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4 ERGEBNISSE

4.1 Die ,,Gap“-Ligation als RNA-Editing-Detektionssystem

Fiir Untersuchungen eines in vitro-RNA-Editingsystems ist es essentiell, ein geeignetes
Detektionssystem zur Verfiigung zu haben, das zuverlissig die Anderung von Cytidinen
zu Uridinen innerhalb der RNA nach Inkubation mit Lysaten wiedergibt. Aufgrund
mangelnder Spezifitdt und Sensitivitit bisheriger Detektionssysteme wurde in dieser
Arbeit nach einem neuen System gesucht, welches diese Anforderungen erfiillt.
Gewihlt wurde die ,,Gap“-Ligation (s. unter 3.21) nach Stewart et al. (1998), die
bislang zur Analyse von DNA-Polymorphismen eingesetzt wurde. Da die ,,Gap“-
Ligation ausschlieBlich DNA als Template akzeptiert, wird im Gegensatz zur Analyse
genomischer Sequenzen ein zusétzlicher Schritt bei der RNA-Analyse erforderlich. Die
zu untersuchende RNA muf} zunichst in cDNA umgeschrieben werden. Zur Beurteilung
der Editingreaktion wird somit der DNA-Gegenstrang herangezogen, der einen G-zu-A-
Austausch zeigt.

Die Anforderungen an die ,,Gap“-Ligation als Detektionssystem fiir die Editinganalyse
sind hoch. Bei Erwartungen einer Editingrate von nur wenigen Prozent in pflanzlichen
in vitro-RNA-Editingsystemen (Araya et al., 1992, Yu et al., 1998) ist es notwendig,
daf} das verwendete Detektionssystem nach dem ,,Alles-oder-Nichts-Prinzip* arbeitet.
Diese Bedingung ist erfiillt, wenn in der ,,Gap“-Ligation bei Darbietung der editierten
Sequenz nur der Zusatz des komplementiren ,,Gap“-fiilllenden Nucleotids, in diesem
Fall dTTP, ein Ligationsprodukt ergibt. Umgekehrt darf bei einer nicht-editierten
Sequenz als Template ausschlieBlich der Zusatz des Nucleotids dCTP zur
Ligationsreaktion ein Ligationsprodukt erzeugen.

Um diese erforderliche Spezifitdt der ,,Gap“-Ligation zu iiberpriifen, wurden einerseits
nicht-editierte und andererseits editierte Templates hergestellt. Dabei handelte es sich
um genomische bzw. cDNA-Sequenzen des mitochondrial codierten afp9-Gens aus
Kartoffel, die iiber PCR aus isolierter Mitochondrien-DNA (s. unter 3.17.1) bzw. iiber
RT-PCR aus Mitochondrien-RNA (s. unter 3.17.2) gewonnen und anschlieend hinter
den T7-Promotor in den pCR2.1-Vektor kloniert wurden (Abb. 4.1).
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Abb. 4.1: Vektorkarte der in den pCR2.1-Vektor klonierten afp9-Sequenz aus Kartoffel — Gezeigt
ist ein Ausschnitt des pCR2.1-Vektors (schwarze Linie) mit den Restriktionsschnittstellen EcoRI und
Pvull und dem T7-Promotor. Die Klonierung der atp9-Sequenzen (genomisch und cDNA) wurde iiber die
TA-Uberhang-Methode vollzogen. Die griinen Pfeile markieren die zur Klonierung verwendeten Primer
(Pot-atp9-5" und Pot-atp9-3’). Schwarze Pfeile zeigen die Editingstellen des atp9-Gens, die untersuchte
Editingstelle 1 ist hervorgehoben (roter Pfeil).

Zur Evaluierung der ,,Gap“-Ligation wurde die Editingstelle 1 der atp9-Sequenz
herangezogen. Als Template wurde die aus den beschriebenen genomischen und cDNA-
atp9-Klonen isolierte Plasmid-DNA eingesetzt. Als Upstreamprimer diente der 5°-
phosphorylierte Primer Pos1B, als Downstreamprimer der Primer Pos1A, der an seinem
5’-Ende radioaktiv markiert wurde (s. unter 3.14). Nach Vollendung der Reaktion
wurden die Ligationsansitze iiber 8 %ige PAA-Harnstoffgele aufgetrennt und mittels
Autoradiographie dargestellt. Ein schematischer Ablauf der ,,Gap*“-Ligation und deren
Auswertung ist am Beispiel eines editierten Templates in Abb. 4.2 gezeigt.
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Abb. 4.2: Schematische Darstellung des Versuchsablaufes der ,,Gap“-Ligation und deren
Auswertung anhand eines editierten Templates — An das editierte Template (cDNA-Sequenz, griin
dargestellt mit einem Adenosin (,,A“) an der Editingstelle) hybridisieren zunichst ein 5’-radioktiv
markierter Downstreamprimer (blauer Balken mit *P) und ein 5’-phosphorylierter Upstreamprimer (roter
Balken). Durch Zugabe von dTTP bzw. dCTP in zwei getrennten Ansdtzen kommt es durch die DNA-
Polymerase zur Verldngerung des Downstreamprimers. Ist das angebotene Nucleotid komplementér zur
Editingstelle (links) werden Upstream- und Downstreamprimer ligiert. Nach gelelektrophoretischer
Auftrennung der Ligationsreaktionen und anschlieBender Autoradiographie wird die editierte Sequenz
iiber das entstandene Ligationsprodukt nachgewiesen. Auf der rechten Seite hingegen kann wegen der
Basenfehlpaarung an der Editingstelle (Adenosin des Templates und Cytidin des verlingerten
Upstreamprimers) kein Ligationsprodukt entstehen. Die Zugabe von dCTP wiirde hier nur bei
Anwesenheit der nicht-editierten Sequenz zu einem Ligationsprodukt fithren.

Zur Evaluierung der ,,Gap“-Ligation wurden fiir das editierte und nicht-editierte
Template jeweils drei Ansdtze vorgenommen. In einem Ansatz wurde das jeweils zur
Editingstelle komplementdre Nucleotid als ,,Gap“-fiillendes Nucleotid angeboten, in
einem anderen Ansatz das nicht passende. Der jeweils dritte Ansatz war eine Kontrolle,
er enthielt keine Tag-DNA-Ligase. Die vorgenommenen Ansitze und Ergebnisse sind
in Abb. 4.3 dargestellt.
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Abb. 4.3: Evaluierung der ,,Gap“-Ligation fiir die editierte und nicht-editierte azp9-Sequenz aus
Kartoffel — Gezeigt ist die Autoradiographie der ,,Gap“-Ligationsreaktionen nach gelelektrophoretischer
Auftrennung. Die Ligationsbedingungen betrugen: 2 min 94 °C und 25 Cyclen bei 94 °C fiir 30 sec und
bei 60 °C fiir 2 min. Im oberen Teil der Graphik sind die verwendeten editierten (hervorgehobenes ,,A%)
und nicht-editierten (hervorgehobenes ,,G*) Templates (griin) dargestellt.

Bei Einsatz der editierten Sequenz (Abb. 4.3, links) traten nicht nur in Anwesenheit des
komplementdren Nucleotids dTTP, sondern auch bei Zusatz von dCTP
Ligationsprodukte auf, widhrend der Kontrollansatz (ohne Ligase) keine
Ligationsreaktion zeigte. In den Ansdtzen mit dTTP erschienen dabei mehrere
Ligationsprodukte, die in ihrer Lange im Vergleich zum erwarteten Produkt um bis zu
drei Nucleotide verldngert waren. Auch in Gegenwart der nicht-editierten Sequenz
(Abb. 4.3, rechts) zeigte die Ligationsreaktion keine absolute Spezifitdt. Sowohl der
Zusatz von dCTP, als auch von nicht zur Editingstelle komplementdrem dTTP erzeugte
Ligationsprodukte. Auch hier erschien das in Gegenwart von dTTP gebildete
Ligationsprodukt als Doppelbande. Das Auftreten von Verldngerungsprodukten ist
hierbei auf die Verwendung der DNA-Polymerase zuriickzufiihren, wie aus der
Verwendung einzelstringiger cDNAs als Template-DNA klar hervorgeht. Der Einsatz
von cDNA erzeugte bei der ,,Gap“-Ligation zahlreiche Produkte, die in Form von
Verldngerungen des Downstreamprimers und dessen Ligationsprodukten in
Erscheinung traten (Ergebnisse nicht dargestellt). Dieser drastisch verstarkte Effekt 143t
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sich moglicherweise auf Kontaminationen der eingesetzten DNA mit Restnucleotiden
zurlickfithren, die es der DNA-Polymerase erlauben, die Elongationsreaktion an allen
mit der DNA hybridisierten Oligonucleotiden zu vollziehen. Trotz Verwendung
unterschiedlicher DNA-Polymerasen (Tag Pol: Q-BIOgene und Roche, Biotherm™™:
GeneCraft, Tth: Roche Diagnostics) und verschiedener Methoden zur Abtrennung von
Mononucleotiden von den eingesetzten cDNA-Templates wie die Prézipitation,
Saulenreinigung oder das Waschen des an magnetische Partikel gebundenen Templates,
gelang es nicht, die ungewiinschten Elongationsreaktionen der DNA-Polymerase zu
unterdriicken.

4.1.1 Die Entwicklung der Primer-Ligation

Um die Probleme mit der DNA-Polymerase bei der ,,Gap*“-Ligation zu umgehen, wurde
durch Weglassen des von der DNA-Polymerase katalysierten Verldngerungsschrittes
die Primer-Ligation (s.3.22) entwickelt. Hierzu wurden als Primer iber die
Editingstelle verldngerte Desoxyoligonucleotide eingesetzt (s. Abb. 4.4). Dabei wurde
einmal eine Variante gewihlt, bei der der markierte Downstreamprimer an seinem 3’-
Ende um ein Nucleotid verlidngert ist (Abb. 4.4, II). Alternativ dazu wurde in einem
anderen Ansatz getestet, einen am 5’-Ende verldngerten Upstreamprimer (Abb. 4.4, III)
zur Detektion des RNA-Editings einzusetzen.
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Abb. 4.4: Vergleich des Primerdesigns zwischen ,,Gap“-Ligation (I) und Primer-Ligation (ILIII)
In Blau ist der Downstreamprimer dargestellt. Er ist in allen Ansitzen an seinem 5’-Ende mit *’P
radioaktiv markiert. Die verwendeten Upstreamprimer sind in Rot gezeigt.

