-Strukturmotive für die Stabilität plastidärer mRNAs von großer Bedeutung sind
(z. B. Schuster et al., 1999). Dabei werden zum einen Haarnadel-Sekundärstrukuturen in
der 3´-untranslatierten Region einer mRNA diskutiert, die – neben einer Funktion als Pro-
zessierungssignal – als Barriere für 3´→ 5´-exonukleolytischen Abbau dienen. Zum ande-
ren wird auch Strukturelementen in der 5´-untranslatierten Region eine Funktion bei der
Regulation der mRNA-Stabilität zugeschrieben (Higgs et al., 1999). Um der Frage nachzu-
gehen, in welchen Maße Strukturelemente eine Bedeutung für die mRNA-Stabilität generell
haben können, wurde bei mRNAs aus Chloroplasten höherer Pflanzen nach konservierten Se-
kundärstrukturmotiven gesucht; dabei wurde mit dem Programm ConStruct eine Kombina-
tion aus Sequenzalignment und thermodynamischer Sekundärstrukturvorhersage angewandt.
Dieser Ansatz ist hier die Methode der Wahl, da Aussagen über konservierte Strukturele-
mente auf der Basis der begrenzten Zahl von Sequenzen möglich sind, die für mRNAs aus
Chloroplasten höherer Pflanzen zur Verfügung stehen.

4.2.1 Betrachtete mRNAs und verwendete Sequenzen

Der Auswahl der mRNAs des Chloroplasten, die auf konservierte Sekundärstrukturen unter-
sucht werden sollten, lagen folgende Kriterien zugrunde:

• Die zu betrachtenden mRNAs sollten monocistronisch in Chloroplasten vorliegen. –
Aussagen über mögliche Zusammenhänge zwischen RNA-Sekundärstruktur und RNA-
Stabilität lassen sich leichter treffen, wenn die untersuchte mRNA einen möglichst einfa-
chen funktionellen Aufbau zeigt. Das bedeutet, daß es sinnvoller ist, eine monocistroni-
sche mRNA zu betrachten als eine polycistronische, selbst wenn diese nicht prozessiert
wird. Polycistronische mRNA besitzen für jede vorhandene kodierende Region spezi-
elle cis-Elemente für die Translationsregulation, die sich nicht unbedingt a priori von
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Signalen für die mRNA-Stabilität unterscheiden lassen; darüberhinaus können verschie-
denen kodierende Regionen auf der selben mRNA Proteine mit fundamental verschie-
denen biologischen Funktionen – und damit mit unterschiedlicher Translationskontrolle
– kodieren, wie zum Beispiel bei der psaA/B-rps14 -mRNA, bei der zwei Proteine des
Photosystems I und eine ribosomales Protein von derselben RNA translatiert werden.

• Die Sequenzlänge der zu untersuchenden mRNAs soll unterhalb von 2000 nt liegen.
Mit zunehmender Sequenzlänge N der RNA nimmt der Rechenaufwand mit N2 zu.
Abhängig von der Leistungsfähigkeit des verwendeten Rechners ist das ConStruct-
Programm bei längeren Sequenzen nicht mehr sinnvoll anwendbar, da insbesondere
die interakive Veränderung des Sequenzalignments zur Optimierung der Consensus-
Struktur, die über die graphische Oberfläche gesteuert wird, nicht mehr möglich ist.

• Verschiedene zu analysierende mRNAs sollten sich in der Kontrolle ihrer Stabilität un-
terscheiden, um regulatorisch bedeutsame Strukturelemente identifizieren zu können.

• Es sollten nur mRNA-Vollängensequenzen aus Angiospermen für die Analyse konser-
vierter Sekundärstukturen berücksichtigt werden. Die Regulation und Mechanismen des
mRNA-Abbaus in höheren Pflanzen unterscheiden sich von der in Algen wie Chlamydo-
monas. Beispielsweise wurde in Chlamydomonas eine 5´→3´-Exonuklease als Kompo-
nente der plastidären mRNA-Degradationsmaschinerie beschrieben, für deren Existenz
es in Angiospermen keine Hinweise gibt (Drager et al., 1999; Schuster et al., 1999).

Auf der Grundlage dieser Kriterien wurden für die Strukturvorhersage daher die psbA- und
rbcL-mRNA herangezogen. Beide mRNAs werden in ihrer Stabilität unterschiedlich reguliert:
Die Stabilität der psbA-mRNA nimmt in Spinat während der Chloroplastenreifung deutlich
zu, während die rbcL-mRNA nur schwach stabilisiert wird (Klaff & Gruissem, 1991). Beide
mRNAs liegen monocistronisch im Chloroplasten vor und sind mit Größen von ca. 1250 nt
(psbA) und ca. 1700 nt (rbcL) für das Programm ConStruct gut handhabbar.

4.2.2 ConStruct-Rechnungen: Wahl der Parameter

Für die Identifizierung konservierter Strukturelemente müssen zunächst Basenpaarwahrschein-
lichkeitsmatrizen für jede einzelne betrachtete Sequenz innerhalb eines Satzes homologer Se-
quenzen unter Anwendung des Programms csRNAfold berechnet werden (vgl. Kap. 3.4).
Die Berechnungen von Sekundärstrukturen erfolgten unter Standardbedingungen des Pro-
gramms, d. h. sie wurden für eine Temperatur von 25 ◦C durchgeführt; als kleinstmögliche
Länge einer Helix wurden 2 bp gewählt, um das Auffinden von kleinen konservierten Struk-
turelementen nicht zu behindern.

Bei der Aufsummierung der einzelnen Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrizen eines Satzes ho-
mologer Sequenzen nach dem beschriebenen Algorithmus (Kap. 3.4) wird die Gewichtung der
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Basenpaarwahrscheinlichkeiten der Einzelsequenzen durch die Wahl der Exponenten 1
a und b

bestimmt. Der Exponent 1
a bestimmt die Gewichtung der Wahrscheinlichkeit von Basenpaa-

ren innerhalb einer Einzelsequenz vor der Summierung zur konservierten Wahrscheinlichkeit.
Für a > 1 werden Basenpaarungen verstärkt repräsentiert, die zwar jeweils keine sehr hohe
Wahrscheinlichkeit in den Einzelsequenzen aufweisen, dafür aber in den meisten der betrachte-
ten Sequenzen vorkommen, also konserviert sind. Für 0 < a < 1 werden Helices mit niedriger
Wahrscheinlichkeit unterdrückt. Der Parameter b bestimmt die Gewichtung von Strukturele-
menten innerhalb der Consensusstruktur nach der Aufsummierung. Die Wahl von b > 1 führt
zur Unterdrückung von Helices mit geringer Wahrscheinlichkeit; für 0 < b < 1 ergibt sich ei-
ne verstärkte Repräsentanz von Helices mit niedrigeren Basenpaarungswahrscheinlichkeiten
innerhalb der konservierten Sekundärstruktur.

Für die Untersuchung möglicher konservierter Sekundärstruktur innerhalb der psbA- und
rbcL-mRNA wurden folgende Parameter gewählt: Die Identifizierung konservierter Struktur-
elemente sollte sich auf Basenpaarungen stützen, die in den Einzelsequenzen eine hohe Wahr-
scheinlichkeit (d. h. eine hohe thermodynamische Stabilität) aufweisen. Dies wurde mit der
Wahl von a = 0,3 gewährleistet. Bei der Berechnung der Consensus-Basenpaarwahrscheinlich-
keiten wurde der Exponent b auf 0,5 festgesetzt, sodaß auch konservierte Helices mit mäßigeren
Wahrscheinlichkeiten in der Consensusstruktur repräsentiert sein sollten (Lück et al., 1996).

4.2.3 Konservierte Sekundärstrukturen der psbA-mRNA

In der Genbank-Sequenzdatenbank fanden sich – wie in der Tabelle 4.2 aufgelistet – 17
Vollängen-Sequenzen der psbA-mRNA von Vertretern der Angiospermen, darunter 13 Se-
quenzen aus dikotylen und vier Sequenzen aus monokotylen Pflanzen. Die mRNA-Sequenzen
besitzen eine relativ einheitliche Länge von 1230 – 1250 nt. Die Faltungsenergien ∆G der mit
dem Programm csRNAfold berechneten thermodynamisch optimalen Sekundärstrukturen
lagen im Bereich von ca. 480 – 515 kJ·mol−1, die auf die Sequenzlänge normierte mittlere
Energie pro Nukleotid (∆G/nt) lag bei 0,38 – 0,41 kJ·mol−1. Die Berechnung der indi-
viduellen Sekundärstrukturen der mRNAs ergab, daß die einzelnen RNAs unterschiedlich
stark strukturiert sind, wobei neben lokalen Haarnadelstrukturen auch Basenpaarungen über
längere Distanzen der RNA-Sequenz vorkommen. Beispielhaft sind hier die thermodynamisch
optimalen Strukturen der psbA-mRNA aus Spinat und aus Arabidopsis dargestellt:

Bei Spinat ist die psbA-mRNA sehr strukturreich (Abb. 4.7). Es finden sich ausgedehnte
zum Teil verzweigte Haarnadelstrukturen, aber auch Helices, in denen weiter entfernte Be-
reiche der psbA-Sequenz miteinander basengepaart sind. Beispielsweise bildet im Bereich des
5´-Endes die Region von Position 44 bis 89 mit der Region von Position 839 bis 868 eine un-
terbrochene Helix aus, die ihrerseits stark strukturierte Bereiche der psbA-mRNA einschließt;
auch das Translationsstartcodon liegt hier basengepaart vor. Am 3´-Ende der mRNA findet
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sich eine lokale Haarnadelstruktur zwischen Position 1187 und 1243. Die Faltungsenergie
∆G der thermodynamisch optimalen berechneten mRNA-Struktur beträgt 513,6 kJ·mol−1,
bzw. ∆G/nt = 0,412 kJ·mol−1.

Bei Arabidopsis (Abb. 4.8) ist die psbA-mRNA deutlich weniger reich an Sekundärstrukuren
als bei Spinat; hier finden sich überwiegend lokale Strukturelemente. Die 5´-untranslatierte
Region der mRNA enthält eine isolierte Haarnadelstruktur zwischen Position 2 und 34, das
Translationsstartcodon ist in einem einzelsträngigen Bereich der RNA. Im Bereich des 3´-
Endes finden sich zwei lokale Haarnadelstrukturen zwischen Position 1097 und 1159, sowie
zwischen Position 1168 und 1234. Die kodierende Region der psbA-mRNA enthält mehre-
re teilweise stark verzweigte Haarnadelstrukturen. Die Faltungsenergie ∆G der berechneten
mRNA-Struktur beträgt hier 510,8 kJ·mol−1, bzw. ∆G/nt = 0,413 kJ·mol−1. Es zeigt sich
hier, daß allein die freie Energie der thermodynamisch optimalen Faltung keine Information
über die tatsächliche RNA-Sekundärstruktur liefert, zumal eine beliebige mRNA generell ei-
ne ähnliche Faltungsenergie besitzt wie eine gleich lange Zufalls-Sequenz (Wokman & Krogh,
1999). Lokale Strukturelemente spielen bei der biologischen Funktion einer mRNA eine be-
deutende Rolle – gerade derartige lokale Elemente lassen sich nur identifizieren, wenn bei der
Strukturberechnung – wie hier durchgeführt – die Verteilung der thermodynamisch optimalen
und suboptimalen Strukturen berücksichtigt wird (Lück, 1997; Wokman & Krogh, 1999).

Die hier verwendeten 17 Vollängensequenzen der psbA-mRNA zeigten im Bereich der kodie-
renden Region eine sehr hohe Konserviertheit auf Sequenzebene (95 – 99 % in der kodierenden
Region und 45 – 55 % in den 5´- und 3´-untranslatierten Regionen). Bei der interaktiven
Optimierung der Consensus-Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrix wurde daher so vorgegan-
gen, daß das Alignment der kodierenden Regionen unangetastet blieb. In den untranslatier-
ten Bereichen wurden aber kleinere Verschiebungen von Sequenzen vorgenommen, um die
Consensus-Struktur zu verbessern. Ferner wurden die Sequenzen bei der Summierung der
Basenpaarwahrscheinlichkeiten hinsichtlich ihrer verwandtschaftlichen Nähe gewichtet. Dies
sollte verhindern, daß Gruppen eng verwandter Arten die Consensus-RNA-Struktur dominie-
ren. Als einfache Regel galt hier, daß alle Vertreter einer Gattung jeweils in der Summe den
Gewichtungsfaktor 1 erhalten.

Die Aufsummierung der Basenpaarwahrscheinlichkeiten der einzelnen mRNA-Sequenzen zur
Consensus-Struktur ergab folgendes Bild (Abb. 4.9): Im Vergleich zu den Sekundärstrukturen
der Einzelsequenzen ist die Consensus-Struktur der psbA-mRNA deutlich weniger reich an
Strukturelementen. Somit ist nur ein kleiner Teil der in einzelnen psbA-Sequenzen vor-
hersagbaren Strukturen auch zwischen verschiedenen Angiospermenarten konserviert. Die
psbA-Consensus-Struktur enthält ausschließlich lokale Strukturelemente. Im Bereich der 3´-
untranslatierten Region findet sich eine stark konservierte unterbrochende Haarnadelstruktur,
ebenso enthält auch die 5´-untranslatierte Region ein solches Strukturelement, das allerdings
weniger strak konserviert ist. Weitere Haarnadelstrukuren finden sich in der kodierten Regi-
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A

Familie Art mRNA-Länge Gewicht ∆G [ kJmol ] ∆G/nt [ kJmol ]

Brassicaceae Arabidosis thaliana 1238 nt 1,0 −510,8 −0,413
Brassica napus 1247 nt 1,0 −506,1 −0,406
Sinapis alba 1249 nt 1,0 −502,5 −0,402

Solanaceae Nicotiana debneyi 1248 nt 0,25 −502.4 −0,403
Nicotiana glutinosa 1249 nt 0,25 −510,3 −0,409
Nicotiana plumbaginifolia 1229 nt 0,25 −490,8 −0,399
Nicotiana tabacum 1249 nt 0,25 −508,0 −0,407
Solanum niger 1249 nt 1,0 −515,3 −0,413

Fabaceae Glycine max 1241 nt 1,0 −489,9 −0,395
Pisum sativum 1251 nt 1,0 −490,3 −0,392
Vicia faba 1250 nt 1,0 −488,4 −0,391

Malvaceae Gossypium hirsutum 1233 nt 1,0 −498,1 −0,404

Chenopodiaceae Spinacia oleracea 1247 nt 1,0 −513,6 −0,412

Poaceae Hordeum vulgare 1241 nt 1,0 −484,7 −0,391
Oryza sativa 1243 nt 1,0 −481,8 −0,388
Secale cereale 1354 nt 1,0 −511,3 −0,378
Zea mays 1237 nt 1,0 −498,9 −0,403

B
Sequenzhomologie: 5´-UTR ORF 3´-UTR

ca. 55 % ca. 98 % ca. 45 %

Tabelle 4.2: A: Pflanzenarten, deren psbA-mRNA-Sequenzen für die ConStruct-Rechnungen
Verwendung fanden. — mRNA-Länge: Länge der für die Sekundärstruktur-Rechnungen verwende-
ten mRNA-Sequenz. — Gewicht: Dieser Wert gibt den Gewichtungsfaktor für die Erstellung der
Consensus-Struktur an. Jede Gattung erhält den Wert 1. — ∆G: Faltungsenergie der thermodyna-
misch optimalen Sekundärstruktur (Programm csRNAfold, 25 ◦C). — ∆G/nt: Durchschnittliche
Faltungsenergie, bezogen auf die Länge der mRNA-Sequenz. — B: Homologien der 5´-untranslatierten
Regionen (5´-UTR), der kodierenden Regionen (open reading frames / ORF) und 3´-untranslatierten
Regionen (3´-UTR) der psbA-Sequenzen (Programm GeneDoc).
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on der mRNA. In der hier gewählten Strukturdarstellung, bei der nur Basenpaare mit einer
Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % gezeigt werden, können insgesamt 15 Haarnadelstruk-
turen unterschieden werden, die hier in 5´→3´-Richtung mit I bis XV bezeichnet werden.

4.2.4 Konservierte Strukturelemente der rbcL-mRNA

Aus der Genbank-Sequenzdatenbank konnten von insgesamt 23 Angiospermenarten Voll-
Längensequenzen der rbcL-mRNA entnommen werden (Tabelle 4.3). Dikotyle Pflanzen wa-
ren mit 10 Familien und 15 Arten vertreten, die acht monokotylen Pflanzen gehörten ohne
Ausnahme zur Familie Poaceae. Die einzelne Sequenzen besaßen eine Länge von 1650 bis
1750 Nukleotiden. Eine Ausnahme in diesem Satz homologer mRNA-Sequenzen bildete die
rbcL-Sequenz aus Gerste, bei der die 3´-untranslatierte Region in der Datenbank fehlte. Die
Sequenz wurde aber dennoch in die Analyse konservierter Strukuren mit einbezogen, da Ger-
ste zu den vier Angiospermenarten gehört, für die experimentelle Daten zur in vivo-Stabilität
der rbcL-mRNA vorliegen (Kim et al., 1993). Ähnlich wie bei der psbA-mRNA zeigen auch die
einzelnen rbcL-mRNA-Sequenzen Unterschiede in Lage und Umfang von Sekundärstrukturen.
Stellvertretende werden hier die mRNAs aus Spinat und Arabidopsis näher vorgestellt:

Die rbcL-mRNA aus Spinat (Abb. 4.10) ist deutlich weniger stark strukturiert als die ps-
bA-mRNA. Allerdings finden sich auch hier Helices, die zwischen weiter entfernt gelegenen
Abschnitten der mRNA-Sequenz ausgebildet werden und größere ungefaltete Bereiche der
mRNA-Sequenz einschließen. Darüber hinaus finden sich isoliert angeordnete Haarnadel-
Strukturen in der kodierenden Region. Das 5´-Ende und das 3´-Ende der mRNA werden
jeweils durch eine Haarnadelstruktur abgeschlossen, das Translationsstartcodon liegt einzel-
strängig vor. Die Freie Energie der thermodynamisch optimalen Struktur beträgt ∆G =
682,0 kJ·mol−1, bzw. ∆G/nt = 0,405 kJ·mol−1.

