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2.2 Präparative Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2.1 Isolation von Chloroplasten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.2.1.1 Aufzucht . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24
2.2.1.2 Isolation intakter Chloroplasten . . . . . . . . . . . . . . 24
2.2.1.3 Proteinbestimmung nach Bradford . . . . . . . . . . . . 25

2.2.2 Herstellung der verwendeten in vitro Transkripte . . . . . . . . . 25
2.2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) . . . . . . . . . . . . . 25
2.2.2.2 Herstellung von Guanylyl-(5’-3’)-Guanosin (GpG) . . . . 26
2.2.2.3 In vitro Transkription . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
2.2.2.4 Radioaktive 5’-Endmarkierung durch γ - Phosphorylierung 28
2.2.2.5 Aufreinigung von Nukleinsäuren durch Gelelution . . . . 28
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1 Einleitung

1.1 Der Chloroplast

Chloroplasten sind Zellorganellen, die es in allen eukaryotischen, photoautotrophen Or-
ganismen – Pflanzen und Algen – gibt. In ihnen laufen alle wichtigen Reaktionen der
Photosynthese ab, daher sind sie essentiell für die Energieversorgung der Pflanze und
der Erzeugung von Biomasse.

Chloroplasten entwickeln sich bei Belichtung parallel zur Blattentwicklung aus den
undifferenzierten Proplastiden, die man in meristematischen Geweben findet. Während
der Plastidenentwicklung wird das Volumen vergrößert und die Thylakoide und die
Photosynthese-assoziierten Proteinkomplexe müssen assembliert werden. Neben den
Chloroplasten können Proplastiden auch zu Leukoplasten, Chromoplasten oder Etiopla-
sten ausdifferenzieren. Die farblosen Leukoplasten finden sich vor allem in photosyn-
thetisch inaktiven Pflanzengeweben und dienen der Speicherung von Stärke (Amylopla-
sten), Proteinen (Proteinoplasten) und Fetten (Elaioplasten). Chromoplasten enthalten
vorwiegend Carotinoide und sorgen für die Färbung von Blütenblättern und Früchten.
Werden Keimlinge im Dunklen angezogen, entwickeln sich Etioplasten, die zwar eine den
Chloroplasten vergleichbare Größe haben, aber ansonsten wenig ausdifferenziert sind.
Bei Belichtung differenzieren die Etioplasten sehr schnell zu Chloroplasten. Alle Plasti-
denformen sind ineinander umwandelbar, wobei Gerontoplasten, alternde Plastiden, die
in ihrer Pigmentzusammensetzung den Chromoplasten ähneln, die einzige Ausnahme
darstellen.

Plastiden werden wie Mitochondrien als
”
semiautonome“ Zellorganellen bezeichnet,

da sie über ein eigenes Genom und einen Apparat zu dessen Expression verfügen. Sie
vermehren sich durch Teilung und können von der Zelle nicht de novo synthetisiert wer-
den. Bei Zellteilungen werden sie passiv auf die Tochterzellen verteilt. Trotzdem sind
die Plastiden in allen ihren Funktionen vom Zellkern abhängig, da viele Faktoren, die
sie für ihre Funktion benötigen, im Kern kodiert sind. Nach der Endosymbiontentheorie
geht man davon aus, daß sich die Plastiden aus einem den Cyanobakterien zuzuordnen-
den Vorläufer entwickelt haben, der von einer eukaryotischen Zelle aufgenommen wurde
und mit ihr eine Symbiose eingegangen ist. Für diese Theorie sprechen viele Indizien.
Zum Beispiel sind Plastiden von zwei Membranen umgeben, die sich stark in ihrer Zu-
sammensetzung und Funktionalität unterscheiden. Außerdem haben das Genom und
der Expressionsapparat von Plastiden typische prokaryotische Eigenschaften (ringförmi-
ge DNA, 70 S Ribosomen, polycistronische Transkripte, Promotoren, tRNAs) und viele
plastidäre Proteine entsprechen einem homologen Protein in Bakterien.
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1 Einleitung

1.2 Genexpression in Chloroplasten

Die Entwicklung ausdifferenzierter Plastiden – wie den Chloroplasten – aus Proplasti-
den erfordert eine entwicklungsspezifische Regulation der Genexpression, die auch in
Anpassung auf Umwelteinflüsse, wie z. B. Licht, Wasser- und Nährstoffverfügbarkeit,
moduliert werden kann. Genregulation kann dabei auf Ebene der DNA (Methylierung,
Struktur), der Transkription, der mRNA (posttranskriptionale Prozesse), der Trans-
lation und des Proteins (posttranslational) erfolgen [51, 101, 151, 158]. Studien zur
Genexpression in Chloroplasten werden vor allem in Chlamydomonas reinhardtii , Ara-
bidopsis thaliana, Zea mais , Spinacea oleracea und Nicotiana tabacum durchgeführt.
Chlamydomonas reinhardtii und Nicotiana tabacum werden mittlerweile routinemäßig
transformiert [15, 161].

1.2.1 Das Plastom

Als Plastom bezeichnet man das Genom von Chloroplasten, das aus einem ringförmigen
DNA-Molekül besteht und in der Regel hochpolyploid vorliegt. Das Plastom ist 120–
160 kBp groß und kodiert für etwa 120–150 Gene (ca. 100 Gene kodieren für Proteine
und die weiteren für rRNAs und tRNAs; zur Übersicht siehe [159]). Mittlerweile sind
über 20 Plastome aus allen Bereichen des Pflanzenreichs vollständig sequenziert (siehe
Anhang C). Das Plastom ist in eine invertierte Sequenzwiederholung (IR; Inverted Re-
peat), die Gene für rRNAs und einige tRNAs enthält, einen kurzen einfach vorhandenen
Sequenzbereich (SSC; short single copy region) und einen langen einfach vorhandenen
Sequenzbereich (LSC; large single copy region), die die weiteren Gene tragen, unterteilt.
Die Unterschiede in der Plastomgröße resultieren vorwiegend aus der Länge der IR, die
zwischen 6 kBp und 76 kBp liegt.

Die Gene sind – wie bei Prokaryonten – oft in Operons organisiert, die zum Teil in ihrer
Zusammensetzung auch noch ein bakterielles Homolog haben, wie z. B. das rpl23 -Operon
aus Nicotiana tabacum, das dem S10 -Operon aus E. coli entspricht. Es finden sich so-
wohl funktionell homogene Operons (rpoB-rpoC1-rpoC2) als auch funktionell heterogene
(psaA-psaB-rps14). Eine Reihe plastidärer Gene enthält Introns, die posttranskriptional
durch Spleißen entfernt werden müssen (1.2.3.3).

Man teilt die Gene in zwei Gruppen ein: Gene, die für Bestandteile des genetischen
Apparates kodieren (RNA Polymerase, ribosomale Proteine und funktionale RNAs), und
Gene, die für Bestandteile des Photosyntheseapparates kodieren. Außerdem gibt es ei-
nige offene Leserahmen, deren Genprodukte und Funktion noch nicht bekannt sind. Für
alle funktionalen Komplexe ist nur etwa ein Drittel der benötigten Proteine im Chloro-
plasten kodiert. Die anderen sind im Zellkern kodiert, werden im Cytoplasma translatiert
und erst als fertiges Protein in den Chloroplasten importiert. Dagegen konnte ein Import
von RNAs in den Chloroplasten bisher nicht gezeigt werden, so daß alle funktionalen
RNAs im Chloropasten kodiert sein müssen. Die bisher bekannten Plastome kodieren
für 20–40 tRNAs, was zwar eine relativ geringe Anzahl im Vergleich zu autonomen Or-
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1.2 Genexpression in Chloroplasten

ganismen (ca. 60 tRNAs) darstellt, aber für die korrekte Translation im Chloroplasten
ausreicht.

Es gibt einige Hinweise, daß die Genexpression auf DNA-Ebene reguliert werden kann.
So ändert sich in Chlamydomonas reinhardtii die DNA-Struktur in Abhängigkeit vom
Licht [162] und in Mais gibt es Hinweise auf spezifische DNA-Methylierung [48]. In Chla-
mydomonas reinhardtii hat man zudem den Effekt der Gendosis untersucht [41]. Alle
diese Mechanismen scheinen aber letztendlich nur geringen Einfluß auf die Genexpression
zu haben.

1.2.2 Die Transkription

In vielen Systemen ist die Genexpression weitgehend auf der Ebene der Transkription
reguliert. Hierbei ist die Ausbildung des Transkriptionsinitiationskomplexes der limitie-
rende Schritt. Er hängt von der Promotorstärke, der Polymeraseaktivität und diversen
Transkriptionsfaktoren ab. In Chloroplasten findet ebenfalls Genregulation auf Ebene
der Transkription statt, allerdings scheint diesem Mechanismus hier weniger Bedeutung
zuzukommen [50, 101, 151].

1.2.2.1 Plastidäre RNA-Polymerasen

Die plastidären Gene werden durch zwei unterschiedliche RNA-Polymerasen transkri-
biert (zur Übersicht siehe [61]). Eine RNA-Polymerase ist im Plastom kodiert und
wird als PEP (Plastid Encoded Polymerase) bezeichnet. Die andere ist im Zellkern ko-
diert und wird entsprechend als NEP (Nucleus Encoded Polymerase) bezeichnet. Die
PEP besteht aus mehreren Untereinheiten (α, β, β′ und β′′), die von den plastidären
Genen rpoA, rpoB , rpoC1 und rpoC2 kodiert werden. Die PEP ist bis hin zur Or-
ganisation des Operons der bakteriellen RNA-Polymerase homolog (rpoB-rpoC1-rpoC2
bilden eine Transkriptionseinheit; Aufspaltung von rpoC (E. coli) in rpoC1 und rpoC2
wie in Cyanobakterien). Die NEP besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette und ist
ca. 110 kDa groß [91]. Sie wird im Zellkern von dem Gen rpoZ kodiert und hat Ho-
mologie zur RNA-Polymerase des T7-Bakteriophagen. Eine ähnliche Polymerase ist
auch in Mitochondrien aktiv. Experimente in PEP-defizienten Chloroplasten aus Tabak
legten bisher die Interpretation nahe, daß die NEP vorwiegend die sogenannten

”
Hou-

sekeeping“-Gene (genetischer Apparat, basale Funktionen) transkribiert, während die
Photosynthese-assoziierten Gene von der PEP transkribiert werden [4, 53, 144]. Einer
neueren Studie zufolge kann allerdings zumindest die NEP alle plastidären Gene tran-
skribieren und der regulatorische Effekt in PEP-defizienten Chloroplasten scheint sich
eher durch posttranskriptionale Mechanismen erklären zu lassen [82].
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1 Einleitung

1.2.2.2 σ-Faktoren

Die bakterielle RNA-Polymerase benötigt für ihre korrekte Funktion zusätzliche Fakto-
ren, wie die σ-Faktoren, die differentiell exprimiert und verwendet werden. Auch die
PEP ist mit σ-Faktoren assoziiert (zur Übersicht siehe [3]). Die bisher identifizierten
σ-Faktoren sind ausnahmslos im Zellkern kodiert. Auch hat man bisher immer mehrere
verschiedene Gene gefunden, die für σ-Faktoren kodieren. Das legt die Vermutung nahe,
daß sie – ähnlich wie in Bakterien – differentiell in der Entwicklung oder als Antwort
auf physiologische Stimuli exprimiert und verwendet werden. In Zea mais sind solche
entwicklungspezifischen σ-Faktoren bekannt [142]. In Sinapis alba wurde ein σ-Faktor
beschrieben, der in Abhängigkeit seines Phosphorylierungszustandes aktiv ist und des-
sen Aktivität damit indirekt durch den Photosynthese-Status reguliert wird [163, 164].
Damit stellen die σ-Faktoren eine Möglichkeit dar, wie der Zellkern in die Genexpres-
sion des Chloroplasten auf Ebene der Transkription eingreifen kann. Für den σ-Faktor
ZmSig2B aus Zea mais konnte in vitro seine Funktionalität gezeigt werden, indem er die
Bindung der E. coli -Polymerase an einen plastidären Promotor vermittelte. ZmSig2B
scheint sowohl im Chloroplasten als auch in den Mitochondrien lokalisiert zu sein. Da
Mitochondrien keine Polymerase vom bakteriellen Typ haben, stellt sich die Frage, ob
der Faktor auch mit der T7-homologen Polymerase interagiert [8]. Die T7-Polymerase
aus Phagen benötigt keine weiteren Faktoren. Inwiefern das auch für ihr Homolog in
Chloroplasten zutrifft, ist nicht bekannt.

1.2.2.3 Promotoren

Das Plastom enthält verschiedene Promotorelemente (zur Übersicht siehe [61]). Da eine
Polymerase vom bakteriellen Typ beschrieben wurde, ist auch ein bakterieller Promotor-
typ zu erwarten. Entsprechend findet man vor diversen Genen das für Bakterien typische
-10/-35 Element, allerdings nicht nur konserviert, sondern auch in Variationen. Es gibt
zusätzlich zum -10/-35 Promotor weitere Elemente wie z. B. ein licht-induzierbares Pro-
motorelement bei dem psbC-psbD-Operon [27, 145]. Ein anderer Promotortyp wird von
der NEP benutzt. Diese Promotoren sind noch nicht weiter klassifiziert und werden
bisher nur als non-consensus Typ II Promotoren bezeichnet [72]. Für einige tRNA-
Gene wurden interne Promotoren beschrieben, die keinerlei zusätzliche Elemente vor
dem Transkriptionsstart benötigen [113, 116]. Es wäre denkbar, daß die Promotoren in
Kombination mit den unterschiedlichen Polymerasen und Transkriptionsfaktoren (z. B.
σ-Faktoren) eine differentielle Genexpression erlauben, allerdings ist das bisher noch
nicht eindeutig gezeigt. Alle bisherigen Daten deuten darauf hin, daß die Genexpression
im Chloroplasten auf Ebene der Transkription in allgemeiner Weise reguliert wird, aber
nicht die entscheidende Rolle bei genspezifischer Regulation spielt [82, 101].
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1.2.2.4 Transkriptionstermination

Über die Termination der Transkription in Chloroplasten ist wenig bekannt. Die mei-
sten plastidären Gene besitzen an ihrem 3’-Ende eine Sequenzwiederholung, die als 3’-IR
(Inverted Repeat) bezeichnet wird und eine Haarnadelstruktur ausbilden kann. In Bak-
terien funktionieren solche Strukturen als rho-unabhängige Transkriptionsterminatoren.
In Chloroplasten sind sie als Terminatoren ineffizient, aber wichtig für die korrekte 3’-
Prozessierung von mRNAs [150]. Wie die von der NEP synthetisierten Transkripte
terminiert werden, ist nicht bekannt. Vermutlich spielt die Transkriptionstermination in
Chloroplasten eine untergeordnete Rolle und wird von der Prozessierung der primären
Transkripte überlagert.

1.2.3 Posttranskriptionale Mechanismen

Für viele plastidäre Gene wurde gezeigt, daß ihre mRNA-Spiegel im Laufe der Entwick-
lung schwanken, obwohl die Transkriptionsrate gleich bleibt oder ihre Translationsrate
durch Modulationen des mRNA-Pools verändert wird [50, 101, 151]. Dies deutet darauf
hin, daß die plastidäre Genexpression zu einem großen Teil durch posttranskriptiona-
le Mechanismen reguliert wird. Zu diesen posttranskriptionalen Mechanismen gehören
die Prozessierung von Primärtranskripten zu monocistronischen mRNAs mit korrektem
5’- und 3’-Ende, das Spleißen von Intronsequenzen, die Editierung der Transkripte und
Modulationen der mRNA Stabilität (zur Übersicht siehe [101, 110, 127, 158]).

1.2.3.1 Editierung

Unter Editierung versteht man die posttranskriptionale Veränderung der Primärsequenz
eines Transkripts durch Austausch von Basen. Dieser Prozeß geht den anderen post-
transkriptionalen Mechanismen voran, da bis auf wenige Ausnahmen die Editierung die
erste posttranskriptionale Modifikation ist, die ein plastidäres Transkript erfährt (zur
Übersicht siehe [11, 98]). Es sind bisher 26 Positionen in plastidären Genen höherer
Pflanzen bekannt, die editiert werden. Die Anzahl der Stellen, die editiert werden, ist
von Art zu Art unterschiedlich. An allen bekannten Stellen wird dabei ein C gegen
ein U ausgetauscht. Dabei handelt es sich vermutlich um eine enzymatische Umwand-
lung, da keine Schnitte am Phosphatrückgrat oder an den Basen nachgewiesen werden
konnten. Es ist unklar, wie die Stellen, die editiert werden sollen, erkannt werden, da
es keine Konsensussequenzen gibt. Indizien weisen darauf hin, daß kernkodierte Fak-
toren die Editierung vermitteln. Einer neueren Studie zufolge, scheint sogar jede zu
editierende Stelle ihren eigenen kernkodierten Faktor zu benötigen, da in heterologen
Kern-Chloroplast-Systemen nur die Stellen editiert werden, die in beiden homologen
Systemen vorkommen [139]. Die Editierung erfolgt in der Regel, um ein funktionales
Startcodon zu generieren (ACG �AUG) [12, 65, 85] oder eine konservierte Aminosäure
zu restaurieren [97]. Mittlerweile kennt man auch Beispiele, bei denen Basen in der 5’
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untranslatierten Region (UTR) editiert werden. Man vermutet, daß dadurch die Fähig-
keit, regulatorische Sekundärstrukturen auszubilden, erhalten bleibt [83].

1.2.3.2 Prozessierung

Die Mehrheit der neusynthetisierten mRNAs im Chloroplasten sind polycistronische
Transkripte, die – wie oben erwähnt – kein definiertes 3’-Ende besitzen. Um reife,
stabile und effizient translatierbare mRNAs zu erhalten, werden die Primärtranskripte
prozessiert.

Das 5’-Ende primärer Transkripte weist eine Di- oder Triphosphatgruppe auf, während
5’-prozessierte Transkripte ein Monophosphat besitzen. In der Regel findet man im
Chloroplasten beide Formen. Für einige Beispiele in Chlamydomonas reinhardtii ist be-
schrieben, daß die unprozessierten Transkripte nicht translatiert werden [20, 115]. Für
die rbcL mRNA aus Mais sind verschieden lange prozessierte 5’-Enden beschrieben [43],
die zwar alle mit Polysomen assoziiert sind [6], aber eine unterschiedliche Translations-
effizienz haben [125]. Es ist nicht klar, welche Proteine die 5’-Prozessierung vermitteln.
In Chlamydomonas reinhardtii wird eine 5’�3’ Exonuklease diskutiert, für die es aber
bisher nur indirekte Hinweise gibt [36].

Korrekt prozessierte 3’-Enden sind notwendig für die Akkumulation von Transkripten.
Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, daß einzelsträngige 3’-Enden ideale Startstel-
len für 3’�5’ exonukleolytischen Abbau darstellen. Das reife 3’-Ende wird bis direkt an
die Haarnadelstruktur am 3’-Ende gekürzt, die als Prozessierungssignal notwendig ist
[150]. Es gibt drei mögliche Mechanismen für die 3’-Prozessierung, die alle von Daten un-
terstützt werden: (i) sequenz- oder strukturspezifischer endonukleolytischer Schnitt [56],
(ii) dem endonukleolytischen Schnitt folgt exonukleolytische Prozessierung, die durch die
Haarnadelstruktur gestoppt wird [153] und (iii) das 3’-Ende wird ausschließlich durch
exonukleolytischen Abbau bis zur Haarnadelstruktur prozessiert [150, 152]. Die an der
3’-Prozessierung beteiligten Proteine sind vermutlich auch in den RNA-Abbau invol-
viert, wobei nicht klar ist, wie der Chloroplast zwischen Abbau der mRNA und ihrer
Prozessierung diskriminiert (siehe dazu auch 1.3).

Eine weitere Form der Prozessierung ist die intercistronische Prozessierung, bei der aus
polycistronischen Primärtranskripten monocistronische, reife mRNAs entstehen. Es gibt
einige Beipiele, bei denen die intercistronische Prozessierung relevant für die Translation
der kodierten Proteine ist. So wurde bei Arabidopsis thaliana gezeigt, daß die psbH
mRNA korrekt prozessiert sein muß, um translatiert werden zu können [46]. Es wurde
weiterhin beobachtet, daß die polycistronischen Primärtranskripte zu einer Vielzahl,
auch überlappender mRNAs prozessiert werden [49], die je nach Entwicklungszustand
differentiell akkumulieren können [32, 155]. Ein neueres Beispiel für diesen Mechanismus
wurde in Allium porrum beschrieben. Hier akkumuliert das translatierbare Transkript
von psaC nur, wenn ein Schnitt in der sich anschließenden Sequenz von ndhD erfolgt
[22].
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1.2.3.3 Spleißvorgänge

Viele plastidäre Gene enthalten Introns, die posttranskriptional entfernt werden (zur
Übersicht siehe [101, 110, 127, 158]). Introns werden nach ihrer Struktur und dem
Spleißmechanimus in verschiedene Gruppen eingeteilt. In höheren Pflanzen findet man
vorwiegend Introns der Gruppe II, während im Genom von Chlamydomonas reinhard-
tii vorwiegend Gruppe I Introns, die in vitro unter nicht-physiologischen Bedingungen
selbstspleißend sind, vorkommen. Es sind ebenfalls Twintrons (Introns, die ein weiteres
Intron enthalten) beschrieben [29, 30, 37] und Introns, die ein offenes Leseraster enthal-
ten [112, 157]. Die meisten plastidären Introns werden in cis gespleißt. Es gibt aber auch
Beispiele für trans-spleißende Introns, bei denen Exons, die über das Genom verteilt sind,
zusammengefügt werden müssen. Das komplexeste Beispiel hierfür ist die psaA mRNA
aus Chlamydomonas reinhardtii , die aus drei Exons besteht, 14 kernkodierte Faktoren
und eine weitere plastidäre RNA tscA für ihr korrektes Spleißen benötigt [127]. Bis-
her konnte für das Spleißen keine regulatorische Funktion auf die Genexpression gezeigt
werden.

1.2.3.4 mRNA Stabilität

Die differentielle Stabilität von mRNAs gewinnt zunehmend an Bedeutung für die Gen-
expression im Chloroplasten. Die Stabilisierung bzw. Destabilisierung einzelner Tran-
skripte wurde sowohl im Verlauf der Chloroplastenentwicklung, sowie auch als Reaktion
auf Belichtung beobachtet [74, 77]. Als cis-regulatorische Elemente werden die 5’UTR
und die 3’UTR der mRNAs diskutiert. Als trans-regulatorische Faktoren kommen einige
kernkodierte Faktoren in Frage (zur Übersicht siehe [101, 110, 158]).

Die 3’UTR der meisten plastidären mRNAs enthält ein Sequenzmotiv (3’-IR), das eine
Haarnadelstruktur ausbilden kann. Wie oben beschrieben, übt diese Struktur im Chloro-
plasten – im Gegensatz zum bakteriellen System – keine Funktion in der Termination der
Transkription aus, stellt aber ein wichtiges Prozessierungssignal dar. Das unterstützen
auch Daten zur Proteinbindung an die 3’UTR, da hier vorwiegend Proteine binden, die
der Prozessierung zugeordnet werden können [110, 158]. Weiterhin hat sich gezeigt, daß
mRNAs, denen diese Struktur fehlt, sehr schnell abgebaut werden, also diese Struktur
sehr wirksam vor 3’�5’ exonukleolytischem Abbau schützt [1, 57, 39, 90, 130, 154]. Dies
weist auf eine Funktion der Haarnadelstruktur am 3’-Ende als allgemeiner Schutz vor
exonukleolytischem Abbau hin. Die Struktur ist zur Vermittlung und Regulation der
mRNA Stabilität allein allerdings nicht ausreichend, wie Studien an der petD mRNA
gezeigt haben [130, 150, 152, 154].

Die 5’UTR ist nach Studien in Chlamydomonas reinhardtii hinreichend zur Vermitt-
lung der mRNA Stabilität bei petD [36], psbD [117] und psbB [166]. Für die mRNAs
petD und psbD wurde gezeigt, daß bei Mutationen, die zu veränderter mRNA Stabilität
führen, offensichtlich die Bindestelle für einen kernkodierten Faktor defekt ist [62, 115].
Für die mRNAs rps7 [45] und petD [62] konnte weiterhin in der 5’UTR eine für die
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Stabilität wichtige Sekundärstruktur identifiziert werden. Auch in höheren Pflanzen ist
die 5’UTR an der Vermittlung der Stabilität beteiligt, wie Daten für die rbcL mRNA
aus Mais [7] und Tabak [146] zeigen.

In Chlamydomonas reinhardtii sind mehrere Mutanten kernkodierter Faktoren be-
kannt, die genspezifisch auf die plastidäre mRNA Stabilität zu wirken scheinen. Die
am besten untersuchte Mutante ist nac2-26 , bei der die Bindung eines 47 kDa Protein
an die 5’UTR von psbD verlorengeht und die mRNA im Vergleich zum Wildtyp desta-
bilisiert ist [117]. Transkripte, die eine 5’UTR von höheren Pflanzen enthalten, sind
in Chlamydomonas reinhardtii instabil [114]. Auch konnten bisher in höheren Pflanzen
keine genspezifischen trans-regulatorischen Faktoren für die Stabilität gefunden werden.
Daher kann man davon ausgehen, daß die Stabilität von mRNAs in Algen und Pflanzen
auf unterschiedliche Weise reguliert wird und die Systeme nur bedingt vergleichbar sind.

Die 5’UTR enthält neben den cis-regulatorischen Elementen für die mRNA Stabilität
auch Bereiche, die für die Translation wichtig sind. Daher stellt sich die Frage, inwiefern
die mRNA Stabilität ein der Translation untergeordneter oder ein davon unabhängiger
Effekt ist. Die petD mRNA akkumuliert in Abhängigkeit von ihrer Translatierbarkeit
[133]. Die rbcL mRNA zeigt in höheren Pflanzen eine Stabilisierung durch Assoziation in
Polysomen [7, 146]. Die psbA mRNA wird durch Veränderung der Ribosomenbindestelle
destabilisiert [100]. In Spinat konnte gezeigt werden, daß das S1-ähnliche ribosomale
Protein an die 5’ UTR der psbA mRNA bindet [2]. Die Daten zeigen allerdings keine
einheitliche Wirkung der Translation auf die mRNA Stabilität, so daß man bislang von
unabhängigen Mechanismen ausgeht.

Neben den UTRs gibt es in einigen Fällen auch Hinweise, daß Bereiche in der kodie-
renden Region an der Vermittlung der Stabilität beteiligt sind. Im Fall der atpA mRNA
hat man einen kernkodierten, stabilitätsvermittelnden Faktor identifiziert, der mit der
kodierenden Region interagiert [40]. Für die psbA mRNA in höheren Pflanzen gibt es
aus Experimenten mit transplastomem Tabak Hinweise, daß die 5’UTR allein nicht die
volle Stabilisierung vermittelt kann [42].

1.2.4 Die Translation

Wie der Transkriptionsapparat hat auch der Translationsapparat in Chloroplasten große
Ähnlichkeit zum bakteriellen System. Die Ribosomen sind die prokaryotischen 70 S Ri-
bosomen, etwa die Hälfte der plastidären Gene hat eine Shine-Dalgarno-ähnliche Se-
quenz (SD-Sequenz) und die Translation beginnt mit der tRNAfmet (zur Übersicht siehe
[101, 160, 175]). Außerdem wurden homologe Proteine zu Translationsinitiationsfakto-
ren aus E. coli gefunden (IF-1 Homolog in Spinat; IF-2 und IF-3 Homologe in Euglena).
Die SD-Sequenz ist in E. coli in Sequenz und Position relativ zum Startcodon stark
konserviert. Sie spielt eine entscheidende Rolle bei der Bindung der Ribosomen an die
mRNA. In Choroplasten scheint die SD-Sequenz jedoch nicht essentiell für die Trans-
lation zu sein, da sie bei der Hälfte der plastidären Gene nicht vorhanden und bei den
anderen Genen weder in Sequenz noch Position konserviert ist [14, 132]. In vitro Studien
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in Tabak [64] und Gerste [73] deuten darauf hin, daß die SD-Sequenzen zwar Einfluß
auf die Translation haben, aber nicht entscheidend sind [151]. Als cis-Elemente für
die Ribosomenassemblierung werden in Chloroplasten Sekundärstrukturelemente in der
5’UTR diskutiert [44, 62, 81]. In Tabak hat man zwei AU-reiche Regionen identifiziert,
die für die Ribosomenbindung wichtig sind [64]. Weiterhin hat man in Mais [7] und in
Chlamydomonas reinhardtii [54] kernkodierte Faktoren identifiziert, die mit der 5’UTR
von mRNAs interagieren und einen Effekt auf die Translation haben. In Chlamydo-
monas reinhardtii kann die Wirkung spezifischer Translationsfaktoren z. B. über deren
Oxidationszustand reguliert werden, der vom Elektronenfluß entlang der Photosynthe-
se und damit von den Lichtverhältnissen abhängig ist [35]. Für die psbA mRNA aus
Chlamydomonas reinhardtii und das Protein RB60 ist eine solche Regulation der Trans-
lation beschrieben [165]. Translationsfaktoren können auch über Phosphorylierungs-
/Dephosphorylierungszyklen reguliert werden [34]. Ein autoregulativer Mechanismus ist
für das Cytochrom f aus Chlamydomonas reinhardtii bekannt. Die Akkumulation des
Proteins im Chloroplast führt zur Reduktion der Syntheserate. Dieser Effekt wird über
die 5’UTR der petA mRNA und den C-Terminus des Cytochrom f vermittelt [25, 87, 88].
Bei Tabak ist zwar die Sequenzhomologie sehr hoch, es ist aber nicht klar, ob die Re-
gulation dem gleichen Mechanimus folgt [109]. Bisher konnten nur in Chlamydomonas
reinhardtii genspezifisch wirkende Faktoren gefunden werden.

Die Regulation der Translation ist in Chlamydomonas reinhardtii am besten unter-
sucht [127]. Hier werden eine Reihe möglicher Mechanismen diskutiert. Es wurde ge-
zeigt, daß die korrekte Prozessierung von 5’- und 3’-Ende einer mRNA in Chlamydomo-
nas reinhardtii entscheidend für ihre Translation ist [20, 129]. Korrekte Prozessierung
ist ebenfalls für die Translation des ndhD Transkript aus Tabak notwendig [63]. Ein
diesem Mechanismus entgegenstehendes Beispiel ist das psbB -Operon aus Mais, das ein
komplexes Prozessierungsmuster hat. Das Primärtranskript sowie alle Intermediate sedi-
mentieren mit Polysomen und können damit potentiell translatiert werden [7]. Daten aus
Chlamydomonas reinhardtii zeigen allerdings, daß nicht die Ribosomenbindung, sondern
die Translationsinitiation der limitierende Schritt der Translation ist [9, 104]. So findet
man in der Chlamydomonas reinhardtii Mutante nac1-28 zwar eine Assemblierung der
psbD mRNA in Polysomen, die Elongation ist jedoch blockiert [28]. Diese Daten stellen
in Frage, ob man Polysomenbindung als Indiz für Translation werten kann.

1.3 Die Degradation von mRNAs im Chloroplasten

Die mRNA Stabilität spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Genexpressi-
on im Chloroplasten, indem sie genspezifisch die Spiegel der plastidären mRNAs festlegt.
Die Konzentration einer mRNA ergibt sich aus dem Verhältnis ihrer Transkriptionsrate
zu ihrer Abbaurate. Dadurch erhält der Mechanismus der mRNA Degradation eine re-
gulatorische Funktion (zur Übersicht siehe [55, 110, 141]). Eine Frage dabei ist, ob die
Degradation von mRNAs – wie Transkription und Translation – dem Mechanismus in
Prokaryoten vergleichbar ist [23, 24, 124].
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1.3.1 Beteiligte Enzyme

Im bakteriellen System wurde ein Multienzymkomplex – das Degradosom – charakteri-
siert, das den Abbau von mRNAs vermittelt (zur Übersicht siehe [23]). Das Degradosom
besteht aus der RNaseE (sequenzspezifische Endonuklease), der PNPase (3’�5’ Exonu-
klease) und der DEAD-Box HelikaseB. Außerdem sind mit dem Komplex eine Enolase,
ein glykolytisches Enzym, eine Polyphosphatkinase, DnaK und GroEL assoziiert. Die
Funktion dieser Proteine im Abbauprozeß ist noch nicht geklärt. Auch Interaktion mit
mit ribosomalen Protein S1 und einer Poly(A)-Polymerase wurde gezeigt. Neben der
RNase E wurde noch eine weitere homologe Endonuklease gefunden, die allerdings nur
aus dem N-terminalen, katalytischen Teil besteht. Dieses Enzym wird RNaseG genannt.
Die Spezifität beider Enzyme scheint weitgehend gleich zu sein. So erkennen sie ein Se-
quenzmotiv, sind abhängig von einem freien 5’-Ende, wobei sie 5’-Enden mit einem
Monophosphat bevorzugen, und haben eine strenge Präferenz für einzelsträngige RNA
[23].

Von diesen Enzymen ist im Chloroplasten am besten die PNPase charakterisiert. Es
handelt sich um ein 100 kDa großes Protein, das 3’�5’ exonukleolytische Aktivität hat,
als Bestandteil eines ca. 600 kDa großen Komplex aufgereinigt werden kann [56] und
eine hohe Affinität zu poly(A)-Sequenzen besitzt [95]. Der Komplex stellte sich einer
neueren Studie zufolge allerdings nicht als plastidäres Degradosom heraus, sondern ist
ein Homomultimer der PNPase [5]. In einer früheren Studie konnte zusammen mit
dem Komplex ein 67 kDa großes Protein aufgereinigt werden, das mit einem Antikörper
gegen RNase E aus E. coli kreuzreagierte [56]. Eine massenspektrometrische Analyse
zeigte jedoch, daß es sich hierbei um die α und die β Untereinheit von GroEL handelt
[5]. Eine Kreuzreaktion von GroEL mit diversen Antikörpern ist bekannt (z. B. [147]).
Eine Datenbankrecherche zeigte RNaseE-homologe Sequenzen in Pflanzen, die aber alle
nur dem N-terminalen Bereich der bakteriellen RNase E entsprechen und daher korrekter
Weise als RNaseG-homolog bezeichnet werden sollten [5]. In E. coli ist bekannt, daß die
C-terminale Domäne der RNaseE essentiell für die Assemblierung des Degradosoms ist.
Da die im Chloroplasten gefundenen Sequenzen diese Domäne nicht enthalten und auch
die PNPase nicht mit anderen Proteinen interagiert, kann man davon ausgehen, daß es
im Chloroplasten kein Degradosom gibt, aber der mRNA Abbau zumindest teilweise
von den gleichen Enzymen wie in Prokaryoten vermittelt wird. Eine RNA Helikase und
die RNase II, eine in Prokaryoten wichtige Exonuklease, wurden bisher im Chloroplasten
nicht gefunden.