Wie grof3 die Spezifitidt der beiden moglichen Ansétze der Primer-Ligation ist, muf3te
zundchst gepriift werden. Dazu wurden fiir beide Varianten drei unterschiedliche
Ansitze vorgenommen. Ein Ansatz enthielt jeweils die nicht-editierte, ein anderer die
editierte Sequenz. Der jeweils dritte Ansatz war eine Kontrolle ohne Template-DNA.
Bei den eingesetzten Templates handelte es sich um Plasmid-DNA derselben a#p9-
(cDNA)-Klone aus Kartoffel, die fiir die ,,Gap“-Ligation hergestellt wurden (vgl. Abb.
4.1, S. 46). Die verwendeten Primerkombinationen und Ligationsbedingungen kdnnen
der Abb. 4.5 entnommen werden.
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Abb. 4.5: Spezifititsuntersuchung der méglichen Primerkombinationen fiir die Primer-Ligation —
Im oberen Teil der Abbildung ist die Autoradiographie der Auftrennung der Primer-Ligationsreaktionen
gezeigt. Die Ligationsbedingungen betrugen: 2 min 94 °C und 25 Cyclen bei 94 °C fiir 25 sec und bei
60 °C fiir 2 min. Im unteren Teil sind die Versuchsanséitze mit den verwendeten Primerkombinationen
dargestellt. Die Ansdtze 1-3 enthalten die Primer Pos1A-T26 und Pos1B, Ansitze 4-6 die Primer Posl A
und Pos1B-T26. Die Ansitze 1 und 4 waren Kontrollansidtze ohne Template-DNA, die Ansétze 2 und 4
enthielten das editierte Template bzw. die Ansétze 3 und 5 das nicht-editierte Template.

Wie in Abb. 4.5 dargestellt, zeigte sich, dal beide mdglichen Primerkombinationen
gleichermaBen geeignet sind fiir die Detektion einer einzelnen G-zu-A-Anderung in der
DNA. Das Verhéltnis von unspezifischem Ligationsprodukt in den Ansétzen 3 bzw. 6
zu den Ansédtzen 2 bzw. 5 ist vergleichbar. Die Kontrollansidtze ohne Template (Ansitze
1 und 4) zeigen beide kein Ligationsprodukt. Ein Vergleich zur ,,Gap“-Ligation (Abb.
4.3) macht deutlich, dafl die Primer-Ligation eindeutig zu bevorzugen ist, da nicht nur
genau definierte Ligationsprodukte ohne Verldngerungen entstehen, sondern auch die
Spezifitit der Reaktion hoher liegt.
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4.1.2 Optimierung der Primer-Ligation fiir die atp9-Sequenz

Fir den weiteren Verlauf der Arbeit wurde fiir die Primer-Ligation die Variation
gewdhlt, bei der der nicht markierte Upstreamprimer an seinem 5’-Ende {iber die
Editingstelle hinaus verldngert ist (Abb. 4.4, III). Dieser wird im folgenden nach seiner
letzten 5’-Base Thymin als T-Detektionsprimer bezeichnet. Da im Verlauf der Arbeit
nicht nur die editierte Sequenz, sondern auch die nicht-editierte Sequenz nachgewiesen
und quantifiziert werden soll, bedarf es fiir jede Sequenz eines eigenen
Detektionsprimers. Sind diese an ihrem 5’-Ende entsprechend der Editingstelle
verlangert, kann der markierte Primer fiir die Detektion beider Sequenzen unverdndert
bleiben. Folglich ist in allen parallel durchgefiihrten Ligationsreaktionen der Einsatz
von exakt gleichen Mengen an Primer und Radioaktivitdt gewéhrleistet.

Um die Spezifitit der Ligationsreaktion weiter zu optimieren, wurden zwei Parameter
verdndert. Dies waren einerseits die Hybridisierungstemperatur und andererseits die
Linge des T-Detektionsprimers. Beide beeinflussen die Stabilitdt der Duplex-DNA-
Struktur, die durch die Hybridisierung der Primer an das DNA-Template vollzogen
wird. Wird die Stabilitdt herabgesetzt, kann die DNA-Ligase besser zwischen
gepaartem und ungepaartem Nucleotid an der Verkniipfungsstelle diskriminieren.

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

Zur Optimierung der Primer-Ligation wurden PCR-Produkte eingesetzt, die der
genomischen bzw. c¢DNA-Sequenz des afp9-Gens entsprachen. Von diesen
Amplifikaten wurde zur Ligation fiir alle zu testenden Hybridisierungstemperaturen und
Primerldngen ein Gemisch aus 95 % nicht-editierter und 5 % editierter Sequenz
eingesetzt und im Vergleich dazu eine 100 % nicht-editierte Sequenz.

Fiir das atp9-Template aus Kartoffel wurden drei verschiedene T-Detektionsprimer
verwendet. Thre Léange variierte zwischen 16 und 26 Nucleotiden (Abb. 4.6). Der
Downstreamprimer blieb unverandert.
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Abb. 4.6: Ubersicht der verwendeten T-Detektionsprimer — Dargestellt sind die drei zur
Optimierung der Primer-Ligation verwendeten Primerkombinationen zum Nachweis der editierten
Sequenz (cDNA-Sequenz, griiner Balken mit Adenosin an der Editingstelle). Sie unterscheiden sich in
der Lénge des T-Detektionsprimers (Upstreamprimer, orange), die zwischen 16 nt (Primer Pos1B-T16),
21 nt (Pos1B-T21) und 26 nt (PoslB-T26) wvariiert. Als Downstreamprimer wurde in allen
Optimierungsansitzen der 32p_markierte Primer Pos1A (25 nt, blauer Balken mit *P) verwendet.
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Die experimentelle Untersuchung der T-Detektionsprimer zeigte in allen Ansitzen der
Primer-Ligation bei Einsatz einer zu 5 % editierten Sequenz als Template deutliche
Ligationsprodukte (Abb. 4.7). Diese nahmen mit Erhéhung der Hybridisierungs-
temperatur allerdings ab. Bei den Anséitzen mit 0 % editiertem Template traten ebenfalls
Ligationsprodukte auf. Diese unspezifischen Ligationsprodukte konnten bei
Verwendung des 26 nt und 21 nt langen Primers (Pos1B-T26 bzw. Pos1B-T21) auch
durch Erhohung der Temperatur auf 67 °C nicht unterdriickt werden. Der starke Einfluf3
der Primerldnge auf die Spezifitét zeigte sich erst bei Einsatz des 16 nt langen Primers
Pos1B-T16. Bei hohen Temperaturen war hier kein unspezifisches Ligationsprodukt
mehr zu detektieren. Demzufolge wurde fiir alle weiteren Anséitze der Primer-Ligation
zur Analyse der afp9-Sequenz aus Kartoffel der T-Detektionsprimer Pos1B-T16 und
eine Hybridisierungstemperatur von 67 °C gewdéhlt.
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Abb. 4.7: Optimierung der Primer-Ligation fiir das afp9-Template aus Kartoffel — Auftrennung
der Primer-Ligationsreaktionen {iber Gelelektrophorese (Autoradiographie). Als Template dienten PCR-
Produkte, die aus den genomischen bzw. cDNA-Klonen mit dem a#p9-spezifischen Primer Pot-atp9-5’
und dem vektorspezifischen Primer Oligo2.1 hergestellt wurden. Das Template wurde in den
Verhéltnissen 0 % und 5 % editierte Sequenz eingesetzt. Als T-Detektionsprimer (orange) wurden Primer
unterschiedlicher Lénge verwendet: Pos1B-T26 (26mer), Pos1B-T21(21mer), Pos1B-T16 (16mer). Der
Downstreamprimer (blau) war in allen Ansétzen der radioaktiv markierte Primer Pos1A (25mer, orange).
Die Hybridisierungstemperatur wurde fiir jede Kombination aus Template und Primer auf gleiche Weise
variiert: von links nach rechts: 64 °C, 65 °C, 66 °C, 67 °C. Rote Pfeilspitzen kennzeichnen die optimale
Diskrimierung zwischen editierten und nicht-editierten Sequenzen.
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4.1.2.2 Optimierung der Primer-Ligation fiir die atp9-Sequenz aus Erbse

Um im Verlauf der Arbeit auch das atp9-RNA-Editing in Erbse untersuchen zu konnen,
muflte fiir dieses Template die Primer-Ligation ebenfalls optimiert werden. Dazu
wurden genomische und cDNA-Sequenzen des atp9-Gens aus Erbse eingesetzt, die sich
nur an den beiden Editingstellen unterscheiden. Die Sequenzen wurden analog zu denen
aus Kartoffel (vgl. Abb. 4.1) hinter den T7-Promotor in den pCR2.1-Vektor kloniert,
wie in Abb. 4.8 dargestellt ist.
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Abb. 4.8: Vektorkarte der in den pCR2.1-Vektor klonierten atp9-Sequenz aus Erbse — Gezeigt ist
ein Ausschnitt des pCR2.1-Vektors (schwarze Linie) mit den Restriktionsschnittstellen EcoRI und Pvull
und dem T7-Promotor. Die Klonierung der atp9-Sequenzen (genomisch und cDNA) wurde iiber die TA-
Uberhang-Methode vollzogen. Die griinen Pfeile markieren die zur Klonierung verwendeten Primer
(Pea-atp9-A und Pea-atp9-B). Schwarze Pfeile zeigen die Editingstellen des a#p9-Gens, die untersuchte
Editingstelle 1 ist durch einen roten Pfeil hervorgehoben.

Die aus der Optimierung der Primer-Ligation fiir die Kartoffel-atp9-Sequenz
gewonnenen Daten wurden auf das Erbsensystem tiibertragen. Da fiir die Analyse der
zwischen FErbse und Kartoffel konservierten Editingstelle 1 der verwendete
T-Detektionsprimer Pos1B-T16 aus der Kartoffelsequenz abgeleitet wurde, weist er bei
der Hybridisierung an der Erbsen-atp9-Sequenz zwei Fehlpaarungen (Position 5 und
11) auf. Daher mufte fiir die Analyse dieses Templates die Temperatur erneut optimiert
werden. Es zeigte sich, da3 die optimale Hybridisierungstemperatur deutlich unter der
fiir die Kartoffelsequenz lag. Die in Abb. 4.9 dargestellte Optimierung fiir die
Erbsensequenz verwendet einen Temperaturbereich von 55,5°C bis 60 °C. Bei
Anwesenheit von 100 % nicht-editierter Sequenz nahm das Signal des unspezifischen
Ligationsproduktes mit steigender Temperatur stark ab. Optimale Spezifitit der
Ligationsreaktion wurde bei 59 °C und 60 °C beobachtet. Da bei den Ansétzen mit 5 %
editierter Sequenz als Template bei diesen Temperaturen die Menge an spezifischem
Ligationsprodukt bei 60 °C niedriger war, wurde zur Analyse der atp9-Erbsensequenz
fiir alle weiteren Versuche die Hybridisierungstemperatur von 59 °C gewihlt.
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Abb. 4.9: Optimierung der Hybridisierungstemperatur bei Verwendung der a#p9-Sequenz aus
Erbse — Autoradiographie der Primer-Ligationsreaktionen nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Als
Template dienten PCR-Produkte, die aus den genomischen bzw. cDNA-Klonen mit dem atp9-
spezifischen Primer Pea-atp9-A und dem vektorspezifischen Primer Oligo2.1 hergestellt wurden. Das
Template wurde einerseits als nicht-editierte Sequenz (0 % editiert), andererseits als ein Gemisch aus 5 %
editierter und 95 % nicht-editierter atp9-Sequenz eingesetzt. Der Temperaturgradient hatte fiinf Stufen
(von links nach rechts): 55,5 °C, 56,5 °C, 58 °C, 59 °C und 60 °C.