In Arabidopsis (Abb. 4.11) enthält die rbcL-mRNA deutlich weniger Struktur als in Spinat.
In der 5´- und 3´- untranslatierten Region findet sich jeweils eine Haarnadelstruktur. Weitere
isolierte Strukturelemente sind verteilt über die kodierende Region angeordnet, auch hier ist
die Region der Translationsinitiation einzelsträngig. Die Freie Energie der thrmodynamisch
optimalen Struktur beträgt hier ∆G = 684,7 kJ·mol−1, bzw. ∆G/nt = 0,401 kJ·mol−1.

Die rbcL-mRNA ist – ähnlich wie die psbA-mRNA bei Angiospermen auf der Sequenzebene
sehr stark konserviert. Sequenzhomologie beträgt in der kodierenden Region ca 90 – 95 %
und in den untranslatierten Bereichen 43 – 58 %. Bei der interaktiven Opimierung des Se-
quenzalignments zugunsten einer verbesserten Consensus-Sekundärstruktur wurden wie im
Fall der psbA-mRNA Verschiebungen einzelner Sequenzbereiche im Alignment ausschließlich
innerhalb der untranslatierten Regionen vorgenommen. Auch bei der Berechnung der rb-
cL-Consensus-Struktur wurden die einzelnen Sequenzen auf der systematischen Ebene der
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G

3´-Ende

5´-Ende

AUG-Codon

Stop-Codon

Farbskala der Basenpaarwahrscheinlichkeit

0,5                                      1,0

Abbildung 4.7: Spinat: Sekundärstruktur der psbA-mRNA. Die Struktur wurde mit dem
Programm csRNAfold/ConStruct bei 50 ◦C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlichkeiten
als Maß für die Stabilität einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung ange-
geben.
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3´-Ende

5´-Ende

Farbskala der Basenpaarwahrscheinlichkeit

0,5                                      1,0

AUG-Codon

Stop-Codon

Abbildung 4.8: Arabidopsis: Sekundärstruktur der psbA-mRNA. Die Struktur wurde mit
dem Programm csRNAfold/ConStruct bei 50 ◦C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlich-
keiten als Maß für die Stabilität einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung
angegeben.
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Farbskala der Basenpaarwahrscheinlichkeit

0,5                                      1,0

Abbildung 4.9: psbA-mRNA, Consensus-Struktur. Dargestellt sind alle Basenpaare mit einer
Wahrscheinlichkeit von mindestens 0,5. Die einzelnen lokalen Haarnadelstrukturen sind von I bis XV
in 5´→3´-Richtung numeriert.
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Gattung gleich gewichtet, d. h. alle Vertreter einer Gattung erhielten in der Summe den
Gewichtungsfaktor 1 (vgl. Tabelle 4.3).

Die Bestimmung der Consensus-Struktur aller 23 rbcL-mRNA-Sequenzen ergab, daß nur ein
kleiner Teil der in den einzelnen Sequenzen vorkommenden Sekundärstrukturmotive innerhalb
der Blütenpflanzen konserviert ist. Darüberhinaus fällt auf, daß die rbcL-mRNA weitaus
weniger konservierte Strukturen enthält als die psbA-mRNA. Allerdings enthält die rbcL-
mRNA in der Consensusstruktur wie die psbA-mRNA je eine Haarnadelstruktur in der 3´-
und 5´-untranslatierten Region, wobei die Struktur in der 3´-untranslatierten Region stärker
konserviert ist. Bei einer Darstellung der rbcL-Consensus-Struktur mit allem Basenpaaren
einer Wahrscheinlichkeit von mehr als 50 % lassen sich insgesamt 16 Haarnadelstrukturen
unterscheiden, von denen alllerdings die meisten nur wenige Basenpaare enthalten (siehe
Abb. 4.12).

Tabelle 4.3 (folgende Seite) – Pflanzenarten, deren rbcL-mRNA-Sequenzen für die ConStruct-
Rechnungen Verwendung fanden. — mRNA-Länge: Länge der für die Sekundärstruktur-Rechnungen
verwendeten mRNA-Sequenz. — Gewicht: Dieser Wert gibt den Gewichtungsfaktor für die Erstel-
lung der Consensus-Struktur an. Jede Gattung erhält den Wert 1. — ∆G: Faltungsenergie der
thermodynamisch optimalen Sekundärstruktur (Programm csRNAfold, 25 ◦C). — ∆G/nt: Durch-
schnittliche Faltungsenergie, bezogen auf die Länge der mRNA-Sequenz.. — B: Homologien der
5´-untranslatierten Regionen (5´-UTR), der kodierenden Regionen (open reading frames / ORF)
und 3´-untranslatierten Regionen (3´-UTR) der rbcL-Sequenzen (Programm GeneDoc). — 1Der
verfügbaren mRNA-Sequenz fehlt die 3´-untranslatierte Region. Da für Gerste in vivo-Daten zu
mRNA-Stabilitäten in Chloroplasten vorliegen (Kim et al., 1993), wurde die Sequenz dennoch in die
Analyse einbezogen.
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A

Familie Art mRNA-Länge Gewicht ∆G [ kJmol ] ∆G/nt [ kJmol ]

Basellaceae Basella alba 1723 nt 1,0 −693,2 −0,402

Brassicaceae Arabidopsis thaliana 1708 nt 1,0 −684,7 −0,401

Solanaceae Nicotiana acuminata 1755 nt 0,33 −726,6 −0,414

Nicotiana otophora 1755 nt 0,33 −721,4 −0,411

Nicotiana tabacum 1752 nt 0,33 −728,1 −0,415

Petunia hybrida 1731 nt 1,0 −709,7 −0,410

Malvaceae Gossypium hirsutum 1664 nt 1,0 −678,4 −0,408

Chenopodiaceae Spinacia oleracea 1684 nt 1,0 −682,0 −0,405

Atriplex rosea 1691 nt 1,0 −671,7 −0,397

Asteraceae Flaveria pringlei 1705 nt 1,0 −698,4 −0,410

Convolvulaceae Cuscuta reflexa 1788 nt 1,0 −701,7 −0,392

Ipomoea purpurea 1764 nt 1,0 −726,1 −0,411

Phytolaccaceae Gisekia pharnacioides 1712 nt 1,0 −686,1 −0,401

Orobranchaceae Orobranche corymbosa 1699 nt 1,0 −679,0 −0,400

Salicaceae Populus deltoides 1691 nt 1,0 −692,6 −0,410

Poaceae Hordeum vulgare1 1478 nt 1,0 −583,5 −0,395

Avena sativa 1623 nt 1,0 −644,8 −0,397

Neurachne munroi 1757 nt 0,5 −694,6 −0,395

Neurachne tenuifolia 1755 nt 0,5 −696,6 −0,397

Oryza sativa 1784 nt 1,0 −707,4 −0,397

Triticum aestivum 1673 nt 1,0 −645,9 −0,386

Setaria italica 1715 nt 1,0 −699,0 −0,408

Zea mays 1744 nt 1,0 −693,7 −0,398

B

Sequenzhomologie: 5´-UTR ORF 3´-UTR

ca. 58 % 98 % ca. 43 %
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3´-Ende 5´-Ende

AUG-Codon

Stop-Codon

Farbskala der Basenpaarwahrscheinlichkeit

0,5                                      1,0

Abbildung 4.10: Spinat: Sekundärstruktur der rbcL-mRNA. Die Struktur wurde mit dem
Programm csRNAfold/ConStruct bei 50 ◦C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlichkeiten
als Maß für die Stabilität einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung ange-
geben.
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4.2.5 Zusammenfassung der Strukturberechnungen

Die Vorhersage der konservierten Sekundärstrukturen der psbA- und rbcL-mRNAs der An-
giospermen ergab:

• Sowohl die psbA- als auch die rbcL-mRNA weisen konservierte Strukturelemente im
Bereich der untranslatierten Regionen wie auch in der kodierenden Region auf. Dabei
handelt es sich ausnahmslos um kleinere lokale Haarnadelstrukturen. Diese Haarnadel-
strukturen sind bei der psbA-mRNA größer (sie entalten mehr Basenpaare) und auch
generell stärker konserviert als bei der rbcL-mRNA.

• Die in der Literatur beschriebene Harnadelstruktur innerhalb der 3´-untranslatierten
Region plastidärer mRNAs (Stern & Gruissem, 1989; Drager et al., 1999) ist in der
psbA- und rbcL-mRNA ein stark konserviertes Strukturelement. Dies stimmt mit der
postulierten Bedeutung dieser Struktur als Prozesierungssignal sowie als Barriere für
3´→5´-Exonukleasen überein.

• In beiden untersuchten mRNAs konnte eine konservierte Harnadelstruktur innerhalb
der 5´-untranslatierten Region identifiziert werden, die allerdings deutlich weniger stark
konserviert ist als die Struktur der 3´-untranslatierten Region.

In Kap. 7 (Dokumentationen) finden sich Darstellungen der Consensus-Basenpaarwahrschein-
lichkeitsmatrizen der psbA- und rbcL-mRNA (untranslatierte Regionen), sowie Darstellungen
der psbA- und rbcL-Sequenzalignments inklusive der konvervierten Strukturelemente.
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3´-Ende 5´-Ende

AUG-CodonStop-Codon

Farbskala der Basenpaarwahrscheinlichkeit

0,5                                      1,0

Abbildung 4.11: Arabidopsis: Sekundärstruktur der rbcL-mRNA. Die Struktur wurde mit
dem Programm csRNAfold/ConStruct bei 50 ◦C berechnet. Die Basenpaarungswahrscheinlich-
keiten als Maß für die Stabilität einzelner Helices/Strukturelemente ist durch gelb-rote Farbkodierung
angegeben.
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Abbildung 4.12: rbcL-mRNA, Consensus-Struktur. Dargestellt sind alle Basenpaare mit einer
Wahrscheinlichkeit von mindestens 0,5. Die einzelnen lokalen Haarnadelstrukturen sind von I bis XV
in 5´→3´-Richtung numeriert.
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4.3 Mechanismus des Abbaus der psbA-mRNA

Es konnte bereits in früheren Arbeiten gezeigt werden, daß der Abbau der psbA-mRNA in
Spinatchloroplasten durch endonukleolytische Schnitte eingeleitet wird, die das RNA-Molekül
vom 5´-Ende her in definierte Fragmente zerlegen (Klaff, 1995). Diese endonukleolytischen
Schnitte erfolgen an exakt definierten Positionen des mRNA-Moleküls; die identifizierten
Schnittstellen liegen mit einer Ausnahme (Position –48) innerhalb der kodierenden Regi-
on. Im folgenden werden die Analyse von Richtung und Reihenfolge der Spaltungsereignisse
sowie die relative Bedeutung einzelner Schnittstellen innerhalb der psbA-mRNA beschrieben.
Methodisch wurde dazu die hochauflösende Northernanalyse eingesetzt. Außerdem wurde
anhand des Abbaus von teilweise doppelsträngigen in vitro-Transkripten der psbA-mRNA
(Vollänge) in lysierten Chloroplasten der Einfluß der mRNA-Struktur auf den Abbauprozeß
untersucht.

4.3.1 Prinzip der Analyse von mRNA-Abbau mittels

hochauflösendem Nachweis von Degradationsfragmenten

Die hochauflösende Northernanalyse des RNA-Abbaus nutzt die höhere Trennschärfe eines
Polyacrylamidgels im Vergleich zu einem Agarosegel aus, die im Fall der psbA-mRNA die Iden-
tifizierung distinkter Degradationsprodukte ermöglicht. Dabei wird in Kauf genommen, daß
der Transfer der RNA aus dem Polycrylamidgel auf die Nylon-Membran bei längeren RNA-
Molekülen nicht vollständig erfolgt. Genaue quantitative Aussagen über relative oder absolute
Mengen bestimmer RNA-Spezies sind nicht möglich, dennoch lassen sich qualitative Mengen-
abschätzungen durchführen. Verwendet man bei der Analyse von RNA-Abbaukinetiken zum
Nachweis einer bestimmten RNA Oligonukleotide als Sonden, so lassen sich über die Position,
an der das Oligonukleotid die Ziel-RNA bindet, und die Länge der nachgewiesenen Fragmen-
te Aussagen über die Position von Schnittstellen gewinnen. Bei den hier durchgeführten
Untersuchungen konnten allerdings keine auf das Nukleotid genauen Längenbestimmungen
von RNA-Degradationsfragmenten durchgeführt werden, daher wurde auch auf die bereits
bekannten Positionen von generell identifizierten Schnittstellen zurückgegriffen.

Die Abb. 4.13 zeigt das Prinzip der hier durchgeführten hochauflösenden Northernanaly-
se: Im einfachsten Fall werden zur Bestimmung der Richtung, in der der endonukleolytische
Abbau des RNA-Moleküls erfolgt, zwei Oligonukleotid-Sonden verwendet. Die erste erkennt
das 5´-Ende der RNA, die zweite das 3´-Ende. Laufen die endonukleolytischen Schnitte in
5´→3´-Richtung über das RNA-Molekül, so ist zu erwarten, daß die 5´-spezifische Sonde
nur die Vollänge der RNA und im günstigen Fall auch das durch den ersten Schnitt erzeug-
te Zerfallsprodukt erkennt. Die 3´-spezifische Sonde sollte hingegen eine Leiter zahlreicher
Fragmente erkennen, die allesamt ein intaktes 3´-Ende besitzen. In Fall eines mRNA-Abbaus
in 3´→5´-Richtung sind die Verhältnisse entsprechend umgekehrt: Hier sollten zahlreiche
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5´      3´ ungerichteter

Abbau AbbauAbbau

3´       5´

5´-Sonde 3´-Sonde5´-Sonde 5´-Sonde 5´-Sonde3´-Sonde 3´-Sonde 3´-Sonde

Abbaumechanismus einer mRNA: hochauflösende Northernanalyse

Abbildung 4.13: Identifizierung der Abbaurichtung einer RNA. — Die während eines Zer-
fallsexperimentes präparierte RNA wird in einer hochauflösenden Polyacrylamidgelelektrophorese auf-
getrennt; nach Transfer auf eine Membran werden die Degradationsfragmente mit Oligonukleotiden,
die jeweils spezifische das 5´- und 3´-Ende der RNA erkennen, nachgewiesen. LINKS: Erfolgen endo-
nukleolytische Schnitte in 5´→3´-Richtung, so erkennt die 5´-spezifische Sonde nur die RNA-Vollänge
sowie ein am 5´-Ende abgespaltenes Fragment, während eine 3´-End-spezifische Sonde einer Leiter
vieler Fragmente nachweist. MITTE: Beide Oligonukleotidsonden erkennen bei ungerichteten endo-
nukleolytischen Schnitten eine Leiter von Degradationsintermediaten. RECHTS: Nachweismuster der
Sonden bei Abbau in 3´→5´-Richtung.
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Fragmente mit intaktem 5´-Ende nachweisbar sein. Erfolgt der endonukleolytische Abbau
in ungerichteter Weise, so sollten sich zahlreiche Fragmente mit jeweils intaktem 5´- oder
3´-Ende detektieren lassen.

Für die Analyse des Abbaus der psbA-mRNA wurde auf der Grundlage der bereits gezeigten
Tatsache, daß endonukleolytische Schnitte in 5´→3´-Richtung erfolgen, ein präziserer Ansatz
verfolgt. Insbesondere sollte geklärt werden, ob die einzige Schnittstelle, die sich in der
5´-untranslatierten Region der mRNA befindet, eine besondere Rolle bei der Initiation des
Abbaus der mRNA spielt. Abb. 4.14 zeigt die für die Northern-Analysen verwendeten

> -86 -51 >-46  -21 > +13 +35 >+1057  +1081

+1-86

3´-Ende

+1161+1061

5´-Ende

psbA -86                                       psbA 

Sonden: 

-46                                        +13                                        psbA psbA +1057

Abbildung 4.14: Bindestellen der Oligonukleotidsonden auf der psbA-mRNA zum Nach-
weis der mRNA-Abbaurichtung. Die kodierende Region ist durch eine dickere Linie hervorge-
hoben, ferner sind die postulierten Haarnadelstrukturen in der 5´- und 3´-untranslatierten Region
dargestellt. Die Oligonukleotidsonde ,,psbA +13” wurde nur bei den Untersuchungen zum Mechanis-
mus der magnesiuminduzierten RNA-Stabilisierung verwendet (siehe Kap. 4.5).

Oligonukleotid-Sonden und ihre Bindesstellen auf der psbA-mRNA. Die Sonde ,,psbA -86”
bindet 5´-terminal, die Sonde ,,psbA -46” bindet innerhalb der 5´-untranslatierten Region
stromabwärts der bei Position -48 liegenden Schnittstelle. Die Sonde ,,psbA +13” bindet
am Anfang der kodierenden Region, das Oligonukleotid ,,psbA +1057” innerhalb der 3´-
untranslatierten Region.

4.3.2 Intakte und lysierte Chloroplasten: Abbau der endogenen psbA-

mRNA

Die Abb. 4.15 zeigt das Ergebnis eines RNA-Zerfallsexperimentes über 120 Minuten in
lysierten bzw. über 9 Stunden in intakten Chloroplasten, die in Gegenwart von 10 mM MgCl2
präpariert wurden. Die Inkubation fand bei Raumtemperazur (23 ◦C) statt. Die intakten
Chloroplasten wurden zuvor auf ca. 108 – 109 Organellen pro ml eingestellt, die Konzentration
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Abbildung 4.15: Abbau der psbA-mRNA in organello und in lysierten Chloroplasten
(Lysat).— A: Hochauflösende Northernanalyse des RNA-Abbaus gemäß der Beschreibung in Kap.
3.3.2/3.3.3. Intakte und lysierte Chloroplasten wurden in Extraktpuffer in Gegenwart von 10 mM
MgCl2 inkubiert. Nach den angegeben Zeitpunkten wurde plastidäre Gesamt-RNA präpariert und
auf einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente der DNA-
Marker pBR322/HinfI. — B: Schematische Übersicht über die Positionen, an denen die verwendeten
Oligonukleotidsonden an die psbA-mRNA binden. Die kodierende Region der mRNA ist durch eine
dickere Linie hervorgehoben, ebenso sind die postulierten Sekundärstrukturen inerhalb der 5´- und
3´- untranslatierten Regionen dargestellt. Die Positionsangaben beziehen sich auf den Translations-
startpunkt (Zurawski et al., 1982).
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der lysierten Chloroplasten betrug 5 mg/ml Protein. Nach den in der Abblidung angegebenen
Zeitpunkten wurde aus dem Extrakt RNA präpariert und für die Northern-Analyse 5 µg
Chloroplasten-RNA pro Spur eingesetzt.