Neben den Enzymen, die homologen Proteinen aus dem bakteriellen Degradosom ent-
sprechen, gibt es auch Hinweise, daß Proteine, die an der mRNA Prozessierung beteiligt
sind, auch Schritte des Abbaus vermitteln. So wurde die Endonuklease CSP41 identifi-
ziert, die mit hoher Spezifität die Struktur des 3’-IR erkennt und schneidet [13, 172]. In
Chlamydomonas reinhardtii wird zur Zeit auch eine potentielle 5’�3’ exonukleolytische
Aktivität diskutiert [38]. Für diese gibt es aber bisher nur indirekte experimentelle Hin-
weise, die auch z. B. durch die Spezifität eines RNaseE-Homolog erklärt werden könnten.
In Bakterien konnte bisher keine 5’�3’ Exonukleaseaktivität gefunden werden.
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1.3.2 Polyadenylierung

Polyadenylierung von mRNA galt lange Zeit als Eigenschaft eukaryotischer Zellen, in de-
nen fast alle mRNAs am 3’-Ende polyadenyliert sind [169]. Hier vermittelt der Poly(A)-
Anhang der reifen mRNA Stabilität und ist an der Translationsinitiation beteiligt. In
Hefe ist bekannt, daß die Deadenylierung von mRNAs Teil des Abbauweges ist. In
Bakterien dagegen konnte Polyadenylierung in Zusammenhang mit der Einleitung der
Degradation gebracht werden [10, 24, 134]. In Chloroplasten ist die Polyadenylierung
von RNA schon seit 1976 bekannt [52], aber erst in jüngerer Zeit weiter untersucht wor-
den. RT-PCR Studien zeigten, daß die Poly(A)-Anhänge in Chloroplasten von Pflanzen
mit ca. 260 nt wesentlich länger sind als in Prokaryoten und Hefe (40–60 nt), nicht ho-
mogen zusammengesetzt sind, sondern zu 70% aus Adenosin, 25% aus Guanosin und 5%
aus Cytosin bestehen, und fast immer in der kodierenden Region beginnen [84, 93]. Die
Polyadenylierung in Chlamydomonas reinhardtii scheint allerdings eher der in E. coli
zu gleichen [80]. Die Sequenzpositionen, an denen bei der psbA mRNA aus Spinat
Polyadenylierung beobachtet wird, stimmen mit in einem in vitro Degradationssystem
gezeigten Schnittstellen [93], sowie bekannten Schnittstellen kurz vor der 3’UTR überein
[84]. Das legt nahe, daß es sich bei den polyadenylierten Fragmenten um Abbauinter-
mediate handelt, die so zum Substrat für 3’�5’ exonukleolytischen Abbau durch die
PNPase werden. Bisher konnte keine poly(A)-unabhängige Degradation von mRNA in
Chloroplasten beobachtet werden [94].

Bis heute konnte keine Poly(A)-Polymerase, wie sie in E. coli beschrieben ist, in Chlo-
roplasten gefunden werden. Allerdings stellte sich heraus, daß in Spinat die PNPase, die
eigentlich den poly(A)-abhängigen Abbau von mRNAs vermittelt, ebenfalls in der Lage
ist RNA-Fragmente zu polyadenylieren. Die Poly(A)-Anhänge, die die PNPase synthe-
tisiert, entsprechen in ihrer Länge und Zusammensetzung dem, was aus Chloroplasten
bekannt ist [173]. Auch aus E. coli ist bekannt, daß die PNPase RNA polyadenylieren
kann [108]. Bisher konnte in Chloroplasten keine Poly(A)-Aktivität unabhängig von der
PNPase aufgereinigt werden. Auch konnte bei einer Sequenzsuche in Arabidopsis thalia-
na keine Poly(A)-Polymerase gefunden werden, die auch ein plastidäres Transitpeptid
trägt [173]. Andererseits findet man in PNPase-defizienten Mutanten in Arabidopsis
thaliana trotz fehlender PNPase Polyadenylierung im Chloroplasten [168]. Erst weitere
Studien können somit klären, welches Enzym die Polyadenylierung tatsächlich vermit-
telt.

1.3.3 Modell der mRNA Degradation in Chloroplasten

Nach der derzeitigen Vorstellung wird die Degradation durch einen oder mehrere en-
donukleolytische Schnitte in 5’�3’-Richtung – vermutlich durch ein RNase E-Homolog
– eingeleitet. Ein direkter exonukleolytischer Abbau in 3’�5’ wird durch die vom 3’-
IR gebildete Haarnadelstruktur in der 3’UTR verhindert. Die entstandenen Fragmente
werden von der PNPase oder einer potentiellen plastidären Poly(A)-Polymerase erkannt.
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Abbildung 1.1: Modell der spezifischen Degradation einer chloroplastidären mRNA

Zunächst synthetisiert das Enzym einen Poly(A)-Anhang an das 3’-Ende des mRNA
Fragments. Das Intermediat wird dann von der PNPase erkannt und exonukleolytisch
in 3’�5’-Richtung abgebaut. Die Struktur des distalen Fragmentes, das durch die Haar-
nadelstruktur geschützt ist, könnte durch einen Schnitt der Endonuklease CSP41 zerstört
werden, so daß die daraus resultierenden Fragmente dann für den regulären Abbauweg
zugänglich sind. Dieses Modell ist in Abb. 1.1 dargestellt.

1.3.4 Modelle für eine Regulation der mRNA Degradation

Wie unter 1.2.3.4 beschrieben, ergibt sich die Stabilität einer mRNA – bei weitgehend
gleicher Transkriptionsrate – aus ihrer Abbaurate. Um die Genexpression auf Ebene der
mRNA Stabilität zu regulieren, muß also der Abbau der mRNA kontrolliert werden.

Für die entwicklungsspezifisch stabilitätsregulierte psbA mRNA in Spinat ist gezeigt,
daß der erste endonukleolytische Schnitt in der 5’UTR liegt, die damit als cis-regulato-
risches Element für den Abbau angesehen werden kann [75]. Das gleiche ist für die psbD
mRNA in Chlamydomonas reinhardtii beschrieben [117]. Geht man davon aus, daß der
erste Schnitt den Abbau initiiert, so hat die Regulation dieser Spaltung Schlüsselfunkti-
on für die Kontrolle der mRNA Stabilität. Die Zugänglichkeit einer solchen Schnittstelle
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1.3 Die Degradation von mRNAs im Chloroplasten

für die initiierende Endonuklease wäre damit der geschwindigkeitsbestimmende und zu
regulierende Schritt. Sie kann über drei mögliche Mechanismen, die in Abb. 1.2 zusam-
mengefaßt sind, kontrolliert werden.

3. Regulation durch RNA-Struktur-abhä  ngige
Proteinbindung 

+

   

1. Regulation durch Proteinbindung

2. Regulation durch RNA-Strukturgleichgewichte

Mg2+Mg2+

Mg2+

?

?
?

Abbildung 1.2: Regulationsmodelle für den Abbau stabilitätsregulierter chloropla-

stidärer mRNAs. 1. Regulation durch Proteinbindung; 2. Regulation durch ein RNA-
Strukturgleichgewicht; 3. Regulation durch strukturabhängige Proteinbindung

1. Regulation durch Proteinbindung Die Schnittstelle des initiierenden, endonukleo-
lytischen Schnittes liegt in einem für die Proteinbindung an die 5’UTR relevanten Be-
reich und könnte durch die hier bindenden Proteine vor dem Angriff einer Endonuklease
geschützt werden. Wenigstens eines dieser Proteine muß dafür ein an die Stabilitätsände-
rung angepaßtes Bindungsverhalten zeigen. Für die psbA mRNA aus Spinat ist ein
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solches Protein beschrieben, daß eine entwicklungsspezifische Konzentrationsabhängig-
keit zeigt und ein trans-regulatorischer Faktor sein könnte [78]. Ein weiteres Beispiel,
dem dieser Regulationsmechanismus zugrunde liegen könnte, ist die nac2-26 Mutante
aus Chlamydomonas reinhardtii . Hier korreliert der Verlust der Bindung eines Proteins
an die 5’UTR mit der Destabilisierung der psbD mRNA. Es wäre also denkbar, daß
Proteine durch Bindung an die RNA die Schnittstelle maskieren und so der Abbau der
mRNA verhindert wird (Abb. 1.2.1). Ein solches Modell erfordert jedoch eine Vielzahl
genspezifisch RNA-bindender Proteine, für die in höheren Pflanzen bislang keine Evidenz
vorliegt.

2. Regulation durch die Struktur der RNA Eine andere Möglichkeit wäre, daß die
Schnittstelle durch Umlagerung der Struktur für die beteiligte Endonuklease unzugäng-
lich wird (Abb. 1.2.2). Die Endonukleasen im Chloroplast zeigen eine klare Spezifität für
einzelsträngige Bereiche [66]. Geht man davon aus, daß im Chloroplast – wie in E. coli
– der Abbau durch Schnitte der RNase E induziert wird, muß die initiierende Schnitt-
stelle in einem einzelsträngigen Bereich liegen, da das Enzym bei Stemloop-Strukturen
in der 5’ UTR seine Schnittstelle nicht mehr erkennt, und die Lage der Schnittstelle den
Kontakt des Enzyms zum 5’-Ende erlauben muß (siehe 1.3). Durch eine Strukturumla-
gerung könnten beide Bedingungen für einen RNase E-Schnitt umgangen werden. Die
5’UTR der psbA mRNA aus Spinat kann alternative Strukturen ausbilden, in denen die
Schnittstelle durch Helixbildung unzugänglich ist. Die Regulation fände in diesem Fall
über ein Strukturgleichgewicht statt und ein Verlust der Proteinbindung könnte auf die
fehlende Bindung von Nukleasen hindeuten [79].

3. Regulation durch RNA-Struktur abhängige Proteinbindung Eine Kombination
aus diesen beiden Regulationsmechanismen ist in Abb. 1.2.3 dargestellt. Die Protein-
bindung ist in diesem Fall von der Struktur der Bindestelle abhängig. Ein Struktur-
gleichgewicht aus bindungsaktiven und -inaktiven Strukturen würde die Assoziation mit
vor Abbau schützenden Proteinen an die 5’UTR regulieren. Die Stabilität der mRNAs
petD [62] und psbD [115] scheint nach diesem Prinzip reguliert zu werden. Für diesen
Mechanismus ist nicht unbedingt ein genspezifisches Protein als trans-regulatorischer
Faktor erforderlich, da der eigentlich regulierende Schritt die Strukturumlagerung auf
RNA-Ebene ist. Als potentieller trans-regulatorischer Faktor für die Strukturumlage-
rung werden im Fall der psbA mRNA aus Spinat Mg2+-Ionen diskutiert ([67]; siehe auch
1.4).

1.4 Die psbA mRNA

Das plastidäre Gen psbA kodiert für das D1 Protein des Photosystem II. Bei Belichtung
wird das Protein durch die photochemischen Reaktionen irreversibel geschädigt und muß
daher zur Aufrechterhaltung des Photosyntheseapparates ständig ersetzt werden [103].
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Um den permanenten Nachschub an Protein bei Belichtung zu gewährleisten, ist die psbA
mRNA im reifen Chloroplast hochabundant und ihre Translation stark lichtreguliert.

In vivo Untersuchungen in Spinat zeigten, daß die psbA mRNA korrelierend mit der
Blatt-/Chloroplastenentwicklung stark stabilitätsreguliert ist. In jungen Blättern be-
trägt ihre Halbwertszeit 4–5 Stunden, die in reifen Blättern bis auf 10 Stunden ansteigt.
Die Halbwertszeit der rbcL mRNA dagegen steigt von 4,5 nur unwesentlich auf 5 Stunden
an [77]. Die Transkriptionsraten der beiden Gene ändern sich dabei relativ zueinander
nicht [49]. Die differentielle Stabilisierung der psbA mRNA wurde auch in Gerste gezeigt
[74]. Sie ist wesentlich für die starke Akkumulation der mRNA und kein sekundärer Ef-
fekt, der auf die Assoziation in Polysomen oder andere Prozesse zurückgeführt werden
kann [77].

Wie oben beschrieben (1.3), ist der Mechanismus des Abbaus einer mRNA und vor
allem die Einleitung des Abbaus entscheidend für ihre Stabilität. Viele Daten, die in
das in Abb. 1.1 dargestellte Modell eingegangen sind, wurden an der psbA mRNA aus
Spinat gezeigt, so daß dieses Modell in erster Linie den Abbauweg der psbA mRNA
wiedergibt. Der Abbau der psbA mRNA wird durch einen endonukleolytischen Schnitt
an Position −48/−49 (relativ zum Startcodon; [176]) eingeleitet, dem weitere endonu-
kleolytische Schnitte in 5’�3’-Richtung folgen [66, 75]. Die Schnittstellen zeigen keine
Konsensussequenz, die eine Erkennungsstelle für Endonukleasen sein könnte, liegen aber
nach Sekundärstrukturvorhersagen alle in einzelsträngigen Bereichen [76], was mit der
Einzelstrangspezifität plastidärer Nukleasen korreliert [66]. Die Fragmente, die durch
die Schnitte entstehen, werden am 3’-Ende polyadenyliert und dadurch dem schnellen
3’�5’ exonukleolytischen Abbau durch die PNPase zugeführt [93, 94, 95].

In Experimenten mit einer kombinierten Verzögerungs-Temperaturgradientengelelek-
trophorese konnte gezeigt werden, daß die 5’UTR der psbA mRNA in zwei verschiede-
nen Konformationen vorliegen kann, von denen eine Struktur Komplexe mit löslichen,
chloroplastidären Proteinen ausbilden kann [79]. Bei der Suche nach Proteinen, die ei-
ne trans-regulatorische Funktion bei der Vermittlung der Stabilität der psbA mRNA
ausüben könnten, wurden durch Markierungstransferexperimente drei Kandidaten, die
an die 5’ UTR binden, identifiziert: (i) das ribosomale S1-ähnliche Protein [2], (ii) die
Nuklease CSP41, die eine Rolle in der 3’-Prozessierung spielt [13, 172] und (iii) ein Pro-
tein, das Homologie zu einem cDNA-Klon aus Arabidopsis thaliana hat, dessen Funktion
aber unbekannt ist (Klaff, unveröffentlichte Daten). Es gibt aber zur Zeit keine Hinwei-
se, daß ein Protein genspezifisch die Stabilität der psbA mRNA in höheren Pflanzen
beeinflußt.

In vitro Studien an der psbA mRNA zeigen einen deutlichen Stabilisierungseffekt in
Abhängigkeit von der Magnesiumkonzentration. Im Vergleich mit drei weiteren pla-
stidären RNAs – der rbcL mRNA, der 16 S rRNA und der tRNAHis – zeigte sich, daß
der Stabilisierungseffekt durch Mg2+-Ionen genspezifisch ist. Die psbA mRNA weist mit
zunehmender Magnesiumkonzentration ein sigmoides Stabilisierungsprofil auf, das auf
einen kooperativen Effekt mehrerer Mg2+-Ionen, die an die mRNA binden, schließen
läßt. Dagegen zeigen die anderen untersuchten RNAs einen mehr oder weniger steilen
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Abbildung 1.3: Stabilisierungsprofile plastidärer RNAs in Abhängigkeit von Mg2+-Ionen.

Abbildung entnommen aus Horlitz & Klaff (2000) [67]; Für die Berechung der relativen
Stabilität wird auf die Literaturstelle verwiesen.

Sättigungsverlauf. Die psbA mRNA ist bis zu einer Magnesiumkonzentration von 3–
4mM instabil. Mit dem weiteren Anstieg der Magnesiumkonzentration wird die psbA
mRNA dann mit einem sigmoid verlaufenden Profil stabilisiert und erreicht bei 10mM
ein Stabilitätsmaximum (Abb. 1.3). Die Werte der Magnesiumkonzentrationen von 3–
4mM und 10mM entsprechen dem Umfang, in dem die Magnesiumkonzentration im
Chloroplasten während der Entwicklung ansteigt. Im jungen Chloroplasten/Etioplasten
liegt eine Magnesiumkonzentration von 3–4mM vor, die psbA mRNA ist in diesem Sta-
dium der Entwicklung instabil, und im Laufe der Chloroplastenentwicklung steigt die
Konzentration auf über 10mM an, wobei die psbA mRNA im reifen Chloroplasten eine
sehr starke Stabilisierung erfährt [66, 67]. Daraus resultiert, daß Mg2+-Ionen hinreichend
sind, um die genspezifische Stabilisierung der psbA mRNA zu vermitteln und damit als
potentieller trans-regulatorischer Faktor der mRNA Stabilität wirken.
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1.5 RNA-Struktur und Mg2+

Ein RNA-Molekül liegt nicht als lineare Kette von Nukleotiden vor, sondern bildet Se-
kundär- und Tertiärstrukturen aus. Je nach biologischer Funktion der betrachteten RNA
ist diese Struktur von essentieller Bedeutung, wie bei den ribosomalen RNAs und den
tRNAs. Die mRNAs tragen in erster Linie die Information zur Biosynthese von Pro-
teinen, so daß ihre Struktur eine untergeordnete Rolle spielt. Allerdings finden sich
immer mehr Beispiele für Sekundärstrukturen in den UTRs von mRNAs, die für Regu-
lationsmechanismen von Bedeutung sind (siehe dazu 1.2.3). So wurden vor kurzer Zeit
sogenannte Riboswitch-Elemente in den untranslatierten Bereichen bakterieller Operons
beschrieben. Riboswitch-Elemente sind natürliche RNA-Aptamere, also kleine Sequenz-
abschnitte, die eine Sekundärstruktur ausbilden. Diese Sekundärstruktur bindet mit
extrem hoher Spezifität ein Substrat, worüber die Expression des betreffenden Gens
oder Operons – ohne die Beteiligung weiterer Faktoren – reguliert wird. Bei den Sub-
straten handelt es sich um Metaboliten wie Vitaminvorstufen, Lysin oder Guanin, die
direkt an die Riboswitch-Elemente binden (zur Übersicht siehe [118] und [167]).

Die Faltung von Nukleinsäuren in ihre native Konformation verläuft fast immer als
zweistufiger Prozess. Im ersten Schritt werden die Sekundärstrukturen ausgebildet, die
sich auf – von einzelsträngigen Bereichen unterbrochene – intramolekulare Basenpaarun-
gen beschränken. Die Sekundärstrukturfaltung wird von allen Parametern unterstützt,
die eine Abschirmung der negativen Ladungen des Zuckerphosphatrückgrats zur Folge
haben – wie z. B. monovalente Kationen oder basische Proteine. Im nächsten Schritt
wird die Tertiärstruktur, wie die räumliche Struktur einer RNA bezeichnet wird, gebil-
det. Hierbei treten in der Sequenz entfernte Bereiche einer RNA über schwache Wech-
selwirkungen (van der Waals Kräfte, hydrophobe Wechselwirkungen und entropische
Effekte) oder auch Basenpaarung in Kontakt. Die Ausbildung einer Tertiärstruktur ist
in hohem Maße von divalenten Kationen – insbesondere Mg2+-Ionen – abhängig. Sie
wird insgesamt durch vier Parameter bestimmt: 1. von der RNA Sequenz, 2. von der
Identität, der an der Faltung beteiligten zweiwertigen Kationen, 3. von der Konzentrati-
on der zweiwertigen Kationen und 4. von RNA-bindenden Proteinen, die bei der Faltung
anwesend sind (zur Übersicht siehe [121]).

Das am besten untersuchte Beispiel für die Beteiligung von Mg2+-Ionen an der Aus-
bildung von Tertiärstrukturen sind tRNAs, die sechs Mg2+-Ionen sehr stark binden und
für ihre Tertiärstruktur benötigen. Mg2+-Ionen können – wie alle zweiwertigen Kationen
– unspezifisch und spezifisch an RNAs binden. Die Wechselwirkung wird in fast allen
Fällen über die Hydrathülle des Ions vermittelt. Selten findet man die direkte Koor-
dination eines Liganden an ein Ion. Die Bindungsvarianten – spezifisch/unspezifisch –
unterscheidet man anhand des Umfangs der Hydrathülle der Ionen. Die unspezifische
Bindung führt zu einer diffusen Verteilung der Mg2+-Ionen um die RNA herum, die von
Coulomb’schen Wechselwirkungen mit dem anionischen Feld des Zuckerphosphatrück-
grats vermittelt wird. Diese Bindung beschränkt sich auf vollhydratisierte Ionen und
das Zuckerphosphatrückgrat und wird als

”
Outersphere-complex“ bezeichnet. Die spe-
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zifische Bindung von Mg2+-Ionen an RNA erfolgt durch starke lokale, anionische Felder –
sogenannte Mg2+-Bindetaschen, die an bestimmten Bereichen der RNA entstehen. Bei
diesen Bereichen handelt es sich um von der RNA ausgebildete Strukturen, wie z. B.
Loops [105, 106]. Das am besten charakterisierte Beispiel ist der Anticodonloop der
tRNAPhe, bei dem ein Mg2+-Ion fest in den Loop gebunden und dadurch die Loopgeo-
metrie stabilisiert wird. Das Mg2+-Ion hat bei einer solchen Bindung nur noch seine
unmittelbare Hydrathülle, was als

”
Innersphere-complex“ bezeichnet wird [89].

Die Untersuchung von Bindestellen für Mg2+-Ionen ist nicht ganz einfach, da das Ion
keine für die Spektroskopie ausnutzbaren Eigenschaften hat. Im Fall der tRNA kann
man die Bindung des Mg2+-Ions durch die Fluoreszenzänderung einer modifizierten Base
beobachten. Meistens muß man aber auf andere Ionen als Ersatz zurückgreifen. In
der Röntgenstrukturanalyse kann man Mg2+-Ionen nur schwer von hydratisierten Na+-
Ionen unterscheiden, da sie etwa die gleiche Elektronendichte haben. Daher verwendet
man hier als Ersatz oft Mn2+-Ionen, die Mg2+-Ionen sehr ähnlich sind und sie auch
in vielen Fällen funktional ersetzen können. Bei NMR-Untersuchungen ist Magnesium
wegen seines Spins I = 5/2 ebenfalls nur schwer detektierbar. Zwar sind kinetische
Untersuchungen über die Austauschrate an Bindestellen möglich, zur Lokalisation der
Bindestellen wird aber meistens Cobalthexamin verwendet [31].

Neben den spektroskopischen Methoden kann man auch indirekte Hinweise auf Binde-
stellen durch eine pH-abhängige, spezifische Spaltung von RNA durch zweiwertige Ionen
erhalten. Diese Methode liefert zwar in erster Linie die von gebundenen Ionen verur-
sachten Spaltstellen auf einer RNA, sie können aber Rückschlüsse auf die Bindestelle
des spaltenden Ions erlauben. Für verschiedene RNA-Spezies wurde diese Methode be-
reits erfolgreich angewendet: das Hepatitis-δ-Ribozym [99], ribosomale RNAs [120, 170],
Gruppe I Introns [156], das Hammerkopf-Ribozym [33] und die RNaseP aus E. coli [18].

1.6 Aufgabenstellung

Die chloroplastenkodierte psbA mRNA wird im Laufe der Blattentwicklung stabilisiert.
In jungen Blättern hat die mRNA eine Halbwertszeit von 4,5 h und in reifen Blättern
eine von 10 h [77]. Es konnte gezeigt werden, daß in vitro diese Stabilisierung der psbA
mRNA ein genspezifisches Profil in Abhängigkeit von der freien Mg2+-Konzentration
zeigt. Die Konzentrationen an freien Mg2+-Ionen, bei denen die psbA mRNA instabil (3–
4mM) bzw. stabil (8–10mM) ist, entspricht dabei den Verhältnissen, die man im jungen
(4mM) bzw. reifen (>10mM) Chloroplasten findet [67]. Das deutet auf einen direkten,
stabilisierenden Effekt der Mg2+-Ionen auf die psbA mRNA hin. Es gibt keine Hinweise
darauf, daß Proteine an der Vermittlung der Stabilität der mRNA direkt beteiligt sind.

Auf diesen Ergebnissen aufbauend sollte in dieser Arbeit die Wechselwirkung der psbA
mRNA mit Mg2+-Ionen charakterisiert werden, um Hinweise auf den Mechnismus der
Stabilisierung der psbA mRNA durch Mg2+-Ionen zu erhalten. Es sollten dazu die
Mg2+-Bindestellen auf der psbA mRNA lokalisiert und ihre Abhängigkeit von der RNA-
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Struktur untersucht werden. Da die psbA mRNA mit 1247 nt zu lang für thermodynami-
sche Untersuchungen ist, sollten außerdem Sequenzbereiche, die an der Wechselwirkung
mit Mg2+-Ionen beteiligt sind, identifiziert und in Bezug auf ihre Struktur analysiert
werden. Daraus ergab sich als Programm für diese Arbeit:

� Die Auswahl von Sequenzabschnitten der psbA mRNA für die thermodynami-
sche und biochemische Bearbeitung aufgrund bekannter Daten und theoretischer
Analysen (Energielandschaft und Sekundärstrukturvorhersage mittels Energiemi-
nimierungsalgorithmus)

� Die thermodynamische Analyse der ausgewählten RNA-Fragmente unter verschie-
denen Ionenbedingungen (Temperaturgradientengelelektrophorese (TGGE) und
optische Denaturierungskurven)

� Die chemische Sekundärstrukturanalyse der RNA-Fragmente durch Modifizierung
mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) unter verschiedenen Ionenbedingungen

� Die Lokalisation der Bindestellen für zweiwertige Kationen auf der psbA mRNA
und Bestimmung der strukturellen Anforderungen durch spezifische Hydrolyse von
RNA durch Pb2+-Ionen

– Der Vergleich der Pb2+-Spaltmuster 5’-seitig verkürzter in vitro Transkripte
der psbA mRNA

– Die Etablierung der spezifischen Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen in or-
ganello zur Analyse der endogenen mRNA

� Die Detektion von potentiellen long range Strukturelementen durch UV-Querver-
netzungsexperimente

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein long range Strukturelement zwischen 5’- und 3’-
Ende der psbA mRNA charakterisiert werden, das von der thermodynamisch optimalen
Sekundärstruktur vorhergesagt wird und für dessen Ausbildung in der psbA mRNA es
bereits einige experimentelle Hinweise gab [143]. Ziel sollte es ein, das Auftreten dieses
Elements in der Struktur der psbA mRNA zu zeigen, sowie die Struktur dieses long range
Strukturelements und seine Wechselwirkung mit Mg2+-Ionen zu analysieren. Dabei sollte
als Referenz ein 3’-seitig verkürztes Transkript der psbA mRNA, das sich im wesentlichen
wie das Vollängentranskript verhält, aber leichter zu synthetisieren ist, benutzt werden.
Auf der Grundlage der bekannten Daten und der Sekundärstrukturvorhersage ergab sich
folgendes Vorgehen:

� Design und Synthese des Minimalkonstrukt des long range Strukturelements

� Thermodynamische Analysen des Minimalkonstrukts unter verschiedenen Ionen-
bedingungen (TGGE und optische Denaturierungskurven)
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� Chemische Sekundärstrukturanalyse des Minimalkonstrukts durch Modifikation
mit DEPC im Vergleich mit dem 3’-seitig verkürzten in vitro Transkript (-86/+822)

� Analyse der Bindestellen für zweiwertige Kationen auf dem Minimalkonstrukt
durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen
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2 Material & Methoden

2.1 Allgemeines

Für alle Lösungen und Puffer wurde hochreines Milli-Q-Wasser (Millipore Waters,
Neu Isenburg) verwendet. Es entspricht der Qualität aqua bidestillata und wird im
weiteren nur als H2O bezeichnet. Die verwendeten Chemikalien wurden von gängigen
Herstellern bezogen und haben den Reinheitsgrad pro analysi , sofern es nicht anders
angegeben ist.

2.1.1 Häufig verwendete Puffer und Lösungen

Die verwendete Polyacrylamidlösung - im folgenden kurz als PAA bezeichnet - enthielt
insgesamt 30% Polyacrylamid, das ein Verhältnis von 30:0,8 Acrylamid zu Bisacrylamid
hatte. Für Sequenziergele (2.3.1.2) wurde eine 40%ige Polyacrylamidlösung verwendet,
die einen Vernetzungsgrad von 20:1 hatte. Die Lösungen wurden vor Gebrauch minde-
stens 1 Stunde mit Amberlite MB3 Ionenaustauschersalz (ICN Biochemicals Inc.)
gerührt, das danach durch Filtrieren entfernt wurde.

Die hier aufgeführten Puffer wurden häufig verwendet und werden im weiteren nicht
mehr näher beschrieben:

TBE-Puffer (10×) TE-Puffer (1×) TB-Puffer (5×)
Tris 890mM Tris/HCl pH8.0 10mM Tris 445mM
Borsäure 890mM EDTA 1mM Borsäure gesättigt
EDTA 25mM

Folgender Auftragspuffer (kurz: AP) wurde verwendet:

Formamid-AP
Formamid 90%
EDTA 5mM
Bromphenolblau 45µl/ml
Xylencyanol 45µl/ml
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2.1.2 Nukleinsäuren

2.1.2.1 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide, die für die PCR (2.2.2.1), Sequenzierung (2.4.1) und Primer Ex-
tension (2.4.2) verwendet wurden, wurden von der Firma Thermohybaid (früher In-
teractiva), Ulm, bezogen. Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in
AnhangA.1 aufgeführt. Die Oligonukleotide wurden von Thermohybaid lyophilisiert
geliefert und in einem den Herstellerangaben entsprechenden Volumen H2O aufgenom-
men. Im weiteren werden die Begriffe

”
Oligonukleotid“ und

”
Primer“ synonym verwen-

det.

2.1.2.2 Verwendete Plasmide

Für die PCR (2.2.2.1) und die Sequenzierung (2.4.1) wurden als Template die in der
Tabelle aufgeführten Plasmide verwendet, die freundlicherweise von Frau PD Dr. Petra
Wolff zur Verfügung gestellt wurden. Als Vektor wurde in allen Fällen pSK benutzt.
Weitere Angaben zur Sequenz und den Schnittstellen der Restriktionsenzyme finden
sich in AnhangA.2. Die Sequenzpositionen sind nach Zurawski et al. [176] relativ zum
Startcodon angegeben.

Plasmid Positionen im Gen Restriktionsenzyme
pSK +255 bis +1026 Pst I - Xba I
pSK +255 bis +504 Pst I - Hind III
pSK +504 bis +1026 Hind III - Xba I
pSK −120 bis +1026 Hinc II - Xba I
pSK +1026 bis +1185 Xba I - Hind III

Für die Herstellung des DNA-Längenstandards (2.1.5) wurde das Plasmid pBR322 freund-
licherweise von Herrn Bernd Esters zur Verfügung gestellt.

2.1.3 Fällung von Nukleinsäuren

2.1.3.1 Natriumacetat/Ethanol Fällung

Um Nukleinsäuren aus einer Lösung aufzukonzentrieren oder umzupuffern, kann man
sie durch Zugabe von Salz und Ethanol ausfällen. Zu dem zu fällenden Ansatz wurden
0,1Volumen 3M Natriumacetat und 3Volumen Ethanol (96%; pharma. rein) gegeben
und das Gemisch für 45–60 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das ausge-
fallene Nukleinsäuresalz durch Zentrifugation für 45–60 Minuten bei 20 000–25 000× g
und 4� pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol (v/v) gewaschen, durch Zen-
trifugation erneut pelletiert und anschließend luftgetrocknet. Das Pellet wurde je nach
weiterer Verwendung in einem geeigneten Volumen H2O oder 1×TE aufgenommen.
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2.1.3.2 Ammoniumacetat/Ethanol Fällung

Um bei der Fällung radioaktiv markierter in vitro Transkripte und Oligonukleotide die
nicht eingebauten radioaktiven Nukleotide nicht mit auszufällen, wurde statt Natrium-
acetat Ammoniumacetat verwendet. Zu dem zu fällenden Ansatz wurden 0,5Volumen
7,5M Ammoniumacetat und 3Volumen Ethanol (96%; pharma. rein) gegeben und das
Gemisch für 45–60 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das ausgefallene
Nukleinsäuresalz durch Zentrifugation für 45–60 Minuten bei 20 000–25 000× g und 4�
pelletiert. Das Pellet wurde mit 70%igem Ethanol (v/v) gewaschen, durch Zentrifugati-
on erneut pelletiert und anschließend luftgetrocknet. Das Pellet wurde je nach weiterer
Verwendung in einem geeigneten Volumen H2O oder 1×TE aufgenommen.

2.1.4 Phenol/Chloroform Extraktion

Die Phenol/Chloroform Extraktion dient der Abtrennung von Proteinen von Nuklein-
säuren wie es bei der Präparation von Gesamt-RNA aus pflanzlichen Geweben (z. B.
RNA-Präparation aus Chloroplasten; 2.3.5.2) oder der Aufreinigung von Nukleinsäuren
nach enzymatischen Reaktionen (z. B. Dephosphorylierung (2.2.2.2), Restriktionsverdau
(2.1.5) ect.) notwendig ist.

Die Proben wurden mit 1Volumen TE-gesättigtem Phenol (Roth) versetzt, gründ-
lich durchmischt und die Phasen durch eine Zentrifugation für 5 Minuten bei 20 000–
25 000× g getrennt. Die wässrige Phase, die die Nukleinsäuren enthält, wurde abgenom-
men und mit 1Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, v/v) versetzt. Die Phasen
wurden nochmals gründlich durchmischt und durch Zentrifugation getrennt. Die wässri-
ge Phase wurde abgenommen und die Nukleinsäuren mit Natriumacetat/Ethanol gefällt
(2.1.3.1).