4.1.3 Sensitivitiat der Primer-Ligation

Zur Untersuchung des RNA-Editings ist es wichtig zu wissen, welcher Umsatz des
C-zu-U-RNA-Editings durch das verwendete Detektionssystem noch zu messen ist. Zur
Bestimmung dieser Detektionsgrenze wurden unter optimalen Reaktionsbedingungen
(s. unter 4.1.2.1 und 4.1.2.2) unterschiedliche Verhéltnisse von editierter zu uneditierter
Sequenz bei gleichbleibender Gesamt-Template-Menge fiir die Primer-Ligation
eingesetzt. In der Primer-Ligation zeigte sich (Abb. 4.10), daB3 bei der atp9-Sequenz aus
Kartoffel weniger als 2 % C-zu-U-Umsatz nachweisbar sind. Fiir die afp9-Sequenz aus
Erbse wurde eine Detektionsgrenze von unter 1 % ermittelt.
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Abb. 4.10: Detektionsgrenze der Primer-Ligation fiir die azp9-Sequenz aus Kartoffel und Erbse —
Die Autoradiographie zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Primer-Ligationsreaktionen. Die
Prozentzahlen geben den Anteil der editierten Sequenz auf die Gesamt-Template-Menge an.

4.2 Das in vitro-RNA-Editingsystem

Wihrend fiir Chloroplasten wenigstens in Tabak Untersuchungen des RNA-Editings in
einem in vivo-System (Svab & Maliga, 1993) mdglich sind, besteht diese Moglichkeit
fiir Mitochondrien aufgrund des Fehlens eines Transformationssystems bisher nicht.
Folglich muf3 zur Untersuchung des RNA-Editings in Mitochondrien auf ein in vitro-
System zuriickgegriffen werden. Aus diesem Grunde sollten geeignete in vitro-Systeme
fiir das RNA-Editing in Kartoffel- und Erbsenmitochondrien etabliert und beide auf ihre
RNA-Editingaktivitdt beziiglich der ap9-RNA untersucht und verglichen werden. Die
Etablierung der beiden Systeme ermoglicht gleichzeitig Untersuchungen des
heterologen RNA-Editings, was iiber Ahnlichkeiten der Editingapparate beider Pflanzen
Auskunft geben kann.

Um fiir das in vitro-System ein geeignetes Editingtemplate zur Verfligung zu haben,
wurde die zu untersuchende nicht-editierte atp9-Sequenz hinter den T7-Promotor in den
pCR2.1-Vektor kloniert (Abb. 4.11). Durch Restriktionsverdau mit dem Enzym Pvull
konnte auf diese Weise ein definiertes in vitro-Transkript generiert werden, welches in
das in vitro-System als Editingsubstrat eingesetzt wurde. Nach Inkubation mit
Mitochondrienlysaten (s. unter 3.19.3) wurde die RNA, die nun (teilweise) editiert
vorlag, reisoliert. Da fiir die nachfolgende Detektion des RNA-Editings in der Primer-
Ligation ausschlieSlich DNA als Template akzeptiert wird, wured die riickgewonnene
RNA zunéchst in cDNA umgeschrieben und abschlieBend mittels PCR amplifiziert.
Sowohl fiir die Reverse Transkription als auch fiir die PCR kam dabei ein
vektorspezifischer Primer zum Einsatz, der ausschlieBlich die spezifische Amplifikation
der zur Inkubation eingesetzten in vitro-Transkripte gewéhrleistet.
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Abb. 4.11: Schematische Ubersicht der Arbeitsschritte fiir die Editinganalyse — Das in den pCR2.1-
Vektor klonierte atp9-Gen ist als griner Balken dargestellt. Die schwarzen Pfeile zeigen die
Editingstellen bei Erbse, die Pfeile in Klammern stellen die zusdtzlichen RNA-Editingstellen bei der
Kartoffel dar. Griin hervorgehoben ist das nicht-editierte Nucleotid Cytidin, rot hervorgehoben das
editierte Uridin bzw. auf DNA-Ebene Thymidin. Nach PCR-Amplifikation resultieren daraus die
Nucleotide Guanosin (nicht-editiert) und Adenosin (editiert) im nicht-codogenen Strang. Graue Pfeile
markieren den T7-Promotor in der Vektorsequenz bzw. den Translationsstart im atp9-Gen. Der griine
Pfeil zeigt die Lage des afp9-sequenzspezifischen 5’-Primers der PCR (Pot-atp9-5’ fiir die Kartoffel-
bzw. Pea-atp9-A fiir die Erbsen-Sequenz), der blaue Pfeil die des vektorspezifischen Primers (Oligo2.1)
fiir cDNA-Synthese und PCR.

Zur Quantifizierung des C-zu-U-Editingumsatzes sollte neben der editierten auch die
nicht-editierte Sequenz in der Primer-Ligation nachgewiesen werden. Um dies zu
ermdglichen, muflten zwei verschiedene Detektionsprimer eingesetzt werden. Dabei
handelte es sich um den bereits beschriebenen T-Detektionsprimer Pos1B-T16, der
komplementir zu der editierten Sequenz ist. Er unterscheidet sich von dem Primer zum
Nachweis der nicht-edititierten Sequenz in der Base, mit der die Editingstelle bei der
Hybridisierung iiberspannt wird. Letzterer wird wegen seiner ersten 5’-Base Cytosin
C-Detektionsprimer genannt. Zur Quantifizierung des C-zu-U-Umsatzes wurde nun die
Primer-Ligation, wie in Abb. 4.12 schematisch dargestellt, in zwei verschiedenen
Ansédtzen durchgefiihrt. So enthielt ein Ansatz neben dem markiertem
Downstreamprimer den T-Detektionsprimer, der andere den C-Detektionsprimer. Die
entstehenden Ligationsprodukte weisen als Folge der Optimierung der Detektionsprimer
unterschiedliche Grofen auf. Der T-Detektionsprimer PoslB-T16 ist dabei im
Vergleich zum verwendeten C-Detektionsprimer Pos1B-C18 an seinem 3’-Ende um
zweil Nucleotide kiirzer.
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Abb. 4.12: Ubersicht des Primer-Ligationstests zur Detektion von editierten und nicht-editierten
Sequenzen — In zwei getrennten Anséitzen wurden die editierte und uneditierte Sequenz (cDNA-Sequenz,
griin dargestellt mit einem Adenosin bzw. Guanosin an der Editingstelle) nachgewiesen. Dazu werden
zwei unterschiedliche Upstreamprimer verwendet. Wahrend der eine aufgrund der Komplementaritét zur
uneditierten Sequenz fiir diese spezifisch ist (C-Detektionsprimer, gelb), weist der andere ausschlielich
die editierte Sequenz nach (T-Detektionsprimer, orange). Als Downstreamprimer wird in beiden Ansétzen
der identische, **P-markierte Primer Pos1A (blau, *P) verwendet. Nach Hybridisierung der Primer an das
zu untersuchende Template kommt es bei einer nicht-editierten Sequenz (links) zur Bildung des
Ligationsproduktes ausschlieBlich aus C-Detektionsprimer und Downstreamprimer. Bei einer editierten
Sequenz hingegen fiihrt nur die Anwesenheit des T-Detektionsprimers zur Entstehung -eines
Ligationsproduktes. Nach gelelektrophoretischer ~ Auftrennung der Ligationsreaktionen und
anschliefender Autoradiographie kann iiber das Verhiltnis der Ligationsprodukte in den beiden Ansdtzen
der C-zu-U-Umsatz der untersuchten RNA-Editingstelle ermittelt werden.

4.2.1 Mitochondriales in vitro-RNA-Editingsystem der Kartoffel

Zur Analyse der RNA-Editingaktivitit des Kartoffel-in vitro-Systems wurde als zu
editiecrende RNA das atp9-in vitro-Transkript aus Kartoffel mit lysierten
Kartoffelmitochondrien (s. unter 3.19.1) versetzt. Die eingesetzte RNA-Menge variierte
dabei zwischen 10 ng und 500 ng, die Proteinmenge zwischen 50 pg und 300 pg.
Mittels der Primer-Ligation wurde die Editingstelle 1 auf ihren C-zu-U-Umsatz hin
untersucht. Es zeigte sich, da die in der Primer-Ligation entstehenden
Ligationsprodukte bei Einsatz gleicher Mengen an RNA zur Inkubation in ihrer
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Signalstirke stark schwankten (Ergebnisse nicht dargestellt). Der Zusatz von tRNA zur
Inkubation als RNase-Substrat brachte zwar geringere Abweichungen in der
Signalstirke, hob sie jedoch nicht ganz auf. Da eine Quantifizierung der aus der
inkubierten RNA hergestellten cDNA aufgrund der zu geringen Mengen nicht moglich
war, wurde eine zusitzliche Amplifikation der cDNA, wie in Abb. 4.11 (S. 56) bereits
dargestellt, durchgefiihrt. Diese ermoglichte die densitometrische Quantifizierung
gelelektrophoretisch aufgetrennter RT-PCR-Produkte und folglich den Einsatz gleicher
Mengen Template-DNA in die Primer-Ligation. Nach dieser Anpassung des in vitro-
Systems an die Primer-Ligation konnte die Optimierung der Inkubationsbedingungen
durchgefiihrt werden. Erst die Reduktion der eingesetzten RNA-Menge auf 10-50 ng in
Kombination mit einer hohen Lysatmenge (200-300 pg) zeigte RNA-Editing der atp9-
RNA an der Editingstellel (Abb. 4.13). Als Kontrolle diente stets ein
Inkubationsansatz, dem das hitzeinaktivierte Mitochondrienlysat zugesetzt war.
Wihrend der Kontrollansatz kein RNA-Editing zeigte, konnte im nativen Ansatz ein
deutlicher C-zu-U-Umsatz nachgewiesen werden. Die Quantifizierung {ber
Phosphorimaging ergab eine Editingrate von 2 %.
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Abb. 4.13: RNA-Editingaktivitit im mitochondrialen Kartoffel-in vitro-System — Autoradiographie
der Primer-Ligationsreaktionen nach gelelektrophoretischer Auftrennung. Bei der Inkubation von
mitochondrialem Kartoffellysat mit der atp9-Sequenz aus Kartoffel wurden neben den nativen Ansétzen
auch Kontrollansitze untersucht. Diese enthielten ein durch Hitzebehandlung inaktiviertes
Mitochondrienlysat. Die C-zu-U-Editingreaktion wurde in der Primer-Ligation mit dem C-
Detektionsprimer Pos1B-C18 (18mer, gelb) dem T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (16mer, orange)
nachgewiesen. Die Buchstaben ,,C* und ,,U“ geben die daraus resultierende Identitit der Nucleotide
Cytidin bzw. Uridin an der RNA-Editingstelle an. Als markierter Downstreamprimer wurde in allen
Ansitzen der Primer Pos1A (25 mer, blau) verwendet.
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4.2.2 Mitochondriales in vitro-RNA-Editingsystem der Erbse