Bei der Analyse der RNA-Degradation in intakten Chloroplasten können durch die 5´-
terminal bindenden Sonde (psbA −86) neben der mit der Zeit abnehmenden Vollänge der
psbA-mRNA nur einige kleinere Fragmente mit Längen von weniger als 70 nt nachgewiesen
werden. Diese Degradationsfragmente sind zu Beginn des Zerfallsexperimentes nicht detek-
tierbar und akkumulieren während der Dauer der Inkubation im Verlauf von 9 Stunden. Die
weiter stromabwärts innerhalb der 5´-untranslatierten Region bindende Sonde ,,psbA −46”
markiert eine Leiter zahlreicher Fragmente, die sich nahezu über die gesamte Länge der Gel-
spur verteilen. Dabei nimmt die Konzentration von Degradationsintermediaten mit einer
Länge von ca. 300 nt Nukleotiden und mehr während der Dauer der Zerfallsreihe ab; kleinere
Fragmente akkumulieren jedoch während dieser Zeit. Die kleinsten Degradationsintermedia-
te, die mit der 5´-terminalen Sonde nachgewiesen werden, sind durch die Sonde ,,psbA −46”
nicht detektierbar. Neben der vollen Länge der psbA-mRNA wird nur ein ca. 70 nt großes
Fragment von beiden innerhalb der 5´-untranslatierten Region bindenden Sonden markiert.
Die Sonde ,,psbA +1057”, die innerhalb der 3´-untranslatierten Region bindet, weist ebenso
wie die Sonde ,,psbA −46” neben der Vollängen-mRNA eine Leiter zahlreicher Fragmente
nach, die sich unterhalb der Vollängen-Bande über die gesamte Gelspur verteilen. Das Mu-
ster der nachgewiesenen Degradationsintermediate unterscheidet sich erwartungsgemäß von
dem der nahe des 5´-Endes der psbA-mRNA bindenden Sonden.

Im Fall der lysierten Chloroplasten zeigen die Signale Sonde ,,psbA −86” neben der mit
der Zeit abnehmenden vollen Länge der psbA-mRNA drei weitere Spezies, bei denen es sich
um Degradationsintermediate der psbA-mRNA handelt: Zwei mRNA Fragmente von ca. 170
nt Länge, deren Signal auch bereits beim Start der RNA-Zerfallsreihe nachweisbar sind und
ein Fragment von ca. 80 nt Länge, das während der Dauer des Zerfallsexperimentes stark
akkumuliert. Weitere Signale kleinerer Degradationsfragmente laufen im Gel im Bereich ei-
ner Salzfront und werden daher nicht weiter aufgetrennt. Die Sonde ,,psbA −46” markiert
deutlich mehr Degradationsintermediate, insbesondere im Bereich höherer Molekulargewich-
te. Kleinere Fragmente, die am unteren Rand des Gels im Bereich der Salzfront laufen, werden
durch diese Sonde nicht nachgewiesen. Die Sonde ,,psbA +13” markiert zahlreiche über die
Zeit akkumulierende Fragmente der psbA-mRNA, allerdings nur oberhalb einer Länge von ca.
140 nt. Die in der 3´-untranslatierten Region bindende Sonde (psbA +1057) weist - neben der
Vollängen-mRNA - ebenfalls zahlreiche Degradationsintermediate nach. Insgesamt zeigt sich
also, daß mit der 5´-terminalen Sonde nur sehr wenige distinkte Degradationsintermediate
nachgewiesen werden können, während die übrigen Sonden jeweils zahlreiche Intermediate
markieren.

Aus früheren Arbeiten geht hervor, daß zwischen den Bindestellen der beiden Oligonukleo-
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tidsonden, die innerhalb der 5´-untranslatierten Region binden, nur eine einzige Schnittstelle
liegt (Position –48). Offenbar führt ein Schnitt an dieser Position dazu, daß der distale Teil
der psbA-mRNA, der die gesamte kodierende Region enthält, für endonukleolytischen Abbau
zugänglich wird. Die Längenbestimmung der mit der 5´-terminalen Sonde nachgewiesenen
Fragmente läßt eine grobe Kartierung der korrespondierenden Schnittstellen zu. Neben einem
den mRNA-Abbau initiierenden Schnitt an Position –48 führt sehr früher Schnitt im Bereich
der Nukleotide +80 bis +90 zur Entstehung der beiden prominenten Fragmente der Länge
von 160/170 nt. Ein weiterer früher Schnitt im Bereich des Translationsstartcodons erzeugt
das 80 nt-Fragment. Es ist jedoch zu beachten, daß von einer hohen Abundanz bzw. starken
Akkumulation eines Degradationsintermediates nicht zwingend auf eine hohe Spaltungsrate
an bestimmten Positionen der mRNA geschlossen werden kann. Die Akkumulation von De-
gradationsintermediaten hängt auch von deren inhärenter Stabilität ab. Die hochauflösende
Northernanalyse des mRNA-Abbaus im Chloroplastenlysat zeigt dennoch klar, daß der 5´-
untranslatierten Region der psbA-mRNA eine zentrale Rolle bei der Initiation des mRNA-
Abbaus zukommt: Eine Spaltung der mRNA innerhalb dieser Region führt zu eine starken
Erhöhung der Sensitivität der kodierenden Region gegenüber weiteren endonukleolytischen
Angriffen und entscheidet daher über die Stabilität der psbA-mRNA.

Abbau exogener psbA in vitro-Transkripte

Es gibt Hinweise aus früheren Arbeiten (Klaff, 1995), daß die endonukleolytischen Schnittstel-
len der psbA-mRNA, die die Initiation des RNA-Abbaus vermitteln, einzelsträngig vorliegen.
Darüberhinaus zeigen die identifizierten Schnittstellen auch keine Konserviertheit auf Se-
quenzebene. Daraus läßt sich ableiten, daß die Struktur oder die strukturelle Umgebung der
Schnittstellen die Zugänglichkeit für eine Endonuklease bestimmen bzw. regulieren könnte.
Daher wurden RNA-Zerfallsexperimente in lysierten Chloroplasten durchgeführt, in denen
der Abbau exogener psbA-Vollängentranskripte betrachtet wurde. Diese in vitro-Transkripte
wurden durch Anlagerung von psbA-Antisensetranskripten in Teilbereichen in doppelsträngige
RNA überführt. Insbesondere wurde untersucht, inwieweit doppelsträngige Bereiche der ps-
bA-mRNA die Stabilität des Vollängentranskriptes erhöhen und ob doppelsträngige RNA
überhaupt eine signifikant erhöhte Stabilität in lysierten Chloroplasten aufweist.

In Abb. 4.16 ist der Aufbau der verwendeten RNA-Konstrukte dargestellt. Radioaktiv mar-
kierte psbA-Vollängentranskripte wurden mit verschiedenen unmarkierten psbA-Antisense-
Transkripten zu teilweise doppelsträngigen Konstrukten hybridisiert. Die Hybridisierung
erfolgte durch Mischen von Sense- und Antisense RNA in Extraktpuffer mit 20 mM ED-
TA, wobei das Antisense-Transkript in dreifachen molaren Überschuß eingesetzt wurde. Die
Mischung von Sense- und Antisense-RNA wurde durch kurzes Aufheizen (95 ◦C) und an-
schließendens langsames Abkühlen über Nacht bis auf Raumtemperatur in teilweise doppel-
strängige psbA-Vollängen-RNA überführt. Folgende Antisense-Transkripte wurden verwen-
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  a  284A

  a  115A

   a  5´HA
   a  3´HA

   psbA-mRNA (Vollänge, in-vitro-Transkript)A

+284

+115

+625

+645

+1

Antisense-
Transkripte

Sense-Transkript

+1061 +1161

+1161

-86

Abbildung 4.16: psbA-antisense-Transkripte zur Herstellung teilweise doppelsträngiger
RNA.— Im oberen Teil ist das Sense-in-vitro-Transkript der psbA-mRNA (Vollänge) schematisch
dargestellt. Die kodierende Region ist hervorgehoben, ebenso sind die postulierten Sekundärstrukturen
der 5´- und 3´-untranslatierten Regionen. Der untere Teil zeigt die verwendeten Antisense-in-vitro-
Transkripte, die durch Hybridisierung mit der psbA-sense-RNA zur Ausbildung teilweise doppel-
strängiger Transkripte führten. Die Positionsangaben beziehen sich auf der Translationsstartpunkt
der psbA-mRNA (Zurawski et al., 1982). Die Bezeichnungen der Antisense-Transkripte (5´H, 3´H,
284, 115) waren auch zugleich die Bezeichnungen der hergestellten entsptrechenden teilweise doppel-
strängigen psbA-Vollängenkontrukte (vgl. Abb.4.21).

det: Die Transkripte psbAα5´H und psbAα3´H umfaßten jeweils etwa die 5´- bzw. 3´-seitige
Hälfte der psbA-mRNA. Das Transkript psbAα284 entsprach etwa einem Viertel der psbA-
Vollänge und reichte vom 5´-Ende bis zur Position +284. Das kürzeste Antisense-Transkript
war psbAα115, das komplementär zur 5´-Region bis zur Position +115 war.

Die Abb. 4.17 das Ergebnis eines Zerfallsexperimentes mit teilweise doppelsträngigen in
vitro-Transkripten: Die RNA-Konstrukte wurden wie im Methoden-Teil (Kap. 3.2.4) be-
schrieben hergestellt und mit lysierten Chloroplasten (5 µg/µl Proteingehalt) inkubiert. Die
Endkonzentration der psbA-Transkripte betrug 5 fmol/µl. Die erfolgreiche Herstellung von
RNA-Doppelsträngen wurde mit einem RNase-Schutz-Experiment kontrolliert: Unter Hoch-
salzbedingungen (500 mM NaCl) wird doppelsträngige RNA von RNase A nicht angegriffen,
wohl aber einzelsträngige RNA. Nach Inkubation der Antisense-Konstrukte in Gegenwart von
RNAse A und 500 mM NaCl bleiben die doppelsträngigen Bereiche der Transkripte geschützt
und lassen sich im denaturierenden Elektrophoresegel nachweisen.

Teil A des Experimentes zeigt RNA-Zerfallsreihen in Abwesenheit von freiem Magnesium, das
durch Zugabe von 20 mM EDTA entfernt wurde. Es zeigt sich, daß psbA-Vollängentranskripte,
die etwa zur Hälfte doppelsträngig vorliegen (Konstrukte α3´H und α5´H) im Vergleich zur
einzelsträngigen Kontrolle deutlich stabiler sind. Dieser stabilisierende Effekt des doppel-
strängigen Anteils im Transkript nimmt bei den Konstrukten mit kürzeren Doppelstrang-
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Abbildung 4.17: Bedeutung der mRNA-Struktur für den mRNA-Abbau in vitro. —
A: Analyse der Degradation in vitro transkribierter und teilweise doppelsträngiger psbA-Vollängen-
RNA gemäß der Beschreibung in Kap. 3.3.3. Lysierte Chloroplasten (5 mg/ml Protein) wurden in
Extraktpuffer in Gegenwart von 20 mM EDTA ohne zugesetztes MgCl2 inkubiert. Die
RNA-Zerfallsreihe wurde durch Zugabe von 32P-markierter teilweise doppelsträngiger psbA-RNA
(0,5 fmol ≡ 500 cpm Vollängen-Transkript pro µl Chloroplastenlysat) gestartet. Nach den angegeben
Zeitpunkten wurde aus je 20 µl Lysat die RNA (ca. 10000 cpm Aktivität) präpariert und auf einem
5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard dienten in vitro-Transkripte
bekannter Länge. — RECHTS: Ergebnis des RNAse-Schutz-Experimentes (siehe Kap. 3.2.4) zur Kon-
trolle der erfolgreichen Hybridisierung von Sense- und Antisense-RBA zum teilweise doppelsträngigen
Konstrukt. — B. Gleiches Experiment wie unter A, aber mit Zusatz von 25 mM MgCl2 zum Ex-
traktpuffer (der bereits 20 mM EDTA enthält). — Die Pfeile zeigen die Akkumulation von Fragmenten
des markierten psbA-Sense-Transkriptes während des Degradation der Vollänge (VL) an.
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bereichen, α284 und α115, ab. Im letzteren Fall ist keine signifikante Stabilisierung der
Transkript-Vollänge gegenüber der Kontrolle zu erkennen. In allen Zerfallsreihen wird die
Transkript-Vollänge innerhalb von 20 min nahezu vollständig abgebaut; dabei zeigt sich, daß
die doppelsträngig vorliegenden Bereiche akkumulieren. Die Akkumulation setzt sich fort,
wenn die Inkubationszeit auf zwei Stunden ausgedehnt wird. Nach dieser Zeit ist einzel-
strängige RNA vollständig degradiert worden, wie das Kontrollexperiment ausweist. Dop-
pelsträngige RNA ist in lysierten Chloroplasten allerdings weitgehend abbauresistent. Bei
näherer Betrachtung der Akkumulation der doppelsträngigen Transkriptfragmente zeigt sich,
daß das Verhalten des Konstruktes α3´H von den Konstrukten mit 5´seitigen Doppelstrang-
bereichen abweicht: Das stabile α3´H-Produkt erscheint zunächst als diffuse Bande leicht
oberhalb der Position des nach 120 Minuten Inkubationszeit klar erkennbaren Degradations-
produktes. Bei den anderen Konstrukten akkumuliert das stabile Zerfallsprodukt unmittel-
bar als distinkte Bande an zeitlich unveränderter Position. Dies läßt Rückschlüsse auf die
am RNA-Abbau beteiltigen Nukleasen zu: Nach der derzeitigen Modellvorstellung sind am
RNA-Abbau in Chloroplasten höhrerer Pflanzen Endonukleasen und 3´→5´-Exonukleasen be-
teiligt. Eine 5´→3´-Exonukleaseaktivität konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Damit
läßt sich der vorstehende Beobachtung erklären: Transkripte mit 5´-seitigen Doppelstrang-
bereichen werden durch distale endonukleolytische Schnitte und 3´→5´-exonukleolytischen
Angriff abgebaut, wobei insbesondere letzteres zum frühen Auftreten von stabilen RNA-
Doppelsträngen mit homogenem 3´-Ende führt. Liegt aber das 3´-Ende geschützt vor (Kon-
strukt α3´H), so kann ein einheitliches 5´-Ende des Transkriptes nur durch fortschreitende
endonukleolytische Schnitte erzeugt werden. Geringfügig voneinander abweichende 5´-Enden
des doppelsträngigen Degradationsproduktes führen so zu einer diffusen Bande in der elek-
trophoretischen Auftrennung.

Teil B zeigt den gleichen Satz von RNA-Zerfallsreihen bei Zusatz von 25 mM MgCl2. Im
Vergleich zur Situation in Abwesenheit von freiem Mg2+ sind hier alle psbA-Transkripte sta-
biler. Auch hier sind die psbA-Konstukte mit dem höchsten Doppelstranganteil in lysierten
Chloroplasten am stabilsten. Die Konstukte α284 und α115 sind nicht signifikant stabiler
als das einzelsträngige Kontroll-Transkript. In Gegenwart von freiem Mg2+ akkumulieren
die doppelsträngigen Bereiche der psbA-Vollängentranskripte im betrachteten Zeitraum von
bis zu 120 Minuten nicht zu Produkten einheitlicher Länge. Dies kann darauf hindeuten,
daß unter dem Einfluß von Magnesiumionen die einzelsträngigen Bereiche der Transkripte
in Strukturen falten, die durch interne Basenpaarungen den Angriff von Nukleasen erschwe-
ren. Darüberhinaus ist hier auch eine Magnesium-vermittelte Hemmung von Nukleasen bzw.
akzessorischen Proteinen eine mögliche Erklärung.
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4.3.3 Ergebnisse zum Mechanismus des psbA-mRNA-Abbaus

• Das Muster der beim Abbau der psbA-mRNA entstehenden Degradationsintermediate
ist in intakten Chloroplasten (in organello) und in lysierten Chloroplasten (in vitro-
Zerfallssystem) weitgehend gleich, wobei der Abbau der mRNA in lysierten Chloropla-
sten langsamer verläuft als im intakten Organell.

• Der Abbau der psbA-mRNA wird in organello durch einen oder mehrere endonukleolyti-
sche Schnitte innerhalb der 5´-untranslatierten Region eingeleitet. Erst danach kommt
es zu weiteren Schnitten innerhalb der kodierenden Region und der 3´-untranslatierten
Region, die offenbar keiner genaueren zeitlichen bzw. räumlichen Reihenfolge unterlie-
gen. Dies gilt tendenziell auch für die Situation in lysierten Chloroplasten.

• Doppelsträngige RNA (als in vitro-Transkript) wird in lysierten Chloroplasten nicht
in meßbarem Maße abgebaut. In Gegenwart von Mg2+ wird in vitro transkribierte
psbA-mRNA stabilisiert.