2.1.5 Herstellung eines Nukleinsäure-Längenstandards

Bei verschiedenen gelelektrophoretischen Auftrennungen wurde zur Abschätzung der
Länge der Nukleinsäuren ein DNA-Längenstandard verwendet. Der Längenstandard
wurde durch einen Restriktionsverdau des Plasmids pBR322 mit dem Restriktionsenzym
Hinf I hergestellt.

Restriktionsansatz
pBR322 50µg
Spermidin 1mM
Puffer H (10×; Roche) 1×
Hinf I (Roche) 24U
H2O ad 80µl

Der Restriktionsansatz wurde über Nacht bei 37� inkubiert. Anschließend wurde die
Nukleinsäure Phenol/Chloroform extrahiert (2.1.4) und Natriumacetat/Ethanol gefällt
(2.1.3.1).
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2.2 Präparative Methoden

2.2.1 Isolation von Chloroplasten

2.2.1.1 Aufzucht

Spinatpflanzen der Gattung Spinacea oleracea cv Monnopa wurden in einem beschattungs-
und temperaturregulierten Gewächshaus angezogen. Die Temperatur lag normalerweise
zwischen 20� und 25�. Die Pflanzen wurden automatisch beschattet, wenn die Lichtin-
tensität über 50 000 lux lag. Von Oktober bis Februar wurden durch eine zusätzliche Be-
leuchtung mit Hochdruck-Natriumdampflampen (Philips SON-T 400) Langtagbedin-
gungen (14 h Licht) gewährleistet. Die Pflanzen wurden in TKS1-Anzuchterde ausgesät
und nach Erscheinen der ersten Folgeblätter (etwa nach 10 Tagen) in TKS2-Pflanzerde
pikiert.

2.2.1.2 Isolation intakter Chloroplasten

Für eine Chloroplastenisolation wurden 200–300 g voll ausgereifte Spinatblätter geerntet.
Alle weiteren Schritte der Präparation wurden bei 4� ausgeführt. Das Blattmaterial
wurde mit H2O gewaschen und mit einer handelsüblichen Salatschleuder getrocknet. Je
etwa 50 g wurden mit 200ml 1× HEPES/Sorbitol im Waring-Blender homogenisiert (3×
kurz Stufe

”
low“; 3× kurz Stufe

”
high“). Das Homogenat wurde über vier Lagen Mi-

racloth (Calbiochem) filtriert und in Zentrifugen-Rundbodenbechern im Rotor JA14
(Beckman) 1 Minute bei 6000 rpm in der Zentrifuge J2-21 (Beckman) zentrifugiert.
Die Pellets wurden in einem Gesamtvolumen von maximal 40ml mit einem weichen
Pinsel resuspendiert. Die Chloroplastensuspension wurde gleichmäßig auf vier Percoll-
gradienten (10% bis 80% Percoll), die jeweils ein Volumen von 34ml hatten, verteilt. Die
Gradienten wurden für 25–30 Minuten im Rotor JS7.5 (Beckman) bei 7000 rpm in der
Zentrifuge J2-21 (Beckman) zentrifugiert. Die intakten Chloroplasten bandieren dabei
unterhalb den bereits lysierten. Die intakten Chloroplasten wurden mit einer Pipette
geerntet, auf zwei Glaszentrifugenbecher verteilt und zweimal mit 1× HEPES/Sorbitol
gewaschen, wobei die Chloroplasten jeweils durch Zentrifugation in der Untertischzentri-
fuge (HeräusChrist) für 1 Minute bei 5000 rpm pelletiert wurden. Nach dem letzten
Waschschritt wurden die Pellets in 4–5ml 1× HEPES/Sorbitol resuspendiert und die
Proteinkonzentration nach Bradford (2.2.1.3) bestimmt.

5× HEPES/Sorbitol
Sorbit 300,6 g
HEPES 59,58 g
H2O ad 1 l

HEPES und Sorbit wurden zunächst in einem kleineren Volumen H2O gelöst und mit
5M KOH auf pH 7.9 eingestellt. Auf 1 l 1× HEPES/Sorbitol wurden frisch 700µl β-
Mercaptoethanol hinzugefügt.
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PCBF-Lösung Gradienten-Lösung
PEG 6000 3 g 5× HEPES/Sorbitol 20ml
BSA 1 g PCBF-Lösung 10 bzw. 80ml
Ficoll 70 1 g β-Mercaptoethanol 80 µl
Percoll ad 100ml H2O ad 100ml

2.2.1.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der isolierten Chloroplasten wurde nach Bradford bestimmt [16]. Der
Nachweis beruht auf der Änderung des Absorptionsmaximum des Farbstoffes Coomas-
sie Brilliantblau von 465 nm auf 595 nm in Gegenwart von Proteinen. Um die Absorpti-
onsänderung mit einer Proteinmenge zu korrelieren, wurde eine Eichreihe mit definierten
Mengen BSA (bovines Serumalbumin) verwendet. Mit dieser Methode können 0,2–2µg
Protein nachgewiesen werden. Zu 20µl Probe wurden 50µl 1M Natronlauge und 1ml
Bradford-Reagenz gegeben. Nach einer 5minütigen Inkubation bei Raumtemperatur
wurde die Absorption bei 595 nm gemessen.

Bradford-Reagenz
Serva Blue G 100mg
Phosphorsäure 100ml
Ethanol 50ml
H2O ad 1 l

2.2.2 Herstellung der verwendeten in vitro Transkripte

2.2.2.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ermöglicht es in kurzer Zeit eine große Anzahl Kopien
einer DNA-Matrize herzustellen. Diese Methode basiert auf der zyklischen Abfolge von
thermischer Denaturierung einer Template-DNA, Hybridisierung von Primern an die
Matrize und Verlängerung der Primer durch eine thermostabile DNA-abhängige DNA-
Polymerase.

Die PCR wurde hier zur Synthese der Template-DNA für spätere in vitro Transkriptio-
nen benutzt, daher enthielten alle verwendeten 5’ Primer die Sequenz des T7-Promotors
an ihrem 5’-Ende. Als Template-DNA für die PCR wurden Plasmide (2.1.2) oder
Gesamt-DNA aus isolierten Chloroplasten verwendet, die freundlicherweise von Frau
PD Dr. Petra Wolff zur Verfügung gestellt wurden. Die verwendeten Primer und die
synthetisierten Produkte sind in der folgenden Tabelle aufgelistet. Die vollständigen
Sequenzen finden sich in AnhangA.1. Die angegebenen Positionen beziehen sich auf
Zurawski et al. ([176]; siehe dazu auch AnhangA.2).
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synthetisierte Sequenz 5’ Primer 3’ Primer
-86 bis +37 T7(-86/-60) (+37/+18)
-86 bis +131 T7(-86/-60) (+131/+111)
-86 bis +822 T7(-86/-60) (+822/+801)
-15 bis +822 T7(-15/+8) (+822/+801)
+18 bis +822 T7(+18/+37) (+822/+801)
+115 bis +822 T7(+115/+134) (+822/+801)
+962 bis +1161 T7(+962/+984) (+1161/+1138)
Minimalkonstrukt T7(-86/-60) Oligo 2 (Mini)

Reaktionsansatz PCR
Template-DNA (Plasmid 50 ng bzw. ctDNA 200 ng)
dNTPs (10mM) 2µl
5’ Primer (10 pmol/µl) 2µl
3’ Primer (10 pmol/µl) 2µl
MgCl2 (25mM; Promega) 6µl
Taq-Polymerase Puffer (10×; Promega) 10µl
Taq-Polymerase (5U/µl; Promega) 0,4µl
H2O ad 100µl

Die Ansätze wurden mit 100µl Paraffinöl überschichtet, um ein Verdunsten der Proben
zu verhindern. Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma Landgraf durch-
geführt. Für alle Primerpaare wurde folgender Temperaturzyklus gewählt:

PCR-Programm
Zyklenanzahl 1× 35× 1×
Denaturierung 94� 120 sec 94� 60 sec 94� 60 sec
Hybridisierung 50� 90 sec 50� 90 sec 50� 90 sec
Polymerisation 72� 120 sec 72� 120 sec 72� 240 sec

Die PCR-Produkte wurden anschließend mit dem QIAquick PCR Purification Kit von
Qiagen nach Vorschrift aufgereinigt [122].

2.2.2.2 Herstellung von Guanylyl-(5’-3’)-Guanosin (GpG)

Guanylyl-(5’-3’)-Guanosin (GpG) kann als zusätzliches Nukleotid bei in vitro Tran-
skriptionen zugesetzt werden. Es wird von der T7-Polymerase bevorzugt eingebaut.
Allerdings kann es nur am 5’-Ende eines Transkriptes vorkommen, da es keine 5’-
Phosphatgruppe hat. Diese Eigenschaft erlaubt eine Phosphorylierung des Transkriptes
mit γ-32P-ATP, ohne vorher zu dephosphorylieren.

Zur Herstellung von GpG wurden 10mg Poly-Guanosin (Sigma) in 2ml H2O gelöst
und 120µl 5M KOH dazu gegeben. Der Ansatz wurde 45 Minuten bei 60� inkubiert.
Die Hydrolyse wurde durch Zugabe von 500µl 1M Tris/HCl, pH 6.5 und 100µl 1M HCl
gestoppt und der Ansatz mit 5Volumen eines Ethanol/Aceton Gemisches (1:1, v/v) über
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Nacht bei -20� gefällt. Am nächsten Tag wurde die Nukleinsäure durch Zentrifugation
für 1 Stunde bei 20 000–25 000× g und 4� pelletiert. Die Pellets wurden lyophilisiert
und in 200µl 10mM Tris/HCl, pH 8.0 und 1mM ZnCl2 (frisch angesetzt) aufgenommen.
Um von den entstandenen pGpG-Fragmenten die endständige Phosphatgruppe abzuspal-
ten, wurden 200U alkalische Phosphatase CIP (Roche) dazugegeben, 1 Stunde bei 37�
und eine weitere Stunde bei 45� inkubiert. Die Ansätze wurden Phenol/Chloroform
extrahiert (2.1.4) und mit 0,1Volumen NaCl und 5Volumen Ethanol/Aceton (1:1, v/v)
über Nacht gefällt. Die Pellets wurden in 600µl 50mM Tris/HCl, pH 8.0 aufgenommen
und die Nukleinsäure-Konzentration spektralphotometrisch bestimmt (2.2.2.6).

2.2.2.3 In vitro Transkription

Für die Analyse der RNA-Sekundärstrukturen wurden radioaktiv markierte und un-
marktierte in vitro Transkripte, deren Sequenz unterschiedlich langen Fragmenten der
psbA mRNA oder dem Minimalkonstrukt (2.2.2.1, Anhang A.2) entsprach, verwendet.
Als DNA-Template für die in vitro Transkription wurden PCR-Produkte benutzt (2.2.2.1),
die am 5’-Ende einen T7-Promotor enthielten. Dadurch war es möglich, die entsprechen-
den Sequenzen mit der T7-RNA-Polymerase zu transkribieren.

Die radioaktive Markierung wurde durch Phosphorylierung von in vitro Transkripten
am 5’-Ende mit γ-32P-ATP realisiert (2.2.2.4). Dazu wurden nicht-radioaktive Tran-
skripte in Gegenwart von GpG (2.2.2.2) synthetisiert. Der Einbau von GpG kann bei
vollständigen Transkripten nur in der ersten Position vorkommen, da GpG keine 5’-
Phosphatgruppe besitzt. Die fehlende 5’-Phosphatgruppe erlaubt eine Phosphorylierung
mit γ-32P-ATP, ohne vorher zu dephosphorylieren. Diese 5’-endmarkierten Transkripte
wurden für die Strukturuntersuchungen (siehe 2.3.5.1 und 2.3.6) verwendet.

Die unmarkierten Transkripte wurden für die thermodynamischen Analysen (2.3.1.3
und 2.3.3), die UV-Verknüpfungsexperimente (2.3.2) und für Pb2+-Spaltungen, die durch
Primer Extension (2.4.2) analysiert wurden, verwendet.
Die Transkriptionsansätze setzten sich wie folgt zusammen:

5’-GpG unmarkiert
Template (Plasmid/PCR-Produkt) 0,5µg/ 100 ng 0,5µg/ 100 ng
Puffer IVT A 10µl 10µl
Puffer IVT B 10µl 10µl
rNTPs (5mM) 10µl 10µl
RNAsin (40U/ µl) 1µl 1µl
T7-Polymerase (60U/µl) 2 µl 2µl
GpG (10mM) ad 50µl -
H2O - ad 50µl

IVT A (5×): 100mM Na2HPO4, pH 7.7; 50mM DTT
IVT B (5×): 40mM MgCl2; 20mM Spermidin/HCl pH7.7
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Die T7-Polymerase wurde im Haus präpariert und freundlicherweise von Bernd Esters
zur Verfügung gestellt, das RNAsin wurde von Promega bezogen. Die Ansätze wur-
den 4 Stunden bei 37� inkubiert, wobei nach 2 Stunden zu jedem Ansatz weitere 2µl
T7-Polymerase dazugegeben wurden. Die Ansätze wurden anschließend Natriumace-
tat/Ethanol gefällt (2.1.3.1) und durch eine Gelelution weiter aufgereinigt (2.2.2.5).

2.2.2.4 Radioaktive 5’-Endmarkierung durch γ - Phosphorylierung

Die GpG in vitro Transkripte (2.2.2.3) und Oligonukleotide (2.1.2) wurden nach dem
gleichen Protokoll radioaktiv 5’-endmarkiert. Das GpG am 5’-Ende der in vitro Tran-
skripte führt zu einem freien 5’OH-Ende und erlaubt die direkte Phosphorylierung mit
γ-32P-ATP durch eine Polynukleotidkinase (PNK). Die Oligonukleotide wurden nach
der Phosphoramidit-Methode synthetisiert, daher besitzen sie eine 5’OH-Gruppe und
können ebenfalls direkt phosphoryliert werden.

Phosphorylierungsansatz
GpG-Transkript (2–5µg) oder Oligonukleotid (10 pmol) + H2O 3µl
PNK-Puffer (10×; Roche) 2 µl
T4 PNK (10U/µl; Roche) 1µl
γ-32P-ATP (5000Ci/mmol) 5µl

Die Phosphorylierungsansätze mit GpG-Transkripten wurden 2 Stunden bei 37� inku-
biert, wobei nach 1 Stunde erneut PNK zugegeben wurde, und anschließend Ammoni-
umacetat/Ethanol gefällt (2.1.3.2). Die Ansätze mit den Oligonukleotiden wurden über
Nacht bei 4� inkubiert, Ammoniumacetat/Ethanol gefällt und in einem geeigneten
Volumen 1× TE resuspendiert. Die markierten Transkripte wurden ein weiteres Mal
geleluiert (2.2.2.5).

2.2.2.5 Aufreinigung von Nukleinsäuren durch Gelelution

Für die sich anschließenden Untersuchungen war es notwendig, die verwendeten in
vitro Transkripte nach der Transkription bzw. Markierung aufzureinigen, da die T7-
Polymerase häufig längere Transkripte produziert oder es je nach Transkript und Tem-
plate verstärkt zu Abbrüchen kommen kann.

Der in vitro Transkriptionsansatz wurde hierzu vollständig in einer denaturierenden
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.3.1.1). Radioaktiv endmarkierte Transkripte wurden
im Gel durch kurze Exposition eines Röntgenfilms (Kodak X-omatAR) detektiert. Zur
Detektion der unmarkierten Transkripte wurde das Gel 15 Minuten in einer Ethidi-
umbromidlösung (2µl/ml) inkubiert. Ethidiumbromid interkaliert zwischen die Basen
von Nukleinsäuren und zeigt dann eine 20fach verstärkte Fluoreszenz bei Anregung mit
UV-Licht, so daß die Banden unter UV-Licht sichtbar werden.

Die so detektierten Banden wurden ausgeschnitten und in 300µl Elutionspuffer über-
führt und zur Elution der Nukleinsäuren über Nacht bei 4� geschüttelt. Das Eluat

28
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Elutionspuffer
H2O 270µl
3M NaOAc, pH6.0 30µl
0,2M EDTA 1,5µl
10% SDS (w/v) 3µl

wurde von den Gelstücken abgenommen und durch Zugabe von 900µl Ethanol (96%;
pharm. rein) gefällt (2.1.3.1). Die Konzentration der Transkripte wurde im Falle der
radioaktiv endmarkierten Transkripte mit einer Cerenkov-Zählung in einem Szintillati-
onszähler (Beckman LS 5000 TD) quantifiziert. Die Konzentration der unmarkierten
Transkripte wurde spektralphotometrisch bestimmt (2.2.2.6).

2.2.2.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren

Die Konzentration der Nukleinsäuren wurde spektralphotometrisch bestimmt (Spek-
tralphotometer Beckman DU 640). Zwischen gemessener Absorption und Nukleinsäu-
rekonzentration besteht folgende Beziehung [135]:

RNA 1 Aλ=260 nm = 40 µg/ml

DNA 1 Aλ=260 nm = 50 µg/ml

Für die Konzentrationsbestimmung des GpG wurde folgende Gleichung benutzt:

A = ε(GTP) × d× c (2.1)

ε(GTP) = 13, 7 mM−1cm−1 d = 1 cm c = Konzentration von GpG

2.2.3 Herstellung des Minimalkonstrukts

Das Minimalkonstrukt soll bei einer Größe von maximal 200 nt eine Struktur der psbA
mRNA simulieren, die von weit auseinanderliegenden Sequenzbereichen ausgebildet wird.
Um die gewünschten Sequenzbereiche auf einen DNA-Strang zu kodieren, wurde das

”
Baukastensystem“ verwendet, dessen Prinzip in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt

ist. Dabei werden zwei oder mehr DNA-Stränge, die die Zielsequenzen tragen, über
sogenannte Linker-Oligonukleotide verbunden. Ein Linker-Oligonukleotid ist etwa zur
Hälfte jedem der beiden DNA-Stränge, die es verbinden soll, komplementär, so daß es
an beide Stränge hybridisieren kann und so das 3’-Ende des einen Stranges in die Nähe
des 5’-Ende des anderen Stranges bringt. Die so verbundenen Stränge lassen sich durch
eine Ligase ligieren und das Endprodukt kann mittels PCR amplifiziert werden. Die
Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide und des Minimalkonstruktes finden sich in
AnhangA.3.
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Abbildung 2.1: Synthese des psbA Minimalkonstrukts nach dem Baukastensytem
Im 1. Schritt wird das Linker-Oligonukleotid an die Oligonukleotide 1 und 2 hybridi-
siert. Im 2. Schritt werden die Oligonukleotide 1 und 2 ligiert. Im 3. Schritt wird das
ligierte Molekül mittels PCR amplifiziert und in vitro transkribiert.

2.2.3.1 Asymmetrische PCR des Oligonukleotids 1

Der für die Hybridisierung benötigte DNA-Strang des PCR-Produkts (-86/+37) muß-
te zunächst durch eine asymmetrische PCR im Überschuß hergestellt werden. Hierzu
wurde der unter 2.2.2.1 beschriebene Reaktionsansatz gewählt. Allerdings enthielt der
PCR-Ansatz nur einen Primer: T7(-86/-60). Die PCR wurde nach dem oben aufgeführ-
ten PCR-Programm amplifiziert. Das PCR-Programm wurde, da eine asymmetrische
PCR keine exponentielle Amplifikation ermöglicht, auf 60 Zyklen verlängert, um sicher-
zustellen, daß eine ausreichende Menge des DNA-Strangs synthetisiert wird. Das PCR-
Produkt wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit von Qiagen nach Vorschrift
[122] aufgereinigt und anschließend Natriumacetat/Ethanol gefällt (2.1.3.1).

2.2.3.2 Phosphorylierung des Oligonukleotids 2

Das Oligonukleotid 2 hatte aufgrund seiner Synthese nach der Phosphoramidit-Methode
am 5’-Ende eine OH-Gruppe. Um eine Ligation zu ermöglichen, mußte das Oligonukleo-
tid daher zunächst phosphoryliert werden.
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Phosphorylierungsansatz
Oligonukleotid 2 10 pmol
ATP 500 pmol
PNK-Puffer (10×; Promega) 1×
T4 PNK (10U/µl; Promega) 1,6µl
H2O ad 30µl

Der Ansatz wurde 1 Stunde bei 37� inkubiert und dann Natriumacetat/Ethanol gefällt
(2.1.3.1). Das Pellet wurde in 8µl 1×TE resuspendiert und hatte damit – unter Annah-
me von 20% Verlust – eine Endkonzentration von 1 pmol/µl.

2.2.3.3 Hybridisierung

Für eine effiziente Hybridisierung wurden alle Oligonukleotide äquimolar eingesetzt. Der
Hybridisierungsansatz wurde in ein 95� heißes Wasserbad gebracht, das langsam über
Nacht auf Raumtemperatur abgekühlte.

Hybridisierungsansatz
Oligonukleotid 1 (aus asym. PCR) 1 pmol
Oligonukleotid 2 (phosphoryliert) 1 pmol
Linker-Oligonukleotid 1 pmol
Hybridisierungspuffer ad 10µl

Hybridisierungspuffer
MgCl2 3mM
Tris/HCl, pH 8.0 6mM

2.2.3.4 Ligation

Die nach der Hybridisierung über das Linker-Oligonukleotid verbundenen Oligonukleo-
tide 1 und 2 wurden nun mit der T4 DNA-Ligase ligiert.

Ligationsansatz
T4 DNA-Ligase (Roche) 5U
ATP 1mM
DTT 1mM
Hybridisierungspuffer ad 20µl

Der Ansatz wurde über Nacht bei 14� im Wasserbad inkubiert. Danach wurde der An-
satz Phenol/Chloroform extrahiert (2.1.4) und Natriumacetat/Ethanol gefällt (2.1.3.1).
Das Pellet wurde in 20µl 1×TE resuspendiert und komplett in eine anschließende PCR
eingesetzt. Die PCR wurde wie oben beschrieben (2.2.2.1) durchgeführt. Als Primer
wurden T7(-86/-60) und der 3’ PCR-Primer dss Minimalkonstrukts verwendet. Das
PCR-Produkt wurde vor einer weiteren Verwendung zur Herstellung eines in vitro Tran-
skripts bei der Firma Seqlab sequenziert, um die korrekte Sequenz sicherzustellen.

31



2 Material & Methoden

2.3 Biophysikalische Methoden

2.3.1 Gelelektrophorese

2.3.1.1 Denaturierende Gelelektrophorese

Die in vitro Transkripte und PCR-Produkte wurden denaturierend in einem 5%igen
PAA-Gel (Vernetzungsgrad 30:0,8) mit 1× TBE-Puffer und 8M Harnstoff bei einer
limitierten Leistung von 45W elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde in der
Größe 20 cm × 20 cm × 0,5mm auf die hydrophile Seite einer Gelbondfolie (Serva)
aufpolymerisiert. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% (v/v) TEMED und
1% (v/v) einer 10%igen APS-Stammlösung zur Gellösung gestartet. Für die Elution
der Transkripte des Minimalkonstrukts wurde ein 7%iges PAA-Gel unter sonst gleichen
Bedingungen verwendet (2.2.2.5). Für die Gelelektrophorese der UV-quervernetzten
RNA wurde ein 3,5%iges PAA-Gel mit sonst gleichen Bedingungen verwendet (2.3.2).
Die Transkripte wurden 1:1 in Formamid-AP aufgenommen und 3 Minuten bei 95�
denaturiert. Um auch während der Gelelektrophorese denaturierende Bedingungen zu
gewährleisten, wurde das Gel in einem 20minütigen Vorlauf bei 45W auf 50� erhitzt.
Als Laufpuffer wurde entsprechend der Gelzusammensetzung 1× TBE-Puffer verwendet.

2.3.1.2 Sequenziergele

Die Nukleinsäuren aus der Sequenzierreaktion (2.4.1) und der Primer Extension (2.4.2)
wurden denaturierend in einem 8%igen PAA-Gel (Vernetzungsgrad 19:1) mit 1× TBE-
Puffer und 7M Harnstoff bei einer limitierten Leistung von 100W elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Gele hatten eine Größe von 30 cm × 40 cm × 0,5mm. Die Polyme-
risation wurde durch Zugabe von 0,1% (v/v) TEMED und 1% (v/v) einer 10%igen
APS-Stammlösung zur Gellösung gestartet. Die Proben wurden in Formamid-AP auf-
genommen und 3 Minuten bei 95� denaturiert. Um während der Gelelektrophorese
denaturierende Bedingungen zu gewährleisten, wurde das Gel in einem 30minütigen
Vorlauf bei 100W auf 50� erhitzt. Als Laufpuffer wurde entsprechend der Gelzu-
sammensetzung 1× TBE-Puffer verwendet. Für diese Gelelektrophoresen wurde die
Gelkammer Model S2 von Gibco BRL verwendet.

2.3.1.3 Temperaturgradientengelelektrophorese (TGGE)

Die Temperaturgradientengelelektrophorese (TGGE) dient der Sekundärstrukturanalyse
von RNAs. Es handelt sich dabei um eine horizontale Gelelektrophorese, bei der zusätz-
lich senkrecht zur Elektrophoreserichtung ein Temperaturgradient angelegt wird [128].
Die Nukleinsäure wird in eine den gesamten Temperaturbereich überdeckende Tasche
aufgetragen und nimmt bei der jeweiligen Temperatur die ihrem Denaturierungsverhal-
ten entsprechende Konformation an. Je nach Konformation erfährt die Nukleinsäure in
der Gelmatrix eine unterschiedliche Retardation, so daß man ein mobilitätsabhängiges
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Denaturierungsprofil der Nukleinsäure erhält, das auch thermodynamische Aussagen er-
laubt. Im Gegensatz zur optischen Schmelzkurve (2.3.3) erlaubt die TGGE auch eine
Analyse von Nukleinsäuregemischen und kooexistierenden Konformationen.

Für die TGGEs wurden 5 oder 8%ige PAA-Gele mit einem Vernetzungsgrad von 30:0,8
mit 0,2× TB- oder TBE-Puffer, je nach Experiment bis zu 8M Harnstoff sowie Na2SO4

und MgSO4 verwendet. Die Details sind an den entsprechenden Stellen im Ergebnisteil
angegeben. Die Gellösungen wurden für 5 Minuten im Eksikator entgast, um Luftblasen
während der Polymerisation zu vermeiden. Die Gele wurden in der Größe 20 cm ×
20 cm × 0,5mm auf die hydrophile Seite einer Gelbondfolie (Serva) aufpolymerisiert.
Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 0,1% (v/v) TEMED und 0,25% (v/v) einer
10%igen APS-Stammlösung zur Gellösung gestartet.

Für die TGGEs wurde eine Anlage für horizontale Gelelektrophoresen der Firma Qia-
gen verwendet. Die Temperierung erfolgte über zwei Wasserbäder, die die Ränder einer
beschichteten Aluminiumplatte, auf der das Gel während der Elektrophorese auflag, auf
die Eckpunkte des Temperaturgradienten, brachten. Die Temperaturen wurden über
Pt 100 Meßfühler, die die Temperatur direkt an der Aluminiumplatte gemessen haben,
reguliert. Durch die wärmeleitenden Eigenschaften der Aluminiumplatte entsteht ein
linearer Temperaturgradient.

Es wurden 150 ng in vitro Transkript und 100 ng eines PCR-Produkts, das als Kon-
trolle für Anomalien der Gelmatrix diente, in 0,2× TB- bzw. TBE-Puffer und 0,2%
Xylencyanol und Bromphenolblau aufgetragen und 10–15 Minuten bei der niedrigen
Temperatur des Gradienten in das Gel einlaufen gelassen. Die Elektrophorese wur-
de spannungsgesteuert (300–500V). Zum Anlegen des Temperaturgradienten wurde die
Elektrophorese unterbrochen und erst nach Einstellung des Gradienten fortgeführt, wo-
bei die Dauer vom jeweiligen Experiment abhing und zwischen 1 und 3 Stunden lag. Die
Nukleinsäuren wurden anschließend durch Silberfärbung nachgewiesen (2.3.1.5).

2.3.1.4 Nachweis von Nukleinsäuren durch Autoradiographie

Radioaktiv markierte Nukleinsäuren wurden nach der Gelelektrophorese durch Exposi-
tion eines Röntgenfilms X-Omat AR von Kodak oder Super RX von Fuji detektiert.
Die Röntgenfilme wurden je nach Stärke der radioaktiven Strahlung zwischen 6 Stunden
und 1 Woche bei -70� unter Verwendung einer Verstärkerfolie Cronex Lighting Plus
von Dupont exponiert.

2.3.1.5 Silberfärbung von Nukleinsäuren

Man kann Nukleinsäuren in einem PAA-Gel durch eine Färbung mit Silbernitrat (AgNO3)
sichtbar machen [140]. Die Silberionen lagern sich dabei an das negativ geladene Phosphat-
rückgrat der Nukleinsäuren an. Durch Reduktion der Ag+-Ionen mit Formaldehyd zu
metallischem Silber erscheint die Nukleinsäure als braun gefärbte Bande im Gel. Die
Nachweisgrenze der Silberfärbung liegt bei 0,5–1 ng pro Bande.
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Fixieren Ethanol 10%
Essigsäure 0,5% 15min

Färben AgNO3 1,9 g/l 20min

Waschen H2O 3× 10 s

Entwickeln NaOH 1,5%
NaBH4 0,08%
Formaldehyd 0,15% 5-15min

Stoppen NaCO3 7,5 g/l 10min

2.3.2 Quervernetzung von RNA durch UV-Licht

Bestrahlt man Nukleinsäuren mit UV-Licht, werden die delokalisierten π-Elektronen der
Basen angeregt. Wenn zwei Basen in geeigneter Geometrie zueinander stehen, kann es
zu einer kovalenten Verknüpfung - einer Quervernetzung - kommen. Nicht-kanonische
Basenpaare, die in Tertiärstrukturen oder in Loops ausgebildet werden, weisen eine
besonders hohe Verknüpfungseffizienz auf [17]. Durch die Quernetzung wird die RNA
partiell zirkularisiert und kann in einer denaturierenden Gelelektrophorese durch ihre
starke Retardation identifiziert werden.

Es wurden 150 ng des in vitro Transkripts (-86/+822) in 1× TE und ±10mM MgCl2
mit UV-Licht (254 nm) für 0, 10, 30 und 60 Minuten bestrahlt. Die Proben hatten
ein Envolumen von 10 µl und wurden in offenen Eppendorf-Reaktionsgefäßen in einem
Eisbad in einen Stratalinker Modell 1800 der Firma Stratagene gestellt. Die Probe
ohne UV-Bestrahlung (t = 0min) wurde für 60 Minuten im Eisbad inkubiert. Im An-
schluß an die Bestrahlung wurden die Proben mit 1Volumen Formamid-AP versetzt,
für 3 Minuten bei 95� denaturiert und in einer denaturierenden Gelelektrophorese auf-
getrennt (2.3.1.1). Als Gelbedingungen wurden 3,5% PAA (Vernetzungsgrad 30:0,8),
8M Harnstoff und 1× TBE gewählt. Die Detektion erfolgte über eine Silberfärbung der
Nukleinsäuren (2.3.1.5).

2.3.3 Optische Denaturierungskurve

Die optischen Denaturierungskurven wurden über die Messung der Änderung der Hy-
perchromie von RNA mit einem Zwei-Wellenlängen-Spektralphotometer (Sigma ZWS
II , Biochem, München) in Durchfluß-Quarzküvetten mit 10mm optischer Weglänge,
1mm Durchmesser und 50µl Fassungsvermögen aufgenommen [60, 148]. Die Regulie-
rung der Heizrate des Thermostaten und die Erfassung der Absorptionswerte erfolgte
mit der Software DaisyLab. In der Regel wurden 20–30 Wertetripel pro Grad bei einer
Heizrate von 0,25� pro Minute aufgenommen. Die Auswertung erfolgte mit den intern
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verfügbaren Progammen Sigma und Meltfit. Das Programm Sigma mittelt die Meßda-
ten über jeweils 1000 Werte und differenziert diese [148]. Aus den differenzierten Werten
wurden mit dem Programm Meltfit die Enthalpien ∆Happ der Übergänge einer RNA
gemäß erster Ordnung nach van’t Hoff durch Optimierung von ∆A, ∆H0, ∆S0 und TM

genähert.

Zur Vorbereitung der Messung wurden etwa 1µg in vitro Transkript in 60µl Schmelz-
kurvenpuffer aufgenommen und gegen den Puffer 2–3 Stunden auf Schwimmfiltern (Mil-
lipore; 0,025 µm Porengröße) dialysiert. Die Probe wurde dann bei 70� 5 Minuten
denaturiert und in −20� kaltem Ethanol schnell abgekühlt. Unmittelbar vor Beginn
der Schmelzkurve wurde die Probe 5–10 Minuten mit Helium begast. 50µl wurden in
die Küvette gefüllt und die Einfüllstutzen mit Paraffinöl überschichtet.

Schmelzkurvenpuffer
mit EDTA mit Mg2+

Nacacodylat 1mM 1mM
NaCl 10mM 10mM
EDTA 0.1mM -
MgCl2 10µM

2.3.4 Theoretische Sekundärstrukturvorhersage

Das Programm LinAll errechnet auf der Grundlage eines Energieminimierungsalgorith-
mus thermodynamisch optimale und suboptimale Sekundärstrukturen von RNA-Mole-
külen [138, 149]. Von den ausgegebenen Strukturen wird die Struktur mit dem geringsten
∆G-Wert als optimal bezeichnet. Die Sekundärstrukturen können in verschiedenen Dar-
stellungen ausgegeben werden (Helix-Loop-Darstellung, Circle-Darstellung). Neben den
optimalen und suboptimalen Strukturen ermittelt das Programm weiterhin, mit welcher
Wahrscheinlichkeit ein Nukleotid basengepaart ist und die Zustandsverteilungsfunktion,
in der die Anzahl der in die Berechnungen eingehenden Strukturen bei einer Tempera-
tur angegeben wird. Wird die Zustandsverteilungsfunktion für mehrere Tempertaturen
berechnet, kann daraus die theoretische Vorhersage des optischen Schmelzverhaltens
ausgegeben werden.