Zur Untersuchung der RNA-Editingaktivitit des Erbsen-in vitro-Systems wurde den
lysierten  Erbsenmitochondrien das  atp9-in vitro-Transkript aus Erbse als
Editingsubstrat zugesetzt. Die optimierten Bedingungen des Kartoffelsystems (s. unter
4.2.1) wurden auch fiir dieses in vitro-System angewendet und erneut die RNA-
Editingstelle 1 mittels der Primer-Ligation auf ihren C-zu-U-Umsatz hin untersucht.

Wie in Abb. 4.14 gezeigt, konnte auch in diesem System ein deutlicher C-zu-U-Umsatz
im nativen Ansatz nachgewiesen werden. Kein RNA-Editing war hingegen bei dem
Kontrollansatz mit hitzeinaktiviertem Mitochondrienlysat zu detektieren.

L4 ¢ =
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Abb. 4.14: RNA-Editingaktivitit im mitochondrialen in vitro-System der Erbse — Auftrennung der
Primer-Ligationsreaktionen {iiber Gelelektrophorese (Autoradiographie). Bei der Inkubation von
mitochondrialem Erbsenlysat mit der atp9-Sequenz aus Erbse wurden neben den nativen Ansétzen auch
Kontrollansitze verwendet, die das durch Hitzebehandlung inaktivierte Mitochondrienlysat enthielten.
Die C-zu-U-Editingreaktion wurde in der Primer-Ligation mit dem C-Detektionsprimer Pos1B-C18
(18mer, gelb) und dem T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (16mer, orange) verfolgt. Die Buchstaben ,,C*
und ,,U* geben die resultierende Identitdt der Nucleotide Cytidin bzw. Uridin an der RNA-Editingstelle
an. Als markierter Downstreamprimer wurde in allen Ansédtzen der Primer PoslA (25 mer, blau)
verwendet.

Die Quantifizierung der Primer-Ligationssignale erfolgte liber Phosphorimaging. Fiir
das mitochondriale in vitro-System der Erbse konnte demzufolge eine RNA-Editingrate
von 4% nachgewiesen werden. Ein Vergleich der C-zu-U-Umsitze an der
Editingstelle 1 des a#p9-Templates zeigt, daB die Editingraten im mitochondrialen
in vitro-System der Erbse deutlich hoher liegen als im System der Kartoffel. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurde daher mit dem Erbsensystem weitergearbeitet.

Zur Absicherung der Identitit der Basen in der editierten RNA wurden die zur Primer-
Ligation eingesetzten RT-PCR-Produkte kloniert und individuelle Klone sequenziert.
Hierbei zeigte einer von 62 Klonen RNA-Editing an der untersuchten Editingstelle 1.
Dies entspricht einer Editingrate von 1,6 % und bestétigt im Fehlerbereich des kleinen
Stichprobenumfangs die im in vitro-System durch die Primer-Ligation gemessenen
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Editingaktivititen von bis zu 4 %. Anhand der Sequenzierung (Abb. 4.15) konnte
weiterhin gezeigt werden, dall das atp9-Transkript vollstindig editiert vorliegt und es
sich dabei nicht um die endogene atp9-RNA handelt. Verdnderungen auBerhalb der
beiden bekannten Editingstellen wurden nach der in vitro-Inkubation nicht detektiert.

AAAAT TAATAGGETGC CGE AGC TGC TACAATT GCTTTAGC GGG

Abb. 4.15: Uberpriifung der Identitit der RNA-Editingstellen der Erbsen-azp9-RNA nach der
in vitro-Inkubation mit Mitochondrienlysat — Gezeigt ist ein Ausschnitt der Sequenzierung eines
individuellen RT-PCR-Klons, der aus der inkubierten azp9-RNA aus Erbse generiert wurde. Die Pfeile
zeigen die in der Editingreaktion aus Cytidinen entstandenen Uridine an der Editingstelle 1 (links) und
der Editingstelle 2 (rechts), die bei der Sequenzierung als Thymidine in der DNA erscheinen.

4.2.3 RNA-Editing im heterologen in vitro-System

Da der RNA-Editing-Proze3 im Pflanzenreich hoch konserviert ist, stellt sich die
interessante Frage, ob Mitochondrien von Pflanzen verschiedener Spezies in der Lage
sind, die gleichen Templates zu editieren. Dieser Frage sollte in einem heterologen
in vitro-RNA-Editingsystem nachgegangen werden. Dafiir wurde ein mitochondriales
Lysat aus Erbse hergestellt und mit einer Kartoffel-RNA in vitro inkubiert. Hierfiir
wurde die atp9-RNA gewihlt, da sie sich sowohl im homologen Erbsensystem als auch
im homologen Kartoffelsystem bereits als geeignetes Editingsubstrat erwiesen hatte
(vgl. Abb. 4.13 und Abb. 4.14). Parallel dazu wurden Ansdtze vorgenommen, denen
statt der heterologen Kartoffel-lRNA die homologe afp9-RNA aus Erbse als
Editingtemplate zugesetzt wurde. Diese Ansétze sollten sicherstellen, dal das
verwendete Lysat Editingaktivitit zeigt. Zur Beurteilung des RNA-Editings mittels der
Primer-Ligation wurde wieder die Editingstelle 1 der azp9-RNA herangezogen.

Das Ergebnis der Untersuchung des heterologen RNA-Editingsystems ist in Abb. 4.16
gezeigt. Fir die Kartoffel-azp9-Sequenz konnte ein deutlicher C-zu-U-Umsatz gezeigt
werden. Die Quantifizierung der Primer-Ligationssignale iiber Phosphorimaging ergab
eine Editingrate von 2 %. Die Analyse der parallel durchgefiihrten Inkubation der
homologen Erbsen-atp9-Sequenz (hier nicht dargestellt) erbrachte nach Daten des
Phosphorimagings ebenfalls eine Editingrate von 2 %. Folglich wurden im
mitochondrialen Erbsensystem die homologe a#p9-Sequenz aus Erbse und die
heterologe atp9-Sequenz aus Kartoffel gleichermallen editiert.



Ergebnisse 61

C U C U
° o - +EEmC

® : ©-+«Imm

denat. Lysat ‘natives Lysat‘

Abb. 4.16: Untersuchung des RNA-Editings im heterologen in vitro-System — Gezeigt ist die
Autoradiographie der iiber Gelelektrophorese aufgetrennten Primer-Ligationsreaktionen. Im heterologen
System wurden lysierte Erbsenmitochondrien zusammen mit der azp9-Sequenz aus Kartoffel inkubiert.
Die Kontrollansdtze enthielten dabei das hitzedenaturierte Mitochondrienlysat. Die C-zu-U-
Editingreaktion wurde in der Primer-Ligation mit dem C-Detektionsprimer Pos1B-C18 (18mer, gelb) und
dem T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (16mer, orange) nachgewiesen. Die Buchstaben ,,C* und ,,U* geben
die resultierende Identitit der Nucleotide Cytidin bzw. Uridin an der RNA-Editingstelle an. Als
Downstreamprimer wurde in allen Ansitzen der **P-markierte Primer Pos1A (25 mer, blau) verwendet.

4.2.3.1 Vergleich des atp9-Gens aus Kartoffel und Erbse

In der Untersuchung des heterologen RNA-Editings konnte gezeigt werden, da3l RNA-
Editing in Erbse an der Kartoffel-azp9-RNA heterolog moglich ist. Dies gibt neben
evolutiondren Aspekten auch Auskunft {iber die Anforderungen des RNA-Editings an
die Template-RNA. Da alle fiir das RNA-Editing notwendigen Sequenzelemente fiir die
untersuchte Editingstelle 1 in Kartoffel und Erbse erhalten sein miissen, konnen diese
nur in Bereichen liegen, wo sich die hoch konservierte atp9-Sequenz zwischen Erbse
und Kartoffel nicht unterscheidet. Ein Sequenzvergleich des atp9-Gens beider Pflanzen
(Abb. 4.17) zeigt zundchst Unterschiede in der Anzahl der RNA-Editingstellen.
Wihrend in der Erbse nur zwei Nucleotidpositionen editiert werden, findet RNA-
Editing bei der Kartoffel an 10 Positionen statt. Diese Unterschiede lassen sich jedoch
alle durch das Vorhandensein von pré-editierten Cytidinen in Form von Thymidinen in
der DNA erkldren. Demzufolge werden diese Abweichungen alle durch RNA-Editing in
der Kartoffel behoben, wie aus dem Aminosdurevergleich (Abb. 4.17, C) hervorgeht.
Weitere 23 Sequenzunterschiede treten im translatierten Bereich auf. Von diesen
resultieren jedoch nur zwei in einem Aminosdureaustausch (Codon 8 und 22). Bei allen
anderen handelt es sich um sogenannte stille Mutationen, die wegen der Degeneriertheit
des genetischen Codes keinen Einflul auf die Aminoséuresequenz haben. Erhebliche
Unterschiede zwischen dem Erbsen- und Kartoffel-azp9-Gen treten jedoch im 5°- und
3’-untranslatierten Bereich auf. Durch den Nachweis der RNA-Editingaktivitit im
heterologen in vitro-System konnen diese Sequenzunterschiede keine Relevanz fiir das
RNA-Editing an der Editingstelle 1 haben. Durch die dortige Verwendung eines
Kartoffel-atp9-in vitro-Transkriptes, welches einen im Vergleich zur Erbsensequenz um
24 Nucleotide verkiirzten 5’-Bereich tragt, kann ausgeschlossen werden, daf3 essentielle
Elemente weiter entfernt liegen als 35 Nucleotide 5’ von der Editingstelle.
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Abb. 4.17: Vergleich der Nucleotidsequenz des afp9-Gens aus Erbse und Kartoffel und der
Aminosduresequenzen der codierten Untereinheit 9 der ATP-Synthase — In A und B ist die Sequenz
des atp9-Gens aus Erbse bzw. Kartoffel gezeigt. Die abgeleitete Aminosduresequenz ist im Ein-
Buchstaben-Code oberhalb der Triplets dargestellt. Durch RNA-Editing abgeédnderte Aminoséduren sind
durch Pfeilspitzen markiert. Die schwarzen Késten zeigen die Editingstellen und unterhalb der Triplets
die editierten Basen. Sterne kennzeichnen genomische und durch Editing generierte Stoppcodons. Rot
hervorgehoben sind jeweils die Abweichungen auf Nucleotid- und Aminosdureebene zwischen der atp9-
Sequenz aus Erbse und Kartoffel. In C ist die Aminosduresequenz der Untereinheit 9 der ATP-Synthase
aus Erbse mit der der Kartoffel verglichen. Punkte stellen identische Aminosduren dar, Abweichungen
sind rot hervorgehoben. Die Lage der Editingstellen ist durch schwarze Késten markiert.
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4.3 Identifizierung funktioneller Bereiche der afp9-RNA