4.4 Einfluß von Mg2+ auf die mRNA-Stabilität

In den letzten Jahren konnten eine Reihe von Proteinen in Chloroplasten höherer Pflanzen
identifiziert werden, die an die 3´- und 5´-untranslatierten Regionen von mRNAs binden und
aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften als Kandidaten für trans-regulatorische Faktoren
des mRNA-Metabolismus anzusehen sind (Hsu-Ching & Stern, 1991; Stern & Gruissem, 1989;
Hayes et al., 1996, Alexander et al., 1998). Bisher konnte jedoch keinem der identifizieten
mRNA-Bindeproteine eine genspezifische regulatorische Funktion zugeordnet werden. In Die-
ser Arbeit wurde daher in den im folgenden dargestellten Experimenten der Einfluß von nicht-
proteinartigen trans-regulatorischen Faktoren auf die differentielle mRNA-Stabilität unter-
sucht. Dabei wurde inbesondere die Wirkung von Magnesium-Ionen betrachtet. Mg2+spielt
bei der Ausbildung von RNA-Strukturen eine entscheidende Rolle (zur Übersicht: Misra &
Draper, 1998), ferner deuten die Ergebnisse früherer Untersuchungen zur Rolle von Magne-
sium bei der Regulation von Enzymen des Calvin-Zyklus (Heldt et al., 1973; Krause, 1977)
darauf hin, daß die Konzentration von Mg2+in Chloroplasten hoch genug sein könnte, um die
Faltung von RNA-Molekülen zu beeinflussen.

Die Wirkung von Mg2+ und anderen Ionen auf die Stabilität von RNAs des Chloroplasten
wurde mit Hilfe des in-vitro-Zerfallssystems (Lysierte Chloroplasten, vgl. Kap. 3.3.3) unter-
sucht. Dieses System hat sich in früheren Arbeiten als geeignet für die Analyse von mRNA-
Stabilität erwiesen, da die in vivo ablaufenden Prozesse des mRNA-Abbaus (endonukleoly-
tische Schnitte, Prozessierung von Degradationsintermediaten) getreu wiedergegeben werden
(Klaff, 1995; Lisitsky et al., 1996/1997). Lysierte Chloroplasten wurden ohne zugesetztes
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Magnesium und in Gegenwart von 20 mM EDTA präpariert. Unter diesen Bedingungen ist
das freie Mg2+ des Chloroplasten nahezu vollständig durch EDTA komlexiert, d. h. die freie
Mg2+-Konzentration liegt unterhalb von 1 µM (siehe Kap. 4.4.3). In diesem in vitro-System
kann nun die Konzentration von Magnesium (und anderer Ionen) durch gezielte Zugabe var-
riert und Effekte auf die RNA-Stabilität per Northern-Analyse beobachtet werden.

4.4.1 Stabilisierung plastidärer RNAs in Gegenwart von Mg2+

Die Abb. 4.18 zeigt ein RNA-Zerfallsexperiment zum Einfluß von Mg2+und Na+auf die Sta-
bilität von RNAs des Chloroplasten: In lysierten Chloroplasten wurde der Abbau der internen
RNA über 150 min bei Raumtemperatur verfolgt. Dabei wurde das interne Mg2+ des Chlo-
roplasten durch 20 mM EDTA komplexiert und in einer zweiten Reihe der Magnesiumgehalt
durch Zugabe von 25 mM MgCl2 rekonstituiert. Als Kontrolle für reine Ionenstärkeeffekte
wurde in einer weiteren Zerfallsreihe dem Chloroplastenlysat 50 mM NaCl zugesetzt. Als Un-
tersuchungsobjekte wurden zwei mRNAs ausgewählt: Die psbA-mRNA, die wird während der
Blattentwicklung stabilisiert wird und die rbcL-mRNA, die nur eine schwache entwicklungs-
abhängige Stabilisierung zeigt (Klaff & Gruissem, 1991). Ferner wurden zwei strukturelle
RNAs (16S-rRNA und tRNAHis) untersucht, die in allen Stadien der Blatt- bzw. Chloro-
plastenentwicklung als stabil angesehen werden können. Es zeigt sich, daß drei untersuchte
RNA-Spezies (psbA-mRNA, rbcL-mRNA und 16S-rRNA) bei Magnesium-Zugabe deutlich
stabilisiert werden, während die tRNAHis, die schon ohne zugesetztes Magnesium im in vi-
tro-System äußerst stabil ist, keinen Stabilisierungseffekt bei MgCl2-Zugabe erkennen läßt.
Die Zugabe von NaCl hat offensichtlich keinen Effekt auf die Stabilität aller untersuchten
RNAs. Dies deutet darauf hin, daß die durch Magnesium vermittelte RNA-Stabilisierung
nicht durch einen reinen Ionenstärkeeffekt verursacht wird. Ebenso kann eine spezifische
RNA-stabilisierende Wirkung von Chloridionen ausgeschlossen werden. Die Wirkung von
Magnesium auf die RNA-Stabilität zeigt sich in diesem Experiment nicht als spezifisch für
bestimmte RNA-Spezies; - im Fall der tRNAHis kann zwar auf Grund der inhärenten hohen
Stabilität dieser RNA hier keine weitere Magnesium-vermittelte Stabilisierung gezeigt werden,
eine mögliche Stabilisierung durch Mg2+ ist damit allerdings nicht ausgeschlossen.

4.4.2 Titration der RNA-Stabilität mit Mg2+

Um die Spezifität der Magnesium-vermittelten Stabilisierung für bestimmte RNA-Spezies zu
analysieren, wurde der experimentelle Ansatz verfeinert. Auf der Basis eines RNA-Zerfalls-
experimentes ähnlich wie in Kap. 4.4.1 dargestellt, wurde die Inkubationszeit des Chloro-
plastenlysates ausgewählt, bei der die Unterschiede in den Spiegeln der untersuchten RNAs
im Vergleich der Situation mit und ohne zugesetztes MgCl2 maximal waren. Eine Inkuba-
tionszeit von 150 Minuten erwies sich diejenige, bei der der RNA-Stabilisierungseffekt am
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Abbildung 4.18: Stabilisierung plastidärer RNAs durch Magnesium in vitro. Die Degra-
dation endogener RNAs des Chloroplasten wurde in lysierten Chloroplasten beobachtet. Das Chloro-
plastenlysat (5 mg/ml Protein) wurde in Gegenwart von 20 mM EDTA präpariert und ohne weitere
Behandlung bzw. nach Zugabe von 25 mM MgCl2 oder 50 mM NaCl bei Raumtemperatur (23 ◦C)
inkubiert. Pro Zeitpunkt wurden 2 µg plastidäre Gesamt-RNA präpariert und nach Auftrennung in
einem 1,2 %igen denaturierenden Agarosegel einer Northern-Analyse unterzogen. Auf der linken Seite
sind die durch spezifische Oligonukleotidsonden nachgewiesenen RNA-Spezies angegeben.
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deutlichsten sichtbar war. Proben des Chloroplastenlysates (mit 20 mM EDTA präpariert)
wurden mit steigenden Konzentrationen an zugesetztem MgCl2 für 150 Minuten inkubiert
und die Spiegel an intakter Vollängen-RNA per Northern-Analyse bestimmt. Der Start-
Zeitpunkt des RNA-Zerfallsexperimentes diente als Vergleichswert für das Ausgangsniveau
der RNA-Spiegel. Wie in Abb. 4.19 gezeigt, hat Magnesium eine RNA-spezifische stabili-
sierende Wirkung. Die 16S-rRNA und mehr noch die tRNAHis werden bereits bei niedrigen
Konzentrationen an zugesetztem MgCl2 (2,5 – 5,0 mM) stabilisiert. Dagegen zeigt sich für
die psbA-mRNA erst bei 15 mM zugesetztem MgCl2 eine deutliche Stabilisierung. Die rbcL-
mRNA zeigt oberhalb von 10 - 12,5 mM MgCl2 eine klar erkennbar höhere Stabilität. Neben
den ,,Übergangsbereichen” der RNA-Stabilisierung, die bei den untersuchten RNA-Spezies
offensichtlich bei unterschiedlichen Magnesium-Konzentrationen liegen, zeigen die Stabilisie-
rungsprofile der verschiedenen RNAs auch unterschiedliche qualitative Charakteristika. So
nimmt die Stabilität der rbcL-mRNA bei steigender MgCl2-Konzentration eher allmählich
zu, während in Fall der psbA-mRNA ein deutlicher Übergang vom instabilen zum stabilen
Zustand erkennbar ist.

4.4.3 Konzentrationen von freiem Mg2+ in RNA-Zerfallstitrationen

Magnesium-abhängige ,,RNA-Zerfallstitrationen”, wie sie in Kap. 4.4.2 gezeigt wurden, kön-
nen quantitativ ausgewertet werden, wenn für die einzelnen MgCl2-Titrationspunkte die Kon-
zentration des freien Mg2+ bekannt ist. Damit ergab sich die Notwendigkeit, die Konzentra-
tion freier Magnesiumionen in lysierten Chloroplasten zu messen. Zu diesem Zweck wurde
eine potentiometrische Methode zur Magnesium-Konzentrationsbestimmung etabliert, die ur-
sprünglich für die Bestimung der freien Mg2+-Konzentration im Rahmen humanphysiologi-
scher Fragestellungen von McGuigan und Mitarbeitern entwickelt wurde (Zhang et al., 1995;
Zhang et al., 1997; Lüthi et al., 1997). Die Bestimmung der Konzentration an freiem d. h. che-
misch aktivem Mg2+ in einer Lösung erfolgt mittels einer Magnesium-spezifischen Makroelek-
trode. Das elektrische Potential dieser Elektrode, das mit dem Voltmeter eines konventionellen
pH-Meßgerätes bestimmt werden kann, ist gemäß der Nernst´schen Gleichung dem Logarith-
mus der Konzentration an freiem Mg2+ proportional. Für die Magnesiummessung mußte
das Chloroplastenlysat durch Zentrifugation von Membranbestandlteilen befreit werden, au-
ßerdem erwies sich auch eine anschließende Ultrafiltration durch Centricon-Röhrchen mit
30 kDa Ausschlußgröße als notwendig, um alle Bestandteile des Extraktes zu entfernen, die
mit der Magnesiumelektrode kreuzreagieren konnten. Die Abb. 4.20A zeigt einer Eichkurve
der Magnesiumelektrode: Der Verlauf des Elektrodenpotentials folgt in einem Bereich von
0,15 bis 20 mM Mg2+ linear dem Logarithmus der Magnesiumkonzentration (pMg).

In Abb. 4.20B ist die Konzentration an freiem Mg2+ in Abhängigkeit von der nominalen
Konzentration des zugesetzten MgCl2 für zwei unabhängig präparierte Chloroplastenlysate
dargestellt. Eine MgCl2-Zugabe von bis zu 5 mM führt keiner Erhöhung der freien Magnesi-
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Abbildung 4.19: Titration der Mg2+-abhängigen RNA-Stabilisierung in lysierten Chloro-
plasten. Chloroplastenlysat (5 mg/ml Protein) wurde in Gegenwart von 20 mM EDTA präpariert und
für 150 min bei Raumtemperatur (23 ◦C) inkubiert. Zu Beginn des RNA-Zerfallexperimentes wurde
MgCl2 in den angegebenen Konzentationen zugesetzt. t = 0: Kontrolle der RNA-Spiegel zu Beginn
der Inkubation. Für jede Probe wurden 2 µg Chloroplasten-RNA präpariert und einer quantitativen
Northern-Analyse unterzogen. Auf der linken Seite sind die durch spezifische Oligonukleotidsonden
nachgewiesenen RNA-Spezies angegeben. — Rechts sind die Signale eines in der Northern-Analyse
mitverarbeiteten RNA-Mengenstandards dargestellt - dieser diente der Kontrolle des quantitativen
RNA-Nachweises. — Die Bande unterhalb des rbcL-mRNA-Signals ist auf unvollständig entfernte
psbA-spezifische Sonde zurückzuführen.
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Abbildung 4.20: Potentiometrische Bestimmung der freien Mg2+-Konzentration in RNA-
Zerfallstitrationen. A: Eichkurve. pMg (≡ negativer dekadischer Logarithmus der Mg2+-
Konzentration) ist gegen das Elektrodenpotenial U aufgetragen. Die Kalibrierung erfolgte im Bereich
von 20 – 0,15 mM MgCl2. — B: Bestimmung der Konzentration an freiem Mg2+ als Funktion des
im Rahmen einer RNA-Zerfalltitration (Abb. 4.19) zugesetzen Mg2+ in lysierten Chloroplasten (vor
einem Hintergrund von 20 mM EDTA).

umkonzentration, die über den micromolaren Bereich hinausgeht. Hier wird offenber zunächst
das zugefügte Magnesium durch das vorhandene EDTA komplexiert. Bei höheren Konzen-
trationen an zugesetztem MgCl2 ergibt sich ein annähernd linear ansteigender Verlauf der
Konzentration an freiem Mg2+.

4.4.4 Magnesium-abhängige RNA-Stabilisierungsprofile

Die Bestimmung der freien Mg2+-Konzentration in Chloroplastenlysaten ermöglichte die quan-
titative Auswertung von RNA-Zerfallstitrationen hinsichtlich der Magnesium-abhängigen Sta-
bilisierungsprofile. Die Intensitäten der RNA-Signale der in Kap. 4.4.2 gezeigten Northern-
Analysen wurden densitometrisch bestimmt. Dabei wurde die Menge der nach Ablauf der
Inkubationszeit der lysierten Chloroplasten noch intakten RNA als Prozent des Anfangs-
wertes (Start der RNA-Zerfallsexperimentes) ausgedrückt und gegen die Konzentration an
freiem Mg2+ aufgetragen. Die bereits in Kap. 4.4.2 qualitativ beschriebenen Unterschie-
de in den RNA-Stabilisierungsprofilen werden durch die quantitative Auswertung bestätigt
(Abb. 4.21): Bei der tRNAHis folgt das Magnesium-abhängige Stabilisierungsprofil einer
sehr steilen Sättigungskurve, einen qualitativ ähnlichen, wenn auch deutlich flacheren Kur-
venverlauf zeigt die Stabilisierung der 16S-rRNA und der rbcL-mRNA. Das Stabilisierungs-
profil der psbA-mRNA nimmt hier eine Sonderstellung ein: Die Stabilisierung der mRNA folgt
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Abbildung 4.21: Mg2+-abhängige RNA-Stabilitätsprofile in vitro. Die im Rahmen der quan-
titativen Northernanalyse einer RNA-Stabilitätstitration (Abb. 4.19) gewonnenen Daten über die re-
lativen RNA-Mengen wurden als Funktion der Magnesiumkonzentration dargestellt. Dabei war die
relative RNA-Stabilität die Signalintensität nach der Inkubation der lysierten Chloroplasten, die als
Prozent der bei t = 0 vorhandenen RNA-Spiegels ausgedrückt wurde. Den Daten wurde eine Funkti-
on auf der Grundlage des Hill´schen Algorithmus für die Beschreibung der Bindung kleiner Liganden
an ein Makromolekül angepaßt (Cantor & Schimmel, 1980). Dabei wurde ,,Bindung” durch ,,re-
lative RNA-Stabilität” ersetzt. Die modifizierte Hill-Funktion lautet: S([Mg2+]) = S0 + (Smax −
S0)· [Mg2+]n

Kn + [Mg2+]n , mit S ≡ RNA-Stabilität in relativen Einheiten als Funktion der Magnesiumkonzen-
tration, S0 ≡ RNA-Stabilität bei 20 mM EDTA ohne zugesetztes Mg2+ ( ,,Grundstabilität”), Smax ≡
maximale RNA-Stabilität, n ≡ Hill-Koeffizient, K ≡ [Mg2+] bei halbmaximaler RNA-Stabilität .
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bei steigender Mg2+-Konzentration einem sigmoiden Verlauf; bis zu einem Magnesiumspiegel
von 3 – 4 mM nimmt die Stabilität kaum zu, um bei einer weiteren Zunahme der Mg2+-
Konzentration sehr abrupt anzusteigen, wobei schon ab 10 mM Mg2+ ein Sättigungsniveau
erreicht wird.

Um die Wirkung von Magnesium auf die Stabilität der untersuchten RNA-Spezies qualitativ
und quantitativ zu charakterisieren, wurden den Meßwerten Funktionen auf der Grundlage
eines modifizierten Hill-Algorithmus angepaßt. Die Hill-Funktion beschreibt die Bindung
von Liganden an ein Makromolekül (Cantor & Schimmel, 1980). Für die hier vorliegende
Situation, bei der nicht die Bindung von Magnesiumionen an RNA, dafür aber die Wirkung
von Mg2+ auf die RNA-Stabilität betrachtet wird, wurde die Hill-Funktion modifiziert:

• Hill-Funktion: f = [L]n

(Kn + [L]n

f ≡Anteil besetzter Bindeplätze auf dem Makromolekül

n ≡ Hill-Koeffizient (bei kooperativer Bindung: n ¿ 1)

L ≡ Konzentration des freien Liganden

K ≡ apparente Bindekonstante für miteineander interagierende Bindeplätze

• modifizierte Hill-Funktion: S([Mg2+]) = S0 + (Smax − S0)· [Mg2+]n

Kn + [Mg2+]n

S ≡ RNA-Stabilität in relativen Einheiten als Funktion der Magnesiumkonzentration

S0 ≡ RNA-Stabilität bei 20 mM EDTA / kein zugesetztes Mg2+ ( ,,Grundstabilität”)

Smax ≡ maximale RNA-Stabilität

n ≡ Hill-Koeffizient

K ≡ [Mg2+] bei halbmaximaler RNA-Stabilität

Die Auswertung der Hill-Koeffizienten und der Magnesiumkonzentration bei halbmaximaler
RNA-Stabilisierung ergibt folgendes Bild (Tabelle 4.3): Die psbA-mRNA wird durch Ma-
gnesium in stark kooperativer Weise stabilisiert: ca. 7 Magnesiumionen pro mRNA-Molekül
wirken in einem Schritt, um die RNA zu stabilisieren; diese Kooperativität der Magnesium-
Wirkung ist für keine andere der untersuchten RNAs festzustellen. Darüberhinaus zeigt sich
für die psbA-mRNA mit 6 mM Mg2+ die höchste Mg2+-Konzentration der halbmaximalen
Stabilisierung.