Das Programm macht die Berechnungen unter der Annahme einer Ionenstärke von
1M NaCl. Um dies den in dieser Arbeit verwendeten Reaktionsbedingungen anzupas-
sen, wurde für die Rechnungen ein Korrekturfaktor von 20� addiert. Für Experimen-
te bei Raumtemperatur (ca. 25�) wurden dementsprechend Strukturen, die für 45�
berechnet wurden, als theoretische Vergleichspunkte verwendet. Dieser empirische Kor-
rekturfaktor wurde aus früheren Arbeiten an der psbA mRNA übernommen [79, 86] und
basiert auf systematischen Denaturierungsstudien des potato spindle tuber viroid PSTVd
[111, 126].
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2.3.5 Spezifische Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen

2.3.5.1 Spezifische Hydrolyse von in vitro Transkripten mit Pb2+-Ionen

Das hier für die Hydrolyse von RNA mit Pb2+ verwendete Protokoll folgt weitgehend
Matysiak et al. [99]. Für die Spaltung von in vitro Transkripten mit Pb2+ wurden
60–100 ng bzw. 20 000 cpm gelelutiertes Transkript und 4µg tRNA (als Tracer für die
Spaltung) in 10mM Tris/HCl, pH 7.2 und 40mM NaCl 10 Minuten bei 65� denatu-
riert und anschließend langsam auf Raumtemperatur abgekühlt. Die Proben wurden
dann auf die entsprechende Pb2+-Konzentration (0.5, 1 und 5mM) durch Zugabe von
frischem, in H2O gelöstem Pb(OAc)2 eingestellt und für 5 Minuten bei 25� inkubiert.
Der Kontrolle wurde statt Pb(OAc)2 ein entsprechendes Volumen H2O hinzugefügt. Für
Konkurrenzspaltungen in Gegenwart von Mg2+-Ionen wurden die Proben zunächst 15
Minuten bei 25� mit den entsprechenden Konzentrationen Mg(OAc)2 (0, 25, 50, 100
und 200mM) inkubiert und dann Pb(OAc)2 zugegeben. Die Spaltungsreaktion wurde
durch eine Natriumacetat/Ethanol Fällung (2.1.3.1) gestoppt. Unmarkierte Transkripte
wurden in 6µl H2O resuspendiert und mit Primer Extension analysiert (2.4.2). Radio-
aktiv markierte Transkripte wurden direkt in Formamid-AP aufgenommen, denaturiert
und in einem Sequenziergel aufgetrennt (2.3.1.2).

2.3.5.2 Spezifische Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen in organello

In Anlehnung an die von Lindell et al. beschriebene Pb2+-Spaltung in vivo in E. coli
[92] wurde die Pb2+-Spaltung in organello etabliert. Dazu wurden – wie in 2.2.1.2 be-
schrieben – intakte Chloroplasten aus Spinat isoliert und die Proteinkonzentration nach
Bradford bestimmt (2.2.1.3). Die Chloroplasten wurden in der Zeit zwischen Isolierung
und Start der Pb2+-Spaltung auf Eis gehalten. Die Reaktion wurde in GR-Puffer durch-
geführt, indem die intakten Chloroplasten nach der Isolierung vorlagen. Die Chloropla-
sten wurden dann mit frischem, in GR-Puffer gelöstem Pb(OAc)2 auf 10, 50, 100 und 175
bzw. 250mM Pb(OAc)2 eingestellt, wobei die Proteinkonzentration im Reaktionsvolu-
men bei 5mg/ml lag. Die Spaltung erfolgte dann für 0, 10, 15 und 20 Minuten (wahlweise
auch 0, 10, 30 und 60 Minuten) bei Raumtemperatur. Nach der jeweiligen Zeitspanne
wurde je ein Aliquot aus den Ansätzen der verschiedenen Pb2+-Konzentrationen ent-
nommen, die Reaktion durch Zugabe 1Volumen 0,5M EDTA, 1/3Volumen Stoplösung
und 0,1Volumen 10%SDS gestoppt und die RNA durch Phenol/Chloroform Extrakti-
on aufgereinigt (2.1.4). Anschließend wurde die isolierte RNA Natriumacetat/Ethanol
gefällt (2.1.3.1), in 50µl 1× TE resuspendiert und 1 Stunde auf Schwimmfiltern (Mil-
lipore; 0,025µm Porengröße) gegen 1× TE dialysiert. Die Pb2+-Spaltstellen auf der
RNA wurden mit Primer Extension analysiert (2.4.2).

Stoplösung
Harnstoff 4M
Tris/HCl, pH 8.0 50mM
SDS 2% (w/v)
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2.3.6 Chemische Strukturanalyse durch Modifikation mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Die DEPC-Behandlung und die anschließende Anilin-Spaltung wurde wie von Wyatt
et al. [171] beschrieben durchgeführt. DEPC carboxyliert einzelsträngig vorliegende
Adeninreste einer RNA an der N7-Position. Anilin spaltet das Phosphatrückgrat bei so
modifizierten Basen. Da nur einzelsträngig vorliegende Adenosinnukleotide modifiziert
werden, erlaubt diese Reaktion eine Aussage über die Struktur der verwendeten RNA.

Hier wurden 5’-endmarkierte in vitro Transkripte von (-86/+822) und des Minimal-
konstrukts mit DEPC für 105 Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Das DEPC
wurde von Fluka bezogen. 5’-endmarkierte Transkripte (2.2.2.3) mit einer Aktivität
von 2×105 cpm wurden mit 3µg Tracer-RNA (Gesamt-RNA aus Spinat oder tRNA)
in 100µl 50mM Natriumcacodylat pH7.0 gelöst. Die Proben wurden 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden je 20µl DEPC zugegeben, die Proben weiter-
hin bei Raumtemperatur inkubiert und alle 15 Minuten durch Vortexen neu durchmischt.
Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 6µg Tracer-RNA
gestoppt und mit 25µl 3M Natriumacetat (NaOAc) und 500µl Ethanol (96%; pharm.
rein) für 1 Stunde bei −20� gefällt und die RNA in der Tischzentrifuge (Hettich
EBA R12) bei 12000 rpm (1 Stunde) pelletiert. Die Pellets wurden anschließend in
100µl 0,3M NaOAc aufgenommen und mit 300µl Ethanol ein weiteres Mal gefällt. Das
Pellet wurde 1 Stunde luftgetrocknet, dann in 20µl Anilin/Essigsäure (1:1, v/v) gelöst
und 10 Minuten bei 60� inkubiert. Das Anilin wurde von Sigma bezogen. Um die
Proben von DEPC und Anilin zu reinigen, wurden nach der Inkubation 20µl H2O zum
Reaktionsansatz dazugegeben und die Probe in der Speed Vac getrocknet. Das Lyophi-
lisat wurde noch zwei weitere Male in Wasser aufgenommen und getrocknet. Die Pellets
wurden in einem geeigneten Volumen Formamid-AP aufgenommen, 3 Minuten bei 95�
denaturiert und in einem Sequenziergel aufgetrennt (2.3.1.2).

2.4 Biochemisch-enzymatische Methoden

2.4.1 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung wurde als Standard zur Auswertung der Primer Extension Analy-
sen (2.4.2) benötigt. Es wurden nach der Kettenabbruchmethode von Sanger et al.
[136] die in 2.1.2 angegebenen Plasmide (je nach verwendetem Primer ausgewählt; siehe
AnhangA.1) sequenziert. Bei der Kettenabbruchmethode wird ein Primer, der an ein
Template hybridisiert ist, von einer DNA-abhängigen DNA-Polymerase verlängert. Die
Verlängerung findet in Gegenwart der vier verschiedenen Didesoxynukleotide (ddNTPs)
statt, was in den unterschiedlichen Ansätzen zu einem statistischen Abbruch der DNA-
Synthese an Positionen des jeweils zugesetzten ddNTP führt, da den ddNTPs die zur
5’-3’-Verknüpfung notwendige 3’-OH-Gruppe fehlt und die Kette nach Einbau eines
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ddNTPs zwangsläufig endet. Zur Sequenzierung wurde der Sequenase Version 2.0 DNA
Sequencing Kit von USB nach Vorschrift verwendet.

Alkalische Denaturierung Zunächst mußten die Plasmide denaturiert werden. Der
Reaktionsansatz wurde 30 Minuten bei 37� inkubiert und anschließend durch Zugabe
von 0,1Volumen 3M Natriumacetat, pH 4.5 und 3Volumen Ethanol (96%; pharm. rein)
für 45 Minuten auf Eis gefällt. Die durch Zentrifugation pelletierte DNA wurde mit
70%igem Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und in 7µl H2O resuspendiert.

Alkalische Denaturierung
Plasmid 5µg
4M NaOH 2µl
20mM EDTA 2µl
H2O ad 20µl

Hybridisierung An das denaturierte Plasmid wurde im nächsten Schritt der Primer
hybridisiert. Der Hybridisierungsansatz wurde dafür auf 90� erhitzt und langsam auf
30� abgekühlt.

Hybridisierungsansatz
denaturiertes Plasmid in H2O 7µl
Sequenase 2.0 Reaktionspuffer (10×; USB) 2 µl
Primer 1 pmol
Endvolumen 10µl

Verlängerungsreaktion Die Verlängerung des Primers und Neusynthese eines komple-
mentären Stranges erfolgte nun durch die DNA-abhängige DNA-Polymerase Sequenase
2.0. Der Verlängerungsansatz wurde für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Verlängerung fand in Gegenwart von α-32P-dATP statt, so daß eine spätere Detektion
der Nukleinsäure durch Autoradiographie ermöglicht wurde.

Verlängerungsansatz
Hybridisierungsansatz 10 µl
DTT (0,1M; USB) 1µl
α-32P-dATP (spez. Akt. 3000Ci/mmol; 10µCi/µl) 1µl
Labeling-Mix (dGTP; 1:4 verdünnt in H2O, USB) 2 µl
Sequenase 2.0 (1:8 verdünnt in Verdünnungspuffer (USB)) 2µl

Termination Die Termination wurde durch Zugabe von ddNTPs zu der Verlängerungs-
reaktion gestartet. Hierzu wurden vier Reaktionsgefäße mit jeweils 2,5µl eines ddNTP
vorgelegt und auf 37� erwärmt. Nach Ablauf der 5 Minuten Verlängerung, wurden
jeweils 3,5µl des Verlängerungsansatzes zu jedem der vier ddNTP-Ansätze gegeben und
weitere 5 Minuten bei 37� inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 20µl
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Formamid-AP und einer Denaturierung für 3 Minuten bei 95� gestoppt. Die Nu-
kleinsäure wurde in einem Sequenziergel (2.3.1.2) aufgetrennt und durch Autoradiogra-
phie detektiert (2.3.1.4).

2.4.2 Primer Extension Analyse

Die Primer Extension Analyse wurde angewendet, um Spaltstellen von zweiwertigen
Ionen auf einem RNA-Molekül zu bestimmen. Nach der Spaltreaktion wird an die RNA
ein DNA-Oligonukleotid hybridisiert und von ihm ausgehend durch eine RNA-abhängige
DNA-Polymerase ein zur RNA komplementärer DNA-Strang synthetisiert, der am 5’-
Ende der RNA – bei Spaltreaktionen der nächstliegenden Spaltstelle – abbricht.

Zur Detektion der neusynthetisierten DNA-Stränge wurden die verwendeten Oligonu-
kleotide radioaktiv 5’-endmarkiert (siehe AnhangA.1). Um die Länge bzw. die Positi-
on der Spaltstellen ermitteln zu können, wurde als Standard eine Sequenzierung einer
entsprechenden DNA-Sequenz (2.4.1; Plasmide siehe 2.1.2 und Anhang A.2) mit dem
gleichen Oligonukleotid benutzt.

Zunächst wurde an die gespaltene RNA ein radioaktiv markiertes Oligonukleotid hy-
bridisiert (2.2.2.4). Die Menge der eingesetzten RNA hing vom vorangehenden Ex-
periment ab. Von gespaltenen in vitro Transkripten wurden etwa 60–100 ng (enthielt
außerdem 4µg tRNA: siehe 2.3.5.1) eingesetzt, von Gesamt-RNA aus Chloroplasten 4–
5µg.

Hybridisierungsansatz
gespaltene RNA + H2O 3µl
5× Hybridisierungspuffer 1µl
Oligonukleotid (ca. 5× 105 cpm) 1 µl

5× Hybridisierungspuffer
HEPES, pH7.0 250mM
KCl 500mM

Der Hybridisierungsansatz wurde 2 Minuten bei 80� erhitzt und dann langsam auf 35�
abgekühlt (etwa 4 h). Anschließend wurden 7,5µl des Verlängerungsmix dazugegeben
und 45 Minuten bei 55� inkubiert. 55� entspricht dem Temperaturoptimum der
verwendeten Polymerase Superscript II.

Verlängerungsmix
dNTPs (10mM) 0,625µl
DTT (0,1M) 1,25µl
5× Reaktionspuffer 2,5µl
Superscript II (200U/µl) 0,625µl
H2O 2,5 µl
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Das DTT, der Reaktionspuffer und die Superscript II wurden von Gibco BRL und In-
vitrogen bezogen und nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Verlängerungsreaktion
wurde durch Zugabe von 12,5 µl Formamid-AP und Denaturieren für 3 Minuten bei 95�
gestoppt. Die Proben wurden in einem Sequenziergel (2.3.1.2) aufgetrennt und durch
Autoradiographie (2.3.1.4) detektiert.
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Die Akkumulation der chloroplastenkodierten psbA mRNA wird während der Blatt-
entwicklung posttranskriptional über die Stabilität der mRNA reguliert. In früheren
Arbeiten konnte gezeigt werden, daß für die Stabilisierung dieser mRNA im Laufe der
Chloroplastenentwicklung die Änderung der Konzentration an Mg2+-Ionen hinreichend
ist [67]. Es gibt keine Hinweise darauf, daß Proteine direkt an der Vermittlung der
Stabilisierung der mRNA beteiligt sind.

Auf diesen Ergebnissen aufbauend war es das Ziel dieser Arbeit, die Strukturelemente
der chloroplastenkodierten psbA mRNA zu identifizieren, die mit zweiwertigen Kationen
– insbesondere Mg2+-Ionen – wechselwirken und damit cis-regulatorisch an der Stabi-
lisierung der mRNA beteiligt sein könnten. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden kurze
Bereiche der psbA mRNA, die bekannte funktionale Elemente enthalten, ausgewählt und
ihre Sekundärstruktur und Thermodynamik experimentell und in silico analysiert.

Im zweiten Teil wurde untersucht, ob long range Strukturelemente zwischen 5’- und
3’-Ende der psbA mRNA nachweisbar sind. Das Vorkommen solcher long range Struk-
turelemente wird bereits von früheren, experimentellen Daten postuliert [143]. Um die
minimalen Sequenzanforderungen und die Mg2+-Abhängigkeit für ein long range Struk-
turelement zu analysieren, wurde die spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen auf 3’-seitig
verkürzte in vitro Transkripte der psbA mRNA und die endogene mRNA in organello
angewandt. Auf der Grundlage der so erhaltenen Daten wurde ein Minimalkonstrukt
des long range Strukturelements entworfen und experimentell charakterisiert.

3.1 Auswahl von RNA-Bereichen

Frühere Studien haben gezeigt, daß Mg2+-Ionen eine zentrale Rolle bei der Stabilisierung
der psbA mRNA im Laufe der Chloroplastenentwicklung spielen [67]. Daher stellt sich die
Frage, welche Sequenzbereiche und Strukturelemente an der Wechselwirkung der psbA
mRNA mit Mg2+-Ionen beteiligt sind. Zur Analyse der RNA-Mg2+-Wechselwirkung
wurden in dieser Arbeit thermodynamische Methoden wie TGGE und optische Schmelz-
kurven herangezogen. Diese Methoden liefern allerdings nur bei RNAs mit einer Länge
bis etwa 300 nt interpretierbare Daten, so daß es notwendig war, zunächst kürzere Se-
quenzbereiche der psbA mRNA, die insgesamt 1247 nt lang ist, auszuwählen. Als Krite-
rien für die Auswahl galten:

� Lokale bzw. konservierte Strukturelemente sollten erhalten bleiben.

� Die Fragmente sollten bereits bekannte Motive/Funktionen enthalten.
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Abbildung 3.1: Schema der Bearbeitung durch SearchStruct. Das Schema wurde freund-
licherweise von Herrn apl.Prof. Dr. G. Steger zur Verfügung gestellt.

3.1.1 Energielandschaft der psbA mRNA

Für die psbA mRNA lagen bereits Daten zur Konsensusstruktur und der thermody-
namisch optimalen Struktur auf der Grundlage der Energieminimierung vor [66]. Die
lokalen bzw. konservierten Strukturelemente der psbA mRNA, die aus diesen Daten er-
mittelt wurden, sollten bei der Auswahl der kürzeren Fragmente erhalten bleiben, daher
wurde die theoretische Analyse mit dem Werkzeug SearchStruct ergänzt.

Bei der Vorhersage von RNA-Strukturen mit Algorithmen zur Energieminimierung
wird als optimale Struktur, die mit der geringsten freien Energie ∆G0

T ausgegeben. Mit
zunehmender Länge der RNA wird die Vorhersage dieser Struktur immer unzuverlässi-
ger, da kinetische Effekte eine größere Rolle bei der Faltung spielen und die Häufigkeit
von Verzweigungsloops zunimmt, für die keine zuverlässigen thermodynamischen Pa-
rameter bekannt sind. Bei Sequenzen >1000 nt liegt die Zuverlässigkeit der Struktur-
vorhersage nur noch bei ca. 70%. Mit SearchStruct ist es möglich, in langen RNAs
gezielt die Regionen zu finden, die lokal besonders stabile Strukturen ausbilden. Dazu
wird ein Sequenzfenster der Fenstergröße windowsize nt in Schritten (Fensteroffset) von
offset nt über die Sequenz geschoben. Für jede Subsequenz wird die minimale Energie
∆G0

T ermittelt und gegen die Position in der Gesamtsequenz bei halber Fenstergröße
aufgetragen. Dies ist schematisch in Abb. 3.1 dargestellt. Aus Wiederholungen mit
zunehmender Größe des Sequenzfensters resultiert eine Energielandschaft, in der die
Fenstergröße gegen die Sequenz aufgetragen wird und die Darstellung der Energiewerte
farbkodiert in der dritten Dimension erfolgt. Dabei werden in blau Bereiche mit hoher
Energie (instabilere Strukturen) wiedergegeben und in rot Bereiche mit niedriger Energie
(stabilere Strukturen). Aus der Energielandschaft einer RNA läßt sich dann anhand der
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Lage eines besonders stabilen Bereichs (rot) ablesen, welches Sequenzfenster (Position
auf der Gesamtsequenz und Fenstergröße) für die Ausbildung dieses Strukturelements
notwendig ist. Abb. 3.2 zeigt die Energielandschaft der psbA mRNA.

Aus der Energielandschaft geht hervor, daß es in der psbA mRNA keine stabile Struk-
tur gibt, für die ein Sequenzfenster >300 nt notwendig ist. Zum Teil werden die Energien
der Strukturen der Subsequenzen bei zunehmender Fenstergröße auch wieder größer. Die
Mehrheit der Subsequenzen mit einer energetisch günstigen Sekundärstruktur liegt bei
einer Größe des Sequenzfensters von ca. 200 nt. Entsprechend wurde eine Sequenzlänge
von 200 nt als geeignete Größe für Fragmente der weiteren thermodynamischen Analyse
zugrunde gelegt. Die Energielandschaft gibt keinen Hinweis auf eine long range Wechsel-
wirkung zwischen 5’- und 3’-Ende der mRNA, die von der thermodynamisch optimalen
Struktur (siehe Abb. 3.21), aber nicht der Konsensusstruktur vorhergesagt wird [66].
Der Bereich mit besonders geringer Energie am 3’-Ende umfaßt die Sequenz des 3’-IR,
das eine stabile Haarnadelstruktur ausbilden kann.

3.1.2 Ausgewähltes Fragment der psbA mRNA

Aufgrund der theoretischen Analyse und den bisher bekannten Daten wurde als Frag-
ment der Sequenzbereich (-86 bis +131)1 ausgewählt. Das Fragment ist 220 nt lang und
enthält die vollständige 5’-UTR sowie einen Teil der kodierenden Sequenz. Weiterhin
liegen in diesem Sequenzbereich funktional bedeutsame Elemente wie:

� das Startcodon

� die potentielle Ribosomenbindestelle (Pos.−40 bis −37; Sequenz GGAG)

� die erste Schnittstelle im mRNA-Abbau vom 5’-Ende her (Pos.−48; [75])

� eine Mg2+-abhängige Pb2+-Spaltstelle (Pos.−5; [143])

� zwei potentielle RNase E Schnittstellen (favorisiertes, potentielles Enzym für die
Einleitung des mRNA-Abbaus in E. coli ; [102])

Das Fragment enhält damit Struktur- und Sequenzelemente, die für die RNA Stabilität
und die Translation bzw. deren Kontrolle von besonderer Bedeutung sind.

Zusätzlich wurde ein Fragment ausgewählt, das 200 nt lang ist, den Sequenzbereich
[+962 bis +1161] umfaßt und damit die 3’-IR am 3’-Ende der psbA mRNA enthält.
Dieses Fragment sollte – insbesondere bei der TGGE-Analyse – als Kontrolle für den
Effekt unterschiedlicher Kationen auf die Struktur der RNA-Fragmente dienen, da die

1Im folgenden sind Sequenzpositionen, die sich auf das Startcodon beziehen in positiven (stromabwärts
vom Startcodon) und negativen (5’-untranslatierte Region) Zahlen nach Zurawski et al. [176] ange-
geben; alle Sequenzangaben ohne Vorzeichen beziehen sich auf die Nukleotidnummer im jeweiligen
Transkript beginnend bei 1 unabhängig vom Startcodon!
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Abbildung 3.2: Energielandschaft der psbA mRNA. Die Berechnung wird für Subsequen-
zen der Größe 10 nt bis 1247 nt (windowsize) durchgeführt. Die Subsequenzen werden in
Schritten von Fenster-Offset=10nt über die Sequenz geschoben. Die Energie ∆G0

T der opti-
malen Substruktur wird gegen die Position der Subsequenz in der Gesamtsequenz farbkodiert
aufgetragen. Bei dieser Darstellung repräsentieren rot gefärbte Bereiche Subsequenzen mit
stabiler Sekundärstruktur.
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vom 3’-IR ausgebildete Haarnadelstruktur mit hoher Wahrscheinlichkeit vorhergesagt
werden kann. Helices als Sekundärstrukturelemente reagieren nur mit einer allgemeinen
Stabilisierung auf eine Erhöhung der Ionenstärke durch zweiwertige Kationen und nicht
mit einer Änderung der Struktur. Das Denaturierungsverhalten dieses Fragments läßt
sich daher mit großer Sicherheit vorhersagen und sollte lediglich eine Stabilisierung in
Anwesenheit von Kationen zeigen.

3.2 Strukturanalyse des 5’-Endes der psbA mRNA

3.2.1 TGGE-Analyse des 5’-Endes der psbA mRNA

Die TGGE-Analyse ermöglicht die Untersuchung der Konformationen bzw. der Struk-
turverteilung von RNAs im thermodynamischen Gleichgewicht anhand ihres Denaturie-
rungsverhalten. Als Meßgröße dient hier die Mobilitätsänderung eines RNA-Moleküls
entsprechend seinem Denaturierungsgrad. Die Mobilitätsänderung ist – im Gegensatz
zur Hypochromie, die bei den optischen Dentaturierungskurven gemessen wird – eine in-
direkte Meßgröße, da nicht jede Öffnung eines Basenpaares oder Umlagerung der Struk-
tur einen sichtbaren Effekt auf die Gelmobilität des Moleküls hat. Andererseits erlaubt
die TGGE die Diskriminierung beliebig vieler nebeneinander vorliegender Konformatio-
nen eines RNA-Moleküls, wenn sie unterschiedliche Mobilität im PAA-Gel zeigen.

Hier sollte mit der TGGE-Analyse das 5’-Ende der psbA mRNA (-86/+131) thermo-
dynamisch unter verschiedenen Salzbedingungen untersucht werden. Insbesondere der
Effekt von Mg2+-Ionen war Ziel der Analyse. Als Vergleich wurde ein ähnlich langes
Transkript des 3’-Endes der psbA mRNA (+962/+1161) verwendet, das den Sequenzbe-
reich enthält, der eine stabile Haarnadelstruktur ausbilden kann. Die in vitro Transkripte
(-86/+131) und (+962/+1161) wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Mg2+-
Ionen vor einem Hintergrund von 20mM Na+-Ionen mit TGGE analysiert, wobei ein
Temperaturbereich von 5-90� betrachtet wurde.

TGGE-Analyse des Transkripts (-86/+131) Abbildung 3.3 zeigt die TGGE-Analyse
des Transkripts (-86/+131). Nebeneinander sind jeweils die TGGEs einer MgSO4-
Konzentration für die verschiedenen Temperaturbereiche abgebildet, untereinander je-
weils die TGGEs eines Temperaturbereichs mit verschiedenen MgSO4-Konzentrationen.
In der oberen Reihe sind die TGGEs mit 10mM Na2SO4 (entspricht 20mM Na+-Ionen)
ohne Zusatz von MgSO4 abgebildet. Im kalten Temperaturbereich (5–35�) sieht man
bei ca. 25� einen Übergang, an dem eine Nebenbande (N), die leicht oberhalb der
Hauptbande (H) läuft, in die Hauptbande übergeht. Im mittleren Temperaturbereich
(20–60�) erkennt man einen weiteren Übergang bei etwa 40�. Dieser Übergang sollte
zumindest teilweise auch in der TGGE des kalten Temperaturbereichs zu sehen sein.
Da der Übergang allerdings bei 5–35� am Rand des Temperaturgradienten liegt, kann
man ihn hier nicht eindeutig erkennen. Im heißen Temperaturbereich (50–90�; 20–60�
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Abbildung 3.3: TGGEs des in vitro Transkripts (-86/+131). Das in vitro Transkript
(-86/+131) wurde in TGGEs mit 5% PAA (Vernetzungsgrad 30:0,8), 0,2×TB, 10 mM
Na2SO4 und 0, 1 oder 10 µM MgSO4 analysiert. Es wurden drei überlappende Temperatur-
bereiche gewählt: 5–35�, 20–60� und 20–60� mit 8 M Urea (entspricht: ca. 50–90�).
Der Nachweis erfolgte über Silberfärbung.

mit 8M Urea) zeigen sich keine weiteren Übergänge, so daß das Transkript (-86/+131)
ab 50� unter diesen Bedingungen weitgehend denaturiert zu sein scheint bzw. ohne
sichtbare Mobilitätsunterschiede denaturiert.

In der mittleren Reihe von Abb. 3.3 ist die TGGE-Analyse von (-86/+131) mit 10mM
Na2SO4 und 1 µM MgSO4 gezeigt. Im kalten Temperaturbereich zeigt sich hier keiner-
lei Veränderung gegenüber dem Laufverhalten ohne Mg2+-Ionen, während im mittleren
Temperaturbereich der Übergang bei 40� zu höheren Temperaturen auf ca. 45� ver-
schoben ist. Bei genauem Vergleich der TGGEs des kalten Temperaturbereichs kann
man auch dort diese Verschiebung erkennen. Während die TGGE, die nur Na+-Ionen
enthält (obere Reihe) um 35� eine kleine Verzögerung der RNA zeigt, die den Beginn
des Übergangs bei 40� darstellt, ist diese bei der TGGE mit 1 µM MgSO4 nicht zu
erkennen. Im heißen Temperaturbereich zeigen sich – wie auch schon ohne zugesetzte
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Mg2+-Ionen – keinerlei Unterschiede im Laufverhalten, sondern lediglich eine allgemei-
nen Beschleunigung wie sie für alle Nukleinsäuren in PAA-Gelen bei steigender Tempe-
ratur zu beobachten ist. Diese Beschleunigung wird auf die Änderung der Fluidität der
Gelmatrix in Abhängigkeit von der Temperatur zurückgeführt.

In der unteren Reihe in Abb. 3.3 ist die TGGE-Analyse mit 10 µM MgSO4 abgebil-
det. Hier ist der Übergang bei 25� zwar ausgeprägter als ohne bzw. mit 1 µM MgSO4,
aber er ist nicht zu höheren Temperaturen hin verschoben, was man eigentlich bei ei-
ner Erhöhung der Ionenstärke – insbesondere durch ein zweiwertiges Kation wie Mg2+

– erwarten würde. Der Übergang im mittleren Temperaturbereich ist deutlich weniger
ausgeprägt als in den anderen TGGEs. Außerdem ist er in den Randbereich der TGGE
auf ca. 55� gerückt, wo die Identifikation von Übergängen generell schwierig ist und
hier zusätzlich durch die beginnende Degradation der RNA durch Mg2+-Ionen ab 50�
erschwert wird. Allerdings erkennt man bei 10 µM MgSO4 im heißen Temperaturbereich
zwischen 50 und 60� eine leichte Welle in der Hauptbande der RNA, die vermutlich
von dem Übergang bei 55� herrührt. Damit zeigen die beiden in der TGGE zu beob-
achtenden Übergänge des Transkripts (-86/+131) eine völlig unterschiedliche Reaktion
auf Mg2+-Ionen. Während der Übergang bei 25� stärker ausgprägt, aber thermisch
nicht stabilisiert wird, verhält sich der Übergäng bei 40� entgegengesetzt: er ist mit
steigender MgSO4-Konzentration weniger ausgeprägt, wird aber deutlich stabiler.

TGGE-Analyse des Transkripts (+962/+1161) Anders verhält sich das Transkript
(+962/+1161), das die Sequenz des 3’-Endes der psbA mRNA enthält und eine stabile
Haarnadelstruktur ausbilden kann. In Abb. 3.4 ist die TGGE-Analyse dieses Transkripts
gezeigt. Die obere Reihe zeigt wieder die TGGEs mit 10mM Na2SO4 ohne MgSO4. Im
kalten Temperaturbereich wird das Transkript stark beschleunigt. Die Transkriptban-
de zeigt mehrere Übergänge (1–4), die aber zu schwach ausgeprägt sind, um konkreten
Temperaturen zugeordnet werden zu können. Im mittleren Temperaturbereich ist der
Lauf zu höheren Temperaturen hin deutlich weniger beschleunigt. Ab 30� scheint ein
neuer Übergang zu beginnen, der am Rand des kalten Temperaturbereichs nicht eindeu-
tig erkennbar, aber im mittleren Temperaturbereich als deutlich ausgeprägter Übergang
bei etwa 35� zu sehen ist (5). Ab etwa 50� zeigt sich im mittleren Temperaturbe-
reich eine starke Degradation der RNA, die dazu führt, daß die Transkriptbande nahezu
vollständig verschwindet. Im heißen Temperaturbereich ist die Transkriptbande bis etwa
60� (�30� mit 8M Urea) etwas diffus (6), was auf mehrere Konformationen oder eine
nicht eindeutig definierte Struktur hindeutet. Als Vergleich hätte hier der entsprechende
Bereich der mittleren TGGE dienen können, der aber wegen der starken Degradation
keine Aussage liefert.

Mit 1 µM MgSO4 zeigen sich die schwach ausgeprägten Übergänge des kalten Tempe-
raturbereichs etwas deutlicher und sind zu höheren Temperaturen hin verschoben (1–3).
Im mittleren Temperaturbereich sieht man statt des bisher einen Übergangs bei 35�
mehrere schwächer ausgeprägte Übergänge (3–5). Der Übergang bei 35� ist mit 1 µM
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Abbildung 3.4: TGGEs des in vitro Transkripts (+962/+1161). Das in vitro Transkript
(+962/+1161) wurde in TGGEs mit 5% PAA (Vernetzungsgrad 30:0,8), 0,2×TB, 10 mM
Na2SO4 und 0, 1 oder 10 µM MgSO4 analysiert. Es wurden drei überlappende Temperatur-
bereiche gewählt: 5–35�, 20–60� und 20–60� mit 8 M Urea (entspricht: ca. 50–90�).
Der Nachweis erfolgte über Silberfärbung.

MgSO4 ebenfalls zu höheren Temperaturen hin verschoben (5). Denselben Effekt hat
MgSO4 im heißen Temperaturbereich. Hier ist die Transkriptbande bei 50� zunächst
noch scharf und der diffuse Bereich ist zu etwa 60� verschoben (6).

Auch mit 10 µM MgSO4 (untere Reihe) setzt sich der Effekt einer allgemeinen Sta-
bilisierung des Transkripts fort. Alle Übergänge sind – ohne Effekt auf ihre Form – zu
höhren Temperaturen verschoben. Damit zeigt dieses Transkript – wie erwartet – ledig-
lich eine allgemeine Stabilisierung und im Vergleich zum Transkript (-86/+131) keinerlei
spezifischen Effekt einzelner Übergänge auf die Anwesenheit von Mg2+-Ionen.
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3.2.2 Optische Denaturierungskurve des 5’-Endes der psbA mRNA

Bei optischen Denaturierungskurven wird die Hypochromie einer Nukleinsäure im Laufe
ihrer thermischen Denaturierung aufgezeichnet. Als Hypochromie wird die Absorpti-
onszunahme einer Nukleinsäure beim Übergang von einem Zustand höherer Ordnung
zu einem geringerer Ordnung bezeichnet. Aufgrund ihrer Ähnlichkeit mit einem Pha-
senübergang wird die Auftragung der Hypochromie gegen die Temperatur auch als
Schmelzkurve bezeichnet. Im Gegensatz zur Mobilitätsänderung ist die Hypochromie
eine direkte Meßgröße, die sich unmittelbar aus der Anzahl der an einem Übergang
beteiligten Basenpaare ableitet. Man kann aus der Hypochromie den TM-Wert (Tem-
peratur bei halbmaximaler Hypochromie) und die Halbwertsbreite ∆T1/2 eines Struk-
turübergangs bestimmen. Die Halbwertsbreite ∆T1/2 ist bei reversiblen Übergängen
proportional der Enthalpie ∆H0 und damit ein Maß für die Anzahl der im Übergang
aufgehobenen Stapelwechselwirkungen zwischen Basen. Da A:U und G:C Basenpaare
unterschiedliche Absorptionseigenschaften haben, kann aus der Differenz der Absorp-
tion bei 260 nm (Absorptionsmaximum A:U) und 280 nm (Absorptionsmaximum G:C)
am TM-Wert der G:C-Gehalt des aufgeschmolzenen Strukturelements berechnet werden
[47].

Es wurden dialysierte Proben verwendet, die durch
”
slow cooling“ vorbehandelt wur-

den. Beim
”
slow cooling“ werden durch das langsame Abkühlen nach der Denaturierung

thermodynamisch optimale Strukturen begünstigt. In Abb. 3.5 ist die optische Schmelz-
kurve des Transkripts (-86/+131) dargestellt.