Nachdem durch den Nachweis der RNA-Editingaktivitdt im heterologen in vitro-System
ausgeschlossen werden konnte, daBl die zwischen Erbsen- und Kartoffel-azp9-RNA
abweichenden Sequenzen fiir die Editingreaktion wichtig sind, sollte nun direkt gezeigt
werden, welche Bereiche der ap9-RNA fiir das RNA-Editing relevant und essentiell
sind. Aufgrund der hohen Editingrate der Erbsen-atp9-RNA wurde fiir diese
Untersuchungen das homologe Erbsensystem herangezogen. Dazu wurde einerseits eine
in dieser Arbeit neu entwickelte Kompetitionsanalyse, andererseits eine ,Linker
Scanning“-Mutagenese des Erbsen-atp9-Templates verwendet. Waihrend die
Mutagenese der Template-RNA durch das Einfligen von 15 bp-Insertionen direkten
EinfluB auf die Sequenz der RNA nimmt, verwendet die Kompetitionsanalyse
Oligonucleotide, die mit der Template-RNA an ausgewéhlten Bereichen nahe der
Editingstelle hybridisieren. Durch die Ausbildung doppelstringiger Strukturen wird die
Interaktion mit potentiellen Editingfaktoren (Protein und/ oder RNA) an die Template-
RNA und die Bildung moglicherweise wichtiger interner Sequenzstrukturen verhindert.
Sind davon essentielle Bereiche betroffen, ist als Folge eine Reduktion bzw. der Ausfall
der Editingaktivitit zu erwarten.

4.3.1 Kompetitionsanalyse zur Identifizierung von cis-Elementen

Fiir die hier durchgefiihrte Kompetitionsanalyse wurden Desoxyoligonucleotide mit
einer Lange von 14 Nucleotiden als Kompetitoren eingesetzt. Diese wurden so gewéhlt,
daBl sie mit den fiir das RNA-Editing potentiell wichtigen Bereichen, dem nahen
Upstream- und Downstreambereich (Williams et al., 1998, Kubo & Kadowaki, 1997),
der Editingstelle 1 der atp9-RNA paaren (Abb. 4.18). Sie werden im weiteren Verlauf
der Arbeit als up-1, up-2, up-3, up-4 (upstream paarend), down-1 (downstream paarend)
und K-Vec bezeichnet. Das Kompetitionsoligonucleotid K-Vec diente der Kontrolle. Es
paart mit der Vektorsequenz des in vitro-Transkriptes und dient dem Nachweis, daf3 der
Zusatz eines fir die atp9-Sequenz unspezifischen Oligonucleotids keinen Einflu} auf
die RNA-Editingaktivitit zeigt.
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TTATCCACGGCCTCTTATCCACGGCCTC

Abb. 4.18: Lage der Kompetitionsoligonucleotide auf der afp9-RNA der Erbse — Die Sequenz des
atp9-in vitro-Transkriptes (blaue Schrift) ist als Ausschnitt unterhalb des in den pCR2.1-Vektor
klonierten atp9-Gens dargestellt. Startpunkt bzw. Ende der in vitro-Transkription sind mit ,,T7 bzw. der
Restriktionsschnittstelle Pvull gekennzeichnet. Vektorsequenzbereiche sind schwarz dargestellt. Balken
verschiedener Farben geben die Paarungsposition der Kompetitionsoligonucleotide auf der RNA an: in
hellblau dargestellt ist das Kompetitionsoligonucleotid down-1, in orange up-1, in dunkelblau up-3, in
griin up-2, in lila up-4 und in grau K-Vec.

Fiir die Kompetitionsanalyse wurde das atp9-in vitro-Transkript vor der in vitro-
Inkubation mit dem Mitochondrienlysat mit Oligonucleotiden hybridisiert (s. unter
3.19.3.1). Die Reverse Transkription der riickgewonnenen RNA mufte fiir die Anséitze
der Kompetitionsanalyse jedoch modifiziert werden. Durch die Hybridisierung von
Kompetitionsoligonucleotiden an die RNA werden neben dem gewiinschten
vektorspezifischen Primer als Startpunkt flir die Reverse Transkription Alternativen
innerhalb der afp9-Sequenz geschaffen. Folge sind verkiirzte cDNA-Produkte, die in
der nachfolgenden PCR nicht amplifiziert werden konnen. Verbesserte Amplifikations-
bedingungen wurden durch das Einfiigen eines Denaturierungsschrittes erzielt. Die aus
der in vitro-Inkubation stammende RNA wurde dazu 10 min bei 70 °C denaturiert,
bevor der vektorspezifische Primer Oligo2.1 im 200fachen UberschuB zugegeben
wurde. Als Enzym fiir die cDNA-Synthese wurde eine hitzestabile Reverse
Transkriptase (Q-Thermo-Reverse Transkriptase, Q-BIOgene) verwendet, die die
cDNA-Synthese in 4 Cyclen mit Denaturierungs- (70 °C, 5 min) und Syntheseschritten
(42 °C, 15 min) ermdglichte.

Die Kompetitionsanalyse wurde mit steigenden Mengen an Oligonucleotiden
durchgefiihrt, sodal molare Verhidltnisse von &dquimolar bis zu einem 100fachem
UberschuB von Oligonucleotid zur Template-RNA vorlagen. Wegen der Fiille der
Ansitze wurde in der Primer-Ligation ausschlieBlich das Produkt des C-zu-U-Editings
mit dem T-Detektionsprimer nachgewiesen. Auf die Detektion der uneditierten Sequenz
wurde verzichtet. Wie Abb. 4.19 zeigt, wurde durch Zusatz des Kompetitions-
oligonucleotids up-2 eine drastische Reduktion der RNA-Editingaktivitit erzielt. Schon
bei dquimolarem Verhéltnis von Template-RNA und Kompetitionsoligonucleotid war
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eine deutlich Aktivititsabnahme zu erkennen. Bei 10fachen und 100fachen Uberschuf3
an up-2 konnte iiber die Primer-Ligation keine Aktivitit mehr detektiert werden. Da die
auf das Gel aufgetragenen Mengen an Radioaktivitit leicht variierten, wie anhand des
markierten Primers ersichtlich ist, ergaben sich somit leichte Schwankungen in den
Signalstirken der Ligationsprodukte. Um die Signale der Ligationsprodukte von diesen
Schwankungen zu bereinigen, wurden alle Ansétze zusétzlich densitometrisch erfaf3t
(Lumiimager LAS-1000, Software AIDA) und die Ligationsprodukte ins Verhéltnis zu
den Auftragsmengen gesetzt. Das Verhidltnis der auftragsbereinigten Signale der
Ligationsprodukte aus den Kompetitionsansidtzen zu dem nativen Ansatz ohne Zusatz
von Oligonucleotid sind in Abb. 4.20 dargestellt. Die im nativen Ansatz erreichte RNA-
Editingaktivitdt wurde gleich 100 % gesetzt. So ergaben sich fiir das Kompetitions-
oligonucleotid up-2 eine mittlere Reduktion der Editingrate um 95 %. Keine Reduktion
der Editingaktivitit zeigten hingegen die Ansitze mit den Oligonucleotiden up-1,
down-1 und K-Vec. Hier stiegen sogar die mittleren Aktivititen im Verhéltnis zum
nativen Ansatz ohne Kompetitionsoligonucleotid auf das 1,6fache (down-1), 1,3fache
(up-1) bzw. 1,9fache (K-Vec).
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Abb. 4.19: Kompetitionsanalyse fiir die Editingstelle 1 der azp9-RNA im Erbsen-in vitro-System —
Gezeigt ist die Autoradiographie der gelelektrophoretisch aufgetrennten Primer-Ligationsreaktionen. Die
Kompetitionsoligonucleotide up-1 (orange), up-2 (griin), down-1 (hellblau) und K-Vec (grau) wurden in
dquimolarem Verhéltnis (Ansétze 3, 6, 9, 12), in 10fachem (Ansétze 4, 7, 10, 13) und 100fachen molaren
UberschuB (Ansitze 5, 8, 11, 14) zum atp9-in vitro-Transkript eingesetzt. Die Ansitze 1 und 2 enthielten
kein Kompetitionsoligonucleotid. Beim Kontrollansatz 1 wurde hitzedenaturiertes, beim Ansatz 2 natives
Mitochondrienlysat zur Inkubation eingesetzt. Fiir die Primer-Ligation wurde in allen Ansdtzen der
T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (orange Balken) und der Downstreamprimer PoslA (blauer Balken)
verwendet.
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Abb. 4.20: Einflul der Kompetitionsoligonucleotide up-1, up-2, down-1 und K-Vec auf die RNA-
Editingaktivitit — Die Quantifizierung der Kompetitionsanalyse erfolgte mittels Densitometrie. Dabei
wurde der native Ansatz (griiner Balken) ohne Zusatz von Kompetitionsoligonucleotid gleich 100 %
Editing gesetzt. Der Einflu des dquimolaren Einsatzes (roter Balken), 10fachen (blauer Balken) und
100fachen molaren Uberschusses (gelber Balken) der angegebenen Oligonucleotide auf die RNA-
Editingaktivitit ist dargestellt. Der grau schraffierte Balken zeigt den Mittelwert der Kompetitionsansétze
mit den drei unterschiedlichen Mengen eines jeden Oligonucleotids.