Die präsentierten Daten zeigen, daß in Chloroplasten die Anwesenheit von freiem Magnesi-
umionen für die Ausbildung stabiler RNAs in vitro notwendig ist. Darüber hinaus zeigen
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Hill-Koeffizient [Mg2+] bei halbmaximaler Stabilisierung

16S-rRNA 1,4 ± 0,7 2 mM

tRNAHis 0,4 ± 0,4 3 µM

rbcL-mRNA 1,4 ± 0,7 3 mM

psbA-mRNA 7,3 ± 2,6 6 mM

Tabelle 4.3: Bestimmung der Hill-Koeffizienten. — Die ursprüngliche Hill-Funktion f =
[L]n

(Kn + [L]n , mit f ≡Anteil besetzter Bindeplätze auf dem Makromolekül, n ≡ Hill-Koeffizient (bei ko-
operativer Bindung: n ¿ 1), L ≡ Konzentration des freien Liganden, K ≡ apparente Bindekonstante
für miteineander interagierende Bindeplätze, wurde für die Beschreibung der Stabilitätsprofile modi-
fiziert: S([Mg2+]) = S0 + (Smax − S0)· [Mg2+]n

Kn + [Mg2+]n , mit S ≡ RNA-Stabilität in relativen Einheiten
als Funktion der Magnesiumkonzentration, S0 ≡ RNA-Stabilität bei 20 mM EDTA ohne zugesetztes
Mg2+ ( ,,Grundstabilität”), Smax ≡ maximale RNA-Stabilität, n ≡ Hill-Koeffizient, K ≡ [Mg2+] bei
halbmaximaler RNA-Stabilität.

plastidäre RNAs in ihrer Mg2+-abhängigen Stabilisierung qualitativ und quantitativ unter-
schiedliche Eigenschaften, wobei die relevanten Magnesiumkonzentrationen im Bereich phy-
siologischer Werte liegen (Heldt et al., 1973; Krause, 1977; Barber, 1976). Da die psbA-
mRNA bezüglich ihrer Stabilität kooperativ auf Änderungen der Mg2+-Konzentration rea-
giert, genügen bei einem Magnesiumspiegel von 6 mM vergleichsweise kleine Änderungen der
Magnesiumkonzentration im Stroms des Chloroplasten, um die Stabilität der psbA-mRNA
drastisch zu beeinflussen.

4.5 Magnesium-Effekt: mRNA-Degradationsmuster

Die zuvor beschriebene Methode der Analyse von mRNA-Zerfallsprodukten wurde auch her-
angezogen, um Einblicke in den Mechanismus der Magnesium-induzierten mRNA-Stabili-
sierung zu erhalten. Die psbA-mRNA wird in Spinat durch Magnesium in besonderem Maße
stabilisiert, wobei die Stabilisierung im Bereich physiologischer Mg2+ -Konzentrationen statt-
findet und Mg2+-Ionen offenbar stark kooperativ wirken. Mit Hilfe der hochauflösenden
Northernanalyse sollte gezeigt werden, ob der stabilisierende Effelkt der Mg2+-Ionen definier-
te endonukleolytische Schnitte der mRNA beeinflußt oder eher generell auf die Spaltungsrate
wirkt. Dabei wurde dem 5´-Bereich der psbA-mRNA besondere Aufmerksamkeit gewidmet,
da hier – insbesondere in der 5´-untranslatierten Region – die den Abbau des RNA einleiten-
den endonukleolytischen Schnitte erfolgen, wie bereits in Kap. 4.3 gezeigt werden konnte.
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4.5.1 Mg2+-abhängige Degradationsmuster der psbA-mRNA in vitro

Abb. 4.22 zeigt das Ergebnis eines mRNA-Zerfallsexperimentes. Spinatchloroplasten wur-
den aus reifen Blättern präpariert und wie beschrieben in Gegenwart von 20 mM EDTA
lysiert. Ein Teil der lysierten Chloroplasten wurde mit 25 mM MgCl2 versetzt, um den für
reife Blätter typischen physiologischen Gehalt an freiem Mg2+ wiederherzustellen. Die lysier-
ten Chloroplasten wurden bei Raumtemperatur inkubiert, um RNA-Degradationsreaktionen
ablaufen zu lassen. Nach den in der Abb. 4.22 angegebenen Inkubationszeiten wurde die
RNA präpariert und der hochauflösenden Northern-Analyse unterzogen. Dabei wurden die
gleichen Oligonukleotidsonden wie bei der Untersuchung des Abbaumechanismus der psbA-
mRNA verwendet. Teil A der Abbildung zeigt die Signale der vier eingesetzten Sonden,
Teil B zeigt schematisch die Positionen, die von den jeweiligen Oligonukleotidsonden auf der
psbA-mRNA erkannt werden.

Die Signale der drei Sonden, die im Bereich des 5´-Endes der mRNA binden (psbA –86, psbA
–46, psbA +13) ziegen an, daß in Gegenwart von Magnesiumionen die Spaltungsaktivität
generell reduziert ist. Dennoch lassen sich in Abwesenheit von Mg2+ einige Degradations-
fragmente nachweisen, die im Anwesenheit von Mg2+ nicht auftreten (in Abb. 4.22 rot
markiert). Die Längen dieser Fragmente, die im Bereich von ca. 70 bis ca. 200 nt liegen,
lassen darauf schließen, daß diese Zerfallsprodukte durch Schnitte innerhalb des 5´-Bereichs
der psbA-mRNA (bis ca. Position +190) erzeugt werden. Im Bereich höherer Molekularge-
wichte (größer als 500 nt) ist das Signal eines mRNA-Fragmentes nachweisbar, das nur in
Gegenwart von Mg2+ auftritt (grüne Markierung). Es kann hier aber nicht gezeigt werden,
ob dieses Fragment aufgrund von Magnesium-induzierten Schnitten erzeugt wird, oder durch
die Magnesium-vermittelte Hemmung von Schnitten im proximalen 5´-Bereich der mRNA.
Da dieses Fragment aber auch von der 5´-terminal bindenden Sonde psbA –86 erkannt wird,
dürfte letzterer Fall zutreffend sein.

Die Signale der Sonde psbA +1057, die in der 3´-untranslatierten Region bindet, zeigen
keine deutliche generelle Abnahme der Anzahl und Abundanz von Degradationsintermediaten
bei Zugabe von Magnesium. Es ist allerdings klar erkennbar, daß einige Zerfallsprodukte
der psbA-mRNA (rot markiert) bei Zugabe von Magnesium zugunsten von Fragmenten mit
anderen Längen (grün markiert) verschwinden. Dies deutet darauf hin, daß Magnesium auch
im 3´-Bereich der psbA-mRNA das Muster der am Abbau der mRNA beteiligten Schnittstellen
verändert.

Insgesamt ist festzustellen, daß Magnesiumionen die Zugänglichkeit definierter Schnittstellen
im 5´-Bereich der psbA-mRNA hemmen, über die der endonukleolytische Abbau der psbA-
mRNA eingeleitet wird.
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Abbildung 4.22: Abbau der psbA-mRNA in lysierten Chloroplasten: Magnesiumeffekt.
— A: Hochauflösende Northernanalyse des RNA-Abbaus gemäß der Beschreibung in Kap. 3.3.2/3.3.3.
Lysierte Chloroplasten wurden in Extraktpuffer (mit 20 mM EDTA) und in Gegenwart von 25 mM
MgCl2 inkubiert. Nach den angegeben Zeitpunkten wurde plastidäre Gesamt-RNA präpariert und
auf einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsstandard diente der DNA-
Marker pBR322/HinfI B: Schematische Übersicht über die Positionen, an denen die verwendeten
Oligonukleotidsonden an die psbA-mRNA binden. Die kodierende Region der mRNA ist durch eine
dickere Linie hervorgehoben, ebenso sind die postulierten Sekundärstrukturen inerhalb der 5´- und
3´- untranslatierten Regionen dargestellt. Die Positionsangaben beziehen sich auf den Translations-
startpunkt (Zurawski et al., 1982). Mg2+-abhängige Änderungen des Fragmentmusters sind farbig
gekennzeichnet (vgl. Text Kap. 4.5.1), die Vollänge der psbA-mRNA ist schwarz markiert.
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4.5.2 Degradationsmuster der psbA-mRNA in der Stabilitätstitration

Die Analyse der Degradationsmuster der psbA-mRNA wurde hier im Hinblick auf die Abhäng-
igkeit der Zugänglichkeit distinkter Schnittstellen von der Konzentration an freien Magnesi-
umionen vertieft. Dazu wurden Titrationen der RNA-Stabilität in lysierten Chloroplasten
mit steigender Magnesiumkonzentration vor dem Hintergrund von 20 mM EDTA – wie be-
reits in Kap. 4.4.2 beschrieben – durchgeführt. Proben des Chloroplastenlysates (mit 20 mM
EDTA präpariert) wurden mit steigenden Konzentrationen an zugesetztem MgCl2 für 150
Minuten inkubiert und die isolierte RNA einer hochauflösenden Northern-Analyse unterzo-
gen. Der Start-Zeitpunkt des RNA-Zerfallsexperimentes diente als Vergleichswert für das
Ausgangsniveau der RNA-Spiegel, insbesondere im Hinblick darauf, ob die nach der In-
kubation nachweisbaren Degradationsintermediate schon unter Gleichgewichtsbedingungen
in Chloroplasten vorliegen oder Präparationsartefakte darstellen. Es wurden die gleichen
Oligonukleotid-Sonden wie in den RNA-Zerfallsreihen (Kap. 4.5.1) verwendet.

Das Ergebnis zeigt die Abb. 4.23: Alle eingesetzten Sonden zeigen, daß die Intensität des
Signals der vollen Länge der psbA-mRNA nach 150 Minuten Inkubation gegüber dem Null-
punkt stark abgenommen hat. - Die Intensität des Signals der psbA-Vollängen-mRNA sollte
sich Mg2+-abhängig so verhalten, wie in der in Kap. 4.4.2 dargestellten Stabilitätstitration.
Dies ist hier nicht klar erkennbar, dabei ist jedoch zu bedenken, daß in diesem Experiment,
in dem RNA aus einem 5 %igen Polyacrylamidgel auf eine Nylonmembran transferiert wird,
bei Fragmentlängen von mehr als 500 nt kein quantitativer Transfer mehr gewährleistet ist.

Die 5´-terminal bindende sonde psbA –86 weist neben der Vollänge auch in diesem Experi-
ment zwei Fragmente der Länge von ca. 160/170 nt nach, deren Abundanz mit zunehmender
Magnesiumkonzentration zunächst steigt und dann abnimmt. Gleiches gilt auch für ein oder
mehrere kleiner Fragmente mit Längen von weniger als 75 nt, die im Gel innerhalb einer Salz-
front laufen. Die Sonden psbA –46 und psbA +13 weisen zahlreiche Degradationsintermediate
nach,wobei der Spiegel einiger Intermediate von der Magnesiumkonzentration beeinflußt wird:
Vier Fragmente der psbA-mRNA (blaue Markierungen – ca. 80 nt, ca. 120 nt, ca. 140 nt und
ca. 230 nt) sind nur bei zugesetztem Mg2+ von weniger als 7,5 mM nachweisbar, d. h. bei
einer freien Mg2+-Konzentration im mikromolaren Bereich (vgl. Kap. 4.3.2 / Abb. 4.20). Eine
zweite Gruppe von Fragmenten ist erst oberhalb von 17,5 mM zugesetztem (ca. 8 mM freiem)
Mg2+ in der Intensität stark herabgesetzt bzw. nicht mehr detektierbar (drei Fragmente:
ca. 85 nt, zweimal ca. 145 nt, rot markiert). Eine dritte Gruppe von Degradationsinter-
mediaten (mehrere Fragmente im Bereich von 154 bzw. 220 nt, grün markiert) zeigt mit
zunehmender Mg2+-Konzentration auch zunehmende Intensität, wobei diese Fragmente erst
oberhalb von 5 mM zugesetztem MgCl2, d. h. ab millimolaren freien Mg2+-Konzentrationen
detektierbar sind.

Die Analyse der magnesiumabhängigen Stabilisierungsprofile ergab für die psbA-mRNA eine
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Abbildung 4.23: Hochauflösende Zerfallanalyse der psbA-mRNA in lysierten Chloropla-
sten (Mg2+-Titration). — A: Hochauflösende Northernanalyse des RNA-Abbaus gemäß der Be-
schreibung in Kap. 3.3.2/3.3.3. Lysierte Chloroplasten wurden in Extraktpuffer (mit 20 mM EDTA)
mit steigenden MgCl2-Konzentrationen inkubiert. Nach 150 min (bzw. zum Zeitpunkt 0 als Kontrol-
le) wurde plastidäre Gesamt-RNA präpariert und auf einem 5 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Als Molekulargewichtsstandard diente der DNA-Marker pBR322/HinfI B: Schematische Übersicht
über die Positionen, an denen die verwendeten Oligonukleotidsonden an die psbA-mRNA binden. Die
kodierende Region der mRNA ist durch eine dickere Linie hervorgehoben, ebenso sind die postulier-
ten Sekundärstrukturen inerhalb der 5´- und 3´- untranslatierten Regionen dargestellt. Die Positi-
onsangaben beziehen sich auf den Translationsstartpunkt (Zurawski et al., 1982). Mg2+-abhängige
Änderungen des Fragmentmusters sind farbig gekennzeichnet (vgl. Text Kap. 4.5.1), die Vollänge der
psbA-mRNA ist schwarz markiert.
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hochkooperative Mg2+-induzierte Stabilisierung im Bereich von ca. 6 mM freiem Mg2+. Führt
man die Stabilisierung der mRNA auf den Schutz bestimmter endonukleolytischer Schnitt-
stellen zurück, so sind die Schnittstellen, die zur Erzeugung der ,,zweiten Gruppe” der ge-
nannten Degradationsfragmente führen, Kandidaten für eine Mg2+-abhängige Regulation des
mRNA-Abbaus. – Die Wirkung von Magnesium auf diese Schnittstellen liegt genau in dem
Mg2+-Konzentrationsbereich, in dem auch die kooperative Stabilisierung der psbA-mRNA
beobachtet wird.

4.6 Biologische Bedeutung der Mg2+-vermittelten

RNA-Stabilisierung in Chloroplasten

Zur Überprüfung der biologischen Relevanz der Mg2+-vermittelten RNA-Stabilisierung in
Chloroplasten wurde die Konzentration von freiem Mg2+ im plastidären Stroma bestimmt.
Der Stromainhalt der Chloroplasten wurde präpariert (Kap. 3.1.1, 3.1.3 / Klein et al., 1988),

etioliert, dann 12 h belichtet regelmäßig belichtet 

50 µm 50 µm

Abbildung 4.24: Isolierte Chloroplasten. — LINKS: Chloroplasten, aus 8 Tage alten etiolierten
Spinatkeimlingen isoliert, die unmittelbar vor der Chloroplastenpräparation für 12 Stunden belich-
tet wurden. (junge Chloroplasten) — RECHTS: Chloroplasten, präpariert aus expandierten Spinat-
Kotyledonen (reife Chloroplasten). Die verwendeten Keimlinge waren 8 Tage alt und wurden im
12 Stunden Licht/Dunkel-Rhythmus belichtet. Derartige Mikrofotografien waren Grundlage für die
Bestimmung der Chloroplastenvolumina.

wobei den verwendeten Puffern weder EDTA noch MgCl2 zugesetzt wurde. Die Stroma-
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Fraktion wurde durch Centricon-Röhrchen mit einer Ausschlußgröße von 30 kDa ultrafil-
triert, um Substanzen abzutrennen, die mit der potentiometrischen Mg2+-Bestimmung inter-
ferierten. Die Konzentration des Stromainhaltes wurde so eingestellt, daß 1 ml das Stromavo-
lumen von 8,5×108 Chloroplaasten repräsentierte. Um entwicklungsabhängige Änderungen
der freie Mg2+-Konzentration zu unteruchen., wurden die Chloropalsten aus zwei Entwick-
lungsstadien präpaiert: Junge Chloroplasten wurden durch solche repräsentiert, die aus 8 Tage
alten für 2 Stunden vorbelichteten etiolierten Spinatkeimlingen isoliert wurden, reife Chloro-
plasten wurden aus expandierten Kotyledonen von unter konstantem 12 Std. Licht/Dunkel-
Rhythmus gewachesenen Keimlingen isoliert.

Die Vermessung von Mikrofotografien der Chloroplasten (Abb. 4.24) nach Klein & Mul-
let, 1987 zeigte, daß sich daß junge Chloroplasten nach 12 Stunden Belichtung bereits das
gleiche Volumen wie reife Chloroplasten besitzen (Abb. 4.24 / Tabelle 4.6); dies wurde für
Chloroplasten aus Gerste unter vergleichbaren Bedingungen bereits gezeigt (Klein & Mullet,
1987).