Es sind sowohl De- als auch Renaturierung abgebildet, wobei die Drift, die die höher-
en Absorptionswerte bei der Renaturierung hervorruft, ein gerätespezifischer Effekt ist.
Die Schmelzkurve wurde in 10mM NaCl, 1mM Natriumcacodylat und 0.1mM EDTA
aufgenommen und hatte damit etwa die halbe Ionenstärke der TGGE-Analyse (10mM
Na2SO4 � 20mM Na+-Ionen). Die differenzierte Kurve (Abb. 3.5 rechts) zeigt zwei
Übergänge (Maxima): einen bei ca. 25� und einen bei 59�. Der Übergang bei 59�
ist steil und hat eine geringe Halbwertsbreite, was darauf schließen läßt, daß bei diesem
Übergang viele Basenpaare geöffnet werden. Der Übergang bei 25� ist in den Absorp-
tionswerten, die bei einer Wellenlänge von 280 nm gemessen wurden (blaue Kurve), fast
nicht zu erkennen, sondern nur in der Absorptionsmessung bei 260 nm (rote Kurve). Da
A:U Basenpaare bei 260 nm ihr Absorptionsmaximum haben und G:C Basenpaare bei
280 nm, kann man daraus schließen, daß an diesem Übergang fast ausschließlich A:U-
Basenpaare beteiligt sind. Aus der großen Halbwertsbreite dieses Übergangs läßt sich
schließen, daß hier nur wenige Basenpaare geöffnet werden. Dieser Übergang korreliert
mit dem Übergang bei 25� in der TGGE-Analyse. Die Daten weisen darauf hin, daß
bei 25� und der betrachten Ionenstärke ein aus wenigen A:U-Basenpaaren bestehen-
des Strukturelement denaturiert, das einen deutlichen Effekt auf die Gelmobilität des
Moleküls hat.

Weniger eindeutig ist die Interpretation des Übergangs bei 59�. Es handelt sich um
ein stabiles Strukturelement, zu dessen Denaturierung relativ viele Basenpaare koopera-
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Abbildung 3.5: Optische Schmelzkurve des Transkripts (-86/+131). Die optische
Schmelzkurve des Transkripts (-86/+131) in integrierter (links) und differenzierter (rechts)
Form. Es ist sowohl die De- als auch die Renaturierung abgebildet, wobei die Renaturie-
rung durch eine gerätespezifische Drift zu höheren Absorptionswerten verschoben ist. Be-
dingungen: 10 mM NaCl, 1 mM Nacacodylat, 0.1mM EDTA. Temperaturbereich: 5–95�.
Heizrate: 1�/Minute

tiv geöffnet werden. Allerdings ist in den TGGE-Analysen kein dazu korrespondieren-
der Übergang zu finden. Es kann sich nicht um den Übergang bei 40� in der TGGE
handeln, da dieser trotz doppelter Ionenstärke einen 20� niedrigeren TM-Wert haben
müßte. Stattdessen zeigt der Übergang bei 40� in der TGGE-Analyse jedoch eine Sta-
bilisierung mit zunehmender Ionenstärke (Abb. 3.3). Es ist unklar, warum der Übergang
bei 59�, in dem das Molekül fast vollständig denaturiert – die optische Schmelzkur-
ve zeigt keinen weiteren Übergang – keinen Effekt auf die Gelmobilität hat. Wenn ein
großer basengepaarter Bereich bei einer definierten Temperatur denaturiert, wäre ei-
gentlich eine Wirkung auf die Mobilität des Moleküls im Gel – Beschleunigung oder
Verzögerung – zu erwarten.

In Abb. 3.6 ist die mit dem Programm Linall vorhergesagte theoretische Schmelzkur-
ve des Transkripts (-86/+131) gezeigt. Die theoretische Vorhersage wird für eine Io-
nenstärke von 1M NaCl berechnet, so daß die Temperaturen zur Vergleichbarkeit durch
einen Faktor an die experimentellen Bedingungen angepaßt werden müssen [58, 149].

Die theoretische Schmelzkurve sagt zwei Übergänge vorher: bei 48� und bei 65�.
Der Übergang bei 48� umfaßt einen breiten Temperaturbereich, der zwei Maxima bei
45� und 52� hat. Zwischen dem Bereich um 48� und dem Übergang bei 65� hat
die Absorption zwar ein Minimum, aber auf relativ hohem Niveau. Bei etwa 80� –
noch im Bereich des Übergangs bei 65� – ist ein weiteres Maximum zu erkennen. Die
Hauptübergangsbereiche 48� und 65� liegen 17� auseinander und ihre Maxima ha-
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Abbildung 3.6: Theoretische Schmelzkurve des Transkripts (-86/+131). Die theoretische
Schmelzkurve des Transkripts (-86/+131) in integrierter (links) und differenzierter (rechts)
Form. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm Linall für eine Ionenstärke von 1M NaCl
bei 5–105�.

ben ähnlich hohe Werte. Das ist ein den experimentellen Daten aus der TGGE-Analyse
vergleichbarer Abstand (Abb. 3.5; Übergänge bei 25 und 40� � 15� Abstand). Die
Stabilisierung durch die Ionenstärke von 1M NaCl bei der berechneten Kurve gegenüber
dem TGGE-Experiment mit 20mM Na2SO4 umfaßt etwa 25�. Die Übergänge 25� zu
48� und 40� zu 65� können somit durchaus korrelieren. Der Übergang bei 25� ist
auch in der experimentellen Schmelzkurve zu finden. Der ausgesprochen steile Übergang
bei 59� könnte mit dem nachgelagerten Übergang bei 80� in der theoretischen Kurve
korrelieren. Der Vergleich der theoretischen und experimentellen Kurve zeigt aber einige
Aspekte, die dagegen sprechen, daß die Schmelzkurven in Theorie und Experiment auf
die gleiche Struktur zurückzuführen sind. Am auffälligsten ist der Kurvenverlauf selbst.
Im Experiment ist der Übergang bei 25� breit und flach (1/4 der Absorptionsänderung
des 2. Übergangs). Der Übergang bei 48� in der theoretischen Kurve ist zwar eben-
falls breit, da hier mehrere Übergänge liegen (zwei Maxima bei 45� und 52�), zeigt
aber eine größere Absorptionszunahme als der zweite Übergang bei 65�. Weiterhin
sieht man beim Vergleich der beiden Anregungswellenlängen 260 nm (rot) und 280 nm
(blau), daß die theoretische Kurve bei 280 nm (Absorptionsmaximum G:C Basenpaare)
bei 48� ein deutliches Maximum hat. Im Gegensatz dazu ist der Übergang bei 25� in
der experimentellen Kurve fast ausschließlich bei 260 nm zu beobachten. Außerdem er-
reichen die Werte der Absorption bei beiden Wellenlängen im Experiment ähnlich hohe
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Werte, während die theoretische Schmelzkurve deutlich geringere Werte der Absorption
für 280 nm vorhersagt. Der Übergang bei 65� ist sehr breit und hat keinen korrespon-
dierenden Übergang im Experiment. Inwieweit der theoretische Übergang bei 80� dem
experimentellen bei 59� vergleichbar ist, läßt sich aufgrund der Lage, nachgelagert im
Bereich des Maximums bei 65�, nicht sagen.

Der Vergleich von experimenteller (Abb. 3.5) und theoretischer (Abb. 3.6) Schmelzkur-
ve zeigt Übergänge, die in der Lage ihrer TM-Werten korrelieren. Auch die allgemeine
Feststellung, daß am 1. Übergang weniger G:C-Basenpaare beteiligt sind als am 2. Über-
gang, stimmt für Experiment und Theorie. Allerdings hat der vorhergesagte Kurvenver-
lauf aufgrund der Breite, Höhe und allgemeinen Form seiner Maxima keine Ähnlichkeit
mit der experimentellen Schmelzkurve. Für das Transkript (-86/+131) werden die theo-
retischen Daten nur unzureichend von den experimentellen Daten unterstützt. Die Lage
der Absorptionsmaxima ist in Experiment und Theorie teilweise vergleichbar, wohinge-
gen der Kurvenverlauf sowie die Höhe und Breite der Maxima keine Gemeinsamkeiten
aufweisen. Auch die experimentellen Daten von TGGE-Analyse (Abb. 3.3) und optischer
Schmelzkurve (Abb. 3.5) lassen sich nicht eindeutig korrelieren.

3.2.3 Chemische Sekundärstrukturanalyse des 5’-Endes der psbA
mRNA mit DEPC

Um zu zeigen, ob verschiedene Kationen zu Änderungen in der Sekundärstruktur des
Transkripts (-86/+131) führen, wurde eine Sekundärstrukturanalyse mit DEPC (Di-
ethylpyrocarbonat) in Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an KCl und MgCl2
durchgeführt. DEPC modifiziert bei neutralem pHWert einzelsträngig vorliegende Ade-
nosinnukleotide, die auch durch Stapelwechselwirkungen strukturiert sein können, am
Stickstoff N7 des Imidazolrings und erlaubt eine anschließende Spaltung mit Anilin an
dieser Position. Auch Adenosinnukleotide, die an endständigen Helixbasenpaaren betei-
ligt sind, können modifiziert werden.

Die Modifizierung erfolgte unter verschiedenen Salzbedingungen an 5’-endmarkierten
in vitro Transkripten, deren Spaltprodukte auf einem Sequenziergel nukleotidgenau zuge-
ordnet werden konnten. Die Autoradiographie eines solchen Experiments ist in Abb. 3.7
gezeigt. Die rechte Spur zeigt die mit H2O statt DEPC behandelte Kontrolle. Die
ersten drei Spuren von links zeigen die Modifikation mit DEPC bei steigender KCl-
Konzentration (50, 100 und 500mM KCl). Die sich anschließenden vier Spuren zeigen
die DEPC-Modifikation mit 100mM KCl und steigender MgCl2-Konzentration (0.5, 1,
5, 10mM MgCl2). Es ist ein charakteristisches Modifikationsmuster des Transkripts
(-86/+131) zu erkennen. Bei keiner der verwendeten Salzbedingungen zeigt sich jedoch
eine Veränderung. Weder treten neue Signale auf, noch werden vorhandene Signale
schwächer bzw. stärker in Abhängigkeit steigender KCl- oder MgCl2-Konzentration.

Das Transkript wird an den Positionen 28, 48, 56, 62–64, 67–69, 71–73, 76/77, 84
und 90 modifiziert. Die Modifizierungen an Positionen >90 nt können aufgrund der
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3.2 Strukturanalyse des 5’-Endes der psbA mRNA

Abbildung 3.7: Sekundärstruktur-

analyse des Transkripts (-86/+131)

mit DEPC. Die Autoradiographie
zeigt gelelektrophoretisch aufgetrenn-
te Fragmente des 5’-endmarkierten
Transkripts (-86/+131) nach DEPC-
Behandlung und anschließender Spal-
tung mit Anilin. Es wurden Reaktio-
nen mit H2O statt DEPC (Kontrolle;
keine zugesetzten Salze) und in Anwe-
senheit verschiedener Konzentrationen
an KCl und MgCl2 gemacht. Gelbe-
dingungen: 8% PAA (Vernetzungsgrad
19:1), 1×TBE und 7 M Urea.
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3 Ergebnisse

Auflösung nicht mehr exakt zugeordnet werden. Man erkennt aber, daß sie alle scheinbar
mit Signalen in der Kontrolle (rechte Spur) korrespondieren. Daher ist hier nicht klar, ob
es sich um Modifizierungen oder Hintergrund handelt. In Abb. 3.8 sind die Modifizierun-
gen durch DEPC in die thermodynamisch optimale Sekundärstruktur2 eingetragen. Für
die Berechnung wurde eine Temperatur von 45� gewählt, um den Unterschied in der
Ionenstärke zwischen Berechnung und Experiment auszugleichen. Die gefundenen Mo-
difizierungen passen gut zu der Sekundärstruktur, aber für über die Hälfte der Sequenz
– insbesondere dem stärker strukturierten Teil – konnten die Signale nicht zugeordnet
werden. Daher kann diese Struktur nur mit Einschränkungen als experimentell bestätigt
angesehen werden.
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Abbildung 3.8: Theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur des Tran-

skripts (-86/+131). Die Pfeile kennzeichnen die Stellen, die bei Raumtemperatur durch
DEPC modifiziert werden. Die Berechnung erfolgte mit dem Programm Linall für eine
Ionenstärke von 1 M NaCl bei 45�.

2Alle in dieser Arbeit gezeigten Sekundärstrukturen sind theoretische, thermodynamisch optimale
Sekundärstrukturen, die mit dem Programm LinAll berechnet wurden. Das Programm arbeitet
nach einem Energieminimierungsalgorithmus (siehe dazu auch Kap. 2.3.4, S. 35 und [138]).
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3.3 UV-Quervernetzung im in vitro Transkript (-86/+822)

Die thermodynamische Strukturanalyse des Transkripts (-86/+131), das das 5’-Ende der
psbA mRNA umfaßt, lieferte keine Hinweise auf ein Mg2+-abhängiges Strukturelement.
In der TGGE-Analyse konnten zwar schwache Effekte auf das Laufverhalten durch Mg2+-
Ionen beobachtet werden, die Sekundärstrukturanalyse mit DEPC legt jedoch nahe, daß
hier lediglich vorhandene Strukturelemente stabilisiert bzw. destabilisiert werden, sich
an der Struktur aber nichts ändert. Die Interpretation der Daten gestaltet sich schwierig,
da das beobachtete Laufverhalten in der TGGE-Analyse nur teilweise mit der optischen
Denaturierungkurve korreliert. Die theoretische Schmelzkurve kann ebenfalls nur in all-
gemeinen Punkten mit der experimentellen in Einklang gebracht werden. Da in dem
Transkript (-86/+131) keine Hinweise auf Mg2+-sensitive Strukturelemente gefunden
wurden und es auch keine Anhaltspunkte dafür gibt, welcher andere Sequenzabschnitt
ein solches enthalten könnte, wurden im weiteren Methoden gewählt, bei denen die
Vollänge der psbA mRNA bzw. das Transkript (-86/+822) analysiert werden konnten.
Ziel war es, andere Sequenzbereiche zu finden und einzugrenzen, die mit Mg2+-Ionen in
Wechselwirkung treten können. Insbesondere sollte dabei die Frage berücksichtigt wer-
den, ob – wie von der theoretischen, thermodynamisch optimalen Struktur vorhergesagt
(siehe Abb. 3.21, S. 75) – eine long range Wechselwirkung in der Sekundärstruktur der
psbA mRNA eine Rolle spielt.

3.3 UV-Quervernetzung im in vitro Transkript
(-86/+822)

Die bisher präsentierten Daten zeigen, daß Fragmente der psbA mRNA, die das 5’- und
3’-Ende umfassen, keine Hinweise auf eine Mg2+-abhängige Strukturänderung geben.
Demzufolge stellte sich die Frage, ob doch eine long range Wechselwirkung von 5’- und
3’-Ende der mRNA ein relevantes Strukturelement sein könnte, wie es die theoretische,
thermodynamisch optimale Sekundärstruktur vorhersagt (siehe als Beispiel Abb. 3.21,
S. 75). Zunächst sollte mit Hilfe UV-Licht induzierter Quervernetzung von RNA die
Frage beantwortet werden, ob es überhaupt Hinweise auf eine solche Struktur gibt.

Bei der Bestrahlung von RNA mit UV-Licht der Wellenlänge 254 nm werden die delo-
kalisierten π-Elektronen der Basen angeregt. Wenn zwei Basen in geeigneter Geometrie
zueinander stehen, kann es zu einer kovalenten Verknüpfung - einer Quervernetzung -
kommen. Dabei weisen nicht-kanonische Basenpaare, die in Tertiärstrukturen oder in
Loops ausgebildet werden, eine besonders hohe Verknüpfungseffizienz auf [17]. Durch
die Quervernetzung wird die RNA partiell zirkularisiert und kann in einer denaturie-
renden Gelelektrophorese durch ihre starke Retardation gegenüber der linearen Form
identifiziert werden.

Als Modelltranskript wurde der Sequenzbereich (-86/+822) anstelle der Vollänge der
mRNA ausgewählt. Dieses in vitro Transkript zeigte bei spezifischer Hydrolyse mit
Pb2+-Ionen alle Spaltstellen der Vollänge [143] und ist einfach quantitativ zu synthe-
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3 Ergebnisse

tisieren. Das Transkript ist mit 908 nt so lang, daß Verknüpfungen in der Sequenz
benachbarter Basen nur eine sehr schwache Retardation in einer denaturierenden Gel-
elektrophorese hervorrufen sollten, während die Verknüpfung in der Sequenz entfernter
Bereiche zu einem stark verzögerten RNA-Zirkel führen sollte. In Abb. 3.9 ist ein sol-
ches Experiment gezeigt. Die UV-Quervernetzung wurde bei steigender Bestahlungs-
dauer mit und ohne Zugabe von MgCl2 durchgeführt, um eventuelle Unterschiede in
Abhängigkeit von Mg2+-Ionen festzustellen.

Abbildung 3.9: UV-induzierte Quervernetzung in Transkript (-86/+822). Das Transkript
(-86/+822) wurde in 1×TE bzw. 1×TE und 10 mM MgCl2 0, 10, 30 und 60 Minuten mit
254 nm bestrahlt und anschließend in einem 3,5%igen PAA-Gel (Vernetzungsgrad 30:0,8;
1×TBE, 8 M Urea) elektrophoretisch aufgetrennt und silbergefärbt. Das lineare Transkript
sowie die retardierten Banden (Nr. 1–10) sind mit Pfeilen markiert.
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen

Bereits bei 10Minuten Bestrahlung zeigte sich eine gute Quervernetzungseffizienz, die
bei 30Minuten maximal war. Dagegen zeigt die RNA nach 60Minuten bereits eine
deutliche Degradation. Es ist eine Vielzahl diskreter, zum Teil stark verzögerter Banden
(Pfeile Nr. 1–10) zu sehen, was auf definierte Verknüpfungstellen in der RNA schlie-
ßen läßt. Bei einer unspezifischen Verknüpfung wäre statt diskreter Banden ein Schmier
oberhalb der Bande des eingesetzten Transkripts zu sehen. Die besonders starke Verzöge-
rung mehrerer Banden (Pfeile Nr. 1–5) gab weiterhin den gesuchten Hinweis auf eine
long range Wechselwirkung, da eine so starke Retardation nur durch große zirkularisierte
Bereiche hervorgerufen werden kann.

Ein Vergleich der UV-Quervernetzung mit und ohne MgCl2 zeigte leichte Unterschiede.
Generell waren die verzögerten Hauptbanden in Anwesenheit von MgCl2 etwas stärker
ausgeprägt gegenüber den schwächeren Banden (Pfeile Nr. 1, 4, 5) und einige Banden
verschwanden (Pfeile Nr. 3 und 7) völlig. Zwei Banden sind nur in Anwesenheit von
MgCl2 zu beobachten (Pfeile Nr. 6b und 10b). Sie liegen jeweils in der Nähe etwas stärker
verzögerter Banden (Pfeile Nr. 6/6a und 10/10a), was auf eine partielle Verschiebung
der Struktur durch Mg2+-Ionen im Bereich dieser Quervernetzung hindeutet.

Diese Daten weisen auf eine long range Wechselwirkung in der psbA mRNA hin.
Weiterhin konnte eine Mg2+-Abhängigkeit der UV-Quervernetzung gezeigt werden. Die
Vielzahl der retardierten Banden und ihre relativ geringe RNA-Menge im Verhältnis
zum eingesetzten Transkript machte jedoch eine quantitative Aufreinigung der UV-
Quervernetzungsprodukte für eine genaue Lokalisation der UV-Verknüpfungsstellen un-
möglich, so daß die an der long range Wechselwirkung beteiligten Bereiche der psbA
mRNA mit anderen Methoden untersucht werden mußten.

3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische
Hydrolyse mit Pb2+-Ionen

3.4.1 Mechanismus der spezifischen Hydrolyse von RNA mit
Pb2+-Ionen

Zur weiteren Analyse der RNA-Mg2+-Wechselwirkung wurde ein indirekter biochemi-
scher Ansatz gewählt: die spezifische Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen. Generell
kann man RNA mit allen zweiwertigen Kationen (Me2+) hydrolytisch spalten, wenn der
pHWert nahe dem pKa Wert des verwendeten Ions liegt. Diese Methode eignet sich zur
Identifikation Me2+-sensitiver Elemente, wie an verschiedenen Beispielen gezeigt werden
konnte (Hepatitis-δ-Ribozym [99], ribosomale RNAs [120, 170], Gruppe I Introns [156],
Hammerkopf-Ribozym [33], RNaseP aus E. coli [18]). Am besten untersucht ist die
Spaltung der tRNAPhe aus Hefe [19], an deren Beispiel auch der Mechanismus dieser
Spaltung, wie er in Abb. 3.10 schematisch dargestellt ist, beschrieben wurde.

Das in Lösung vorkommende hydratisierte Pb2+-Ion ist bei einem pH Wert, der na-
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.10: Mechanismus der spezifischen Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen nach

Brown et al. [19]

he seinem pKa Wert (7,7) liegt, teilweise deprotoniert. Es entsteht ein Bleihydrat-Ion,
das – wenn es an geeigneter Stelle an eine RNA gebunden ist – ein Proton von der
Hydroxylgruppe einer räumlich nahegelegenen Ribose des Zuckerphosphatrückgrats ab-
ziehen kann. Es folgt ein nukleophiler Angriff des entstehenden 2’O− der Ribose auf
das Zuckerphosphatrückgrat, was die Spaltung des Rückgrats an dieser Stelle zur Folge
hat. Für eine solche Spaltung müssen verschiedene Bedingungen erfüllt sein:

� Der pHWert der Lösung muß nahe dem pKa des verwendeten Ions sein.

� Das gebundene Bleihydrat muß in der richtigen Orientierung und in geeignetem
Abstand (ca. 6 Å) zur Ribose stehen.

– Daraus folgt, daß die Bindestelle des Pb2+-Ions und die Spaltstelle sich in
räumlicher Nähe – nicht aber unbedingt in sequentieller Nähe – befinden
müssen.

– Und, daß nicht jedes gebundene Pb2+-Ion zu einer Spaltung führt.

Da die Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen von der RNA-Struktur abhängt, ist es
möglich anhand einer Veränderung im Spaltungsmuster unter verschiedenen Reaktions-
bedingungen oder bei unterschiedlich strukturierten RNAs indirekte Aussagen über die
Struktur an den Spaltstellen treffen. Im folgenden wurde diese Methode bei verschie-
denen 5’-verkürzten in vitro Transkripten der psbA mRNA, für die in Abhängigkeit
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen

von ihrer Länge unterschiedliche Sekundärstrukturen vorhergesagt wurden, angewen-
det. Weiterhin wurde die Methode zur Analyse der endogenen psbA mRNA in organello
benutzt.

3.4.2 Spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen 5’-seitig verkürzter in
vitro Transkripte der psbA mRNA

Die spezifische Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen ist stark abhängig von der Struktur
des zu untersuchenden Moleküls. Ein an RNA gebundenes Pb2+-Ion kann nur eine Spal-
tung des Zuckerphosphatrückgrats induzieren, wenn es räumlich in geeigneter Position
zur Ribose steht (siehe Abb 3.10). Dementsprechend sollte sich das Muster der Pb2+-
Spaltung einer RNA ändern, wenn sich deren Struktur ändert. Bei kürzeren RNAs, deren
Struktur gut charakterisiert ist, kann diese Strukturänderung z. B. durch die Salzbedin-
gungen, den pH Wert oder schnelle bzw. langsame Renaturierung erreicht werden. Bei
langen Molekülen – wie der psbA mRNA – liefert dieses Vorgehen keine eindeutigen Da-
ten, so daß man hier auf andere Wege zur Änderung der Sekundärstruktur zurückgreift:
die Verkürzung der RNA vom 5’- oder 3’-Ende her. Mit diesem Vorgehen kann insbe-
sondere auch die Frage beantwortet werden, ob die Sekundärstruktur eine long range
Wechselwirkung zwischen 5’- und 3’-Ende ausbildet. Eine Verkürzung, die die Ausbil-
dung der postulierten long range Wechselwirkung ausschließt, sollte zum Verlust von
Pb2+-Spaltstellen führen, die in längeren Transkripten, die die long range Wechselwir-
kung erlauben, vorkommen, und gegebenenfalls sollten neue Pb2+-Spaltstellen auftreten.

Frühere Experimente, bei denen die psbA mRNA 3’-seitig verkürzt wurde, gaben be-
reits Hinweise auf eine minimale Sequenzlänge, die in silico gerade noch die Ausbildung
der long range Wechselwirkung erlaubt [143]. Auf deren Grundlage wurde hier das 3’-
seitig verkürzte in vitro Transkript (-86/+822) als Basis für die 5’-seitige Verkürzung
gewählt. Diesem Transkript fehlen ca. 300 nt am 3’-Ende. Es erlaubt aber noch die
in der theoretischen Sekundärstruktur vorhergesagte long range Wechselwirkung, die
von den Bereichen [5’: -86(1) bis +34(120)] und [3’: +753(839) bis +822(908)] gebildet
wird (siehe die Struktur des in vitro Transkripts (-86/+822) in Abb. 3.12, S. 63 und
der Vollänge der psbA mRNA in Abb. 3.21, S. 75). Das Transkript (-86/+822) und die
Vollänge enthalten beide eine Pb2+-Spaltstelle an Position -5(81), die in einem Loop,
der Bestandteil der long range Wechselwirkung ist, liegt und die bei weiterer 3’-seitigen
Verkürzung verschwindet. Diese Spaltstelle kann als Indikator für die long range Wech-
selwirkung genutzt werden. Weiterhin enthält das Transkript (-86/+822) einen GAAA-
Tetraloop an Position [+22(108) bis +31(117)], der unabhängig von der Sequenzlänge
gebildet wird. GAAA-Tetraloops sind bekannt dafür, daß hier zweiwertige Kationen bin-
den können [96, 131]. Im Fall des Transkripts (-86/+822) konnte eine Spaltung durch
Pb2+-Ionen im Bereich des Tetraloops gezeigt werden [143].

Auf der Grundlage des in vitro Transkripts (-86/+822) wurden hier drei 5’-seitig
verkürzte Transkripte vergleichend auf Unterschiede in ihrem Pb2+-Spaltmuster un-
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tersucht. Die theoretischen Sekundärstrukturen der ausgewählten Transkripte sind in
Teil A der Abbildungen 3.12 (-86/+822), 3.14 (-15/+822) 3.16 (+18/+822) und 3.18
(+115/+822) dargestellt. Die beiden längeren Transkripte – (-86/+822) und (-15/+822)
– können danach eine long range Wechselwirkung ausbilden, wobei diese bei (-15/+822)
allerdings deutlich weniger Basenpaare umfaßt. Die beiden kürzeren Transkripte –
(+18/+822) und (+115/+822) – können diese Sekundärstruktur nicht mehr ausbilden.
Aber die meisten Sequenz- bzw. Strukturbereiche der Transkripte sollten nach der theo-
retischen Struktur von der Verkürzung nicht beeinflußt werden.

Die Transkripte wurden mit Pb2+-Ionen gespalten und die Spaltstellen anschließend
mittels Primer Extension Analyse lokalisiert. Es wurden Primer gewählt, mit denen die
vollständige Sequenz des Transkripts abgedeckt werden konnte (bis auf die dem Primer
komplementäre Sequenz des 3’-Endes). Die Lokalisation der Spaltstellen erfolgte mit
Hilfe einer Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Autoradiographien der
Primer Extension Analyse sind in Abb. 3.11, 3.13, 3.15 und 3.17 gezeigt und die Pb2+-
Spaltstellen mit Pfeilen gekennzeichnet. Alle gefundenen Spaltstellen sind in Tabelle 3.1
zusammengefaßt.

Tabelle 3.1: Pb2+-Spaltstellen der 5’-seitig verkürzten Transkripte Die Tabelle zeigt ver-
gleichend das Vorkommen der detektierten Pb2+-Spaltstellen in den 5’-verkürzten in vitro
Transkripten (-86/+822), (-15/+822), (+18/+822) und (+115/+822). Besonders ausge-
prägte Signale wurden durch (++), besonders schwache Signale durch (+/-) gekennzeichnet.
Ein (-) steht für in diesem Transkript nicht gespaltene Positionen.

Pos. (-86/+822) (-15/+822) (+18/+822) (+115/+822)

-5 ++ ++
+9 ++ -

+26 ++ +
+33 - + ++
+40 ++ - -
+55 ++ - ++
+66 + - ++

+73/+74 ++ ++ ++
+105/+106 + - +/-

+125 - - - ++
+181 ++ ++ ++ +
+198 + + - ++
+214 ++ ++ ++ ++
+230 + - ++ +

+234/+235 + + ++ +
+278 ++ + + +
+309 + + + +

+335/+336 + - - ++
+340 - - - ++
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen

Pos. (-86/+822) (-15/+822) (+18/+822) (+115/+822)

+342 ++ - - -
+345 ++ ++ + ++
+349 - ++ ++ ++
+362 ++ ++ ++ ++
+372 ++ ++ ++ ++
+379 + - - -
+401 ++ - - +
+409 ++ ++ +/- ++
+414 ++ - - ++
+464 - - - +
+468 + ++ - +
+488 + ++ ++ +
+499 - - ++ -
+501 - ++ + -
+506 ++ + - +
+510 - - ++ +/-
+520 - - - +
+526 - - ++ +
+545 + + - +
+551 - + ++ -
+558 ++ ++ +/- ++
+564 ++ ++ ++ ++

+572/+573 + - - -
+600 + + - -
+608 - - + -
+618 + + + -
+634 +/- + - -
+640 ++ ++ - -
+645 - ++ ++ +
+663 + - - -
+669 ++ ++ ++ ++

+699-703 + + + -
+710 + ++ - +
+744 ++ ++ + +

+753/+754 + +/- + +/-
+761-763 + +/- +/- +/-

Es finden sich einige Pb2+-Spaltstellen die in allen vier Transkripten detektiert wer-
den konnten: +181, +214, +234/+235, +278, +309, +345, +362, +372, +409, +488,
+558, +564, +669, +744, +753/+754 sowie +761 bis +7633. Sie sind in Teil B der

3Es ist hier nur die Numerierung nach Zurawski et al. angegeben [176], da die entsprechende Nume-
rierung der theoretischen Sekundärstruktur aufgrund der unterschiedlichen 5’-Enden für alle Tran-
skripte verschieden ist.

61
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Abbildung 3.11: Primer Extension der Pb2+-Spaltfragmente des Transkripts (-86/+822).

Primer Extension Analyse mit den Primern (+111�+131), (+261�+284), (+423�+447),
(+610�+630) und (+801�+822). Die Zuordnung der Fragmente erfolgte mittels der
Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Pfeile kennzeichnen die Pb2+-
Spaltfragmente, die entsprechend Zurawski et al. [176] numeriert sind. Die Analyse erfolgte
in einem 8%igem, denaturierenden Sequenziergel (1×TBE, 7 M Urea).
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Abbildung 3.12: Theoretische Struktur des Transkripts (-86/+822). A: Die theore-
tische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur des Transkripts (-86/+822) ist hier
zweidimensional als Helix-Loop-Darstellung gezeigt. B: Die theoretische, thermodynamisch
optimale Sekundärstruktur als Kreis aufgespreitet. Die Basenpaarungen sind hier durch die
Verbindungslinien zwischen zwei Basen dargestellt. Die roten Pfeile kennzeichnen alle bei
dem Transkript (-86/+822) gefundenen Pb2+-Spaltstellen; die blauen Pfeile kennzeichnen
die Pb2+-Spaltstellen, die bei allen untersuchten Transkripten gefunden wurden.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.13: Primer Extension der Pb2+-Spaltfragmente des Transkripts (-15/+822).

Primer Extension Analyse mit den Primern (+111�+131), (+261�+284), (+423�+447),
(+610�+630) und (+801�+822). Die Zuordnung der Fragmente erfolgte mittels der
Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Pfeile kennzeichnen die Pb2+-
Spaltfragmente, die entsprechend Zurawski et al. [176] numeriert sind. Die Analyse erfolgte
in einem 8%igem, denaturierenden Sequenziergel (1×TBE, 7 M Urea)
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen
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Abbildung 3.14: Theoretische Struktur des 5’-seitig verkürzten Transkripts

(-15/+822). A: Die theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur des Tran-
skripts (-15/+822) ist hier zweidimensional als Helix-Loop-Darstellung gezeigt. B: Die theo-
retische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur als Kreis aufgespreitet. Die Basen-
paarungen sind hier durch die Verbindungslinien zwischen zwei Basen dargestellt. Die roten
Pfeile kennzeichnen alle bei dem Transkript (-15/+822) gefundenen Pb2+-Spaltstellen; die
blauen Pfeile kennzeichnen die Pb2+-Spaltstellen, die bei allen untersuchten Transkripten
gefunden wurden. 65



3 Ergebnisse

Abbildung 3.15: Primer Extension der Pb2+-Spaltfragmente des Transkripts

(+18/+822). Primer Extension Analyse mit den Primern (+111�+131), (+261�+284),
(+423�+447), (+610�+630) und (+801�+822). Die Zuordnung der Fragmente erfolgte
mittels der Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Pfeile kennzeichnen die
Pb2+-Spaltfragmente, die entsprechend Zurawski et al. [176] numeriert sind. Die Analyse
erfolgte in einem 8%igem, denaturierenden Sequenziergel (1×TBE, 7 M Urea)
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen
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Abbildung 3.16: Theoretische Struktur des 5’-seitig verkürzten Transkripts

(+18/+822). A: Die theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur des Tran-
skripts (+18/+822) ist hier zweidimensional als Helix-Loop-Darstellung gezeigt. B: Die
theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur als Kreis aufgespreitet. Die Ba-
senpaarungen sind hier durch die Verbindungslinien zwischen zwei Basen dargestellt. Die ro-
ten Pfeile kennzeichnen alle bei dem Transkript (+18/+822) gefundenen Pb2+-Spaltstellen;
die blauen Pfeile kennzeichnen die Pb2+-Spaltstellen, die bei allen untersuchten Transkripten
gefunden wurden.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.17: Primer Extension der Pb2+-Spaltfragmente des Transkripts

(+115/+822). Primer Extension Analyse mit den Primern (+261�+284), (+423�+447),
(+610�+630) und (+801�+822). Die Zuordnung der Fragmente erfolgte mittels der
Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Pfeile kennzeichnen die Pb2+-
Spaltfragmente, die entsprechend Zurawski et al. [176] numeriert sind. Die Analyse erfolgte
in einem 8%igem, denaturierenden Sequenziergel (1×TBE, 7 M Urea)
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen
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Abbildung 3.18: Theoretische Struktur des 5’-seitig verkürzten Transkripts

(+115/+822). A: Die theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur des Tran-
skripts (+115/+822) ist hier zweidimensional als Helix-Loop-Darstellung gezeigt. B: Die
theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur als Kreis aufgespreitet. Die Ba-
senpaarungen sind hier durch die Verbindungslinien zwischen zwei Basen dargestellt. Die ro-
ten Pfeile kennzeichnen alle bei dem Transkript (+115/+822) gefundenen Pb2+-Spaltstellen;
die blauen Pfeile kennzeichnen die Pb2+-Spaltstellen, die bei allen untersuchten Transkripten
gefunden wurden.
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Abbildungen 3.12, 3.14, 3.16 und 3.18 durch blaue Pfeile markiert. Die RNA-Struktur
an diesen Spaltstellen ist offensichtlich unabhängig von der Länge bzw. dem 5’-Ende
des Transkripts, wie es von der theoretischen Sekundärstruktur auch vorhergesagt wird
(Abb. 3.12, 3.14, 3.16 und 3.18).

