Untersuchung des RNA-Editings in Pflanzenorganellen:

Entwicklung eines Verfahrens zur Identifizierung
von cis-Elementen am Beispiel der azp9-RNA

in in vitro- und in organello-Systemen

Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades
vorgelegt am Fachbereich Biologie, Chemie, Pharmazie

der Freien Universitit Berlin

von Helma Heisler

Berlin 2003



1. Gutachter: Prof. Dr. Thomas Schmiilling
2. Gutachter: Priv.-Doz. Dr. Wolfgang Schuster

Tag der Disputation: 11.02.2003



Die vorliegende Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der

Stiftung Stipendien-Fonds des Verbandes der Chemischen Industrie gefordert.



Inhaltsverzeichnis I

INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS ... sses s sesssssass s sesssssssssassseees v
1 EINLEITUNGL. ..ottt ettt ettt sttt a s s e et et se st eseseseaeneae et eseseseneaens 1
1.1 Uridin-Insertion und Deletion bei TrypanoSOmen ............cceeeererrnieeereeenenninnseererecenenens 2

1.2 Guanosin-Insertion bei ParamyXOVIrN ........ccceveirveiriereirieriinieeieseesseresssesesessesessesesessesenes 3

1.3 Nucleotid-Insertion bei Physarum polycephalum ................oooeeveeevreereneenenseeeeeeneenns 4

1.4 Adenosin-Desaminierung bei der mRNA des Saugetier-Glutamatrezeptors............ccveveen.. 4

1.5 Cytidin-Desaminierung bei der Apolipoprotein B-mRNA von Sdugern...........cccceeeeerennene. 6

1.6 RNA-Editing in PAIANZEN .......ccccveivieriirieiiscceeee ettt resss st sese s sesessens 8
1.6.1 Funktion des RNA-Editings in Pflanzen.........c.cccoceeeveennieennecneeneeeeeee 9

1.6.2  Zeitpunkt des RNA-Editings innerhalb der Genexpression .............ecevveveeerverennnas 10

1.6.3  Mechanismus der Editingreaktion ............coccceeeeoirieennieeneeeneeeree e 11

1.6.4 Erkennung der EditingStelle.........ccoeivirieiriereinieiineisieeesieeeeeesse e 12

1.6.4.1 Erkennung von cis-Elementen der RNA durch trans-Faktoren.............. 14

1.6.5 Evolutionidre Aspekte des RNA-EQItiNgs..........cccovveveeirieerinieierineenieeesseesesseennns 19

1.7 Bisherige RNA-Editing-DetektionsSySteME.........coeerirveeririeririereieieerierenesierereeeeeseeseeseens 20

1.8 ZICL dEI ATDRIL ...ttt ettt 22

2 MATERIAL .ttt ettt ettt a s e e e e s 24
2.1 Materialien und Chemikalien...........ccoeoiveiririeinieeirec e 24

2.2 Pufferlosungen und BaKterieNmMeEdien .............cccceveerirrecinieeinieniniecesseesesseesesseessesesessesens 26

2.3 ENzyme Und KitS .....ccoveuiirieiiieieiieieiieic ettt ettt 26

2.4 Versuchspflanzen und OrganiSImeN............cceveveerierecerieeenieesissenseeseessesesssesessssessssesesessens 28

2.5 Vektoren und DNA-LANgenstandards ............cccovueeririeinirueninieerieereeeseie e 28

2.0 GOIALC....eeveneeeeiiete ettt ettt ettt b ettt b ettt bt ene 29

3 METHODEN ...ttt ettt ettt s ettt st eesesenenenees 30
3.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus ErbSe.........cceeeivieiririeinieiiriecreeeecseeeee e 30

3.2 Isolierung von Gesamt-DNA aus ErbSE ........ccvvveciririeiririeiccseieee s 30

3.3 In Vitro-TTanSKIIPHON ....oueuiieeiieeceeiete ettt ettt bttt beneeens 30

3.4 Reverse TranSKIIPION .......cecirverierieiiereisieesiereesteeseesesessesesessesessssesessesessssesessesessssesessesens 31

3.5 Polymerasekettenreaktion (PCR).......cccoveivieiririeinieireee s 31

3.0 RESITKHONSVEIAAU. ....eoveieieeieeeeeeeeeee et et et et e et e et e et e et eeaeseaesesesesesesessesseesseesneesneenneenes 31



Inhaltsverzeichnis II

3.7 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten.............ccceceeeveeieirieinineneneensieeseeceeeeeeens 32
3.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von NUCICINSAUTEN..........c.evverreerrereenreeiereerreesenens 32
3.9 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen...........ocoeivirueirieenerieenisieerieeeseeeneenens 32
3.10 Ligation von DNA-Fragmenten.............ccccecevurreirinreiinieeesieiinseesieesessesessssesessesesessesessssens 32
3.10.1 Ligation von PCR-Produkten iiber die TA-Uberhang-Methode .............c..coen..... 33