Zunächst wurde die Konzentration an freiem Magnesiumionen in den auf die Chloroplasten-

Entw.- Länge Breite Volumen [Mg2+]frei/mM [Mg2+]frei/mM Chl.
Stufe l / µm w / µm V / µm3 Extrakt Stroma mg/ml

jung 5,9 ± 1,2 4,8 ± 0,8 72,9 ± 11,4 A: 0,33 A: 4,0
n = 229 B: 0,23 B: 3,0

reif 5,9 ± 1,0 5,0± 0,9 73,6 ± 33,9 A: 0,63 A: 8,2 3,0
n = 201 B: 0,80 B: 9,7 3,3

C: 0,74 C: 9,0 3,3
D: 0,75 D: 9,2 3,2

Tabelle 4.4: Konzentration freier Mg2+-Ionen in Chloroplasten. — Chloroplasten wurden aus
etiolierten Keimlingen isoliert, die zuvor für 12 Stunden belichtet worden waren (,,jung”) bzw. aus
expandierten Kotyledonen von Keimligen, die im 12 Std. Licht/Dunkel-Zyklus heranwuchsen (,,reif”).
Dargestellt sind die Ergebinsse der Bestimmung der Chloroplastenvolumina nach Klein & Mullet (1987)
sowie die Ergebnise der Magnesiumbestimmungen. n: Zahl der zur Volumenbestimmung vermessenen
Chloroplasten. A, B, C, D repräsentieren jeweils unabhängige Chloroplastenpräparationen. Für reife
Chloroplasten wurde das Stromavolumen mit 23 µl pro mg Chlorophyll angesetzt (Heldt et al ., 1973).
Für junge Chloroplasten wurde angenomen, daß der Anteil des Stromavolumens am Gesamtvolumen
der Gleiche ist wie bei reifen Chloroplasten, so daß hier das Stromavolumen anhand des Chloropla-
stenvolumens abgeschätzt werden konnte. — Chl. = Chlorophyll

,,Konzentration” normalisierten Stromaextrakten bestimmt. Um nun auf die Konzentration
des freien Mg2+ im Stromakompartiment der Chloroplasten schließen zu können, mußte das
Stromavolumen abgeschätzt werden. Dazu wurde die bereits in früheren Arbeiten etablierte
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Beziehung zwischen Chlorophyllgehalt und Stromavolumen in Spinatchloroplasten herangezo-
gen (Heldt et al., 1973): Reife Spinatchloroplasten enthalten 23 µl Stroma pro µg Chlorophyll.
D. h. die Kombination aus Magnesiumbestimmung und Chlorophyllbestimmung erlaubte die
Abschätzung der Konzentration an freiem Mg2+ im Stroma. Diese Beziehung zwischen Stro-
mavolumen und Chlorophyllgehalt wurde auf die Mg2+-Bestimmung in jungen Chloroplasten
übertragen, da das Plastidenvolumen konstant war. Es ist dabei anzunehmen, daß der Anteil
des Stromavolumens in jungen Chloroplasten eher unterschätzt – und die Mg2+-Konzentration
überschätzt – wird, da junge Chloroplasten weniger Thylakoidmembrankomplexe enthalten
als reife Chloroplasten.

Es zeigte sich (siehe Tabelle 4.6), daß die Konzentration freier Magnesiumionen während der
Chloroplastenreifung um das zweieinhalbfache von 3 – 4 mM (junge Chloroplasten) auf 8 –
10 mM (reife Chloroplasten) ansteigt. Diese Daten der Magnesiumkonzentrationen stimmen
mit den wirksamen Magnesiumkonzentrationen der RNA-Stabilitätsprofile in überzeugender
Weise überein. Damit ist die in vitro beobachtete differentielle Stabilisierung plastidärer
RNAs durch Mg2+ ein Modell für die entwicklungsabhängige differentielle RNA-Stabilisierung
in vivo.



Kapitel 5

Diskussion

Die differentielle Regulation der mRNA-Stabilität hat in Chloroplasten höherer Pflanzen ent-
scheidenden Einfluß auf die genspezifische Steuerung von mRNA-Spiegeln und ist damit eine
entscheidende Regulationsebene der Genexpression. Im Gegensatz zu Prokaryonten, die sehr
kurzlebige mRNAs besitzen, liegen die bisher aus Chloroplasten von Spinat und Gerste be-
kannten mRNA-Halbwertszeiten im Bereich von Stunden. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
in vivo-Messungen von mRNA-Halbwertszeiten in Tabak und Arabidopsis zusammen mit den
bereits bekannten Daten zeigen, daß die Grundraten des mRNA-Metabolismus in Angiosper-
men ähnlich sind. Inhalt dieser Arbeit war eine vertiefte Analyse der der genspezifischen
Kontrolle der mRNA-Stabilität zugrunde liegenden Abbaumechanismen mit dem Ziel, ein
Regulationsmodell entwerfen zu können. Als Beitrag zum Verständnis des Abbaumechanis-
mus der stabilitätsregulierten psbA-mRNA konnte die 5´-untranslatierte Region des mRNA-
Moleküls als guter Kandidat für ein cis-regulatorisches Element identifiziert werden, darüber
hinaus zeigte sich, daß doppelsträngig vorliegende Bereiche der psbA-mRNA kein Substrat
für den RNA-Abbau in Spinat-Chloroplasten darstellen.

Ein weiteres grundlegendes Ergebnis dieser Arbeit ist die Etablierung der Bedeutung der Kon-
zentration von freien Magnesiumionen für die genspezifische mRNA-Stabilisierung während
der Chloroplastenreifung. Die Konzentration von freiem Mg2+ im Stroma-Kompartiment
steigt während der Chloroplastenreifung deutlich an. In vitro führt eine derartige Mg2+-
Konzentrationserhöhung zur einer kooperativen und selektiven Stabilisierung der psbA-mRNA,
die im Verlauf der Blattentwicklung in vivo bereits früher nachgewiesen werden konnte. Bei
der psbA-mRNA kommt es bei Erhöhung der Magnesiumkonzentration zu einer ortsspezifi-
schen Unterdrückung von endonukleolytischen Schnitten während der RNA-Degradation.

89
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5.1 mRNA-Metabolismus in Chloroplasten höherer Pflanzen

Bereits vor einigen Jahren zeigte sich, daß die Halbwertszeiten plastidärer mRNAs bei höheren
Pflanzen im Bereich von Stunden liegen und damit im Größenbereich der für pflanzliche cy-
tosolische mRNAs typischen mRNA-Halbwertszeiten (Gutierrez et al., 1999). Trotz ihrer
prokaryontischen Herkunft haben Chloroplasten höherer Pflanzen in dieser Hinsicht euka-
ryontische Eigenschaften übernommen. Die in dieser Arbeit in Tabak und Arabidopsis ge-
messenen mRNA-Halbwertszeiten liegen im Bereich ähnlicher Größen wie sie zuvor in Spinat
und Gerste bestimmt wurden (Klaff & Gruissem, 1991, Kim et al., 1993 / siehe Tabelle 5.1).

psbA rbcL psaA/B-rps14 atpB/E

Tabak � 50 h 25,2 ± 5,6 h 4,5 ± 0,7 h 8,0 ± 2,3 h

Arabidopsis � 50 h 14,4 ± 1,9 h 6,5 ± 2,7 h 7,2 ± 1,3 h

Spinat1 ≈ 10 h ≈ 5 h nicht bestimmt nicht bestimmt

Gerste2 � 40 h ≈ 20 h ≈ 8 h ≈ 7 h

Tabelle 5.1: in vivo bestimmte Halbwertszeiten von mRNAs reifer Chloroplasten.
1Daten aus Klaff & Gruissem, 1991. 2Daten aus Kim et al., 1993.

Die psbA-mRNA ist in allen untersuchten Pflanzenarten im Rahmen der untersuchten mR-
NAs die bei weitem stabilste, wobei die in vivo-Halbwertszeit der psbA-mRNA aufgrund des
langsamen Abbaus während der Dauer der mRNA-Zerfallsexperimente nur grob abgeschätzt
werden kann. In allen bisher durchgeführten Arbeiten – einschließlich der hier vorliegen-
den – überstieg die Halbwertszeit der psbA-mRNA die Dauer des Experimentes. Die für
reife Blätter bestimmten Halbwertszeiten von 50 Stunden und mehr zeigen an, daß die psbA-
mRNA in reifen Chloroplasten nur mit einer sehr geringen Rate abgebaut wird. Dies dient
offenbar dem Erreichen eines hohen mRNA-Spiegels in photosynthetisch aktivem Gewebe,
um eine hohe Translationsrate des D1-Proteins zu gewährleisten. Die D1-Proteinmoleküle,
deren Funktion für den Wasserspaltungsapparat des Photosystems II unerläßlich ist, werden
im Zuge des photosynthetischen Elektronentransportes beschädigt und müssen daher mit ho-
her Effizienz nachsynthetisiert werden (Melis, 1999). Die rbcL-mRNA ist nicht so abundant
wie die psbA-mRNA und auch ihre in vivo-Stabilität ist deutlich geringer. Die wesentlich
weniger abundanten mRNAs des psaA/B-rps14 - und atpB/E -Operons zeigen auch eine ent-



5.1. RNA-METABOLISMUS IN CHLOROPLASTEN 91

sprechend geringere Stabilität in vivo. Die Abstufung der mRNA-Stabilität in der Reihenfolge
psbA > rbcL > atpB/E ≈ psaA/B−rps14 ist bei allen bisher untersuchten höheren Pflanzen
gleich und kann daher als konserviert angesehen werden.

Mit den nunmehr vorliegenden Daten über plastidäre mRNA-Halbwertszeiten aus Spinat,
Gerste, Tabak und Arabidopsis stehen in vivo gemessene Werte für vier Vertreter der Angio-
spermen zur Verfügung. Innerhalb der systematischen Gruppe der Angiospermen sind diese
vier Pflanzenarten eher entfernt miteinander verwandt (Donoghue & Doyle, 1989; Soltis et
al., 1998; Soltis et al., 1999). Die Ähnlichkeit der gemessenen mRNA-Halbwertszeiten für das
jeweilige Gen bzw. Operon bei den untersuchten Pflanzenarten läßt daher darauf schließen,
daß der mRNA-Metabolismus in Chloroplasten bei allen Vetretern der Angiospermen hin-
sichtlich der mRNA-Stabilitäten konserviert ist. Darüber hinaus liegen nun auch Daten über
mRNA-Halbwertszeiten aus zwei Pflanzenarten vor, die sich bereits als Untersuchungsobjekte
für die genetische und molekulare Charakterisierung von plastidärer Genexpression etabliert
haben. Hierbei liegt die Bedeutung von Arabidopsis eher auf der Seite (molekular-)genetischer
Methoden während Tabak durch die Entwicklung der Technik der effizienten Plastidentrans-
formation (Svab & Maliga, 1990; Staub & Maliga, 1994) eine besondere Bedeutung bei der
Erforschung der plastidären Genexpression und insbesondere des mRNA-Metabolismus er-
langt hat.

Die in dieser Arbeit durchgeführten Messungen von mRNA-Halbwertszeiten bei im Gewächs-
haus kultivierten Tabakpflanzen konnten die Ergebnisse früherer Messungen bestätigen, bei
denen die Stabilität von plastidären mRNA-Spezies in Mesophyllprotoplasten und in vitro-
kultivierten Pflanzen untersucht wurde (Horlitz, 1995 / Tab. 5.2). Betrachtet man den Habi-

psbA rbcL psaA/B-rps14

Gew.-haus-Kultur (reife Blätter)1 � 50 h 25,2 ± 5,6 h 4,5 ± 0,7 h

in vitro-Kultur (reife Blätter)2 [kein Zerfall über 12 h] ≈ 20 h ≈ 3,3 h

Mesophyllprotoplasten2 ≈ 50 h ≈ 22 h ≈ 5 h

Tabelle 5.2: Halbwertszeiten von mRNAs reifer Chloroplasten in Tabak. 1Diese
Arbeit. 2Horlitz, 1995

tus von in vitro kultivierten Tabakpflanzen, so sind diese im Vergleich zu Gewächshauspflanzen
im Wuchs stark reduziert und besitzen etwa 1 cm lange expandierte Blätter; diese erreichen
jedoch bei im Gewächshaus oder im Freiland kultivierten Pflanzen eine Länge von 15 – 20 cm.
Da die gemessenen Halbwertszeiten plastidärer mRNAs übereinstimmten, kann davon ausge-
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gangen werden, daß die mRNA-Stabilität weniger vom (Differenzierungs-)Zustand des Gewe-
bes als vielmehr vom Differenzierungs- bzw. Reifegrad des Chloroplasten selbst abhängt.

5.2 Mechanismus des Abbaus der psbA-mRNA

Erkenntnisse über die Mechanismen der mRNA-Degradation und insbesondere die Identifi-
zierung von cis-regulatorisch wirkenden Elementen ist eine entscheidende Voraussetzung für
das Verständnis der Regulation der mRNA-Stabilität. In Chloroplasten von Chlamydomonas
und höheren Pflanzen konnten in den letzten Jahren eine Reihe von Beispielen für das Wir-
ken von cis-regulatorischen Elementen identifiziert werden. Neben der 3´-untranslatier-ten
Region plastidärer mRNAs, deren Rolle bei der Prozessierung und dem Schutz der reifen mR-
NA vor 3´→5´-exonukleolytischem Abbau heute gut belegt ist (Übersicht: Drager & Stern,
1998)1, konnten – im wesentlichen bei Chlamydomonas – auch Elemente innerhalb der 5´-
untranslatierten Region plastidärer mRNAs identifiziert werden, die cis-Determinanten der
mRNA-Stabilität enthalten. Ein gut charakterisiertes Beispiel ist die nukleäre Mutante nac2-
26, die zur Instabilität der psbD-mRNA des Chloroplasten führt. Es konnte gezeigt werden,
daß die Destabilisierung über die Bindung eines spezifischen Proteins an die 5´-untranslatierte
Region der psbD-mRNA vermittelt wird (Nickelsen et al., 1994). Für die petD-mRNA in
Chlamydomonas konnte gezeigt werden, daß eine Stabilisierung des Transkriptes über die 5´-
untranslatierte Region als Folge von funktionierender Translation erreicht wird (Sakamoto et
al., 1994). Dabei bindet ein kernkodierter Proteinfaktor innerhalb der 5´-untranslatierten Re-
gion und kann damit als Schutz gegen eine 5´→3´-Exonuklease dienen (Drager et al., 1998).
In Chloroplasten höherer Pflanzen konnten bisher nur indirekte Hinweise auf eine Bedeutung
der 5´-untranslatierten Region der mRNAs bei der Regulation der RNA-Stabilität gewonnen
werden. Für Mais-Chloroplasten konnte gezeigt werden, daß die rbcL-mRNA in Mutanten,
die eine geringe Polysomenassoziation der mRNAs aufweisen, in ihrer Konzentration vierfach
reduziert ist (Barkan, 1993). Dies ist ein Hinweis auf die Bedeutung der Translation für die
Aufrechterhaltung der mRNA-Stabilität. Ebenfalls für die rbcL-mRNA konnte in Tabak an-
hand der Analyse von rbcL5´UTR-uidA-Fusionskonstrukten demonstriert werden, daß eine
Stabilisierung der chimären mRNA bei Dunkelheit über die 5´-untranslatierte Region vermit-
telt wird (Shiina et al., 1998). Im Fall der 5´-untranslatierten Region der psbA-mRNA zeigte
sich, daß diese nicht nur die Stabilität, sondern auch die Effizienz und Licht-Induzierbarkeit
der Translation auf eine Reporter-mRNA übertragen kann (Eibl et al., 1999)

Frühere Arbeiten über den Mechanismus des Abbaus der psbA-mRNA in höheren Pflan-
zen (Spinat) konnten bereits einige Teilprozesse der mRNA-Degradation offenlegen. Die ps-
bA-mRNA wird zunächst durch endonukleolytische Schnitte in definierte Fragmente zerlegt.

1Zur Bedeutung von Strukturelementen innnerhalb der 3´-untranslatierten Region plastidärer mRNAs:
Siehe Abschnitt 5.3
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Diese werden dann an ihren freien 3´-Enden polyadenyliert/polypurinyliert, um dann schnell
exonukleolytisch in 3´→5´-Richtung abgebaut zu werden (Klaff, 1995; Lisitsky et al., 1996,
Lisitsky et al., 1997). Dabei zeigte sich bereits, daß die den Abbau einleitenden endonukleo-
lytischne Schnitte in 5´→3´-Richtung über die mRNA laufen. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen, daß der Abbau der psbA-mRNA im intakten Chloroplasten durch einen oder meh-
rere frühe endonukleotytische Schnitte innerhalb der 5´-untranslatierten Region eingeleitet
wird. Der sich anschließende Abbau des verbleibenden distalen Restes der mRNA, welcher
die gesamte kodierende Region enthält, erfolgt durch weitere endonukleolytische Schnitte, die
ohne klar erkennbare Reihenfolge die kodierenden Region der mRNA in definierte Fragmen-
te spalten . Dieses Szenario des Abbaus der psbA-mRNA ist in Abb. 5.1 dargestellt: Die

+1-86
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+1161+1061

5´-Ende

+1
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+1161+1061

AAAAA

AAAAA

AAAAA

AAAAA

AAAAA

A

B

C

Abbildung 5.1: Abbaumechanismus der der psbA-mRNA. Die ersten endonukleolytischen
Schnitte finden innerhalb der 5´-untranslatierten Region statt (A), dadurch wird die kodierende Re-
gion für weitere endonukleolytische Spaltungen zugänglich (B), durch die die mRNA ohne erkennbare
Reihenfolge in definierte Fragmente zerlegt wird. Diese Fragmente werden polyadenyliert (Lisitsky et
al., 1996) und damit für den schnellen Abbau durch 3´→5´-Exonukleasen markiert (C).

frühen Schnitte innerhalb der 5´untranslatierten Region sind als der entscheidende Schritt
des mRNA-Abbaus anzusehen: Die mRNA wird erst durch diese endonukleolytischen Spal-
tungen zum effizienten Substrat für den weiteren Abbau durch Endonukleasen. Damit konnte
in dieser Arbeit erstmals auf biochemischem Wege ein starker Hinweis auf die Bedeutung der
5´-untranslatierten Region für die Stabilität einer plastidären mRNA in höheren Pflanzen
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erbracht werden. Darüber hinaus zeigte sich, daß lysierte Chloroplasten – trotz erhöhter Zer-
fallsgeschwindigkeit – ein bezogen auf die Fragmentmuster treues Abbild der Situation im
intakten Organell darstellen. Die Reihenfolge der den Abbau initiierenden Schnitte stimmt
ebenfalls weitgehend zwischen Chloroplastenlysat und intakten Chloroplasten überein, wobei
allerdings im Lysat die Degradation der psbA-mRNA nicht nur durch Schnitte innerhalb er
5´-untranslatierten Region, sondern auch durch eine weitere Spaltung in der kodierenden Re-
gion etwa bei Position +80/+90 eingeleitet wird. Letzteres läßt sich damit erklären, daß in
lysierten Chloroplasten keine Translation mehr initiiert wird, sodaß hier keine polysomenasso-
ziierten mRNAs vorliegen; – die Abwesenheit von Ribosomen kann eine erhöhte Suszeptibilität
für Endonukleasen zur Folge haben, wie Arbeiten an Mais ergeben haben (Barkan, 1993).