An Position +26 liegt die Pb2+-Spaltstelle in einem GAAA-Tetraloop. Sie ist in den
Transkripten (-86/+822) und (-15/+822) zu detektieren. In Transkript (+18/+822)
konnte diese Position nicht mehr detektiert werden. Das ist vermutlich auf die Lage
des Tetraloops unmittelbar am 5’-Ende des Transkripts zurückzuführen. Position -5
wird in den beiden Transkripten, die diesen Sequenzbereich enthalten, (-86/+822) und
(-15/+822), durch Pb2+-Ionen gespalten. Über die Abhängigkeit der Spaltstelle von der
Transkriptlänge und damit der Sekundärstruktur kann hier keine Aussage getroffen wer-
den, da die Position für Transkript (-15/+822) in der theoretischen Struktur Bestandteil
des verkürzten Strukturelements von Transkript (-86/+822) ist. Die Gegenstelle, die der
Spaltstelle an Position -5 in dem Loop gegenüber liegt, ist Position +761. Diese Position
befindet sich in allen Transkripten in Loopregionen und wird von Pb2+-Ionen gespalten,
wenn auch schwächer als in Transkript (-86/+822).

Pb2+-Spaltstellen, die nur im längsten der untersuchten in vitro Transkripte nachge-
wiesen werden können bzw. ausschließlich in diesem nicht vorkommen, sollten Hinweise
auf strukturelle Voraussetzungen liefern. Solche Pb2+-Spaltstellen, die spezifisch für das
Transkript (-86/+822) sind, finden sich an den Positionen +9, +342, +379, +572/+573
und +663 (grüne Pfeile in Abb. 3.12). Die Positionen sind gleichmäßig über die Sequenz
verteilt und liegen bis auf Position +9, die nicht in allen Transkripten enthalten ist, in
Bereichen, für die eine gleichbleibende Sekundärstruktur vorhergesagt wird. Auffällig
ist jedoch, daß alle diese Spaltstellen in Nachbarschaft zu Positionen liegen, die in allen
Transkripten gespalten werden.

Von größerer Bedeutung sind hier die Pb2+-Spaltstellen, die nur in dem Transkript
(-86/+822) nicht vorkommen: +33, +125, +340, +464, +499, +501, +510, +520, +526,
+551 und +645 (gelbe Pfeile in Abb. 3.12). Diese nicht gespaltenen Positionen befinden
sich fast alle in dem Bereich [+457(543) bis +761(847)], der ein Sekundärstrukturelement
am 3’-Ende bildet, das laut der Strukturvorhersage nicht von der Verkürzung des 5’-
Endes beeinflußt wird. Das Fehlen einiger Pb2+-Spaltstellen in diesem Bereich bei Tran-
skript (-86/+822), deutet jedoch darauf hin, daß hier in den verkürzten Transkripten
Spaltstellen und/oder Bindestellen für zweiwertige Kationen zugänglich werden, die in
längeren Transkripten durch die Ausbildung einer long range Wechselwirkung blockiert
sind. Das könnte z. B. über eine durch die Verkürzung hervorgerufene Änderung der
Tertiärstruktur vermittelt werden, da die postulierte long range Wechselwirkung die in
ihrer Struktur gleichbleibenden Sequenzbereiche vermutlich in eine andere räumliche
Anordnung bringt.

Bei der Pb2+-Spaltung 5’-seitig verkürzter in vitro Transkripte konnten Pb2+-Spalt-
stellen gefunden werden, die von der Transkriptlänge und damit von der Ausbildung der
theoretisch vorhergesagten long range Wechselwirkung abhängen. Die Lage der Pb2+-
Spaltstellen läßt keinen direkten Schluß auf die Ausbildung der long range Wechsel-
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wirkung zu, gibt aber indirekte Hinweise durch das spezifische Vorkommen bestimmter
Spaltstellen in dem Transkript (-86/+822). Im weiteren sollte untersucht werden, inwie-
weit die Daten des 3’-seitig verkürzten Modelltranskripts (-86/+822) auf die Vollänge
der psbA mRNA übertragen werden können. Um dabei möglichst dicht am biologischen
System – und damit der natürlichen Faltung der mRNA – zu sein, wurde mit endogener
RNA im intakten Organell gearbeitet.

3.4.3 Spezifische Hydrolyse der psbA mRNA mit Pb2+-Ionen in
organello

Bei der Analyse von in vitro Transkripten stellt sich immer die Frage, ob die in vitro
Transkripte die gleiche Struktur ausbilden wie die entsprechende RNA in vivo. Die
RNA-Faltung hängt in vivo von diversen Faktoren – wie den physiologischen Ionenbe-
dingungen, der Synthesegeschwindigkeit und der Bindung von Proteinen – ab, die bei
der in vitro Transkription nicht berücksichtigt werden können. So besteht immer die
Möglichkeit, daß die Struktur des in vitro Transkripts nicht der Struktur der endogenen
RNA entspricht. Um für die psbA mRNA zu untersuchen, inwieweit die Strukturdaten
der Pb2+-Spaltung von in vitro Transkripten mit der Struktur der endogenen mRNA
korrelieren, wurde in Anlehnung an die von Lindell et al. beschriebene Pb2+-Spaltung
in vivo in E. coli [92] ein Protokoll für die spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen in orga-
nello etabliert. Intakte Chloroplasten zeigen nach der Isolation noch mehrere Stunden
normale physiologische Abläufe wie die Synthese bzw. die Degradation von RNAs und
Proteinen; anders als lysierte Chloroplasten, in denen keine Synthese, aber eine verstärk-
te Degradation beobachtet werden kann. Intakte Chloroplasten sind daher ein zu in vivo
Bedingungen vergleichbares, einfach zu handhabendes Modell für Untersuchungen an en-
dogenen RNAs.

Für diese Untersuchungen wurden intakte Chloroplasten isoliert und in steigender
Konzentration Pb(OAc)2 inkubiert. Die Analyse der Pb2+-Spaltstellen erfolgte anschlie-
ßend mittels Primer Extension. Die verwendeten Oligonukleotide erlaubten eine Analyse
von 1100 Nukleotiden, was nahezu der kompletten Sequenz entspricht. Der Bereich am
3’-Ende der mRNA konnte nicht abgedeckt werden, da die Primer für diesen Bereich
die Sequenz des 3’-IR enthalten und damit stark selbstkomplementär sind. In Abb. 3.19
(Sequenzbereich -86 bis +500) und Abb. 3.20 (Sequenzbereich +500 bis +1089) sind die
Autoradiographien der Primer Extension gezeigt. In den vier linken Spuren ist jeweils
die Sequenzierung gezeigt, die zur Zuordnung der Signale benötigt wird. Diesen folgen
fünf Spuren steigender Konzentration Pb(OAc)2, die ohne Inkubation bei Raumtempe-
ratur (0Minuten) gestoppt wurden; daran anschließend jeweils immer fünf Spuren mit
steigender Konzentration Pb(OAc)2 nach 10, 15 bzw. 20Minuten Inkubation gestoppt
(für methodische Details siehe Kap. 2.3.5.2, S. 36).

Die Interpretation der Primer Extension Analyse der Pb2+-Spaltung in organello ist
schwieriger als bei Einsatz von in vitro Transkripten als Template. Der Hintergrund
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.19: Primer Extension Analyse der Pb2+-Spaltung in organello. Pri-
mer Extension Analyse der Pb2+-Spaltung in organello mit den Primern (+111�+131),
(+261�+284), (+423�+447) und (+610�+630) (lange Trennstrecke). Die Zuordnung der
Fragmente erfolgte mittels der Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Pfeile
kennzeichnen die Pb2+-Spaltfragmente, die entsprechend Zurawski et al. [176] numeriert
sind. Die Analyse erfolgte in einem 8%igem, denaturierenden Sequenziergel (1×TBE, 7M
Urea).
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen

Abbildung 3.20: Primer Extension Analyse der Pb2+-Spaltung in organello. Primer
Extension Analyse der Pb2+-Spaltung in organello mit den Primern (+610�+630) (kurze
Trennstrecke), (+801�+822), (+964�+982) und (+1089�+1110). Die Zuordnung der
Fragmente erfolgte mittels der Sequenzierung mit dem entsprechenden Primer. Die Pfeile
kennzeichnen die Pb2+-Spaltfragmente, die entsprechend Zurawski et al. [176] numeriert
sind. Die Analyse erfolgte in einem 8%igem, denaturierenden Sequenziergel (1×TBE, 7M
Urea).
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an RNA-Fragmenten ist wesentlich stärker, was vor allem auf methodische Probleme
zurückzuführen ist: in isolierten Chloroplasten degradiert die RNA im Vergleich zu in
vitro Transkripten, bei denen so gut wie keine Degradation beobachtet werden kann.
Insbesondere wenn die Organellen bei Raumtemperatur inkubiert werden, findet der
RNA-Abbau als normaler physiologischer Vorgang statt. Auf diesem Prinzip basiert das
in vitro Degradationssystem, das für die Untersuchung des mRNA-Abbaus in Chloropla-
sten benutzt wird [75]. Ein weiteres Problem, das zu einer Verstärkung des Hintergrunds
führt, ist die Aufreinigung der RNA aus den Chloroplasten. Bei dieser Prozedur kann
es zu Strangbrüchen in der RNA kommen, so daß hierbei neben den intakten Molekülen
auch diverse Fragmente in der aufgereinigten RNA vorhanden sind. Für die Primer
Extension Analyse bedeutet das, daß nicht nur die Spaltprodukte der Hydrolyse durch
Pb2+-Ionen, sondern auch die Produkte des regulären RNA-Abbaus detektiert werden.

Mit Hilfe der durchgeführten Kontrollen war es möglich durch Pb2+-Ionen induzierte
Fragmente in organello nachzuweisen. Und zwar wird die psbA mRNA an den Positionen
-5, +148, +165, +181, +345, +347, +362, +488, +558, +570, +572, +640, +734, +740,
+891, +899, +906, +915, +993 und +1002 durch Pb2+-Ionen gespalten. Die spezifi-
schen Pb2+-Spaltstellen unterscheiden sich von den Produkten des RNA-Abbaus durch
ihr Fehlen in den Kontrollen ohne Pb(OAc)2 bzw. 0Minuten Inkubation. Produkte des
RNA-Abbaus können dagegen in allen Spuren detektiert werden. Die Daten sind in
Abb. 3.21 in die theoretische, thermodynamisch optimale Sekundärstruktur eingetragen.
Diese Positionen liegen alle in einzelsträngigen Bereichen der theoretischen Struktur,
was mit der Einzelstrangspezifität der Hydrolyse durch Pb2+-Ionen korreliert. In Tabel-
le 3.2 sind die Spaltstellen im Vergleich mit ihrem Vorkommen in in vitro Transkripten
aufgelistet (siehe auch Tab. 3.1, S. 60). Nicht alle Spaltstellen in organello haben eine
korrespondierende Spaltstelle in in vitro Transkripten und umgekehrt. Generell konn-
ten auf der psbA mRNA in organello deutlich weniger Pb2+-Spaltstellen identifiziert
werden als bei in vitro Transkripten. Das mag zum einen auf den hohen Hintergrund
bei der Pb2+-Spaltung in organello zurückzuführen sein. Dadurch liegen möglicherweise
einige Spaltstellen an der gleichen Position wie Sollbruchstellen oder endonukleolytische
Schnittstellen des Abbaus und können daher nicht detektiert werden. Zum anderen ist
die endogene RNA mit Proteinen assoziiert, was die Bindung von bzw. Spaltung durch
Pb2+-Ionen an einigen Stellen unterdrücken könnte. Weiterhin kann nicht sicher gestellt
werden, daß die RNA-Konzentration in organello gleich hoch ist, wie bei der Hydro-
lyse von in vitro Transkripten. Ist die RNA-Konzentration in organello höher, würde
dadurch die Spaltungseffizienz einer einzelnen mRNA-Population sinken. Auch unter-
scheiden sich die Ionenzusammensetzungen bei der Spaltung in vitro und in organello
deutlich. Während bei der Spaltung von in vitro Transkripten keine anderen zweiwer-
tigen Kationen zugesetzt sind, gibt es im Chloroplasten diverse, von denen wenigstens
Mg2+-Ionen auch in millimolaren Konzentrationen vorkommen und damit eine starke
Konkurrenz für die zugesetzten Pb2+-Ionen darstellen.

Für die in organello Spaltstellen an Positionen >(+765) gibt keine entsprechenden
Stellen, da für die Experimente mit in vitro Transkripten als Basis das Transkript
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Abbildung 3.21: Theoretische Struktur der psbA mRNA. Die theoretische, thermody-
namisch optimale Sekundärstruktur der psbA mRNA ist hier zweidimensional als Helix-
Loop-Darstellung gezeigt. Die Pfeile kennzeichnen die bei der in organello Pb2+-Spaltung
gefundenen Spaltstellen.

(-86/+822) verwendet wurde, denen das 3’-Ende der Vollängensequenz fehlt. Bei den
Positionen <(+765) haben acht der vierzehn Pb2+-Spaltstellen eine korrespondieren-
de Spaltstelle in den in vitro Transkripten (-5, +181, +345, +362, +488, +558, +572
und +640). Dabei kommen die korrespondierenden Spaltstellen entweder in allen in
vitro Transkripten (+181, +345, +362, +488 und +558) oder in den beiden längsten
Transkripten – (-86/+822) und (-15/+822) – vor (-5 und +640). Eine Spaltstelle –
+572 – hat nur in Transkript (-86/+822) eine korrespondierende Spaltstelle, die in
keinem der 5’-verkürzten Transkripte nachgewiesen werden konnte. Das bedeutet, es
gibt Pb2+-Spaltstellen, die unabhängig von einer Verkürzung des 5’-Endes sind und
dementsprechend in allen in vitro Transkripten und in der endogenen RNA vorkommen.
Diese Pb2+-Spaltstellen (+181, +345, +362, +488 und +558) liegen alle in Sequenzab-
schnitten, deren Sekundärstruktur in silico nicht durch eine Verkürzung verändert wird.
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Andererseits gibt es Pb2+-Spaltstellen, deren Vorkommen direkt mit der Verkürzung
zusammenhängt (-5, +572 und +640). Bei diesen Spaltstellen scheint – nach der theore-
tischen Sekundärstruktur – die Ausbildung von Basenpaaren zwischen 5’- und 3’-Ende
von Bedeutung zu sein (Vergleiche dazu Abb. 3.14, S. 65 und Abb. 3.16, S. 67). Die
Positionen +572 und +640 liegen zwar in einem Sequenzabschnitt, dessen theoretische
Sekundärstruktur sich durch Verkürzung am 5’-Ende nicht ändert, aber hier ist es durch-
aus denkbar, daß eine veränderte Tertiärstruktur, die theoretisch nicht erfaßt werden
kann, das Fehlen dieser Spaltstellen in verkürzten Transkripten bedingt. In diesem Se-
quenzbereich [+457(543) bis +761(847)] finden sich bei den verkürzten Transkripten
auch mehrere Positionen, die in Transkript (-86/+822) – wie auch in organello – nicht
gespalten werden.

Die Spaltung der psbA mRNA an Position -5 ist durch die 5’-seitig verkürzten in vitro
Transkripte nur bedingt mit der Ausbildung einer long range Wechselwirkung zu korre-

Tabelle 3.2: Pb2+-Spaltstellen der psbA mRNA in organello. In der linken Spalte
sind die in organello gefundenen Pb2+-Spaltstellen aufgelistet. In der rechten Spalte
ist – soweit bekannt – ihr Vorkommen in in vitro Transkripten angegeben (siehe dazu
auch Tab. 3.1, S. 60).

Position Signal bei 5’-verkürztenTanskripten

-5 (-86/+822), (-15/+822)
+148 -
+165 -
+181 alle
+345 alle
+347 -
+362 alle
+488 alle
+558 alle
+570 -
+572 (-86/+822)
+640 (-86/+822), (-15/+822)
+734 -
+740 -
+891
+899
+906
+915
+993

+1002
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3.4 Analyse der psbA mRNA durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen

lieren, da die Transkripte (+18/+822) und (+115/+822) zwar die long range Wechsel-
wirkung nicht in ihrer theoretischen Struktur enthalten, aber die Position -5 überhaupt
nicht Bestandteil ihrer Sequenz ist. Frühere Experimente mit 3’-seitig verkürzten Tran-
skripten unterstützen allerdings die Abhängigkeit der Pb2+-Spaltung an Position -5 von
der Ausbildung von Basenpaaren zwischen 5’- und 3’-Ende der mRNA [143]. Die Daten
der spezifischen Hydrolyse mit Pb2+-Ionen in vitro und in organello unterstützen – wie
auch die Daten der UV-Quervernetzungsexperimente (siehe Kap. 3.3, S. 55) – die Annah-
me, daß die psbA mRNA in vitro wie auch in organello eine long range Wechselwirkung
zwischen 5’- und 3’-Ende in ihrer Sekundärstruktur ausbildet.
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3 Ergebnisse

3.5 Minimalkonstrukt eines long range Strukturelements
der psbA mRNA

3.5.1 Design des Minimalkonstrukts

Die UV-Verknüpfungsexperimente (siehe Kap. 3.3, S. 55) postulieren eine long range
Wechselwirkung in der Sekundärstruktur der psbA mRNA, wie sie auch in silico als ther-
modynamisch optimal vorhergesagt wird (siehe als Beispiel Abb. 3.21). Dieses long range
Strukturelement wird auch durch Experimente mit spezifischer Hydrolyse durch Pb2+-
Ionen 5’-seitig verkürzter in vitro Transkripte (Kap. 3.4.2) und in organello (Kap. 3.4.3)
bestätigt. Um zu zeigen, daß die psbA mRNA tatsächlich das in silico vorhergesagte
Strukturelement enthält, wurde ein Minimalkonstrukt des betreffenden Strukturelements
entworfen, das die Sekundärstruktur der long range Wechselwirkung stabil ausbildet.
Sollten biochemische Strukturanalysen vergleichbare Daten für das Minimalkonstrukt
und das Vollängetranskript zeigen, wäre dies ein Hinweis darauf, daß die psbA mRNA
dieses für mRNAs eher untypische long range Strukturelement tatsächlich ausbildet.

Dem Design des Minimalkonstrukts wurden theoretisch vorhergesagte Sekundärstruk-
turen unterschiedlich langer Bereiche der psbA mRNA zugrunde gelegt. Die Struktur-
vorhersage erfolgte mit dem Programm LinAll, das – basierend auf einem Energiemini-
mierungsalgorithmus – die thermodynamisch optimale Sekundärstruktur einer Sequenz
errechnet [138, 149].

In Abb. 3.22 sind die themodynamisch optimalen Strukturen der Sequenzbereiche
(-86/+447) und (-86/+822) dargestellt. In früheren Experimenten mit spezifischer Hy-
drolyse durch Pb2+-Ionen der entsprechenden in vitro Transkripte konnte gezeigt wer-
den, daß die prominente Spaltstelle an Position -5(81) veschwindet, wenn das Transkript
so stark verkürzt wird, daß es die langen Helices zwischen 5’- und 3’-Ende nicht mehr
ausbilden kann (schwarz gefärbt). Die sequenzidentischen Bereiche beider Transkripte
sind in der Abb. 3.22 farblich hervorgehoben. Der lila gefärbte Bereich [+457(543) bis
+761(847)] und die weiter 3’-gelegenen Sequenzen von (-86/+822) fehlen bei (-86/+447).
Dies führt bei (-86/+447) zu einer anderen Sekundärstruktur des 5’-Endes, das in
(-86/+822) mit dem 3’-Ende umfassend Basenpaare ausbildet. Der grün gefärbte Se-
quenzbereich [+310(396) bis +448(534)] ist in beiden Sekundärstrukturen gleich und der
blau gefärbte [+35(121) bis +306(392)] nur leicht verändert, was vermutlich auch auf
die veränderte Sekundärstruktur am 5’-Ende zurückzuführen ist.

Als Minimalkonstrukt wurde die helikale Sekundärstruktur, die 5’- und 3’-Ende von
der Vollänge bis zu (-86/+822) ausbilden können, gewählt (Abb. 3.23A; rot hervor-
gehoben: [-86(1) bis +34(120)] sowie [+753(839) bis +822(908)]). Der Loopbereich
um +34(120) wurde soweit möglich entsprechend der Ausgangssequenz ergänzt und als
Loop vergleichbarer Größe erhalten. Der Verzweigungsloop, der bei +456(542) beginnt,
wurde geschlossen, um die Sekundärstruktur zu stabilisieren. Weiterhin wurden die Se-
quenzbereiche [+35(121) bis +306(392)] (Abb. 3.22 blau), [+310(396) bis +448(534)]
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3.5 Minimalkonstrukt eines long range Strukturelements der psbA mRNA
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Abbildung 3.23: Struktur/Sequenz des Minimalkonstruktes in der Struktur/Sequenz von

(-86/+822). A: Die theoretische Sekundärstruktur des in vitro Transkripts (-86/+822), in
der die Sequenz des Minimalkonstrukts rot hervorgehoben ist. Die Pfeile markieren bereits
bekannte Mg2+-abhängige Pb2+-Spaltstellen [143]. B: Die theoretische Sekundärstruktur
des Minimalkonstrukts.
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3.5 Minimalkonstrukt eines long range Strukturelements der psbA mRNA

(Abb. 3.22 grün) und [+457(543) bis +761(847)] (Abb. 3.22 lila) abgeschnitten. Der Te-
traloop [+22(108) bis +31(117)] ist Teil der Originalsequenz. Er sorgt für die korrekte
Ausbildung der Sekundärstruktur.

Da dieses Konstrukt von Sequenzbereichen ausgebildet wird, die in der Primärsequenz
mehrere hundert Nukleotide auseinanderliegen, mußten die entsprechenden Sequenzen
zunächst auf einem DNA-Strang kombiniert werden, um davon in vitro Transkripte der
entsprechenden Sequenz und Struktur herstellen zu können. Dies wurde durch Ligati-
on zweier Oligonukleotide, die zusammen der geplanten Sequenz entsprechen, realisiert
(für Details siehe Kap. 2.2.3, S. 29). In Abb. 3.23B ist die Sekundärstruktur des Mini-
malkonstrukts dargestellt; die Sequenzen des Minimalkonstrukts und der verwendeten
Oligonukleotide finden sich in Anhang A.3.

3.5.2 Thermodynamische Analyse des Minimalkonstrukts

3.5.2.1 TGGE-Analyse des Minimalkonstrukts

Die TGGE-Analyse ermöglicht die Untersuchung der Konformationen bzw. der Struk-
turverteilung im thermodynamischen Gleichgewicht von RNAs anhand ihres Denatu-
rierungsverhaltens im PAA-Gel. Als Meßgröße dient hier die Mobilitätsänderung eines
RNA-Moleküls entsprechend seinem Denaturierungsgrad. Die Mobilitätsänderung ist –
im Gegensatz zur Hypochromie, die bei den optischen Dentaturierungskurven gemessen
wird – eine indirekte Meßgröße, da nicht jede Öffnung eines Basenpaares oder Umla-
gerung der Struktur einen sichtbaren Effekt in der Mobilität des Moleküls zeigt. In
Abb 3.24 ist die Analyse des Minimalkonstrukts mittels TGGE gezeigt.

Um Effekte von Mg2+-Ionen auf das in vitro Transkript des Minimalkonstrukts zu
untersuchen, wurde das Transkript zunächst denaturiert und rasch auf Eis abgekühlt
(
”
snap cooling“). Anschließend wurde das Minimalkonstrukt in drei überlappenden

Temperaturbereichen, die insgesamt 5–90� umfaßten, unter verschiedenen Ionenbedin-
gungen analysiert. In der Abbildung stehen jeweils die TGGEs der drei überlappenden
Temperaturbereiche für eine Salzbedingung nebeneinander. Untereinander befinden sich
jeweils die TGGEs eines Temperaturbereichs für die verschiedenen Salzbedingungen. Die
oberste Reihe zeigt das Verhalten der Minimalkonstrukt-RNA ohne Zusatz von Salzen.
Das Minimalkonstrukt zeigt im kalten Temperaturbereich (5–35�) einen breiten Über-
gang, der mit einer Verzögerung der RNA einhergeht (Pfeil H), die bei ungefähr 20�
ihr Maximum hat. Unter der Hauptbande sind mehrere Nebenbanden zu erkennen (sie-
he Pfeile N). Im mittleren Temperaturbereich (20–60�) zeigt die RNA ein komplexes
Laufverhalten. Bei 20� erkennt man – wie schon im kalten Temperaturbereich – meh-
rere nebeneinander vorliegende Konformationen (H und N). Ab ca. 30� zeigt sich eine
deutliche Beschleunigung der Hauptbande (H). Dieses Laufverhalten ist für einen Über-
gang eher untypisch, da normalerweise bei der Denaturierung zunächst eine sperrigere
Struktur entsteht, die verzögert wird. Hier entsteht offensichtlich direkt eine Struktur,
die eine sehr viel höhere Mobilität als die ursprüngliche Struktur hat. Die koexistie-
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.24: TGGEs des Minimalkonstrukts. Das in vitro Transkript des Minimalkon-
strukts wurde in TGGEs mit 8% PAA (Vernetzungsgrad 30:0,8), 0,2×TB, 5 mM Na2SO4

und 0 bzw. 10 µM MgSO4 analysiert. Als Kontrolle enthielt die Probe 100 ng PCR-Produkt
von (-86/+822), die durch einen Pfeil und ”DNA“ gekennzeichnet ist. Es wurden drei
überlappende Temperaturbereiche gewählt: 5–35�, 20–60� und 20–60� mit 8M Urea
(entspricht: ca. 50–90�). Der Nachweis erfolgte über Silberfärbung.

renden Strukturen gehen bei ca. 45� in die Hauptbande über. Das bedeutet, daß es
sich nicht um eine Verunreinigung mit kürzeren Transkriptfragmenten handelt, sondern
es tatsächlich alternative Konformationen des Minimalkonstrukts sind. Außerdem läßt
dieses Laufverhalten im mittleren Temperaturbereich darauf schließen, daß das Tran-
skript in diesem Bereich mindestens in zwei Übergängen, die hier nicht aufgelöst werden
konnten, nahezu vollständig denaturiert. Dies wird auch vom Laufverhalten im heißen
Temperaturbereich (20–60� mit 8M Urea entspricht ca. 50–90�) unterstützt. Hier
zeigt das Minimalkonstrukt bis auf zwei schwach ausgeprägte Übergänge bei ca. 60�
(1) und 80� (2) nur noch die allgemeine Beschleunigung, die alle Nukleinsäuren bei zu-
nehmender Temperatur in der Gelmatrix erfahren. Diese Beschleunigung wird auf eine
Veränderung der Fluidität der Gelmatrix mit steigender Temperatur zurückgeführt.

Bei einer Ionenstärke von 10mM Na+-Ionen (mittlere TGGE-Reihe) zeigen sich im
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3.5 Minimalkonstrukt eines long range Strukturelements der psbA mRNA

kalten und mittleren Temperaturbereich – außer einer Verschiebung der Übergänge um
etwa 5� zu höheren Temperaturen entsprechend der Erhöhung der Ionenstärke – keine
Veränderungen des Laufverhaltens. Auch hier liegt das Minimalkonstrukt in mehreren
koexistierenden Konformationen vor (N), die bei 45�50� in die Hauptbande überge-
hen. Im heißen Temperaturbereich ist unter diesen Salzbedingungen der Übergang bei
ca. 60�70� (1) stärker ausgeprägt und der bei 80� (2) liegt außerhalb bzw. am Rand
(90�) des betrachteten Temperaturfensters.

Fügt man zusätzlich zu 10mM Na+-Ionen noch 10 µM Mg2+-Ionen hinzu (untere
TGGE-Reihe), sieht man im kalten und mittleren Temperaturbereich keinerlei Verände-
rung und keine weitere Stabilisierung. Auch hier findet man die koexistierenden Konfor-
mationen (H und N). Im heißen Temperaturbereich fällt auf, daß der Übergang bei ca.
70� (1), der bei 10mM Na+-Ionen stark ausgeprägt ist, fast nicht mehr zu erkennen
ist. Das Laufverhalten ähnelt dem ohne zugesetzte Salze (obere Reihe).

Die TGGE-Analyse zeigt ein charakteristisches Laufverhalten des Minimalkonstrukts
in Abhängigkeit von seinem Denaturierungsgrad. Allerdings konnten die Strukturüber-
gänge nicht eindeutig Temperaturen zugeordnet werden, da sie zu schwach ausgeprägt
oder zu breit waren, und der Hauptübergangsbereich scheint nicht vollständig aufgelöst
zu sein. Dies wurde im weiteren näher mit optischen Denaturierungskurven untersucht.

3.5.2.2 Optische Denaturierungskurve des Minimalkonstrukts

Um die Daten aus der TGGE-Analyse zu spezifizieren, wurden mit dem Minimalkon-
strukt optische Denaturierungskurven unter den bereits in der TGGE verwendeten Salz-
bedingungen aufgenommen. Insbesondere sollte der Hauptübergang ab ca. 30�, bei
dem die TGGE-Analyse auf mehrere nicht aufgelöste Übergänge schließen ließ, und die
Veränderung des Übergangs bei ca. 60� in Abhängigkeit von Mg2+ näher untersucht
werden.

Es wurden dialysierte Proben verwendet, die – wie bei der TGGE-Analyse – durch

”
snap cooling“ vorbehandelt wurden. Beim

”
snap cooling“ werden durch das rasche

Abkühlen nach der Denaturierung Strukturen, die sich schnell ausbilden, aber nicht
unbedingt thermodynamisch optimal sein müssen, begünstigt. Man spricht daher von
einer kinetischen Struktureinstellung im Gegensatz zur thermodynamischen Struktur-
einstellung durch

”
slow cooling“ (langsames Abkühlen nach Denaturierung). Bereits in

Vorversuchen zur TGGE-Analyse konnte kein Effekt durch unterschiedliche Strukturein-
stellung gezeigt werden. Da bei der optischen Denaturierungskurve mit jeder Probe meh-
rere Schmelzkurven aufgenommen wurden, war die Probe nach dem ersten Durchgang
thermodynamisch eingestellt (Abkühlungsrate bei der Schmelzkurve 1� pro Minute).
Alle Kurven hatten reproduzierbar den gleichen Verlauf, so daß man davon ausgehen
kann, daß es für das Minimalkonstrukt keine kinetisch favorisierten Strukturen gibt.

In Abb. 3.25 ist eine optische Schmelzkurve des Minimalkonstrukts gezeigt. Die Io-
nenstärke war mit 10mM NaCl, 1mM Nacacodylat und 0.1mM EDTA der TGGE-
Analyse mit 5mM Na2SO4 vergleichbar. Die Daten wurden mit dem Programm Sigma
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Abbildung 3.25: Optische Schmelzkurve des Minimalkonstrukts. Die optische Schmelz-
kurve des Minimalkonstrukts in integrierter (links) und differenzierter (rechts) Form. Be-
dingungen: 10 mM NaCl, 1 mM Nacacodylat, 0.1mM EDTA. Temperaturbereich: 5–95�.
Heizrate: 1�/Minute

in integrierter (∆A gegen T) und differenzierter Form (∆∆A/∆T gegen T) ausgegeben.
Die differenzierte Form der Schmelzkurve läßt drei Übergänge (Maxima) bei 20�, 47�
und 70� erkennen, die sehr gut mit den Übergängen korrespondieren, die in der TGGE-
Analyse bestimmt wurden. Dabei entspricht der Übergang bei 47� dem Bereich in der
TGGE, in dem die koexistierenden Strukturen in die Hauptbande übergehen. Am Kur-
venverlauf fällt auf, daß die Absorption zwischen den Übergängen bei 20� und 47�
weiter zunimmt, was in der differenzierten Form dazu führt, daß die Werte auf hohem
Niveau bleiben, aber nicht als zusätzlicher Übergang (Maximum) zu erkennen sind. Au-
ßerdem ist der Übergang bei 70� ungewöhnlich. Bei einem Strukturelement, das so
stabil ist, daß es erst bei 70� denaturiert, würde man einen steileren Übergang mit
geringer Breite erwarten, an dem also mehr Basenpaare beteiligt sind. Hier scheint es
sich dagegen um ein kleines Strukturelement mit wenigen Basenpaaren zu handeln, das
erst bei 70� denaturiert.