3.11 Transformation von BaKterien .........ccceiiriririririeiece et 33
3.11.1 Herstellung kompetenter Zellen ............ccccveeeireirieinneieneeeeeeeee e 33

3.12 PlasmidiSOIEIUNG .....cccveviriereeiieririsreiteresissetesteseesseresessesessesesessesesessesessesessssesessesesesesesssens 34
3.13 DINA-SEQUENZIETUNG .......cerveuiieriieieneieteteeeuetesentstesestesesessesestssesestesentssesensssesessesensssesensesens 34
3.14 Radioaktive Markierung von Oligonucleotiden............cccevveirirreirieerenieerisreesieeeseeesenens 35
3.15 Detektion radioaktiv markierter NUCICINSAUIETN ..........cevevreeuiirieiireirieieeieeree e 35
3.16 INSEIIONSIIIULAZEIIESE .....c.veveneeeieresienreresrestesessesseseesessessesessessessesessesseseesessessesessessessesessensensns 36
3.16.1 Herstellung der Transprimer-InsertionsSmMutanten ..............coceereeveereeerereeeneseenens 36

3.17 Mitochondrienpréparation aus Kartoffel und Erbse...........cccccvvveivinecineiiineciecceeens 37
3.17.1 DNA-Priparation aus isolierten Mitochondrien ..............cccoceeevervecirieeninieenieeenens 38
3.17.2 RNA-Préparation aus isolierten Mitochondrien............c.cecueveverinrecirieirenecenierennns 38

3.18 Priparation von Erbsenchloroplasten ............cocceeeeiiririinirieininieinieereeeeesee e 38
3.19 Das in vitro-RNA-EdINZSYSIEIM........ccvrreriirreeiiereinieeiereiiesesesseesessesessesesessesessssesessesens 39
3.19.1 Herstellung editingaktiver Mitochondrienlysate.............ccccocevrireiinieinneineeenee 39
3.19.2 Herstellung editingaktiver ChloroplastenlySate ............cccveveeerierecerreierenreresieeennns 39
3.19.3 Inkubation von RNA-Template und Lysat..........cccceceeirerenireinnieinieiecreeseene 40
3.19.3.1 Kompetitionsanalyse mit Oligonucleotiden.............ccceceverreverierecerieeennns 40

3.20 Das in organello-RNA-EdItINGSYSIEIM ......c.cerirueiririeirieerieiecrieieteee e 40
3.21 Die,,Gap“-Ligation als RNA-Editing-Detektionssystem..............cccevererueueenerencrereeeenenenen. 41
3.21.1 Durchfiihrung der ,,Gap*“~-LiZation ..........cccceoeeerueeririeiirieeireeneieereie e 42

3.22 Die Primer-Ligation als RNA-Editing-DetektionssyStem .............cccvvrreeirineerieeesreeennens 43
3.22.1 Durchfiihrung der Primer-Ligation..........cccceeeivieiririeinieieenieeneeecsieieesieieeeeeneees 44

4 ERGEBNISSE ..ottt ettt ettt 45
4.1 Die,,Gap“-Ligation als RNA-Editing-DetektionSSyStem ...........cceeueureeererereereeeeerenereeanas 45
4.1.1 Die Entwicklung der Primer-Ligation ............ccccceererieenirieenineirieenreeseeeceeienes 49

4.1.2  Optimierung der Primer-Ligation flir die ap9-Sequenz...........ccccevvevvvecereereerrenne 51

4.1.2.1 Optimierung der Primer-Ligation fiir die afp9-Sequenz aus Kartoffel ... 51



Inhaltsverzeichnis 111

4.1.2.2 Optimierung der Primer-Ligation fiir die ap9-Sequenz aus Erbse......... 53

4.1.3  Sensitivitdt der Primer-Liation.........ccccceevvvereeirieierinreinieeinieeesseceseeeessesesessesens 54

4.2 Das in vitro-RNA-EdItINGSYSIEIM. .......certrueiirieirieieeirieeriete ettt 55
4.2.1 Mitochondriales in vitro-RNA-Editingsystem der Kartoffel..............cccoevvvrnnene. 57

4.2.2  Mitochondriales in vitro-RNA-Editingsystem der Erbse ............cccoeecivireccnnnnne. 59

4.2.3 RNA-Editing im heterologen iz Vitro-SYSteM ...........ccecvvveerirreeriererenreesesseessenens 60

4.2.3.1 Vergleich des atp9-Gens aus Kartoffel und Erbse..........cccccoevririeeennene. 61

4.3 Identifizierung funktioneller Bereiche der aip9-RNA .........cccooeivieecineiineeeeeeees 63
4.3.1 Kompetitionsanalyse zur Identifizierung von cis-Elementen...............ccccoceeeenee. 63