Da die Hybridisierung von up-2 an das atp9-in vitro-Transkript eine drastische
Reduktion der Editingaktivitit zur Folge hatte, sollte dieser Bereich beziiglich
essentieller cis-Elemente durch weitere Kompetitionsanalysen ndher charakterisiert
werden. Dafiir wurden die Oligonucleotide up-3 und up-4 gewdhlt, die den up-2-
Bereich iiberlappen (vgl. Abb. 4.18, S. 64). Die Auswirkung dieser Oligonucleotide auf
die RNA-Editingaktivitit ist in Abb. 4.21 dargestellt.

& &
W
&‘s‘?‘\'c e &A A d
X

bbb bAL —

Abb. 4.21: Kompetitionsanalyse zur Lokalisierung von cis-Elementen auf der Erbsen-asp9-RNA —
Gezeigt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Primer-Ligationsreaktionen (Autoradiographie).
Die Kompetitionsoligonucleotide up-3 (blau), up-4 (lila) und K-Vec (grau) wurden in dquimolarem
Verhiltnis (Ansitze 3, 5, 7) und in 10fachem molaren UberschuBl (Ansitze 4, 6, 8) zum atp9-in vitro-
Transkript eingesetzt. Die Ansdtze 1 und 2 enthielten kein Kompetitionsoligonucleotid. Beim
Kontrollansatz 1 wurde hitzedenaturiertes, beim Ansatz 2 natives Mitochondrienlysat zur Inkubation
eingesetzt. Fiir die Primer-Ligation wurde in allen Ansétzen der T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (oranger
Balken) und der **P-markierte Downstreamprimer Pos1A (blauer Balken) verwendet.
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Um auch bei dieser Analyse die Signalstirken der Primer-Ligationsprodukte mit der
Auftragsmenge an Radioaktivitit abzugleichen, wurde erneut eine densitometrische
Bestimmung durchgefiihrt (Abb. 4.22). Eine RNA-Editingaktivitit von 100 % wurde fiir
den nativen Inkubationsansatz ohne Zusatz von Oligonucleotid festgesetzt. Daraus
ergab sich fiir das Kompetitionsoligonucleotid up-3 bei Einsatz eines dquimolaren
Verhiltnisses zur atp9-RNA eine deutliche Reduktion der Aktivitit auf unter 60 %. Bei
10fachem UberschuB reduzierte sich die Aktivitit sogar auf unter 7 %. Der Zusatz des
Kompetitionsoligonucleotids up-4 verringerte die RNA-Editingaktivitit ebenfalls. Hier
lagen die Aktivititen jedoch immerhin bei iiber 60 % bei dquimolarem Verhiltnis und
bei iiber 50 % bei 10fachem Uberschul zum RNA-Template. Die Kontrolle mit K-Vec
zeigte dagegen keine Reduktion der RNA-Editingaktivitdt. Die Aktivitdten lagen hier
zwischen 93 % (iquimolar) und 107 % (10facher UberschuB).

100 4 —— mohne Oligo
W dquimolar

80 m 10facher Uberschul®
(2]
£ 60
S
L
X 40
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Abb. 4.22: EinfluB der Kompetitionsoligonucleotide wup-3, up-4 und K-Vec auf die
Editingaktivitit — Die Quantifizierung der Kompetitionsanalyse erfolgte densitometrisch, dabei wurde
die RNA-Editingaktivitit des nativen Ansatzes ohne Zusatz von Kompetitionsoligonucleotid (griiner
Balken) auf 100 % festgelegt. Der Einflul des dquimolaren Einsatzes (roter Balken) und des 10fachen
molaren Uberschusses (blauer Balken) der angegebenen Oligonucleotide auf die RNA-Editingaktivitit ist
dargestellt.

4.3.2 Mutagenese des atp9-Templates aus Erbse

Um zu bestdtigen, dal essentielle Bereiche des Erbsen-atp9-Templates upstream von
der Editingstelle 1 liegen, wurden Insertionsanalysen durchgefiihrt. Anhand von
15 Basen-Insertionen 5’ von der Editingstelle 1 sollte untersucht werden, inwieweit der
Abstand eines cis-Elementes zur Editingstelle (,,Spacing®) beim mitochondrialen RNA-
Editing von Bedeutung ist. Erste indirekte Hinweise dafiir gibt es bislang nur fiir das
Editing der plastiddren ndhB-RNA (Hermann & Bock, 1999) und der mitochondrialen
cox2-RNA (Farré et al., 2001).

Zur Herstellung der Insertionsmutanten wurde das atp9-Gen aus Erbse (vgl. Abb. 4.8,
S. 53) herangezogen. Bei der ,,Linker Scanning“-Mutagenese (s. unter 3.16) wurde
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zundchst in einer Transpositionsreaktion die Integration eines Transposons
(Transprimers) in die Plasmid-DNA vollzogen. Diese in groBem Umfang hergestellten
Transprimer-Insertionsmutanten wurden mittels PCR auf solche beschrinkt, die die
Insertion innerhalb der atp9-Sequenz tragen. Aus den positiv getesteten Kolonien wurde
anschlieBend die Plasmid-DNA isoliert und diese zur Herstellung der 15 bp-
Insertionsmutanten mit Pmel verdaut. Dabei wurde der Transprimer herausgeschnitten,
die nachfolgende Religation des Vektors flihrte zur gewiinschten 15 bp-Insertion. Diese
resultiert aus dem Erhalt einer Pmel-Schnittstelle (10 bp) des Transprimers und einer
5 bp-Verdopplung der atp9-Sequenz am Insertionsort durch die Transpositionsreaktion.
Die individuellen Ligationsreaktionen wurden erneut transformiert, selektiert und zur
exakten Lokalisierung der Insertionen sequenziert. Von den weit {iber 30 atp9-Mutanten
zeigten drei vielversprechende Insertionsorte (Mutanten 55, 69 und 174). Die relative
Lage der Insertionen zur Editingstelle 1 ist in Abb. 4.23 dargestellt. Die Mutanten
liegen jeweils etwa zehn Nucleotide voneinander entfernt und iiberspannen den
Upstreambereich iiber fast 30 Nucleotide. Dabei tragt die proximale Mutante 69 den
Insertionsort relativ zur Editingstelle zwischen den Nucleotidpositionen -6 und -7, die
Mutante 55 zwischen -16 und -17 und die distale Mutante 174 zwischen -27 und -28.

atp9-Gen pCR2.1

mut 174 mut 55 mut 69

CATTCTGTTTAAACA ’ TTAGATGTTTAAACA ‘ CAAAATGTTTAAACA ‘

5¢ TCGTGGATGAAAGAGCGTGACGAGTTTTTcTCCATTCGAGATGTTAGAAGGTGCAAAATATAGGTGCCGGAG—//— 3¢
U 234 nt

Abb. 4.23: Lage der Insertionen relativ zur Editingstelle 1 der atp9-Sequenz — Die atp9-Sequenz aus
Erbse ist als Ausschnitt in blau dargestellt, Vektorsequenzbereiche als schwarze Linien. Die Lage der
Mutanten mut 55, mut 69 und mut 174 ist unter Angabe der insertierten Sequenzen rot hervorgehoben.
Unterstrichen sind Sequenzen, die bei der Mutagenese durch die Transpositionsreaktion verdoppelt
wurden.

Ob diese Insertionen in das atp9-Template einen EinfluBl auf das RNA-Editing haben,
wurde im folgenden untersucht. Dazu wurden fiir die in vitro-Inkubation mit
mitochondrialen Lysaten gleiche Mengen afp9-RNA der drei Insertionsmutanten
mut 55, mut 69 und mut 174 und des Wildtyps eingesetzt. Die nicht-mutierte Wildtyp-
atp9-RNA diente dabei als Aktivititskontrolle des verwendeten Lysats. Die Analyse der
RNA-Editingaktivitit wurde an der Editingstelle 1 iiber die Primer-Ligation vor-
genommen. Da die Insertionen bei den Mutanten 55 und 69 im Paarungsbereich des in
der Primer-Ligation verwendeten Downstreamprimers Pos1 A liegen, wurden bei diesen
Ansidtzen die Primer PoslA-muS55 bzw. Mut69PoslA verwendet. Die Primer-
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Ligationsreaktionen fiir die Mutanten 174 und 55 sind in Abb. 4.24 dargestellt. Die
Kontrollansitze mit Wildtyp-atp9-RNA und die distale Mutante 174 zeigten hier einen
deutlichen C-zu-U-Umsatz. Fiir die Transkripte der Mutante 55 konnte hingegen keine
RNA-Editingaktivitit nachgewiesen werden.

.Wi]dtyp-afp9—RNA. ‘ Mutante 174 ‘ ‘ Mutante 55 ‘
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Abb. 4.24: RNA-Editing der Insertionsmutanten 174 und 55 im Vergleich zur Wildtyp-azp9-RNA
aus Erbse — Gezeigt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der Primer-Ligationsreaktionen als
Autoradiographie. Zur in vitro-Inkubation mit Mitochondrienlysaten aus Erbse wurden einerseits die
nicht-mutierte Wildtyp-atp9-RNA, andererseits Transkripte der Mutanten 55 und 174 eingesetzt, die die
in Abb. 4.23 dargestellten 15 Basen-Insertionen tragen. Als Kontrolle zu jedem Ansatz wurde zur
in vitro-Inkubation statt des nativen auch das hitzedenaturierte Mitochondrienlysat eingesetzt. Die C-zu-
U-Editingreaktion wurde in der Primer-Ligation mit dem C-Detektionsprimer Pos1B-C18 (gelb) und dem
T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (orange) nachgewiesen. Als Downstreamprimer dienten die *’P-
markierten Primer (blau) Pos1A, Posl A-mu55 bzw. Mut69Pos1A. Die Buchstaben ,,C* und ,,U* geben
die abgeleitete Identitédt der Nucleotide Cytidin bzw.Uridin an der RNA-Editingstelle an.

Die Analyse der Editingaktivitit fiir die Mutante 69 ist in Abb. 4.25 dargestellt. Fiir
diese konnte mittels der Primer-Ligation ebenfalls keine RNA-Editingaktivitét
detektiert werden, wihrend die Wildtyp-aip9-RNA einen deutlichen C-zu-Umsatz
zeigte.
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Abb. 4.25: RNA-Editing der Insertionsmutante 69 im Vergleich zur Wildtyp-afp9-RNA — Die
Autoradiographie zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der Primer-Ligationsreaktionen. Zur
in vitro-Inkubation mit Erbsenmitochondrienlysaten wurden einerseits die unmutierte Wildtyp-azp9-RNA
aus Erbse, andererseits Transkripte der Mutante 69 eingesetzt, die die in Abb. 4.23 dargestellte 15 Basen-
Insertion trigt. Als jeweilige Kontrolle fiir beide Ansdtze wurde das hitzedenaturierte Mitochondrienlysat
verwendet. Die C-zu-U-Editingreaktion wurde in der Primer-Ligation mit dem C-Detektionsprimer
PosIB-C18 (gelb) und dem T-Detektionsprimer PoslB-T16 (orange) nachgewiesen. Als
Downstreamprimer wurde der 32p_markierte Primer Posl1A (blau) verwendet. Die Buchstaben ,,C* und
U geben die abgeleitete Identitit der Nucleotide Cytidin bzw. Uridin an der RNA-Editingstelle an.