5.3 Die Bedeutung konservierter mRNA-Strukturen

Die Berechnungen von thermodynamisch optimalen Faltungen der psbA-mRNAs (verfügbare
Vollängensequenzen von Angiospermen) ergaben für mRNAs einzelner Spezies einen hohen
Grad an Strukturbildung, insbesondere im Bereich der proteinkodierenden Region. Angesichts
eines hohen Grades an Sequenzhomologie (90 – 95 %) unter den untersuchten psbA-Sequenzen
ist es bemerkenswert, daß nur einige lokale Strukturelemente innerhalb der Angiospermen
konserviert sind. Bei Berücksichtigung aller Basenpaarungen mit einer Wahrscheinlichkeit
von mehr als 50 % ergeben sich für die psbA-mRNA 15 lokale Haarnadelstrukturen, die über
das gesamte Molekül verteilt sind. Eine Häufung ist allerdings im 3´-Bereich der mRNA zu
beobachten.

Die thermodynamisch optimalen Strukturen der einzelnen untersuchten rbcL-mRNA-Sequen-
zen ergaben im Vergleich zu den optimalen psbA-mRNA-Faltungen einen deutlich geringeren
Grad an Strukturbildung. Bei der Betrachtung der konservierten Strukturelemente der rbcL-
mRNA ergeben sich zwar ebenfalls eine Reihe lokaler Haarnadelstrukturen (insgesamt 16),
diese umfassen aber weniger Baenpaarungen als die konservierten Strukuren der psbA-mRNA
und erweisen sich bei genauerer Betrachtung der zugrundeliegenden Basenpaarwahrscheinlich-
keiten als überwiegend schwach konserviert. Lediglich die 3´-terminale Haarnadelstruktur, die
in der 3-untranslatierten Region liegt (Strukturelement XVI) ist mit Basenpaarwahrschein-
lichkeiten von 80 – 90 % stark konserviert. Generell zeigte sich auch für die rbcL-mRNA, daß
die Consensus-Struktur deutlich weniger Strukturelemente enthält als die thermodynamisch
optimalen Faltungen einzelner rbcL-mRNAs.

Der Befund, daß innerhalb eines Satzes an homologen mRNAs trotz strukturreicher Einzlese-
quenzen die Consensus-Struktur nur wenige konservierte Strukturmotive aufweist, ist bereits
aus anderen Systemen bekannt: So enthält die mRNA des Prion-Proteins der Säugetiere nur
wenige kleine konservierte Haarnadelstrukturen innerhalb der kodierenden Region, obwohl
die einzelnen betrachteten mRNAs sehr reich an Sekundärstruktur sind und die Sequenzho-
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mologie bei 86 % liegt (Lück et al., 1996). Daraus läßt sich in diesem Fall wie auch bei den
hier betrachteten Chloroplasten-mRNAs schließen, daß ein beträchtlicher Teil der Strukturen,
die eine Vorhersage der thermodynamisch optimalen Faltung einer einzelnen mRNA liefert,
keine biologische Signifikanz besitzt.

Die Consensus-Struktur der psbA-mRNA zeigt neben einer ebenfalls hochkonservierten Haar-
nadelstruktur in der 3´-untranslatierten Region (Strukturelement XV) weitere stark konser-
vierte Strukturelemente (III, IV, VI und XI). Das Strukturelement III ist besonders auffällig,
da bei Spinat die Position des Loop-Bereiches dieser Haarnadelstruktur genau mit der Position
der in lysierten Chloroplasten identifizierten promintenten Schnttstelle (Position +86/+88;
Klaff, 1995 und diese Arbeit) der psbA-mRNA zusammenfällt. Dieses Strukturelement ist
auch in der einzeln gerechneten thermodynamisch optimalen Struktur der psbA-mRNA als
separates Element enthalten; mit Basenpaarwahrscheinlichkeiten von 99 % gehört diese kur-
ze Haanadelstruktur zu den stabilsten der gesamten psbA-mRNA (Spinat). Die in mRNA-
Zerfallexperimenten beobachtete hohe Spaltungseffizienz an der Position +86/+88 der psbA-
mRNA in Spinat deutet darauf hin, daß die beiden Schnittstellen durch ihre exponierte An-
ordnung am Ende einer Haarnadelstruktur besonders gut von Endonukleasen erkannt werden.

Eine Haarnadelstruktur innnerhalb der 3´-untranslatieren Region plastidärer mRNAs gilt
seit langem als ein biologisch bedeutsames Element, daß zum einen als Prozessierungsignal
(z. B. Stern & Gruissem, 1989) fungiert, zum andern als genereller Schutz der mRNA ge-
genüber dem Angriff von 3´→5´-Exonukleasen. Die hier durchgeführten Vorhersagen konser-
vierter Strukturen der psbA- und rbcL-mRNA konnten bestätigen, daß diese Strukturelemente
im Fall beider mRNAs zu den am stärksten konservierten Strukturen gehören. Hingegen er-
weisen sich die Haarnadelstrukturen innerhalb der 5´-untranslatierten Region als deutlich
weniger konserviert. Dies muß nicht zwangsläufig auf eine geringere Bedeutung bei der Re-
gulation der mRNA-Stabilität oder Translation hindeuten. Vielmehr bedeutet eine weniger
konservierte Struktur bzw. eine Struktur mit geringer Faltungsenergie ∆G auch das Vorlie-
gen einer größeren strukturellen Flexibilität, wie sie für dynamische regulatorische Prozesse
sinnvoll ist. Dieses konnte auch experimentell für die Struktur der 5´-untranslatierten Region
der psbA-mRNA in Spinat gezeigt werden: Eine Strukturänderung führt hier zum Verlust der
Fähigkeit der RNA, Proteine eines Chloroplastenextraktes zu binden (Klaff et al., 1997). In
Chlamydomonas konnte anhand der rps7 -mRNA demonstiert werden, daß Änderungen der
Sekundärstruktur der 5´-untranslatierten Region mit der Translationseffizienz eines nachge-
schalteten Reportergens korrelieren (Fargo et al., 1999).

Die generelle Bedeutung der mRNA-Struktur für den Abbau derselben ergibt sich aus den Er-
gebnissen der Zerfallsexperimente mit teilweise doppelsträngigen psbA-Transkripten in Chlo-
roplastenlysaten. Doppelsträngige RNA ist kein nennenwertes Substrat für den mRNA-Abbau
in vitro, dies ist bemerkenswert, da im Chloroplastenlysat die RNA-Degradationaktivität
deutlich höher ist als im intakten Organell. Es muß also aufgrund der hier vorgelegten Da-
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ten davon ausgegangen werden, daß die auf der psbA-mRNA identifizierten Schnittstellen
einzelsträngig vorliegen müssen, um für den Angriff von Exonukleasen zugänglich zu sein.

5.4 Magnesium-induzierte genspezifische

mRNA-Stabilisierung

Zweiwertige Kationen und insbesondere Magnesiumionen stellen eine zentrale Komponen-
te der strukturellen und biologischen Aktivität von RNA dar. Dies wurde an einer Reihe
von Modellmolekülen intenstiv untersucht, wie z. B. Gruppe-I-Introns bei Tetrahymena, dem
Hammerkopf-Ribozym, dem Hepatits-δ-Ribozym und der M1-RNA der RNAse P (Übersicht:
Lilley, 1999; Misra & Draper, 1998; Scott & Klug, 1996). In dieser Arbeit konnte darü-ber
hinaus gezeigt werden, daß Magnesiumionen auch die physikalischen Halbwertszeiten von mR-
NAs in genspezifischer Weise beeinflussen können. In Chloroplasten von Spinat werden RNAs
durch Magnesium spezifisch stabilisiert. Jede der untersuchten RNA-Spezies (tRNAHis, 16S-
rRNA, psbA-mRNA, rbcL-mRNA) benötigt eine bestimmte Magnesiumkonzentration, um
eine physikalisch stabile From anzunehmen, ebenso sind die Stabilisierungsprofile verschieden
und typisch für jede untersuchte RNA. tRNA - hier am Beispiel der tRNAHis untersucht –
wird bereits bei sehr niedrigen Magnesiumkonzentrationen im mikromolaren Bereich stabili-
siert, was sich in einer steil ansteigenden Kurve im Stabilisierungsprofil zeigt. Diese niedrige
Magnesiumkonzentration dürfte der bekannten hohen Affinität von tRNA zu Mg2+-Ionen
entsprechen. Für den Anticodon-Loop der tRNAPhe aus Hefe konnte eine Bindekonstante zu
Mg2+ von 2·103 M−1 (bei pH 7,1 / 0,1 M Na+-Konzentration) bestimmt werden (Labuda
& Pörschke, 1982; Bujalowski et al., 1986). tRNAs besitzen zwischen drei und sechs Bin-
destellen für Magnesiumionen, die voneinander unabhängig sind. – Dies wird ebenfalls vom
Stabilisierungsprofil wiedergegeben, das keine kooperative Wirkung von Mg2+ zeigt.

Die ribosomale 16S RNA wird bei einer freien Mg2+-Konzentration von etwa 2 mM stabilisiert.
Es ist bisher nur wenig über die Wechselwirkungen von Magnesiumionen mit der kompletten
16S-rRNA bekannt. UV-Quervernetzungsstudien an der 16S-rRNA von Ribosomen aus E. coli
bei steigenden Mg2+-Konzentrationen (1 – 20 mM) ergaben, daß Effizienz von 12 der 14
gefundenen Vernetzungspositionen kaum beeinflußt wurde. (Noah & Wollenzien, 1998). Zwei
weitere magnesiuminduzierte Vernetzungen liegen im Bereich der Dekodierungsregion der
30S-Untereinheit des Ribosoms und sind nur bei Mg2+-konzentrationen oberhalb von 3 mM
nachweisbar, was darauf hindeutet, daß in E. coli -Ribosomen isolierte Regionen mit größerer
struktureller Flexibitltät und Ansprechbarkeit für Magnesium vorliegen. Die Ribosomen von
Chloroplasten ähneln denen von E. coli und daher kann das hier bestimmte Mg2+-abhängige
Stabilisierungsprofil der 16S-rRNA durch Interaktion der flexiblen Region mit Mg2+-Ionen
erklärt werden.
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Bisher wurde noch kein direkter Effekt ein- oder zweiwertiger Kationen auf mRNA-Halbwerts-
zeiten beschrieben. In dieser Arbeit konnte nun erstmals gezeigt werden, daß verschiedenen
plastidäre mRNAs auf Magnesium hinsichtlich ihrer Stabilität unterschiedlich reagieren. Die
psbA-mRNA, deren Stabilität während der Chloroplastenreifung reguliert wird, zeigt ein sig-
moidales Mg2+-abhängiges Stabilisierungsprofil; die nur schwach stabilitätsregulierte rbcL-
mRNA zeigt ein Stabilisierungsprofil, daß eher dem der 16S-rRNA ähnelt, wenn auch mit
einer geringeren Steigung. Die Bestimmung der Kooperativität anhand der Hillkoeffizienten
ergab, daß 7 (±3) Mg2+-Ionen kooperativ zusammenwirken müssen, um der psbA-mRNA
Stabilität zu verleihen, während die Stabilisierung der rbcL-mRNA auf das unabhängige
Wirken von Mg2+-Ionen zurückzuführen ist. Diese starke Kooperativität des Magnesium-
Effektes auf die Stabilität der psbA-mRNA erlaubt eine empfindliche Schalter-ähnliche Re-
aktion der mRNA-Stabilität auf physiologische Änderungen der Mg2+-Konzentration inner-
halb des Chloroplasten-Stromas, die deutlich weniger als eine Zehnerpotenz ausmachen. Es
ist nicht anzunehmen, daß Calciumionen eine ähnliche Rolle für die Regulation der mRNA-
Stabilität spielen können, da die Konzentrationen von freien Ca2+-Ionen im Stroma-Komparti-
ment von Chloroplasten in vivo unterhalb von 150 nM liegen (Johnson et al., 1995). Die
bekannten Bindekonstanten von Ca2+ an RNA liegen im millimolaren Bereich (Menger et al.,
1996) und damit vier Größenordnugen höher als die Konzentration des freien Ca2+ in Chlo-
roplasten. Eine direkte Wechselwirkung von Calciumionen mit plastidären RNAs ist daher
sehr unwahrscheinlich.

Die Beobachtung, daß das Muster und die Abundanz von Degradationsintermediaten der
psbA-mRNA von der Magnesiumkonzentration in der Weise beeinflußt wird, daß Magnesi-
umionen eine hemmende Wirkung auf die Spaltungsaktivität ausübt, weist darauf hin, daß
Mg2+ die Zugänglichkeit der Schnittstellen für Nukleasen verringert. Zur Erklärung dieser
Magnesiumwirkung sind mehrere Szenarien denkbar:

• Die Wechselwirkung von Magnesiumionen ist eine direkte Bindung an die RNA, die eine
Konformationsänderung der RNA bewirkt. Die magnesiuminduzierte RNA-Konforma-
tion ist stärker resistent gegenüber dem Angriff von Endonukleasen, die ihrerseits – wie
in dieser Arbeit indirekt gezeigt – eine hohe Spezifität für einzelsträngig vorliegende
RNA aufweisen. Eine Mg2+-abhängige Faltung der 5´-untranslatierte Region der psbA-
mRNA könnte dazu führen, daß die den Abbau einleitenden Schnittstellen basengepaart
vorliegen und somit geschützt sind, was im Endeffekt zu einer stabileren psbA-mRNA
führt.

• Strukturelle Änderungen der RNA in Abhängigkeit von Magnesium kann die Fähigkeit
der RNA zur Bindung von Proteinen beeinflussen. Die Bedeutung der RNA-Struktur
für die Proteinbindung konnte bereits früher für die 5´-untranslatierte Region der psbA-
mRNA gezeigt werden. In diesem Fall ließen sich Proteinbindungs-aktive und -inaktive
Konformere der RNA klar voneinander abgrenzen (Klaff et al., 1997).
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• Ein weiteres Modell geht davon aus, daß Magnesiumionen spezifisch mit RNA-bindenden
Proteine interagieren. Eine Mg2+-abhängige Konformationsänderung eines oder meh-
rerer Proteine könnte deren Bindung an die RNA und damit die RNA-Stabilität be-
einflussen. Diese Interpretation der Ergebnisse macht aber die Existenz genspezifischer
mRNA-bindender Proteine zur Voraussetzung. Solche sind – im Gegensatz zu Chlamy-
domonas – bei höheren Pflanzen bisher nicht beschrieben worden.

Es erscheint aufgrund der vorliegenden Daten dieser Arbeit und auch früherer Untersuchungen
als naheliegend, den genspezifischen Effekt von Magnesium auf die RNA-Stabilität in Chlo-
roplasten auf eine direkte Wechselwirkung von Mg2+-Ionen mit der RNA zurückzuführen,
wobei mRNA-bindende Proteine durchaus eine vermittelnde Rolle bei der Regulation der
RNA-Stabilität spielen können. Durch die Bindung von Magnesiumionen an RNA werden
neben Sekundärstrukturen auch tertiäre Faltungen induziert, zur Ausbildung letzterer ist
die Anwesenheit von zweiwertigen Kationen eine Voraussetzung. In Chlamydomonas konnte
die Bedeutung von mRNA-Strukturen für die Translation (Fargo et al., 1999; Mayfield et
al., 1994) und auch die mRNA-Stabilität (Higgs et al., 1999) gezeigt werden; es bleibt aber
noch zu untersuchen, inwieweit Änderungen der Strukturen einer mRNA ein Bestandteil der
Genexpressionsmaschinerie sind.

Nach klassischer Auffassung wird davon ausgegangen, daß es sich bei trans-regulatorischen
Faktoren der Genexpression im Allgemeinen und der mRNA-Stabilität im Besonderen um
Proteine handelt. Basierend auf den Befunden dieser Arbeit läßt sich eine solche Rolle auch
für Magnesiumionen diskutieren. Steigende Magnesiumkonzentrationen führen zur Stabili-
sierung plastidärer mRNAs in einer genspezifischen Weise. Die Bestimmung der freien Mas-
gnesiumkonzentration im Rahmen dieser Arbeit ergab eine Konzentration von 3 – 4 mM
Mg2+ im Stroma junger Chloroplasten im Licht und 8 – 10 mM Mg2+ im Stroma reifer
belichteter Chloroplasten. Der Vergleich dieser Magnesiumkonzentrationen mit den RNA-
Stabilisierungsprofilen zeigt, daß die psbA-mRNA in Gegenwart einer für junge Chloroplasten
typischen Magnesiumkonzentration instabil ist, während ihre Stabilität in vitro unter Magne-
siumbedingungen reifer Chloroplasten vierfach erhöht ist. Das Verhältnis der Megen intakter
RNA nach drei Stunden Inkubation in Extrakten, die hinsichtlich der Mg2+-Konzentration
junge und reife Chloroplasten repräsentieren, ist 1,0 für tRNAHis, 1,4 für 16S-rRNA und 1,5
für die rbcL-mRNA. Diese Daten passen exakt zu den Änderungen der Halbwertszeiten von
psbA- und rbcL-mRNA in vivo, die im homologen System (Spinat) bereits füher bestimmt
wurden (Klaff & Gruissem, 1991). In jener Arbeit wurde im Verlauf der Entwicklung von
jungen zu reifen Blättern (d. h. während der Chloroplastenreifung) für die psbA-mRNA ei-
ne Zunahme der Halbwertszeit um dem Faktor 2 bis 3 relativ zur 16S-rRNA beobachtet,
während die gegen 16S-rRNA normalisierte Halbwertszeit der rbcL-mRNA nur unmerklich
um den Faktor 1,1 zunahm. Vergleicht man nun die Magnesiumkonzentrationen junger und
reifer Chloroplasten und ihre Wirkung auf die mRNA-Stabilisierung relativ zur 16S-rRNA,
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Abbildung 5.2: Magnesium-induzierte genspezifische mRNA-Stabilisierung. Die Rei-
fung des Chloroplasten und die begleitenden Änderungen der freien Mg-Konzentration im Stro-
ma sind schematisch im oberen Teil dargestellt. Darunter ist die magnesiuminduzierte mRNA-
Stabilisierung gezeigt, wobei der Stabilisierungsfaktor auf den Vergleich von mRNA-Stabilitäten bei
Mg2+-Konzentrationen junger und reifer Chloroplasten zurückgeht. Der untere Teil zeigt die entwick-
lungsabhängige mRNA-Stabilisierung in vivo (nach Klaff & Gruissem, 1991)
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so ergibt sich für die psbA-mRNA eine Stabilisierung um den Faktor 2,8 und für rbcL-mRNA
um den Faktor 1,1. Dieser Zusammenhang ist in Abb. 5.2 modellhaft dargestellt. Die in
vitro beobachtete Stabilisierung von mRNAs durch Magnesium entspricht quantitativ genau
der in vivo gemessenen Stabilisierung von mRNAs während der Blattentwicklung. Daher läßt
sich feststellen, daß die Änderungen der Magnesiumkonzentration während der Reifung des
Chloroplasten hinreichend sind, um genspezifische Änderungen in den mRNA-Halbwertszeiten
hervorzurufen.