4.3.2 Mutagenese des atp9-Templates aus Erbse.........cccevvveeeinecenieecinieieineenieeessenenes 67

4.4  Chloroplasten-in vitro-RNA-Editingsystem der Erbse .........c.cccoeveinnecinnecnceeeen, 71

4.5 RNA-Editing in organellenheterologen ANSAtZEN...........cceeeriereirieererreeriereeseeeseeseeeenens 74

4.6  Das in organello-RNA-EditiNSYSIEIM ........ccooveuiririeirieieirieeetrieeieie et 76

5 DISKUSSION ..ottt ettt ettt ettt bbbttt bebeneseses 80
5.1 Entwicklung der Primer-Ligation als RNA-Editing-Detektionssystem...........c.ccccceueueueee. 80

5.2 Etablierung mitochondrialer in vitro-Systeme aus Kartoffel und Erbse............ccccovveueneee. 82

5.3 Vergleich der in vitro-RNA-Editingsysteme aus Kartoffel und Erbse...........ccccoevrveuenene. 83

5.4  Erbse und Kartoffel — gemeinsame Editingfaktoren fiir die atp9-RNA...........cooevvenennne. 84

5.5 Identifizierung eines essentiellen cis-Elementes fiir das agp9-RNA-Editing ..................... 85

5.6 Die Relevanz des Abstands zwischen cis-Element und Editingstelle ..............cccccoveueneeee. 89

5.7 Modell zur Auswabhl eines Cytidins flir das RNA-Editing ..........cccooevvveeerinereneirinreeinen, 91

5.8 Organellenheterologes RNA-EItING ........ccecvvveueririeininierieerieeeeeeee e 92

5.9 AUSDLCK ...ttt 94

6 ZUSAMMENFASSUNG ..ottt se st et s s eeaene 95
T SUMMARY ...ttt ettt ettt 96
8 LITERATUR ..ottt ettt ettt ettt enes 97
O ANHANG ...ttt ettt ettt 108
9.1  Primer flir die (RT-)PCR......cooiiiieietieeeeeeeeeee ettt aas 108

0.2 SEQUENZICTPIIIMIET .....ceeveveeerreriseereriteresessesesessesessesesessesesessesessesesessesessssesessesesessesessssesesssseses 108
9.3 Primer fiir die Primer-Liation ............coceirveirireririeerreerteeeeee et 109
PUBLIKATIONEN ...ttt ettt ettt sebenenes 110
LEBENSLAUEF ...ttt ettt ettt ettt benenes 111

DANKSAGUNG ...ttt ettt ae et se st sae et be et sae st sae e e 113



Abkiirzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

% (W/v) Prozentgehalt Masse am Gesamtvolumen (g/ 100ml)
% Prozentgehalt Volumen am Gesamtvolumen (ml/ 100ml)
A Adenosin

Ac Acetat

ACF engl.: APOBEC-1 complementation factor

ADAR engl.: adenosine deaminase that act on RNA

AMPA a-Amino-3-hydroxyl-5-methyl-isoaxol-4-propionat
ApoB Apolipoprotein B

APOBEC-1 engl.: apoB mRNA editing enzyme catalytic polypeptide 1
ATP Adenosin-5’-Triphosphat

A-zu-1 Adenosin zu Inosin

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

C Cytidin

cDNA »complementary* DNA

CTP Cytidin-5’-Triphosphat

C-zu-U Cytidin zu Uridin

dATP Desoxyadenosin-5’-Triphosphat

dCTP Desoxycytidin-5’-Triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5’-Triphosphat

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleinsdure

dNTP Desoxyribonucleosid-5’-Triphosphate (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
dsRBM dsRNA-Bindungsmotiv

dsRNA doppelstringige RNA

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidin-5’-Triphosphat

engl. aus dem Englischen

G Glycin

GluR Glutamatrezeptor

gRNA ,»Guide“-RNA

GTP Guanosin-5’-Triphosphat
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HEPES N-[2-Hydroxymethyl]-piperazin-N’-[2-ethansulfonséure]
LDL engl.: low-density lipoprotein

MES 2-[N-Morpholino]-ethansulfonsédure
MOPS 3-[N-Morpholino]-propansulfonsidure
mRNA ,»Messenger“-RNA

nt Nucleotide

NTP Ribonucleosid-5’-Triphosphate (ATP, CTP, GTP, TTP)
PAA Polyacrylamid

PCR Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglycol

PIPES Piperazin-1,4-bis-[2-ethansulfonsdure]
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVP Polyvinylpyrrolidon

Q/R Austausch von Glutamin gegen Arginin
R/G Austausch von Arginin gegen Glycin
RNA Ribonucleinséure

rRNA ribosomale RNA

RT-PCR Reverse Transkriptions-PCR

S100 Uberstand der Zentrifugation bei 100.000g
S60 Uberstand der Zentrifugation bei 60.000g
T Thymidin

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3-propandiol
tRNA Transfer-RNA

T-zu-C Thymidin zu Cytidin

U Uridin

UTP Uridin-5’-Triphosphat

U-zu-C Uridin zu Cytidin

VLDL engl.: very low-density lipoprotein