Uber Phosphorimaging wurden die Editingraten der drei Mutanten- und der afp9-
Wildtyp-Ansdtze quantifiziert und in Abb. 4.26 miteinander verglichen. Dabei wurde
der C-zu-U-Umsatz der Wildtyp-atp9-RNA als maximal mogliche Aktivitit gleich
100 % Editing gesetzt. Fiir die Mutante 174 resultierte daraus eine Aktivitit von {iber
60 %, wihrend fiir die Mutanten 55 und 69 in der Primer-Ligation keine Editingaktivitét
nachgewiesen werden konnte.

100
80 |
60 |
40 -
20 -

% Editing

n.d. n.d.

Wildtyp  Mutante 174 Mutante 55 Mutante 69

Abb. 4.26: Vergleich der Editingraten zwischen den Insertionsmutanten 174, 55 und 69 und der
Wildtyp-atp9-RNA — Der C-zu-U-Umsatz der Wildtyp-atp9-RNA (rot) wurde gleich 100 % Editing
festgelegt. Die Editingaktivitidten der Mutanten 174 (blau), 55 und 69 wurden in Relation zu diesem Wert
gesetzt. n.d. = nicht detektierbar.
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4.4 Chloroplasten-in vitro-RNA-Editingsystem der Erbse

Pflanzliche Chloroplasten und Mitochondrien zeigen beide C-zu-U-RNA-Editing. Da
bislang von einem verwandten Editingsystem basierend auf einer Cytidin-
Desaminierungsreaktion (Yu & Schuster, 1995, Blanc ef al., 1995) ausgegangen wird,
ist die Fragestellung interessant, ob Chloroplasten und Mitochondrien aus der gleichen
Pflanzenspezies in der Lage sind, RNA-Templates des jeweils anderen Organells zu
editieren.

Zur Untersuchung wurde auf das in dieser Arbeit etablierte mitochondriale in vitro-
System der Erbse zuriickgegriffen. Um die organellenheterologen Ansitze vollziehen zu
konnen, mufite zundchst fiir Erbsenchloroplasten ein in vitro-System etabliert werden,
das plastidire RNAs zu editieren vermag. Dafiir war es als erstes notwendig, ein
geeignetes Testsubstrat fiir das RNA-Editing in Chloroplasten zu wahlen. Dieses sollte
in vivo vollstindig editiert werden, damit im in vitro-System, also unter suboptimalen
Reaktionsbedingungen, die C-zu-U-Anderung noch nachgewiesen werden kann. Als
Kandidat dafiir kam die ndhB-RNA (codiert fiir eine Untereinheit der NAD(P)H-
Dehydrogenase) in Betracht, die in Tabak gut untersucht ist. Bekannt sind dort sowohl
die Editingstellen (Freyer et al., 1995) als auch teilweise die Vollstindigkeit der
C-zu-U-Umwandlungen. Wie hoch der Editingumsatz jedoch bei der Erbse liegt, wurde
tiber Sequenzierung iiberpriift. Dazu wurde Gesamt-RNA aus Erbsenbléttern isoliert
(s.unter 3.1), in cDNA umgeschrieben und mittels PCR (Primerpaar NdhB-1 und
NdhB-2) amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden von SeqLab in Gottingen sequenziert.
Da die PCR-Produkte die Gesamt-RNA-Population widerspiegeln, lieen sich so
Riickschliisse auf den Editingstatus in vivo machen. Fiir das ndhB-Gen aus Erbse ergab
sich fiir die Codonposition 44 ein vollstindiger Umsatz von Cytidin zu Uridin. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wird das Codon 44 in Anlehnung an die Bezeichnung der
Editingstellen in Tabak mit Editingstelle II bezeichnet.

Ob an dieser Editingposition auch in einem in vitro-System RNA-Editing stattfindet,
muflite gepriift werden. Dazu wurde zur Herstellung des nicht-editierten ndhB-
Testsubstrates zunichst das ndhB-Gen hinter den T7-Promotor in den pCR2.1-Vektor
kloniert (Abb. 4.27). Da das ndhB-Gen ein ca. 700 bp langes Intron zwischen Exon 1
und Exon 2 enthélt und die Gesamtgrofle sich damit auf tiber 1,1 kb belduft, wurde das
Intron aus dieser Sequenz entfernt. Dieser Schritt war notwendig, um einerseits eine
Transkription mit Produkten ganzer Lange zu gewihrleisten, andererseits das
Zerschneiden des Transkriptes wahrend der Inkubation durch RNasen zu vermindern.
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Abb. 4.27: Darstellung der Klonierung des ndhB-Gens aus Erbse und Lage der Editingstellen —
Das ndhB-Gen setzt sich aus zwei Exons (griin, Ex] und Ex2) und einem Intron zusammen. Die
enthaltenen Editingstellen sind durch rote Pfeile markiert. Zur Klonierung wurde das ndhB-Gen zunéchst
amplifiziert (Primerpaar NdhB-1 und NdhB-2, blaue Pfeile) und dann iiber die TA-Uberhang-Methode in
den pCR2.1-Vektor hinter den T7-Promotor eingesetzt (oben dargestellt). Zur Entfernung des Introns
wurde anschlieBend mit Hindlll verdaut und der Vektor religiert. Aus dem Herausschneiden resultiert als
spéteres Editingsubstrat eine verkiirzte RNA, die das Exon 1 ohne die letzten 43 Nucleotide reprisentiert.

Fiir die in vitro-Inkubation von ndhB-RNA und plastiddren Lysaten wurde zunéchst aus
dem beschriebenen genomischen Klon ohne Intron iiber den T7-Promotor des pCR2.1-
Vektors ein in vitro-Transkript erzeugt (Abb. 4.28). Nach Riickgewinnung der mit dem
Chloroplastenlysat inkubierten RNA (s.unter 3.19.3) wurde diese mittels RT-PCR
amplifiziert. Dabei wurden fiir die Reverse Transkription und fiir die PCR ein
vektorspezifischer Primer verwendet, der die Amplifikation der endogenen natiirlichen
ndhB-RNA ausschlief3t.



Ergebnisse 73

HindIll
ot 17 y } Pl
pCR2.1 ™ hdrBExt |
l in vitro-Transkription
RNA 5 — 3
- K Chloroplasten-Lysate
reisolierte
5: —_ C : — 3:
o~ —
l RT-PCR
amplifizierte 5 — Y
cDNA

3 [G2A] — 5
1 Denaturierung

Analyse des nicht-codogenen Stranges
in der Primer-Ligation

Abb. 4.28: Schematische Ubersicht der Arbeitsschritte fiir die Editinganalyse der ndhB-RNA — Das
in den pCR2.1-Vektor klonierte Exon 1 des ndhB-Gens ist als griiner Balken, die enthaltene
Editingstelle IT als schwarzer Pfeil dargestellt. Griin hervorgehoben ist das nicht-editierte Nucleotid
Cytidin, rot hervorgehoben das editierte Uridin, bzw. auf DNA-Ebene Thymidin. Nach PCR-
Amplifikation resultieren daraus die Nucleotide Guanosin (nicht-editiert) und Adenosin (editiert) im
nicht-codogenen Strang. Der graue Pfeil markiert den T7-Promotor in der Vektorsequenz. Der griine Pfeil
zeigt die Lage des ndhB-sequenzspezifischen Primers NdhB-1 der PCR, der blaue Pfeil markiert den
vektorspezifischen Primer Oligo2.1, der fiir die cDNA-Synthese und PCR verwendet wurde.

Die Editingstelle II des mit dem Chloroplastenlysat inkubierten ndhB-Transkriptes
wurde iiber die Primer-Ligation auf einen C-zu-U-Umsatz untersucht. Dazu war es
zundchst erforderlich, die Primer-Ligation an dieses Template anzupassen. Optimale
Spezifitit der Reaktion wurde bei einer Hybridisierungstemperatur von 66,4 °C unter
Verwendung der Primer NdhB-P1-C16 als C-Detektionsprimer bzw. NdhB-P1-T16 als
T-Detektionsprimer und des 5’-radioaktiv markierten Downstreamprimers NdhB-P1-5’
erreicht. Die Primer-Ligation zeigte unter diesen Bedingungen einen deutlichen
C-zu-U-Umsatz an der Editingstelle II der ndhB-RNA (Abb. 4.29). Die Quantifizierung
iiber Phosphorimaging ermittelte eine Editingrate von 2 %. Das plastidire Erbsensystem
ist demzufolge in der Lage, die ndhB-RNA in vitro nachweisbar zu editieren.
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Abb. 4.29: Nachweis des RNA-Editings im plastidiren Erbsen-in vitro-System an der ndhB-RNA
Gezeigt ist die Autoradiographie der gelelektrophoretischen Auftrennung der Primer-Ligationsprodukte.
Bei der Inkubation von Lysat und RNA wurden neben den nativen Ansdtzen auch Kontrollansdtze
vorgenommen, die das hitzedenaturierte Chloroplastenlysat enthielten. Die C-zu-U-Editingreaktion wurde
in der Primer-Ligation einerseits mit dem C-Detektionsprimer NdhB-P1-C16 (gelb), andererseits mit dem
T-Detektionsprimer NdhB-P1-T16 (orange) nachgewiesen. Als Downstreamprimer wurde in allen
Ansitzen der **P-markierte Primer NdhB-P1-5 (blau) verwendet.

4.5 RNA-Editing in organellenheterologen Ansatzen

Nach dem Nachweis der Editingaktivitdt des Erbsenchloroplasten-in vitro-Systems fiir
die plastididre ndhB-RNA war die Grundlage geschaffen, das System auf die RNA-
Editingaktivitét hinsichtlich eines mitochondrialen Templates zu untersuchen.