Im weiteren wurden die differenzierten Daten der optischen Schmelzkurve mittels einer
Optimierung nach van’t Hoff mit dem Programm Meltfit ausgewertet. Das Programm
Meltfit paßt eine oder mehrere van’t Hoff Gleichungen an die differenzierte Form der
Schmelzkurve durch Optimierung von ∆A, ∆H0, ∆S0 und des TM-Wertes an. Die Aus-
wertung zeigte, daß das Programm Meltfit bei der Näherung einen 4. Übergang bei 34�
postulierte. Die anderen Übergänge deckten sich mit denen aus der differenzierten Form
der Schmelzkurve. Der Übergang bei 34� liegt in dem Bereich des Hauptübergangs
der TGGEs, wo bereits mehrere Übergänge vermutet wurden. Außerdem paßt dieser
Übergang zu den relativ hohen Werten zwischen den Übergängen bei 20� und 47� in
der differenzierten Schmelzkurve.
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Abbildung 3.26: Optische Schmelzkurven des Minimalkonstrukts in Anwesenheit von

MgCl2. Die optische Schmelzkurve des Minimalkonstrukts in integrierter (links) und diffe-
renzierter (rechts) Form. Bedingungen: 10 mM NaCl, 1 mM Nacacodylat, 0.1 mM EDTA,
10 µMMgCl2 . Temperaturbereich: 5–95�. Heizrate: 1�/Minute

In Abb. 3.26 sind die Daten der optischen Schmelzkurve des Minimalkonstrukts in An-
wesenheit von 10 µM MgCl2 gezeigt. Auch hier entspricht die Ionenstärke der TGGE-
Analyse. Anders als in der TGGE-Analyse sind die Übergänge von 20� und 47� hier
um ca. 10� auf 30� und 56� verschoben, wie man es auch bei einer Erhöhung der
Ionenstärke durch ein zweiwertiges Kation erwartet. Der Übergang bei 34� ist in Anwe-
senheit von MgCl2 nicht mehr vorhanden, dafür wird der Übergang bei 30� gegenüber
seinem korrespondieren Übergang bei 20� ohne MgCl2 breiter und flacher. Dies konnte
so in der TGGE-Analyse nicht gezeigt werden. Es ist möglich das dies ein Effekt der
indirekten Meßgröße

”
Gelmobilität“ bei der TGGE ist. Die Gelmobilität ändert sich –

anders als die Hypochromie – nicht zwangsläufig mit dem Denaturierungsgrad.

Der dritte Übergang liegt bei 72� und entspricht vermutlich dem Übergang bei 68�
ohne MgCl2. Dieser Übergang ist statt 10� nur um 4� verschoben und der beteilig-
te RNA-Bereich verhält sich damit deutlich anders. Wie oben bereits dargestellt, ist
dieser Übergang ungewöhnlich, da hier wenige Basenpaare ein sehr stabiles Struktur-
elements zu bilden scheinen. Statt eines stabilisierenden Effekts scheinen Mg2+-Ionen
auf dieses Strukturelement eher eine destabilisierende Wirkung zu haben. Das könnte
auch das Verhalten des Minimalkonstrukts in diesem Temperaturbereich in der TGGE-
Analyse erklären. Dort zeigte sich nur bei diesem Übergang ein anderes Laufverhalten in
Anwesenheit von Mg2+-Ionen, das sich mit einer Destabilisierung des beteiligten Struk-
turelements erklären ließe.

In Abb. 3.27 ist die mit dem Programm Linall vorhergesagte theoretische Schmelzkurve
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Abbildung 3.27: Theoretische Schmelzkurve des Minimalkonstrukts. Die theoretische
Schmelzkurve des Minimalkonstrukts in integrierter (links) und differenzierter (rechts) Form.
Die Berechnung erfolgte mit dem Programm Linall für eine Ionenstärke von 1 M NaCl bei
5–105�.

gezeigt. Die theoretische Vorhersage wird für eine Ionenstärke von 1M NaCl berechnet,
so daß die Temperaturen für einen Vergleich durch einen Faktor an die experimentellen
Bedingungen angepaßt werden müssen [58, 149]. Die theoretische Schmelzkurve sagt
drei Übergänge bei 25�, 67� und 90� vorher. Der Übergang bei 25� konnte im
experimentellen System nicht gezeigt werden, da er bei den verwendeten Ionenstärken
um bzw. unter 0� liegt. Der Übergang bei 70� aus dem Experiment läge in der theo-
retischen Schmelzkurve bei ca. 125� und wird von dem Graph nicht mehr dargestellt
(5–105�). Der Übergang bei 67� in der theoretischen Schmelzkurve könnte dem bei
20� in der experimentellen Schmelzkurve entsprechen und der bei 90� dem bei 47�.
Die Übergänge sind in der theoretischen Schmelzkurve entsprechend der höheren Io-
nenstärke (1M NaCl) um ca. 45� zu höherenTemperaturen verschoben. Die beiden
Übergänge, die hier verglichen werden können, liegen im Experiment 27� und in der
Theorie 23� auseinander. Die vorhergesagte Höhe der Übergänge stimmt gut mit den
experimentellen Daten überein, so daß es sehr wahrscheinlich ist, daß diese Übergänge
der theoretischen Schmelzkurve denen der experimentellen Schmelzkurve entsprechen.
Damit unterstützen die experimentellen Daten die theoretische Strukturvorhersage, von
der hier beim Entwurf des Minimalkonstrukts ausgegangen wurde (siehe Kap. 3.5.1).
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3.5.3 Chemische Strukturanalyse des Minimalkonstrukts

3.5.3.1 Modifizierung des Minimalkonstrukts mit DEPC

Eine vergleichende chemische Sekundärstrukturanalyse des Minimalkonstrukts mit dem
in vitro Transkript (-86/+822) sollte zeigen, inwieweit die Sekundärstrukturen der bei-
den Transkripte übereinstimmen. DEPC (Diethylpyrocarbonat) modifiziert bei neutra-
lem pH Wert einzelsträngig vorliegende Adenosinnukleotide, die auch durch Stapelwech-
selwirkungen strukturiert sein können, am Stickstoff N7 des Imidazolrings und erlaubt
eine anschließende Spaltung mit Anilin an dieser Position. Auch Adenosinnukleotide,
die an endständigen Helixbasenpaaren beteiligt sind, können modifiziert werden. Die
Modifizierung erfolgte an 5’-endmarkierten in vitro Transkripten, deren Spaltprodukte
auf einem Sequenziergel nukleotidgenau zugeordnet werden konnten.

Die Modifizierung sollte bei gleicher Sekundärstruktur bis zu einer Länge von etwa
120 nt identisch sein. Längere Fragmente haben bei (-86/+822) keine Entsprechung im
Minimalkonstrukt (siehe dazu auch Abb. 3.23). In Abb. 3.28 ist die Modifizierung der
beiden Transkripte gezeigt. Die Muster der Modifizierung waren bei beiden Transkrip-
ten bis zu einer Länge von 124 nt nahezu gleich. Die Nukleotide 22, 28, 32/33, 48, 56,
59, 62–64, 67–69, 71–73, 84, 101–107, 112–114 und 118–120 wurden in beiden Transkrip-
ten modifiziert. Alle diese Nukleotide sollten nach der theoretischen Sekundärstruktur
auch durch DEPC modifizierbar sein, so daß die DEPC-Modifizierung die vorhergesag-
te Sekundärstruktur bestätigt (siehe Abb. 3.30). Die Nukleotide 124 und 140 wurden
zwar sowohl bei dem Minimalkonstrukt als auch bei (-86/+822) modifiziert, aber auf-
grund der Lage in der Sekundärstruktur bzw. Sequenz ist davon auszugehen, daß es sich
hierbei nicht um korrespondierende Sequenzpositionen handelt. Dies zeigt sich auch in
dem unterschiedlichen Signalmuster der Nukleotide 118–120, die einem Loop liegen, der
zwar im Minimalkonstrukt weitgehend die gleiche Sequenz hat wie in (-86/+822), dort
handelt es sich aber um einen Verzweigungsloop. Die einzige Ausnahme im Modifizie-
rungsmuster ist die Modifikation von Nukleotid 91, die nur bei (-86/+822), nicht aber
im Minimalkonstrukt modifiziert wird. Dies entspricht allerdings der für die Position
91 vorhergesagten Struktur. Im Minimalkonstrukt ist das entsprechende Nukleotid Teil
einer Helix, die zugunsten der Stabilität der Sekundärstruktur eingeführt wurde (5’-
Bereich: [+4(90)bis +6(92)]; 3’Bereich: im Minimalkonstrukt �[130 bis 132] bzw. in
Transkript (-86/+822) �Verzweigungsloop beginnend bei +456(542); siehe Abb. 3.23).

Die chemische Sekundärstrukturanalyse mit DEPC ergab ein identisches Modifizie-
rungsmuster für die in vitro Transkripte des Minimalkonstrukts und (-86/+822), was
die Annahme eines identischen Sekundärstrukturelements in beiden RNAs unterstützt.
Der einzige Unterschied im Modifikationsmuster konnte auf eine Veränderung der Struk-
tur beim Entwurf des Minimalkonstrukts zurückgeführt werden. Diese Daten stützen
experimentell, daß das in vitro Transkript (-86/+822) die in silico vorhergesagte long
range Wechselwirkung als Sekundärstrukturelement enthält.
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Abbildung 3.28: Sekundärstruktur-

analyse der Transkripte (-86/+822)

und des Minimalkonstrukts mit

DEPC. Die Autoradiographie zeigt
gelelektrophoretisch aufgetrennte
Fragmente der in vitro Transkripte
von (-86/+822) und dem Minimalkon-
strukt nach DEPC-Behandlung und
anschließender Spaltung mit Anilin.
Für jedes Transkript wurde eine Kon-
trolle (H2O statt DEPC) und zwei
unabhängige, mit DEPC behandelte
Ansätze aufgetragen. Die Größe der
Fragmente >70 nt wurde über längere
Laufzeiten ermittelt, die hier nicht
gezeigt sind. Gelbedingungen: 8%
PAA (Vernetzungsgrad 19:1), 1×TBE
und 7 M Urea.
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3.5 Minimalkonstrukt eines long range Strukturelements der psbA mRNA

3.5.3.2 Spezifische Hydrolyse des Minimalkonstrukts mit Pb2+-Ionen

Einen weiteren Hinweis auf die Übereinstimmung der Sekundärstruktur des Minimal-
konstrukts mit (-86/+822) sollte die spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen liefern. Im
5’-Bereich wurden für das in vitro Transkript (-86/+822) bereits in früheren Experimen-
ten zwei Mg2+-abhängige Pb2+-Spaltstellen an den Nukleotiden -5(81) und +26(113)
beschrieben, wobei die Pb2+-Spaltstelle an -5(81) auch im Vollängentranskript der psbA
mRNA nachgewiesen werden konnte [143]. Da die spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen
stark strukturabhängig ist, sollten sich diese Pb2+-Spaltstellen bei gleicher Struktur auch
im Minimalkonstrukt zeigen. Das entsprechende Experiment ist in Abb. 3.29 gezeigt.

Von links nach rechts zeigen die ersten vier Spuren die Pb2+-Spaltung mit 0, 0.5,
1 und 5mM Bleiacetat ohne den Zusatz von Mg2+-Ionen. Man sieht ein umfassendes
Spaltungsmuster, das dem bereits bekannten Spaltungmuster des 5’-Bereichs des in vi-
tro Transkripts (-86/+822) ähnelt. Besonders auffällig sind zwei starke Signale bei einer
Länge von 80 nt und 111 nt, die gut mit den bekannten Mg2+-sensitiven Pb2+-Spaltstellen
in (-86/+822) übereinstimmen. In den benachbarten Spuren sind Pb2+-Spaltreaktionen
mit 1 bzw. 5mM Bleiacetat aufgetragen, denen steigende Konzentrationen an Magnesi-
umacetat (0–200mM Mg(OAc)2) zugesetzt wurden. Bereits bei 25mM Mg(OAc)2 wird
die Spaltung an den Positionen 80 nt und 111 nt durch Pb2+-Ionen nahezu vollständig
unterdrückt, während andere Signale diese Abhängigkeit von Mg2+-Ionen nicht zeigen.

Die Fragmentlängen der Mg2+-sensitiven Pb2+-Spaltstellen des Minimalkonstrukts –
80 nt und 111 nt – weichen geringfügig von den für (-86/+822) bestimmten Spaltstellen –
81 nt und 113 nt – ab. Dieser Unterschied in der Fragmentlänge ist auf den unterschied-
lichen Nachweis zurückzuführen: In (-86/+822) wurden die Spaltstellen durch Vergleich
mehrerer experimenteller Ansätze eingegrenzt und durch Primer Extension Analyse nu-
kleotidgenau bestimmt. Die Primer Extension Analyse ist für das Minimalkonstrukt auf-
grund seiner Länge von nur 178 nt nicht aussagekräftig, da maximal 100 nt des 5’-Endes
aufgelöst werden könnten und damit eine der diskutierten Spaltstellen (111 nt) nicht
mehr erfaßt würde. Die Längenbestimmung mittels eines DNA-Längenstandards, wie
sie hier durchgeführt wurde, birgt zum einen die Fehlerquelle, daß DNA und RNA nicht
exakt gleiches Laufverhalten in denaturierenden PAA-Gelen zeigen. Zum anderen erfolgt
die Längenbestimmung über eine Eichgerade, deren Qualität von Trennstrecke und An-
zahl der Meßpunkte im fraglichen Trennbereich abhängt. Unter Berücksichtigung dieser
Fehler ist davon auszugehen, daß die Pb2+-Spaltstellen des Minimalkonstrukts denen
von (-86/+822) entsprechen. Damit konnte gezeigt werden, daß das Minimalkonstrukt
das gleiche Pb2+-Spaltmuster wie (-86/+822) hat und die gleichen Pb2+-Spaltstellen
durch Mg2+-Ionen unterdrückt werden. Das bestätigt ebenfalls, daß die in vitro Tran-
skripte von (-86/+822) und dem Minimalkonstrukt das gleiche Sekundärstrukturelement
enthalten.
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3 Ergebnisse

Abbildung 3.29: Pb2+-Spaltung des Minimalkonstrukts in Gegenwart Mg2+-Ionen. Die
Autoradiographie zeigt gelelektrophoretisch aufgetrennte Fragmente 5’-endmarkierter Tran-
skripte nach Pb2+-Spaltung in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen Mg(OAc)2. Als
Marker wurde mit Hinf I restringiertes Plasmid pBR322 verwendet (nicht abgebildet). Gel-
bedingungen: 5% PAA (Vernetzungsgrad 30:0,8), 1×TBE und 8M Urea.
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3.5 Minimalkonstrukt eines long range Strukturelements der psbA mRNA

3.5.3.3 Die Sekundärstruktur des Minimalkonstrukts

Die Daten aus der chemischen Modifizierung mit DEPC und der spezifischen Hydro-
lyse mit Pb2+-Ionen des Minimalkonstrukts der psbA mRNA sind in Abb. 3.30 zusam-
menfassend dargestellt. Die jeweiligen Spaltstellen wurden hierzu in die theoretisch
vorhergesagte Sekundärstruktur eingetragen. Die DEPC-Modifizierungen (kurze Pfeile)
entsprechen den theoretisch ermittelten strukturellen Voraussetzungen und unterstützen
daher experimentell diese Sekundärstruktur. Wie oben beschrieben, sind die Signalmu-
ster weitgehend identisch mit denen für das in vitro Transkript (-86/+822), was sehr
dafür spricht, daß auch dieses Transkript und damit vermutlich auch die Vollänge der
psbA mRNA dieses Sekundärstrukturelement ausbildet.

Die durch spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen identifizierten Spaltstellen (lange Pfei-
le) decken sich ebenfalls mit denen, die für das in vitro Transkript (-86/+822) beschrie-
ben wurden. Für zwei prominente Pb2+-Spaltstellen konnte eine Mg2+-Abhängigkeit
gezeigt werden. Diese Daten sprechen ebenfalls für das Vorkommen dieses Strukturele-
ments in der psbA mRNA.
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Abbildung 3.30: Theoretische Sekundärstruktur des Minimalkonstruktes mit den Spalt-

stellen von DEPC/Anilin und Pb2+-Ionen. Die mit DEPC modifzierten Positionen sind mit
kurzen Pfeilen gekennzeichnet, die Mg2+-sensitiven Pb2+-Spaltstellen mit langen Pfeilen.
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4 Diskussion

Im Laufe der Chloroplastenentwicklung in höheren Pflanzen ist die differentielle mRNA
Stabilität ein wichtiger Bestandteil der posttranskriptionalen Regulation der Genexpres-
sion. Der Mechanismus, durch den die differentielle Stabilisierung einer chloroplasten-
kodierten mRNA vermittelt wird, ist bisher noch nicht aufgeklärt. Aufgrund des für
die psbA mRNA beschriebenen Abbauweges wird postuliert, daß die 5’ UTR das cis-
regulatorische Element für die Degradation enthält, da hier der den Abbau einleitende
endonukleolytische Schnitt stattfindet. Über die Zugänglichkeit dieser Schnittstelle sollte
daher auch die Stabilität der mRNA reguliert werden. Für die Regulation der Degra-
dation wurden drei mögliche Modelle vorgeschlagen: (i) Schutz der endonukleolytischen
Schnittstelle durch Bindung von Proteinen. (ii) Unterschiedliche Konformationen der
RNA bedingen die Zugänglichkeit der Schnittstelle. (iii) Schützende Proteine werden
in Abhängigkeit von der RNA-Struktur gebunden. Neben Proteinen und der mRNA
könnten auch andere Faktoren an der Vermittlung der mRNA Stabilität beteiligt sein.
Es wurde bereits gezeigt, daß Mg2+-Ionen einen genspezifischen, stabilisierenden Effekt
auf chloroplastidäre RNAs haben. Darüber hinaus unterliegt die Konzentration an frei-
en Mg2+-Ionen im Chloroplasten einer entwicklungsspezifischen Änderung [67]. Zwei
der Modelle zur Regulation der Stabilität erfordern eine Konformationsänderung der
mRNA, die durch Mg2+-Ionen induziert werden könnte.

Um zu zeigen, welche Strukturelemente der psbA mRNA mit Mg2+-Ionen wechsel-
wirken und an der Vermittlung der Stabilität beteiligt sein könnten, wurden in dieser
Arbeit verschiedene kurze Sequenzabschnitte der psbA mRNA ausgewählt und im Hin-
blick auf ihre Thermodynamik und Sekundärstruktur untersucht. Weiterhin wurde die
Methode der spezifischen Hydrolyse von RNA mit Pb2+-Ionen auf 5’-seitig verkürzte in
vitro Transkripte der psbA mRNA und auf die endogene mRNA in organello angewandt.
Diese Methode erlaubte indirekte Aussagen über Bindestellen zweiwertiger Kationen auf
der psbA mRNA und lieferte darüber hinaus Daten, die ein long range Strukturelement
als wichtigen Bestandteil der Struktur der psbA mRNA zeigen. Die Daten werden im
folgenden zusammenfassend im Hinblick auf Strukturelemente der psbA mRNA, die mit
zweiwertigen Kationen interagieren und damit für die Vermittlung der Stabilität relevant
sein könnten, diskutiert. Weiterhin werden die Ergebnisse dieser Arbeit in den Kontext
der bereits bekannten Daten eingeordnet und daraus ein Modell für die entwicklungs-
spezifische differentielle Stabilität der psbA mRNA abgeleitet.
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4 Diskussion

4.1 Strukturelemente der psbA mRNA

4.1.1 Das 5’-Ende der psbA mRNA

Das in vitro Transkript (-86/+131) umfaßt die 5’UTR der psbA mRNA und reicht 131 nt
in die kodierende Region. Frühere Daten favorisieren die 5’UTR als cis-regulatorisches
Element für die Vermittlung der differentiellen Stabilität der psbA mRNA, da hier der
den Abbau initiierende endonukleolytische Schnitt stattfindet [66, 75]. Auch liegen in
der 5’UTR zwei potentielle Schnittstellen für die Endonuklease RNaseE [102], die als
das den Abbau einleitende Enzym diskutiert wird. Der Bereich [-49(37) bis -9(77)]
wurde durch Deletionsstudien als relevant für die Proteinbindung an die 5’UTR identi-
fiziert. Dabei konnte zusätzlich gezeigt werden, daß die Proteinbindung an die 5’UTR
von der RNA-Struktur abhängt [79]. Das Transkript (-86/+131) enthält weitere funk-
tionale Elemente wie die potentielle Ribosomenbindestelle GGAG an Position [-40(46)
bis -37(49)] und das Startcodon AUG an Position +1(87). An Position -5(81) konnte
in frühreren Arbeiten eine Mg2+-sensitive Pb2+-Spaltstelle gezeigt werden, so daß in
diesem Sequenzbereich eine Bindestelle für zweiwertige Kationen vermutet wird [143].
Studien in transplastomem Tabak haben gezeigt, daß die 5’ UTR der psbA mRNA allein
nicht hinreichend ist, um eine andere RNA in gleichem Maße zu stabilisieren [42]. Daher
mußte bei der Suche nach für die mRNA Stabilität relevanten Strukturelementen auch
die kodierende Sequenz einbezogen werden.

Daraus ergab sich unter Berücksichtigung thermodynamischer Strukturvorhersagen
das Transkript (-86/+131) als geeigneter Kandidat für ein stabilitätsrelevantes, Mg2+-
sensitives Strukturelement, worauf die in dieser Arbeit durchgeführten thermodynami-
schen Strukturanalysen allerdings keine konkreten Hinweise lieferten. In der TGGE-
Analyse konnten zwar schwache Effekte auf das Laufverhalten durch Mg2+-Ionen be-
obachtet werden. Die Sekundärstrukturanalyse mit DEPC legte jedoch nahe, daß hier
lediglich vorhandene Strukturelemente stabilisiert bzw. destabilisiert werden, aber keine
Strukturänderung zu beobachten ist. Das Laufverhalten des Transkripts in der TGGE-
Analyse konnte nur teilweise mit der optischen Denaturierungkurve korreliert werden.
Die theoretische Schmelzkurve konnte mit der experimentellen nicht in Einklang ge-
bracht werden. Aus dieser Datenlage war nicht ersichtlich, welche Struktur das Tran-
skript (-86/+131) einnimmt und ob es ein Mg2+-sensitives Strukturelement enthält.

Gegen ein solches Mg2+-sensitives Strukturelement in diesem Transkript spricht auch
das Bindungsverhalten von chloroplastidären Proteinen an diesen Sequenzabschnitt. So
konnte in früheren Arbeiten beobachtet werden, daß an die 5’UTRs verschiedener chloro-
plastenkodierter mRNAs in UV-Quervernetzungsexperimenten die gleichen Proteinsets
binden. Alle untersuchten 5’ UTRs zeigten jedoch eine Änderung des Proteinbindungs-
verhaltens in Anwesenheit von MgCl2 oder EDTA in Gelverzögerungsexperimenten. Die
5’UTR der psbA mRNA bildete hier die einzige Ausnahme. Es wurden verschiedene
Transkripte des 5’-Endes der psbA mRNA – auch das Transkript (-86/+131) – unter-
sucht, aber bei keinem Transkript konnte ein Effekt von MgCl2 auf das Proteinbingungs-
verhalten detektiert werden [119].
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4.1 Strukturelemente der psbA mRNA

Der für Proteinbindung relevante Bereich [-49(37) bis -9(77)] fällt mit der Mehrheit
der Stellen zusammen, die von DEPC modifiziert werden. Die Verteilungsfunktion der
Sekundärstrukturanalyse gibt in diesem Sequenzabschnitt eine geringe Basenpaarungs-
wahrscheinlichkeit an [119], so daß es sich hier um einen weitgehend unstrukturierten
Bereich handelt. Da bei unterschiedlicher Ionenstärke keine Veränderungen im DEPC-
Modifikationsmuster zu beobachten waren, sprechen die Daten insgesamt gegen eine
Mg2+-abhängige strukturelle Veränderung in diesem Bereich der mRNA, die zur Zugäng-
lichkeit einer RNA-Bindestelle für spezifische Proteine – degradierend oder schützend –
führt.

4.1.2 Der GAAA-Tetraloop

Die psbA mRNA enthält im Bereich [+22(108) bis +31(117)] einen GAAA-Tetraloop
mit der Sequenz CGCGAAAGCG (Helix II in Abb. 4.1). In diesem Strukturelement
befindet sich eine Mg2+-sensitive Pb2+-Spaltstelle an Position +26/+27(112/113). Es
ist bekannt das GNRA-Tetraloops eine Bindestelle für Mg2+-Ionen enthalten können
[96, 131]. In Pb2+-Spaltungsexperimenten führt dies nach Austausch des Mg2+-Ions
gegen ein Pb2+-Ion zu einer Spaltung im Loopbereich. Diese Pb2+-Spaltstelle ist in
allen 5’- oder 3’-seitig verkürzten in vitro Transkripten zu detektieren. Die einzige Aus-
nahme bildet die Vollänge, bei der sowohl im in vitro Transkript [143] als auch in der
endogenen mRNA in organello diese Spaltstelle nicht nachgewiesen werden kann. Das
Fehlen der Pb2+-Spaltstelle im Tetraloop in der Vollänge der psbA mRNA und ihr Auf-
treten im 3’-seitig verkürzten in vitro Transkript (-86/+822) deutet darauf hin, daß der
Wechselwirkungspartner des Tetraloops im Bereich [+822(908) bis +1247(1333)] liegt.
In diesem Sequenzabschnitt findet sich in der thermodynamisch optimalen Struktur ein
ausgeprägtes Sekundärstrukturelement, das laut einer phylogenetischen, theoretischen
Konsensusstruktur [66] eine konservierte Helix und zwei gegenüber der konservierten
Struktur leicht abgewandelte Helices enthält, sowie die Haarnadelstruktur, die durch
das 3’-IR ausgebildet wird und die ebenfalls konserviert ist.

Anhand evolutionärer Covariation der Loopsequenz mit Basen in sequentiell entfernten
Helices konnte gezeigt werden, daß GNRA-Tetraloops an CC:GG-Tandembasenpaaren
(Abb. 4.1; orange unterlegt) in die kleine Furche von RNA-Helices binden können [70].
Es sind bisher zwei längere Tetralooprezeptormotive beschrieben worden, die beide auch
ein solches CC:GG Tandembasenpaar enthalten: das 11 nt-Motiv und das IC3-Motiv.
Beide Motive unterscheiden sich nur geringfügig [69]. Das IC3-Motiv besteht aus dem
zweigeteilten 12 nt langen Sequenzmotiv CCCUAAC – GAGGG. Es findet sich in der
P8 Domäne von Gruppe IC3 Introns und erkennt einen Tetraloop der P2 Domäne [68].
Das 11 nt-Motiv besteht aus dem zweigeteilten 11 nt langen Sequenzmotiv CCUAAG
– UAUGG. Es kommt ebenfalls in Gruppe I Introns vor und ist im Detail an der P4-
P6 Domäne von Tetrahymena untersucht [21, 174]. Das 11 nt-Motiv kommt auch in
der IRES (internal ribosomal entry site) des Aphthovirus vor, allerdings ist der kor-
respondierende Tetraloop noch nicht identifiziert [123]. In rRNAs gibt es eine Reihe
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Abbildung 4.1: Die theoretische Sekundärstruktur der psbA mRNA. Die Abbildung
zeigt die theoretische Sekundärstruktur der psbA mRNA mit den verschiedenen Ele-
menten (siehe Legende). Die Pfeile markieren die Pb2+-Spaltstellen in organello (siehe
3.4.3). Die Numerierung der konservierten Sekundärstrukturelemente entspricht Hor-
litz, 2000 [66].

96



4.1 Strukturelemente der psbA mRNA

konservierter Tetraloops, von denen bekannt ist, daß sie an tertiären Wechselwirkun-
gen beteiligt sind. Allerdings kommt keiner der beschriebenen Rezeptoren in rRNAs
vor [174]. Daher wird angenommen, daß es noch weitere Sequenz- oder Strukturmoti-
ve in RNAs gibt, die mit GNRA-Tetraloops wechselwirken und darüber wesentlich zur
Ausbildung übergeordneter RNA-Strukturen beitragen.

Der GAAA-Tetraloop der psbA mRNA ist – mit Ausnahme des letzten Stammbasen-
paares – stark konserviert [66]. Er wird in silico von allen bisher untersuchten Fragmen-
ten der psbA mRNA, die diesen Sequenzabschnitt enthalten, gebildet. Vergleichende
theoretische Analysen von Tetraloops aus rRNAs haben gezeigt, daß allen Tetraloops
– insbesondere GAAA-Tetraloops, die in ihrer Loopsequenz und in ihrer Stammlänge
konserviert sind – eine wichtige Funktion bei der Ausbildung übergeordneter Strukturen
zugeschrieben wird [59]. Eine solche Rolle könnte der GAAA-Tetraloop der psbA mRNA
ebenfalls spielen. Die psbA mRNA ist stark strukturiert, wobei vermutlich auch tertiäre
Wechselwirkungen beteiligt sind. In der P4-P6 Domäne des Tetrahymena Group I In-
trons stabilisiert die Wechselwirkung eines GAAA-Tetraloops mit seinem Rezeptor in
Abhängigkeit von Mg2+-Ionen die nativ gefaltete Struktur [174]. Eine solche

”
Struk-

turklammer“ wäre auch für die psbA mRNA – insbesondere im Hinblick auf das unten
diskutierte long range Strukturelement – denkbar. In der Sequenz der psbA mRNA
kommt keiner der aus Gruppe I Introns bekannten Rezeptoren vor. Allerdings findet
sich der 2. Teil des 11 nt-Motivs – UAUGG – viermal in der Sequenz von psbA (grün
markiert in Abb. 4.1), davon zweimal im Bereich [+822(908) und +1247(1333)], wobei
eines der Elemente in einer konservierten Helix liegt. Jedes der vier Elemente ist in
der thermodynamisch optimalen Sekundärstruktur an der Bildung eines CC:GG Tan-
dembasenpaares beteiligt oder liegt in unmittelbarer Nähe dazu. Insgesamt finden sich
fünf CC:GG Tandembasenpaare in konservierten Helices, die auch Bestandteil der ther-
modynamisch optimalen Einzelstruktur sind. Zwei dieser Tandembasenpaare liegen im
Bereich [+822(908) bis +1247(1333)]. Zwei weitere CC:GG Tandembasenpaare liegen
im Bereich des long range Strukturelements. Es gibt daher viele potentielle Kandidaten,
die mit dem GAAA-Tetraloop wechselwirken können, von denen zwei in dem Sequenz-
abschnitt am 3’-Ende der mRNA liegen, der durch sein Fehlen die Pb2+-Spaltung im
Tetraloop ermöglicht.

4.1.3 Das long range Strukturelement

Die thermodynamisch optimale Sekundärstruktur der psbA mRNA sagt ein long range
Strukturelement vorher, daß hauptsächlich von den Bereichen [-86(1) bis +34(120)] und
[+753(839) bis +822(908)] gebildet wird (siehe dazu Abb. 3.23, S. 80). Es ist sehr un-
wahrscheinlich, daß ein solches Strukturelement in der nativen Struktur enthalten ist,
da für seine Ausbildung ungefähr 900 nt – also 3/4 der gesamten Sequenz – synthetisiert
sein müssen, bevor es sich falten kann. Eine RNA-Kette faltet sich aber sequentiell –
parallel zu ihrer Synthese, was bei diesen Strukturrechnungen nicht berücksichtigt wird.
Das bedeutet, daß vermutlich für die Bildung des long range Strukturelements lokale
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Strukturen wieder aufgelöst werden müssen, was in der Regel energetisch ungünstig ist.
Auch die Energielandschaft der psbA mRNA lieferte keinen Hinweis darauf, daß ein
solches Strukturelement energetisch favorisiert sein könnte.

In vivo muß zusätzlich berücksichtigt werden, daß eine mRNA noch während der Syn-
these mit Proteinen assoziiert oder auch bereits in Polysomen assembliert wird, so daß
die Faltungsmöglichkeiten einer mRNA stark eingeschränkt sind und sich vermutlich
nur auf lokale Strukturelemente beschränken. Diese Annahme wird durch eine in sili-
co Analyse der Konsensusstruktur der psbA mRNA bestätigt, in die 14 Sequenzen aus
verschiedenen Pflanzen eingingen, und die zeigte, daß die Einzelstrukturen zwar einen
starken Strukturierungsgrad aufweisen, aber die Konsensusstruktur nur 15 lokale Helices
als konserviert angibt. Von diesen konservierten Helices kommen in der Einzelstruktur
der psbA mRNA aus Spinacea oleracea, auf die sich die Experimente dieser Arbeit bezie-
hen, sieben unverändert, drei abgewandelt und fünf gar nicht vor. Allerdings kommt nur
eine der fehlenden konservierten Helices in der Einzelstruktur aufgrund des long range
Strukturelements nicht vor [66].

Die vorliegende Arbeit liefert nun fundierte experimentelle Hinweise, die – entgegen
der theoretischen Konsensusstruktur – für die Existenz des in der Einzelstruktur vorher-
gesagten long range Strukturelements in der psbA mRNA sprechen. So konnten durch
Bestrahlung mit UV-Licht sequentiell entfernte RNA-Bereiche spezifisch quervernetzt
werden. Die spezifische Hydrolyse 5’-seitig verkürzter in vitro Transkripte mit Pb2+-
Ionen gab einen Hinweis auf die Beteiligung des Bereichs [+457(543) bis +761(847)]
an einer übergeordneten Struktur, die mit zunehmender Verkürzung des 5’-Endes nicht
mehr gebildet werden kann und dadurch die Spaltung mit Pb2+-Ionen an mehreren Stel-
len in diesem Bereich möglich wird. Die in dieser Arbeit etablierte spezifische Hydrolyse
mit Pb2+-Ionen in organello zeigte, daß zwei Pb2+-Spaltstellen, die ausschließlich im in
vitro Transkript (-86/+822) vorkommen, ebenfalls korrespondierende Pb2+-Spaltstellen
in diesem Bereich in organello haben. Das bestätigt, daß es in der psbA mRNA defi-
nierte Bindestellen für zweiwertige Kationen gibt, die in Abhängigkeit von der Struktur
in geeigneter Position für eine spezifische Spaltung der psbA mRNA an den detektierten
Stellen stehen. Die spezifische Hydrolyse mit Pb2+-Ionen in organello zeigte außerdem,
daß alle detektierten Pb2+-Spaltstellen in einzelsträngigen Bereichen der thermodyna-
misch optimalen Struktur liegen und somit gut mit der theoretischen Struktur in Ein-
klang stehen. Die geringe Anzahl der in organello detektierten Pb2+-Spaltstellen läßt
außerdem auf eine hohe Spezifität der Bindung der spaltenden Ionen schließen. Ein
Vergleich der Spaltung mit Pb2+-Ionen verschiedener 5’- und 3’-seitig verkürzter in vitro
Transkripte und in organello (diese Arbeit und [143]) zeigte außerdem die oben dis-
kutierte Abhängigkeit der Spaltung im GAAA-Tetraloop von der Transkriptlänge, die
ebenfalls ein starkes Indiz für eine ausgeprägte übergeordnete Struktur ist.