Der in dieser Arbeit beschriebene ,,Magnesium-Effekt”, d. h. die magnesiuminduzierte gen-
spezifische Stabilisierung von (m)RNAs kann als Grundlage eins neuen Konzeptes der ent-
wicklungsabhängigen Regulation der differentiellen mRNA-Stabilität angesehen werden. Die
während der Chloroplastenreifung ansteigende Konzentration an freiem Mg2+ im Stoma kann
als eine Folge der zunehmenden physiologischen Aktivität des Chloroplasten angesehen wer-
den. Die steigende Magnesiumkonzentration führt nun genspezifisch zur Stabilisierung von
mRNAs, wobei die Eigenschaften der einzelnen mRNA-Spezies ihre Anwort auf die steigende
Magnesiumkonzentration bestimmen. Im einfachsten Fall erfolgt die stabilisiernde Wirkung
von Magnesium durch direkte Bindung an die mRNA an bestimmten Mg2+-Bindestellen,
deren Bindeeigenschaften durch Sequenz und Stuktur der mRNA bestimmt werden.

5.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die genspezifische stabilisierende Wirkung von Magnesium-
ionen auf RNAs in Chloroplasten höherer Pflanzen gezeigt werden; darüber hinaus konnten
Untersuchungen der magnesiunabhängigen Änderungen des Degradationsmusters der psbA-
mRNA erste Informationen über den Mechanismus der Magnesiumwirkung liefern. Auf der
Grundlage dieser Arbeit sollte nun der Mechanismus der RNA-stabilisiernden Wirkung von
Magnesium weiter geklärt werden, dabei steht der Vergleich der mRNAs der Gene psbA
und rbcL, die sich hinsichtlich ihrer Reaktion auf steigende Magnesiumkonzentrationen un-
terscheiden, im Vordergrund – die Arbeiten sollten aber zur Klärung genspezifischer Effekte
auf weiter mRNAs des Chloroplasten ausgedehnt werden. Zunächst ist es erforderlich, die
Bindestellen von Mg2+-ionen auf der psbA-mRNA zu kartieren. Dies läßt sich durch Mg2+-
und Pb2+-vermittelte Spaltung von in vitro-Transkripten erreichen, da die Spaltungsstellen
in der Nähe spezifischer Metallionen-Bindestellen lokalisiert sind. Nach der Kartierung von
Mg2+-Bindestellen auf der mRNA wäre es notwendig, Magnesium/RNA-Bindungsprofile zu
bestimmen und zu untersuchen, ob und in welchem Maße die in dieser Arbeit bestimm-
ten ,,Wirkungskurven” der Mg2+-abhängigen RNA-Stabilisierung durch Bindungskurven re-
präsentiert werden.

Im Zusammenhang mit der Aufklärung des Mechanismus der Magnesiumwirkung sollte auch
der Abbaumechanismus der psbA-mRNA näher untersucht werden. Eine besondere Bedeu-
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tung hat hierbei die Identifizierung und Charakterisierung cis-regulatorischer Elemnte im
5´-Bereich der psbA-mRNA. Da es nunmehr als gesichert anzusehen ist, daß der Abbau der ps-
bA-mRNA innerhalb der 5´-untranslatierten Region initiiert wird, müßte nun geklärt werden,
ob diese Region ein cis-reguatorisches Element strenger Definition darstellt, d. h., ob mittels
der psbA-5´untranslatierten Region Stabilitätseigenschaften auf andere mRNAs übertragen
werden können. Zu diesem Zweck müßten chimäre mRNA-Konstrukte (Austausch von 5´-
und 3´-Elementen zwischen der psbA- und rbcL-mRNA) hergestellt werden, die dann zunächst
in vitro, dann aber auch in transplastomischen Pflanzen in vivo untersucht werden könnten.
In diesem Zusammenhang könnte auch geklärt werden, ob ein bestimmtes Fragment der
psbA-mRNA die hochkooperative Stabilisierbarkeit durch Magnesium auf die rbcL-mRNA
übertragen kann.

Gelingt die Identifizierung eines sicheren ,,Kandidaten” für ein cis-regulatorisch wirkendes
Element auf der psbA-mRNA, so könnte ein solches RNA-Fragment einer detaillierteren
Strukturanalyse unterzogen werden, wobei durch Mg2+ induzierte Tertiärstrukturen nach-
gewiesen werden könnten. Je nach Größe des zu untersuchenden RNA-Fragmentes könnte
eine Strukturanalyse bis zur atomaren Auflösung mit Hilfe der NMR-Spektroskopie oder der
Röntgenstrukturanalyse durchgeführt werden.
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Zusammenfassung

In Chloroplasten höherer Pflanzen wird die Akkumulation von mRNAs während der Blatt-
entwicklung durch genspezifische mRNA-Stabilisierung erreicht. Die vorliegende Arbeit hatte
die Untersuchung der Mechanismen zum Inhalt, nach denen der Abbau von mRNA-Molekülen
in Chloroplasten abläuft, sowie die Art und Weise, wie der mRNA-Abbau genspezifisch regu-
liert wird. Zu diesem Zweck wurde zunächst ein Überblick über den mRNA-Metabolismus in
Chloroplasten anhand der Bestimmung von in vivo-Halbwertszeiten plastidärer mRNAs ge-
wonnen. Die Bedeutung von mRNA-Sekundärstrukturen wurde durch die Rechner-gestützte
Vorhersage konservierter Strukturelemente untersucht. Zur näheren Charakterisierung von
Mechanismus und Kontrolle des mRNA-Abbaus wurde ein in vitro-RNA-Degradationssystem
eingesetzt, daß die Identifizierung cis-regulatorischer Elemente und trans-regulatorischer Fak-
toren erlaubte.

In Tabak (Nicotiana tabacum) und Arabidopsis thaliana wurden die Halbwertszeiten t 1
2

der
mRNAs der Gene bzw. Operons psbA, rbcL, psaA/B-rps14 und atpB/E bestimmt. Diese
liegen im Bereich von 5 bis >50 Stunden und entsprechen den Werten, die bereits für mRNA-
Stabilitäten in Chloroplasten von Spinat und Gerste bekannt waren, so daß darauf geschlossen
werden kann, daß die grundlegenden Charakteristika des mRNA-Metabolismus bei allen An-
giospermen gleich sind. Die theoretische Vorhersage konservierter Sekundärstrukturen inner-
halb der psbA- und rbcL-mRNAs der Angiospermen mit Hilfe des Programms ConStruct

ergab, daß beide mRNAs eine Reihe konservierter Haarnadelstrukturen enthalten, wobei sich
eine hochkonservierte Struktur in der 3´-untranslatierten Region, und eine weniger stark
konservierte Struktur in der 5´-untranslatierten Region befindet. Die psbA-mRNA besitzt
generell deutlich mehr konservierte Struktur als die rbcL-mRNA.

Der Mechanismus des spezifischen Abbaus der psbA-mRNA wurde in lysierten Chloroplasten
sowie in organello untersucht: Hochauflösende Northern-Analysen ergaben, daß der Abbau
der psbA-mRNA durch spezifische endonukleolytische Schnitte in der 5´-untranslatierten Re-
gion eingeleitet wird, als deren Folge der verbleibende distale Rest der mRNA empfindlich für
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weitere Schnitte innerhalb der kodierenden Region wird. Ferner konnte in vitro demonstriert
werden, daß doppelsträngige RNA kein Substrat für plastidäre Nukleasen darstellt.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, daß Magnesiumionen in vitro genspezifisch
die Halbwertszeiten plastidärer RNAs beeinflussen: In lysierten Chloroplasten benötigt die
tRNAHis mindestens ca. 3 µM, die 16S-rRNA mindestens ca. 2 mM und die rbcL-mRNA
mindestens ca. 3 mM Mg2+, um physikalisch stabil zu werden. Die psbA-mRNA, deren Sta-
bilität als einzige der betrachtene RNAs sich während der Blattentwicklung deutlich erhöht,
wird bei einer Mg2+-Konzentration von ca. 6 mM in hochkooperativer Weise stabilisiert. Da
die Konzentration an freien Mg2+-Ionen im Stromakompartiment von Chloroplasten während
der Organellentwicklung von 3 – 4 mM auf 8 – 10 mM ansteigt, muß Mg2+ als ein Kandidat
für einen genspezifisch wirkenden RNA-Stabilisierungsfaktor angesehen werden. Die Analyse
von Degradationsfragmenten der psbA-mRNA in Abhängigkeit von der Mg2+-Konzentration
in vitro konnten Hinweise darauf liefern, daß Magnesium die mRNA durch Blockieren defi-
nierter endonukleolytischer Schnittstellen im 5´-Bereich der mRNA stabilisiert.
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Dokumentationen

• Oligonukleotid-Sonden für Northern-Analysen

• Primer zur PCR-Herstellung von Transkriptionsmatrizen

• Dotplot-Darstellungen der Strukturelemente innerhalb der untranslatierten Re-
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7.1 DNA-Oligonukleotide

7.1.1 Oligonukleotid-Sonden für Northern-Analysen

Name Sequenz (5´→3´) Zielsequenz

psbA–86 ATTCG CTAGA AATAG AAATT GAAAG ATTGT TATT psbA-mRNA1, –86/–51

psbA–46 TGGTT TATTT AATTT AATCA TCAGG G psbA-mRNA1, –46/–21

psbA+13 GGCTT TCGCT TTCGC GTCTC psbA-mRNA1,2,3, +18/+37

psbA+1057 ACTAG TAAAG GAGCA ATAAC CG psbA-mRNA1, +1057/+1081

rbcL–1 GGTCT ACTCG ACATA AATTA GG rbcL-mRNA1,2, –77/–50

rbcL–2 GGACT TACTC GGAAT GCTGC C rbcL-mRNA1,2, +110/+130

rbcL–A AGTCA TGGTA AAATC CTTGG TTTAT TTAAT A rbcL-mRNA3, –25/+6

psaA–1 GCATC AGCAT GTAGG TTCCA GATCC AAG psaA-mRNA2,3, +131/+158

atpB–1 TCTCA TAATA TATAG TAAAG TATGT CG atpB-mRNA2,3, –21/+6

16S–1 GTCTC AGTCC CAGTG TGGCT GATCA 16S-rRNA1,2,3, 275—299

trnH–1 GGCGA ACGAC GGGAA TTGAA C tRNAHis
1, 55—75

Tabelle 7.1: Oligonukleotide, die zum RNA-Nachweis in Northern-Analysen ver-
wendet wurden. (siehe Kap. 3.2.6) Spezies-Spezifitäten: 1Spinat - 2Tabak - 3Arabidopsis.
Die Positionsangaben beziehen sich bei mRNAs auf den Translationstartpunkt, bei rRNA
und tRNA auf das 5´-Ende der reifen RNA.
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7.1.2 Primer zur PCR-Herstellung von Transkriptionsmatrizen

PCR-Produkt Primer Sequenz
(Transkriptionsmatrize) 5´ → 3´

psbAV L psbA-α5´T7 ∗ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC T

psbA-3´ ACTAG TAAAG GAGCA ATAAC CGATT TCTTG

psbAα5´H psbA-α5´H-T7 ∗GAGCC GCCGA ATACA CACCA GCTAC

psbA-5´ ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC

psbAα3´H psbA-α3´H-T7 ∗ACTAG TAAAG GAGCA ATAAC CGATT TCTTG

psbA-3´H GTTCC TTGGT AACTT CTAGT TTGAT CA

psbAα284 psbA-α284-T7 ∗TGGAT AAAAG TGCAA CCCTA TAGCT

psbA-5´ ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC

psbAα115 psbA-α115-T7 ∗CATCA AAACA CCAAA CCATC CAATG

psbA-5´ ATAAC AATCT TTCAA TTCAA TTTCT ATTTC

∗mit T7-Promotorsequenz:
GCGCC AGATC TTAAT ACGAC TCACT ATAGG

Tabelle 7.2: Oligonukleotide (Primer), die für die Herstellung transkribierbarer
PCR-Produkte verwendet wurden. (siehe Kap. 3.2.4)
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7.2 Dotplot-Darstellungen der Strukturelemente innerhalb der

untranslatierten Regionen der psbA- und rbcL-mRNA

Der Consensus-Dotplot stellt die Überlagerung der Basenpaarwahrscheinlichkeitsmatrizen der
homologen Einzelsequenzen im Rahmen des Programms ConStruct dar (siehe Kap. 3.4).
Dabei ist die Größe eines Punktes in der Matrix ein Maß für die Wahrscheinlichkeit eines
Basenpaars. Die Lücken einzelner Sequenzen im Alignment sind durch blaue Balken wieder-
gegeben, je intensiver die Färbung desto häufiger kommt an der entsprechenden Stelle im
Alignment eine Lücke vor.

Farbkodierung der Basenpaar-,,Dots”: — Grün: Basenpaare, die in einzelnen Sequenzen vor-
kommen — Blau: Basenpaare, die zu der Sequenz gehören, die an den Rändern der Matrix
dargestellt ist (hier ist die Spinat-Sequenz angegeben). — Gelb bis Rot: Konservierte Basen-
paare; je tiefer die Rotfärbung, desto stärker ist das betreffende Basenpaar konserviert.
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7.3 Alignment der psbA- und rbcL-Sequenzen inklusive

konservierter Sekundärstrukturen

Auf den folgenden Seiten sind die Alignments der psbA-und rbcL-mRNA-Sequenzen dar-
gestellt, die im Rahmen der Vorhersage konservierter Sekundärstruktur Verwendung fan-
den. Die Darstellung entspricht der Ausgabe des Programms ConStructAlign (siehe Kap.
3.4.1). — Unterhalb der Sequenzen ist die Consensussequenz und die Consensusstruktur in
Klammernotation angegeben. Strukturelemente sind im Alignment rot hervorgehoben. Die
Farbkodierung der konservierten Strukturen gibt auch die Basenpaarungswahrscheinlichkeit
an: Je tiefer die Rotfärbung desto höher ist die Wahrscheinlichkeit.

Die Alignments wurden im Rahmen der Identifizierung konservierter Strukturelemente ge-
ringfügig im Bereich der untranslatierten Regionen der mRNAs modifiziert (siehe Kap. 4.2);
daher sind jeweils die unveränderte und optimierte Version des Alignments wiedergegeben.
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Kapitel 8

Abkürzungen

A Adenosin

An Absorption bei Wellenlänge n nm

Abb. Abbildung

ATP Adenosintriphosphat

atpB Gen der β-Untereinheit der ATPase

atpE Gen der ε-Untereinheit der ATPase

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Cytidin

Ci Curie

cpm counts per minute

CTP Cytidintriphosphat

d Tage

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphate

ds Doppelstrang-, doppelsträngig

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat
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132 KAPITEL 8. ABKÜRZUNGEN

G Guanosin

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

IVT in vitro-Transkript

K Gleichgewichtskonstante

kb Kilobasen

kD Kilodalton

M molar (mol·l−1)

mA Milliampere

min Minute

mRNA Messenger-RNA

nt Nukleotide

NTP Ribonukeotidtriposphate

PAA Polyacrylamid

PCR Polymerase-Kettenreaktion

psaA Gen des Chlorophyll-a-Apoproteins A1

psaB Gen des Chlorophyll-a-Apoproteins A2

psbA Gen des D1-Proteins im Photosystem II

rbcL Gen der großen Untereinheit der RubisCO

RNA Ribonukleinsäure

RNase Ribonuklease

rpl14 Gen des ribosomalen Proteins L14

rpm revolutions per minute

rRNA ribosomale RNA

RubisCO Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxidase

S Svedberg-Einheit

s Sekunde

ss Einzelstrang-, einzelsträngig



133

TEMED N,N,N´,N´-Teramethylethylendiamin

TGGE Temperaturgradienten-Gelelektrophorese

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA Transfer-Ribonukleinsäure

U Uridin

u unit (Einheit der Enzymaktivität)

UTP Uridintriphosphat

UV Ultraviolett

V Volt

W Watt

α Antisense- (bei RNA/DNA)

∆G Freie Energie
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[12] Bock R, Hagemann R, Kössel H und Kudla J (1993)
Tissue- and stage-specific modulation of RNA editing of the psbF and psbL transcript
from spinach plastids - a new regulatory mechanism?
Mol Gen Genet 240, 238-244

[13] Bock R Koop HU (1997)
Extraplastidic site-specific factors mediate RNA editing in chloroplasts.
EMBO J. 16, 3282-3288.

[14] Boinski J, Wang L, Xu P, Hotchkiss T und Berry J (1993)
Post-transcriptional control of cell type-specific gene expression in bundle sheath and
mesophyll chloroplasts of Amaranthus hypochondriacus
Plant Mol Biol 22, 397-410

[15] Bonham-Smith & Bourque D (1989)
Translation of chloroplast -encoded mRNA: potential initation and ter´mination signals
Nucl Acids Res 17, 2057-2080

[16] Bradford MM (1976)
A rapid and sensitive method for the quantification of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein dye binding
Anal Biochem 72, 248-254



136 LITERATURVERZEICHNIS

[17] Bruick RK, Mayfield SP (1999)
Light-activated translation of chloroplast mRNAs.
Trends Plant Sci. 4, 190-195.

[18] Bujalowski W, Jung M, McLaughlin LW and Pörschke D. (1986)
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