Den stärksten Hinweis auf die Existenz des long range Strukturelements lieferte die
vergleichende Analyse mit einem Minimalkonstrukt, das nur das fragliche Struktur-
element bildet und keine weiteren Sequenzabschnitte enthält. Das Minimalkonstrukt
besteht aus den Bereichen [-86(1) bis +34(120)] und [+753(839) bis +822(908)] der
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Originalsequenz. Ein Loopbereich wurde zugunsten der Stabilität der Sekundärstruk-
tur geschlossen und ein anderer in Anlehnung an die Ursprungssequenz ergänzt. Der
GAAA-Tetraloop ist in dem Konstrukt enthalten. Die Sekundärstrukturanalyse des Mi-
nimalkonstrukts mit DEPC zeigte eine nahezu vollständige Übereinstimmung mit dem
Modifikationsmuster des Transkripts (-86/+822). Das impliziert, daß beide Transkripte
die gleiche Sekundärstruktur haben, die von den gleichen Sequenzabschnitten ausgebildet
wird. Für das Transkript (-86/+822) bedeutet das, daß das long range Strukturelement
Bestandteil seiner Sekundärstruktur ist. Auch die Mg2+-sensitiven Pb2+-Spaltstellen,
die im Minimalkonstrukt gezeigt werden konnten Position 81 und Position 111, decken
sich mit denen, die für das Transkript (-86/+822) beschrieben sind [143]. Der Spaltstelle
an Position -5(81) kommt dabei besondere Bedeutung zu. An dieser Position findet in
3’-seitig verkürzten Transkripten, die laut theoretischer Struktur das long range Struk-
turelement nicht mehr ausbilden, keine Spaltung durch Pb2+-Ionen mehr statt, so daß
diese Spaltstelle ein weiterer Indikator für das long range Strukturelement ist [143].

4.2 Die psbA mRNA: Ein RNA-Strukturschalter?

In jüngster Zeit wurden RNA-Strukturen, in den untranslatierten Bereichen von mRNAs
beschrieben, die direkt mit einem Metabolit in Wechselwirkung treten und darüber die
Expression verschiedener Gene des Stoffwechselweges des betreffenden Metaboliten regu-
liert wird. Diese Strukturen werden Riboswitch genannt. Sie entsprechen den künstlich
erzeugten RNA-Aptameren, haben allerdings eine viel größere Spezifität für ihr Sub-
strat [118, 167]. Es handelt sich hierbei vermutlich um einen der evolutiv ältesten Wege
zur Regulation der Genexpression. Riboswitch-Elemente wurden zuerst in Bakterien
gefunden und zunächst als

”
molekulares Fossil“ betrachtet, mittlerweile sind aber auch

ähnliche Mechanismen bei mRNAs aus Säugern, die mit dem Immunsystem assoziiert
sind, beschrieben [71].

Im Falle der psbA mRNA ist es allerdings nicht ganz zutreffend von einem Ribo-
switch zu sprechen. Bei den in Bakterien beschriebenen Riboswitch-Elementen handelt
es sich um kurze Sekundärstrukturelemente, die mit hoher Spezifität einen Metabolit
binden. Mg2+-Ionen könnte man zwar an die Stelle eines Metaboliten setzen, aber ihre
Wechselwirkung mit der psbA mRNA kann anhand der vorliegenden Daten nicht auf
ein kleines Strukturelement reduziert werden. Die Ergebnisse zur Wechselwirkung von
Mg2+-Ionen mit der psbA mRNA lassen sich besser im Hinblick auf Untersuchungen zur
Mg2+-abhängigen Faltung struktureller RNAs – wie dem Tetrahymena Gruppe I Intron
oder ribosomaler RNAs – interpretieren [105, 107, 121]. Trotzdem läßt sich aus den Da-
ten ein Schaltermechanismus für die Stabilisierung der psbA mRNA durch Mg2+-Ionen
ableiten, wenn auch nicht im Sinne eines bakteriellen Riboswitch-Elements, sondern ver-
gleichbar einer in Bacillus subtilis beschriebenen mit Proteinbindung interferierenden
Tertiärstruktur [137] oder den thermo-sensitiven Elementen in bakteriellen Heat-shock
Genen [26].
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4.2.1 Mg2+-Ionen und die Struktur der psbA mRNA

Die Konzentration freier Mg2+-Ionen spielt eine maßgebliche Rolle bei der Faltung von
Nukleinsäuren und der Ausbildung übergeordneter Strukturen [105, 107, 121]. Im reifen
Chloroplasten liegen Mg2+-Ionen in ausreichenden Konzentrationen vor, um einen ent-
scheidenden Einfluß auf die vorhandenen Nukleinsäuren auszuüben. Der Einfluß reicht
soweit, daß eine genspezifische Stabilisierung chloroplastidärer mRNAs durch Mg2+-
Ionen gezeigt werden konnte. Im Fall der psbA mRNA ist der durch Mg2+-Ionen in-
duzierte Stabilisierungseffekt ausreichend, um die entwicklungsspezifische Stabilisierung
in organello zu erklären [67]. Die Identifizierung spezifischer Pb2+-Spaltstellen auf der
psbA mRNA in vitro und in organello, sowie die Mg2+-Abhängigkeit einiger Spaltstellen
zeigt die spezifische Interaktion der psbA mRNA mit zweiwertigen Kationen an definier-
ten Bindestellen. Dies legt nahe, daß Mg2+-Ionen für die Ausbildung der Struktur der
psbA mRNA relevant sind und diese Struktur eine biologische Funktion hat.

An diversen Beispielen ist die Beteiligung gebundener Mg2+-Ionen an der Ausbildung
von Tertiärstrukturen beschrieben [105]. Ein immer wieder kehrendes Motiv ist dabei der
Tetraloop – insbesondere der GAAA-Tetraloop, der oben bereits ausführlich diskutiert
wurde. Im Rahmen dieser Arbeit konnte zwar kein Rezeptor für den GAAA-Tetraloop
der psbA mRNA identifiziert, aber seine Lage auf den Sequenzbereich [+822(908) bis
+1247(1333)] eingegrenzt werden. Die Veränderungen im Pb2+-Spaltmuster der in vitro
Transkripte mit zunehmender Verkürzung legen weiterhin die Beteiligung des Sequenz-
bereichs [+457(543) bis +761(847)] an einer übergeordneten Struktur nahe. Inwieweit
hier Mg2+-Ionen maßgeblich für die Ausbildung einer solchen Struktur sind, kann nicht
beantwortet werden. Allerdings finden sich Pb2+-Spaltstellen in dem betreffenden Se-
quenzabschnitt, die auf spezifische Bindestellen für zweiwertige Kationen zurückzuführen
sind.

Das Minimalkonstrukt zeigt durch Mg2+-Ionen in der optischen Schmelzkurve eine
deutliche Stabilisierung und Veränderungen im Denaturierungsverhalten. Hier scheinen
Mg2+-Ionen einen direkten stabilisierenden Einfluß auf die Sekundärstrukturelemente
zu haben, da die Ausbildung einer Tertiärstruktur für das Minimalkonstrukt unwahr-
scheinlich ist. So ist anzunehmen, daß die Bindung eines Mg2+-Ions in den Loop bei
Position -5(81) – die durch die Mg2+-Abhängigkeit dieser Pb2+-Spaltstelle gezeigt wurde
– diesen Loop und damit die flankierenden Helices stabilisiert. Eine vergleichbare sta-
bilisierende Wirkung könnten auch an anderer Stelle gebundene Mg2+-Ionen auf lokale
Strukturelemente ausüben.

Während der Chloroplastenentwicklung steigt die Mg2+-Konzentration im Organell
von 3–4mM auf 8–10mM an. Dieser Anstieg der Mg2+-Konzentration korreliert mit der
Stabilisierung, die die psbA mRNA im Laufe der Chloroplastenentwicklung erfährt und
die auch im in vitro Degradationssystem bestätigt werden konnte [67]. Die Zugänglich-
keit der mRNA für Endonukleasen scheint in jungen Chloroplasten besser zu sein, so daß
ihre Abbaurate höher ist als im reifen Chloroplasten. Da die Nukleasen im Chloroplasten
eine hohe Spezifität für einzelsträngige Nukleinsäuren aufweisen, könnten endonukleo-
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lytische Schnittstellen allein durch Basenpaarung – auch in Tertiärstrukturelementen –
geschützt werden [66]. Ein denkbares Modell, das den entwicklungsspezifischen Anstieg
der Mg2+-Konzentration berücksichtigt, ist, daß die psbA mRNA sich während bzw.
nach ihrer Synthese – entsprechend dem gängigen Modell der RNA-Faltung – durch
einen Kollaps in eine intermediäre Struktur faltet, die bereits die meisten Sekundär-
strukturelemente enthält. Diese intermediäre Struktur faltet sich dann weiter in die na-
tive Struktur, wobei die Geschwindigkeit der Faltung durch Mg2+-Ionen drastisch erhöht
wird (siehe dazu auch [107], [174]). Die intermediäre Struktur könnte im Falle der psbA
mRNA durch ihre unvollständige Faltung für Nukleasen weitgehend zugänglich sein und
rasch abgebaut werden. Sind aber Mg2+-Ionen in ausreichender Konzentration vorhan-
den, existiert der intermediäre Zustand nicht lang genug, da eine rasche Faltung in eine
kompakte, übergeordnete Struktur erfolgt, in der die endonukleolytischen Schnittstellen
maskiert sind. Ein bereits bekanntes Beispiel für die Konkurrenz einer Tertiärstruktur
in einer mRNA mit der Bindung von Proteinen ist das trp Operon aus Bacillus subtilis .
Hier konnte gezeigt werden, das die untranslatierte Region des trp Operons eine durch
Mg2+-Ionen induzierte Tertiärstruktur einnehmen kann. Diese Tertiärstruktur interfe-
riert mit der Bindung des Proteins TRAP (trp RNA-binding attenuation protein), das
eine Rolle bei der Translationsregulation dieses Operons spielt [137].

4.2.2 Zwei Populationen der psbA mRNA – ein Modell

Aus den bisher diskutierten Daten resultiert die Vorstellung, daß die psbA mRNA im
reifen Chloroplasten – bei einer Mg2+-Konzentration von ca. 10mM – in einer durch Ter-
tiärstrukturelemente kompakt gefalteten Struktur vorliegt, die ein zentrales long range
Strukturelement enthält. Dieses long range Strukturelement verbindet den Bereich um
das Startcodon und die potentielle Ribosomenbindestelle – die hier beide basengepaart
vorliegen – mit einem Bereich am 3’-Ende der kodierenden Sequenz. Eine solche Struktur
bietet zwar großen Schutz vor nukleolytischem Abbau, würde aber auch die Translation
der mRNA verhindern.

Eine Erklärung für dieses Paradoxon könnten ältere Untersuchungen zur Halbwerts-
zeit und dem Polysomenbesatz der psbA mRNA liefern [77]. Die Halbwertszeit der psbA
mRNA aus Spinat wurde unter Verwendung des Transkriptionsinhibitors ActinomycinD
in jungen Blättern mit 4,5 h und in reifen Blättern mit 10 h bestimmt. Es ist bekannt,
daß die psbA mRNA in Chloroplasten in zwei Populationen vorliegt: als ribosomenfreie
mRNA und als polysomenassoziierte mRNA. Zur Stabilitätsanalyse der beiden Popu-
lationen wurden Translationinhibitoren eingesetzt: Chloramphenicol, das die Peptidyl-
Transferase-Reaktion hemmt und so zu einer weitgehend mit blockierten Ribosomen
besetzten psbA mRNA führt, und Lincomycin, das die Assemblierung von Ribosomen
an der mRNA inhibiert und so die psbA mRNA in eine einheitliche Population mit ei-
nem entsprechend geringeren Polysomenbesatz überführt. Die durch Behandlung mit
Chloramphenicol mit Polysomen besetzte psbA mRNA Population zeigte eine geringere
Stabilität als die durch Behandlung mit Lincomycin in eine ribosomenfreie überführte
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Population der psbA mRNA. Zudem konnte generell eine Erhöhung der Halbwertszeit
nach Behandlung mit Lincomycin beobachtet werden, was dafür spricht, daß die Trans-
lation der psbA mRNA die Degradation begünstigt oder sogar initiiert. Eine mögliche
Erklärung für diesen Effekt ist, daß durch die Assemblierung der mRNA mit Ribosomen
vor Nukleasen schützende Strukturen der mRNA aufgelöst werden.

Daraus ergibt sich ein Modell, in dem man zwei Populationen der psbA mRNA un-
terscheiden kann: eine stabile, ribosomenfreie und eine instabile, polysomenassoziierte
(siehe Abb. 4.2). Die stabile, ribosomenfreie Population fungiert als mRNA-Speicher
für das bei Belichtung ständig zu synthetisierende Protein D1. Ein mRNA-Molekül
dagegen, das einmal in die Translationsmaschinerie gelangt, wird rasch abgebaut. Ein
solches Modell würde eine flexible Regulation der Translation erlauben und dabei die
psbA mRNA als Matrize – in einer vor Degradation geschützten Struktur – jederzeit
präsent halten.
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c
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Mg2+Mg2+
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1. eine ribosomenbesetzte Form, die fü  r Nukleasen
zugä  nglich ist, da ü  bergeordnete Strukturen aufgehoben
werden.

2. eine ribosomenfreie Form, die durch gebundene
Mg2+-Ionen stark strukturiert und daher vor nukleolytischen
Angriffen geschü  tzt ist.

Mg2+

Mg2+

AAAAAA

AAAAAAAA

Mg2+
Mg2+

Chloroplast nach 12 h Belichtung

- Die Konzentration an freien Mg2+-Ionen ist gering (ca. 4mM). 

- Die psbA mRNA ist nur in primä  re Sekundä  rstrukturen gefaltet
  und daher zugä  nglich fü  r endonukleolytische Angriffe.

Abbildung 4.2: Das Modell der Regulation der Stabilität der psbA mRNA durch
Mg2+-Ionen. Die Abbildung zeigt schematisch wie die Stabilisierung der psbA mRNA
im Laufe der Chloroplastenentwicklung ablaufen könnte. Detaillierte Erläuterungen
finden sich im Abschnitt 4.2.2.
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4.3 Ausblick

Da im noch nicht reifen Chloroplasten oder im Etioplasten die psbA mRNA nicht
benötigt wird und die Synthese des Protein D1 viel Energie verbrauchen würde, wäre
eine stabile Form der mRNA hier ungünstig. Die Mg2+-Konzentration steigt im Chlo-
roplasten im Laufe der Entwicklung infolge der zunehmenden photosynthetischen Ak-
tivität an. Die Ausbildung der kompakten, stabilen mRNA-Struktur als Antwort auf
eine Erhöhung der Konzentration freier Mg2+-Ionen, koppelt daher die Stabilisierung
der mRNA an den Redoxzustand und damit an den Photosynthesestatus des Organells.
Ist die maximale Mg2+-Konzentration im Stroma erreicht und die psbA mRNA maximal
stabilisiert, erfolgt die weitere Regulation der Translation nicht mehr durch die differen-
tielle Stabilität sondern über andere posttranskriptionale Mechanismen, wie z. B. über
den Oxidationszustand regulierte Translationsfaktoren [35].

4.3 Ausblick

Die in dieser Arbeit vorgestellten Daten untermauern die Annahme, daß zweiwertige
Kationen – namentlich Mg2+-Ionen – maßgeblich an der Faltung der psbA mRNA aus
Spinacea oleracea beteiligt sind. Im weiteren gilt es zu untersuchen, inwieweit die hier
postulierten Tertiärstrukturen experimentell nachgewiesen werden können. Dazu könnte
die Wechselwirkung von Transkripten, die einzelne Sekundärstrukturbereiche der ther-
modynamisch optimalen Stuktur repräsentieren, untereinander – in Abhängigleit von
Mg2+-Ionen – untersucht werden. Ein solcher Ansatz sollte eine Eingrenzung des Tetra-
looprezeptors und der Wechselwirkungspartner des Bereichs [+457(543) bis +761(847)]
erlauben. Die Struktur solcher Transkripte sollte durch chemische Sekundärstruktur-
analyse leicht zu bestimmen sein und aufgrund ihrer Länge sollten diese Transkripte
zumindest teilweise auch für thermodynamische Analysen geeignet sein.

Ein anderer Ansatz um die Struktur und Faltung der psbA mRNA weiter zu charakte-
risieren, ist das Design eines Vektors für die Transkription in einem chloroplastidären in
vitro Transkriptionssytem [150]. Die Analyse von Transkriptionsintermediaten der psbA
mRNA in einem in vitro Transkriptionssystem könnte Aufschluß über die Strukturele-
mente, die sich bereits während der Synthese falten und die Wirkung von Mg2+-Ionen
auf die Faltung der mRNA geben.

Um das oben beschriebene Modell experimentell abzusichern, sind zwei Ansätze denk-
bar. Zum einen gilt es die zwei Populationen der psbA mRNA getrennt aufzureinigen und
zu untersuchen, zu welchen Teilen die mRNA in den beiden Formen vorliegt. Wenn die
kompakte, stark strukturierte Form als mRNA-Speicher dient, sollte die größere Menge
der psbA mRNA ribosomenfrei vorliegen. Auch sollten sich die beiden Populationen
experimentell in ihrer Struktur unterscheiden lassen. Dafür können als Marker die be-
reits identifizierten strukturabhängigen Pb2+-Spaltstellen dienen. Auch kann man für
ausgewählte Sequenzbereiche – die gesamte mRNA ist aufgrund ihrer Länge mit solchen
Methoden nur schwer zu erfassen – vergleichende chemische Sekundärstrukturanalysen
durchführen.
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4 Diskussion

Eine andere wichtige Frage, die sich bei dem oben beschriebenen Modell stellt, ist die
Universalität des Mg2+-Effekts in höheren Pflanzen. Sollte es sich hier um ein allge-
meines Prinzip der genspezifischen Stabilisierung der psbA mRNA handeln, sollte der
Mg2+-Effekt auch in anderen Pflanzen gezeigt werden können. Im weiteren können –
wenn der Mg2+-Effekt auf die psbA mRNA in wenigstens einer weiteren Pflanze gezeigt
ist – die Strukturen der homologen mRNAs vergleichend untersucht werden, was die
Identifizierung gleicher oder ähnlicher Strukturelemente, die an der Vermittlung dieses
Effekts beteiligt sind, vereinfachen würde. Auch bietet ein anderes pflanzliches System
– wie Arabidopsis thaliana oder Nicotiana tabacum – bessere Möglichkeiten im Hinblick
auf Mutationsstudien.
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5 Zusammenfassung

Im Laufe der Chloroplastenentwicklung in höheren Pflanzen ist die differentielle mRNA
Stabilität ein wichtiger Bestandteil der posttranskriptionellen Regulation der Genex-
pression. Der Mechanismus, durch den die differentielle Stabilisierung einer mRNA
vermittelt wird, ist bisher noch nicht aufgeklärt. Neben Proteinen werden auch andere
Komponenten als trans-regulatorische Faktoren diskutiert, die an der Vermittlung der
mRNA Stabilität beteiligt sein könnten. So ist gezeigt worden, daß Mg2+-Ionen einen
genspezifischen, stabilisierenden Effekt auf chloroplastidäre RNAs haben und darüber
hinaus die Konzentration an freien Mg2+-Ionen im Chloroplasten einer entwicklungsspe-
zifischen Änderung unterliegt [67]. Die psbA mRNA, die für das D1 Protein des Photosy-
stem II kodiert, unterliegt in hohem Maße dieser entwicklungsspezifischen Stabilisierung.
Auf diesen Ergebnissen aufbauend wurde in dieser Arbeit die Wechselwirkung der psbA
mRNA mit Mg2+-Ionen charakterisiert, um Hinweise auf den Mechnismus der Stabili-
sierung zu erhalten. Daher wurden Mg2+-Bindestellen auf der psbA mRNA lokalisiert
und ihre Abhängigkeit von der RNA-Struktur untersucht, sowie ein Minimalkonstrukt
für ein long range Strukturelement entworfen und analysiert.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden kurze Sequenzabschnitte der psbA mRNA aus-
gewählt und im Hinblick auf ihre Thermodynamik und Sekundärstruktur in Abhängig-
keit von Mg2+-Ionen untersucht. Besonderes Augenmerk lag auf dem 5’-Ende der psbA
mRNA, das aufgrund des beschriebenen Abbauweges vermutlich das cis-regulatorische
Element für die Stabilität enthält. Daher wurde – gestützt von theoretischen Analysen
– ein Sequenzabschnitt am 5’-Ende der psbA mRNA ausgewählt und durch TGGE-
Analysen und optische Denaturierungskurven thermodynamisch untersucht. Außerdem
wurde die Sekundärstruktur des 5’-Endes durch Modifikation mit DEPC analysiert. Alle
Untersuchungen wurden unter verschiedenen Mg2+-Konzentrationen durchgeführt, lie-
ferten jedoch keinen Hinweis auf ein Mg2+-abhängiges Strukturelement in dem aus-
gewählten Sequenzabschnitt.

Die Quervernetzung des in vitro Transkripts (-86/+822) mit UV-Licht zeigte, daß
es in diesem Transkript definierte long range Wechselwirkungen gibt, die zum Teil eine
Abhängigkeit von Mg2+-Ionen zeigten. Um diese Mg2+-abhängigen Strukturelemente
in der psbA mRNA näher einzugrenzen, wurde die Methode der spezifischen Hydrolyse
von RNA mit Pb2+-Ionen auf 5’-seitig verkürzte in vitro Transkripte der psbA mRNA
und auf die endogene mRNA in organello angewandt. Für die Analyse der endogenen
mRNA wurde in dieser Arbeit die Pb2+-Spaltung in organello etabliert. Dadurch war es
möglich die Pb2+-Spaltstellen auf der psbA mRNA unter physiologischen Bedingungen
zu bestimmen. Insgesamt konnten 20 Spaltstellen in organello detektiert werden, von
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5 Zusammenfassung

denen acht mit Pb2+-Spaltstellen in in vitro Transkripten korrespondieren. Durch den
Vergleich verschiedener 5’-seitig verkürzter Transkripte konnte gezeigt werden, daß der
Bereich [+457(543) bis +761(847)] an einer long range Wechselwirkung beteiligt ist.
Eine zusammenfassende Analyse der Daten dieser Arbeit mit bereits bekannten Pb2+-
Spaltmustern 3’-seitig verkürzter Transkripte der psbA mRNA konnte die Position eines
potentiellen GAAA-Tetralooprezeptors auf den Bereich [+822(908) bis +1247(1333)]
eingegrenzen.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde ein long range Strukturelement zwischen 5’- und
3’-Ende der psbA mRNA charakterisiert, das von der thermodynamisch optimalen Se-
kundärstruktur vorhergesagt wurde und für dessen Ausbildung in der psbA mRNA es
einige experimentelle Hinweise gab [143]. Ziel war es, die Struktur dieses long range
Strukturelements und seine Wechselwirkung mit Mg2+-Ionen zu analysieren, sowie das
Auftreten dieses Elements in der Struktur der psbA mRNA zu zeigen. Dabei wurde
als Referenz das 3’-seitig verkürzte in vitro Transkript (-86/+822) der psbA mRNA
verwendet.

Zunächst wurde aufgrund der theoretischen Strukturvorhersage die Sequenz des Mini-
malkonstrukts im Hinblick auf die Sekundärstruktur ausgewählt und anschließend die-
ses Minimalkonstrukt synthetisch hergestellt. Das in vitro Transkript des Minimalkon-
strukts wurde thermodynamisch durch TGGE-Analysen und optische Denaturierungs-
kurven unter verschiedenen Mg2+-Konzentrationen analysiert. Die Ergebnisse der opti-
schen Denaturierungskurve weisen auf eine starke Wechselwirkung mit Mg2+-Ionen hin.
Die Sekundärstruktur des Minimalkonstrukts wurde vergleichend mit dem in vitro Tran-
skript (-86/+822) durch Modifikation mit DEPC untersucht. Die Modifikationsmuster
stimmten in beiden Transkripten überein, was nur auf ein gleiches Sekundärstrukturele-
ment, an dessen Ausbildung die gleichen Sequenzabschnitte beteiligt sind, zurückgeführt
werden kann. Das bestätigt die Ausbildung dieses long range Strukturelements im in
vitro Transkript (-86/+822) und macht sein Vorkommen im Vollängentranskript sehr
wahrscheinlich. Dies wird auch durch die Mg2+-sensitiven Pb2+-Spaltstellen des Mini-
malkonstrukts unterstützt, die entsprechend der vorhergesagten Struktur mit den Mg2+-
sensitiven Pb2+-Spaltstellen in der Vollänge bzw. im Transkript (-86/+822) übereinstim-
men. Die Strukturabhängigkeit der Pb2+-Spaltung spricht hier ebenfalls für korrespon-
dierende Sekundärstrukturelemente in Minimalkonstrukt und dem in vitro Transkript
(-86/+822).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die psbA mRNA in Abhängigkeit von
Mg2+-Ionen verschiedene sekundäre und tertiäre Wechselwirkungen ausbilden und da-
durch eine kompakte, übergeordnete Struktur einnehmen kann, die gegenüber nukleo-
lytischen Angriffen geschützt ist. Diese kompakte Struktur der psbA mRNA dient im
reifen Chloroplasten möglicherweise als Speicherform, die gewährleistet, daß das für die
Photosynthese essentielle Protein D1 jederzeit synthetisiert werden kann.
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A Sequenzen

A.1 Sequenzen der Oligonukleotide

T7(-86 � -60)1

5’-gcgccagatc ttaatacgac tcactatagg auaacaauc uuucaauuuc uauuucu-3’

T7(-15 � +8)
5’-gcgccagatc ttaatacgac tcactatagg aaccaagatt ttaccatgac tgc-3’

T7(+18 � +37)
5’-gcgccagatc ttaatacgac tcactatagg agacgcgaaa gcgaaagcc-3’

T7(+115 � +134)
5’-gcgccagatc ttaatacgac tcactatagg cctaccttat tgactgcaac-3’

T7(+962 � +984)
5’-gcgccagatc ttaatacgac tcactatagg ttaaccgtgc taaccttggt atg-3’

(-15 � +8)
5’-gcagtcatgg taaaatcttg gtt-3’

(+37 � +18)
5’-ggctttcgct ttcgcgtct-3’

(+131 � +111)
5’-gcagtcaata aggtagggat c-3’

(+210 � +189)
5’-agatccggaa acaggttcac g-3’

(+284 � +261)
5’-ggataaaagt gcaaccctat agct-3’

(+447 � +423)
5’-agcggaatat gcaacagcaa tccaa-3’
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A Sequenzen

(+630 �+610)
5’-tagggagccg ccgaatacac c-3’

(+822 � +801)
5’-gaagaagtgt aaagaacgag ag-3’

(+984 � +962)
5’-ataccaaggt tagcacggtt aa-3’

(+1110 � +1089)
5’-gcccctttac tttcactaac tc-3’

(+1161 � +1138)
5’-actagtaaag gagcaataac cgat-3’

1Bei allen mit T7 gekennzeichneten Oligonukleotiden sind 30 Nukleotide am 5’-Ende des Primers
identisch und kodieren für den T7-Promotor.

108



A.2 Sequenz der psbA mRNA

A.2 Sequenz der psbA mRNA

T7(-86/-60) �
-120 uugacacggg cauauaaggc auguuauacu guug aauaac aaucuuucaa uuucuauuuc

+8/-15
-60 uagcgaauuu gugugcuugg gagucccuga ugauuaaauu aaauaaacca agauuuuacc

+37/+18
+1 AUGacugcaa uuuuagagag acgcgaaagc gaaagccuau ggggucgcuu cuguaauugg

+61 auaaccagca cugaaaaccg ucuuuacauu ggaugguuug guguuuugau gaucccuacc
+131/+111 �

+121 uuauugacug caacuucugu auuuauuaua gccuucauug cugcuccucc aguagauauu
+210/+189 �

+181 gaugguauuc gugaaccugu uuccggaucu cuacuuuacg gaaauaauau uauuucgggu
+284/+261 �

+241 gccauuauuc cuacuucugc agcuauaggg uugcacuuuu auccaaucug ggaagcggca
Pst I

+301 ucgguuguag agugguuaua caaugguggu ccuuaugaac uaauuguucu acacuucuua

+361 cuugguguag cuuguuauau gggucgugag ugggaacuua guuuccgucu agguaugcgc
+447/+423 �

+421 ccuuggauug cuguugcaua uuccgcucca guugcagcgg cuacugcugu uuucuugauc

+481 uacccaaucg gucaaggaag cuuuucugau gguaugccuc uaggaaucuc cgguacuuuc
Hind III

+541 aacuuuauga uuguauucca ggcucacgag aacauccuua ugcacccauu ucacauguua
+630/+610 �

+601 gguguagcug guguauucgg cggcucccua uuuagugcua ugcaugguuc cuugguaacu

+661 ucuaguuuga ucagggaaac cacagaaaau gaaucugcua augaagguua cagauucggu

+721 caagaggaag aaacuuauaa uaucguagcu gcucaugguu auuuuggucg auugaucggc
+822/+801 �

+781 caauaugcua guuucaacaa cucucguucu uuacacuucu ucuuagcugc uuggccucua

+841 guagguauuu gguuuacugc uuuagguauu aguacuaugg cuuucaacuu aaaugguuuc

+901 aauuucaacc aaucuguagu ugauagucuu ggucguguaa uuaauacuug ggcugauauc
+984/+962

+961 auuaaccgug cuaaccuugg uauggaaguu augcaugaac guaaugcuca uaacuucccu

+1021 cuagaccuag cugcuauuga agcuccaucu acaaauggau aaaauuucau uuuuagcuua
Xba I +1110/+1089 �

+1081 guguagauga guuagugaaa guaaaggggc agugccgauu ucuugacuuu acaagaaauc
+1161/+1138 �

+1141 gguuauugcu ccuuuacuag uacuaguuau aaauaguuca guuau
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A Sequenzen

A.3 Sequenz des Minimalkonstrukts und der
verwendeten Oligonukleotide

1. Die vollständige Sequenz des Minimalkonstrukt 2

aauaacaauc uuucaauuuc uauuucuagc gaauuugugu gcuugggagu cccugaugau
uaaauuaaau aaaccaagau uuuaccauga cugcaauuuu agagagacgc gaaagcgaaa
gccaguugca gucaugguua uuuuggucga uugaucuucc aauaugcuag uuucaaca

2. Die Sequenzen der für das Minimalkonstrukt verwendeten Oligonukleotide

Sequenz des Oligonukleotid 1
aauaacaauc uuucaauuuc uauuucuagc gaauuugugu gcuugggagu cccugaugau
uaaauuaaau aaaccaagau uuuaccauga cugcaauuuu agagagacgc gaaagcgaaa
gcc

Sequenz des Oligonukleotid 2
aguugcaguc augguuauuu uggucgauuga ucuuccaaua ugcuaguuuc aaca

Sequenz des Linker-Oligonukleotid
accatgactg caactggctt tcgctttcgc gt

Sequenz des 3’ PCR-Primer
tggtgaaact agcatattgg aat

2Alle Sequenzen auf dieser Seite sind in 5’ � 3’ Richtung angegeben
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B Aufgeführte plastidäre Gene und ihre
Funktion

Gen: kodiert für:
atpA α-Untereinheit des ATP-Synthase-Komplex
atpB β-Untereinheit des ATP-Synthase-Komplex
ndhA Untereinheit ND1 der NADH-Dehydrogenase
ndhD Untereinheit der NADH-Dehydrogenase
petA Cytochrom f; Bestandteil des Cytochromb6/f Komplex
petD Untereinheit IV des Cytochrom b6/f Komplex
psaA Protein Ia des Photosystem I
psaB Protein Ib des Photosystem I
psaC ProteinVII des Photosystem I
psbA Protein D1 des Photosystem II
psbB Protein CP57 des Photosystem II
psbC Protein CP47 des Photosystem II
psbD Protein D2 des Photosystem II
psbF Cytochrom559/2

psbH Phosphoprotein
psbL L-Protein des Photosystem II
rbcL große Untereinheit der RUBISCO
rpoA α-Untereinheit der im Plastid kodierten RNA-Polymerase
rpoB β-Untereinheit der im Plastid kodierten RNA-Polymerase
rpoC γ-Untereinheit der E. coli RNA-Polymerase
rpoC1 γ1-Untereinheit der im Plastid kodierten RNA-Polymerase
rpoC2 γ2-Untereinheit der im Plastid kodierten RNA-Polymerase
rpoZ kernkodierte RNA-Polymerase
rpl2 Protein 2 der großen ribosomalen Untereinheit
rps7 Protein 7 der kleinen ribosomalen Untereinheit
rps12 Protein 12 der kleinen ribosomalen Untereinheit
rps14 Protein 14 der kleinen ribosomalen Untereinheit
rps16 Protein 16 der kleinen ribosomalen Untereinheit
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C Organismen, deren Plastome vollständig
sequenziert sind

Organismus1 Accession für EMBL und Genbank

Adiantum capillus-veneris AY178864
Amborella trichopoda AJ506156
Anthoceros formosa AB086179
Arabidopsis thaliana AP000423
Astasia longa AJ294725
Atropa belladonna AJ316582
Calycanthus fertilis var. ferax AJ428413
Chaetosphaeridium globosum AF494278
Chlorella vulgaris AB001684
Cyanidium caldarium AF022186
Cyanophora paradoxa U30821
Eimeria tenella AY217738
Epifagus virginiana M81884
Euglena gracilis X70810
Guillardia theta AF041468
Lotus japonicus AP002983
Marchantia polymorpha X04465
Medicago truncatula AC093544
Mesostigma viride AF166114
Nephroselmis olivacea AF137379
Nicotiana tabacum Z00044
Odontella simensis Z67753
Oenathera elata AJ271079
Oryza sativa X15901
Physicomitrella patens AP005672
Pinus thunbergii D17510
Porphyra purpurea U38804
Psilotum nudum AP004638
Spinacea oleracea AJ400848
Toxoplasma gondii U87145
Triticum aestivum AB042240
Zea mais X86563

1Stand: Oktober 2003
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