Fiir diesen organellenheterologen RNA-Editingansatz wurden zur in vitro-Inkubation
Chloroplastenlysate aus Erbse und die mitochondriale afp9-RNA aus der gleichen
Pflanze eingesetzt. Die atp9-RNA wurde zur Analyse gewihlt, da sie sich bereits im
mitochondrialen in vitro-System als geeignetes Editingsubstrat erwiesen hatte. Mittels
der Primer-Ligation konnte in diesem organellenheterologen System RNA-
Editingaktivitdit nachgewiesen werden (Abb. 4.30). Die Kontrollinkubation mit
hitzeinaktiviertem Lysat zeigte hingegen keinen C-zu-U-Umsatz. Bei der
mitochondrialen afp9-RNA findet demzufolge an der untersuchten Editingstelle 1 eine
C-zu-U-Editingreaktion statt.
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Abb. 4.30: Organellenheterologes RNA-Editing mit mitochondrialer azp9-RNA — Bei der Inkubation
von Erbsenchloroplastenlysat und RNA wurden neben den nativen Ansdtzen auch Kontrollansétze
vorgenommen, die das hitzedenaturierte Chloroplastenlysat enthielten. Die Analyse des Editings erfolgte
mittels der Primer-Ligation, deren Reaktionsprodukte gelelektrophoretisch aufgetrennt und hier als
Autoradiographie dargestellt sind. Zur Primer-Ligation wurde jeweils der Primer Pos1 A (blau) mit dem
C-Detektionsprimer Pos1B-C18 (gelb) bzw. dem T-Detektionsprimer Pos1B-T16 (orange) eingesetzt.
Die Buchstaben ,,C* und ,,U* geben die abgeleitete Identitdt der Nucleotide Cytidin bzw. Uridin an der
RNA-Editingstelle nach Inkubation an.

Das erfolgreiche RNA-Editing eines mitochondrialen RNA-Templates durch ein
Chloroplastenlysat deutet auf einen dhnlichen Mechanismus der beiden C-zu-U-RNA-
Editingapparate von Chloroplasten und Mitochondrien hin. Ob auch mitochondriale
Lysate in der Lage sind, plastidire RNAs zu editieren, sollte nun gepriift werden. Da
sich die ndhB-RNA im homologen Chloroplasten-in vitro-System als geeignetes
Editingsubstrat erwiesen hatte, wurde sie auch hier zur Untersuchung des
organellenheterologen RNA-Editings herangezogen.

Neben der plastiddren ndhB-RNA wurde fiir diese Analyse die mitochondriale atp9-
RNA zur Inkubation eingesetzt. Letztere sollte die RNA-Editingaktivitit des
verwendeten Mitochondrienlysats sicherstellen. Jeder Inkubationsanstz wurde dabei
einmal mit nativem und einmal mit hitzeinaktiviertem Lysat durchgefiihrt.

Die Analyse des RNA-Editings wurde iiber die Primer-Ligation vollzogen. Bei der
atp9-Template-RNA wurde die Editingstelle 1, bei der ndhB-Template-RNA die
Editingstelle II auf C-zu-U-Anderungen untersucht.

Anhand der mitochondrialen atp9-RNA konnte gezeigt werden (Abb. 4.31), daB3 das
verwendete Mitochondrienlysat Editingaktivitit besitzt. Die plastidire ndhB-RNA
zeigte jedoch im mitochondrialen in vitro-System kein RNA-Editing.
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Abb. 4.31: Organellenheterologes RNA-Editing mit plastidirer ndhB-RNA als Editingsubstrat —
Gezeigt ist die Autoradiographie der Primer-Ligationsreaktionen nach gelelektrophoretischer
Auftrennung. Zur Inkubation mit Erbsenmitochondrienlysat wurde einerseits die plastidire ndhB-RNA
aus Erbse (links), andererseits als Aktivitdtskontrolle des verwendeten Lysats die mitochondriale azp9-
RNA aus Erbse (rechts) eingesetzt. Die Inkubation wurde jeweils mit nativem (,,nat.) und
hitzedenaturiertem (,,den.”) Lysat durchgefiihrt. Die C-zu-U-Editingreaktion wurde anhand der
Entstehung des editierten Nucleotids Uridin (,,U*) in der Primer-Ligation mit dem T-Detektionsprimer
(orange) nachgewiesen. Fiir das ndhB-Template wurde dazu der Primer NdhB-P1-T16, fiir das a#p9-
Template der Primer Pos1B-T16 (orange) verwendet. Als markierter Downstreamprimer diente in den
ndhB-Ansitzen der Primer NdhB-P1-5’ (hellblau), in den atp9-Ansitzen der Primer Posl1A (dunkelblau).
Die Hybridisierungs-/Ligationstemperatur der Primer-Ligationsansétze betrugen 59 °C (atp9-Ansitze)
bzw. 66,4 °C (ndhB-Ansitze).

4.6 Das in organello-RNA-Editingsystem

In dieser Arbeit konnte bereits anhand eines in vitro-RNA-Editingsystems gezeigt
werden, dal mitochondriale Lysate einer Pflanze in der Lage sind, RNAs einer anderen
Pflanze zu editieren. Da die beiden fiir Erbse und Kartoffel etablierten mitochondrialen
Systeme jedoch unterschiedliche RNA-Editingaktivititen zeigten (4 % in Erbse, 2 % in
Kartoffel), blieben diese heterologen Untersuchungen aufgrund der niedrigeren
Aktivitit des Kartoffelsystems zunichst auf das Erbsen-in vitro-System beschrankt. Um
priifen zu kénnen, ob auch Lysate aus Kartoffelmitochondrien fahig sind, Erbsen-RNAs
heterolog zu editieren, wurde ein in organello-System fiir die Kartoffel etabliert. Dieses
System nutzt die Elektroporation zum Einbringen eines Plasmids in die Mitochondrien.
Wie von Farré und Araya (2001) gezeigt werden konnte, wird eine solche DNA-
Sequenz sowohl erfolgreich transkribiert, gespleifit als auch editiert, sofern ein
mitochondrialer Promotor und Terminator auf der DNA zugegen ist.

Zur Elektroporation der Kartoffelmitochondrien wurden die in Abb. 4.32 dargestellten
Konstrukte verwendet. Die auf RNA-Editing zu analysierenden atp9-Sequenzen aus
Erbse (Wildtyp-atp9-RNA, Insertionsmutanten 55, 69 und 174) wurden zur Herstellung
stabiler Transkripte unter die Kontrolle des mitochondrialen 26S rRNA-Promotors und
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des atpA-Terminators (aus Oenothera) gestellt. Um moglichst geringe Mengen an nicht-
editierten Transkripten in der Editinganalyse zu erfassen, wurde der atp9-Sequenz ein
Teil des cox2-Gens aus Arabidopsis thaliana nachgeschaltet. Da dieses Gen ein Intron
beinhaltet, sollte es moglich sein, iiber RT-PCR nur solche Transkripte zu amplifizieren,
die in den Mitochondrien in gespleiiter Form mit hohem Editingumsatz vorliegen.
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Abb. 4.32: Konstrukte fiir die Elektroporation von Kartoffelmitochondrien —Der 26S rRNA-
Promotor (gelb) und der afpA-Terminator (rosarot) wurden mittels PCR unter Anhdngen der zur
Klonierung notwendigen Restriktionsschnittstellen aus mitochondrialer DNA aus Oenothera amplifiziert.
Als 5’-Primer fiir die Promotorsequenz diente Pro3Apa (mit Apal-Schnittstelle), als 3’-Primer Pro4Eco
(mit EcoRI-Schnittstelle). Die Amplifikation des Terminators erfolgte iiber das Primerpaar TermlEco
und Term2Bam und resultierte in einer 5’-angehingten EcoRI- und 3’-terminalen BamHI-
Restriktionsschnittstelle. Der amplifizierte Promotor und Terminator wurden tiber Apal/BamHI in den
pCR2.1-Vektor kloniert. AnschlieBend wurde die cox2-Sequenz aus Arabidopsis thaliana (blau) mit
Intron (weill) mit den Primern Cox2-int-1 und TIB-3 (mit EcoRI- bzw. Mfel-Schnittstelle) amplifiziert
und in die entstandene EcoRI-Schnittstelle zwischen Promotor und Terminator hineingesetzt. Es folgte
das Einfiigen der atp9-Sequenz aus Erbse (orange) in die verbliebene EcoRI-Schnittstelle. Die atp9-
Sequenz entstammte dem in Abb. 4.8 (S. 53) dargestellten TA-klonierten pCR2.1-Konstrukt.

Zur Analyse des C-zu-U-Editings der in organello hergestellten FErbsen-atp9-
Transkripte wurde die RNA aus den Mitochondrien isoliert und die prozessierten azp9-
Transkripte mittels RT-PCR spezifisch amplifiziert. Die Sequenzierung dieser RT-PCR-
Produkte zeigte, dal das Kartoffel-in organello-System in der Lage ist, die atp9-RNA
heterolog an der Editingstelle 1 und 2 zu editieren (Abb. 4.33, oben und Mitte). Das
in organello-System bestdtigt somit das heterologe atp9-RNA-Editing, das in dieser
Arbeit bereits im in vitro-System der Erbse nachgewiesen wurde. Durch die Etablierung
des in organello-Systems erdffnete sich die Mdglichkeit, auch das RNA-Editing der
Insertionsmutanten im heterologen System zu untersuchen. Es sollte iiberpriift werden,
ob die Anforderungen an das Editingsubstrat im in organello-System die gleichen sind
wie im homologen in vitro-Erbsensystem.



Ergebnisse 78

Die Sequenzanalyse der RT-PCR-Produkte zeigte, dal die Mutante 174 (Abb. 4.33,
unten) ebenso wie die Wildtyp-azp9-RNA im heterologen in organello-System sowohl
an der Editingstelle 1 als auch an der Editingstelle 2 vollstindig editiert werden. Dieses
System belegt somit eindrucksvoll die iiber die Kompetitionsanalyse vorgenommene
Lokalisierung des cis-Elementes im Erbsen-in vitro-System.

CGAGTTTTT CT CCATTCGARAGATGTTAGRAAGGTGCO AAAATC ARTAGGTGCOCCGGAGCTGCTACAATTGCTTC &
Wildtyp-atp? nicht editiert i v

Wi

CGAGTTTTT CT CCATT CG AGATGTTLAGRE AGGTGC A LA ATTAALT AGGTGCCGGA GCTGCTACAATTGCETTT A

Wildtyp-afp? editiert v v

B AT VIV | TNy e Y T I e sl

TCTGTT ThL LCALCATTCG LG ATGTTLG A ACGTGCALALEATTAALTAGST GCCGGAGCTGECT ACAATTG CTT T &

Mutante 174 + +

Abb. 4.33: Sequenzierung der in organello transkribierten und editierten Erbsen-afp9-Transkripte
des Wildtyps und der Mutante 174 — Die in den intakten Kartoffelmitochondrien hergestellten Erbsen-
atp9-Transkripte wurden mit einem Erbsen-a#p9-spezifischen Primer (Pea-tra-1) und einem cox2-
spezifischen Primer (Cox2.4) iiber RT-PCR amplifiziert. Die den gespleifiten Varianten entsprechenden
RT-PCR-Produkte wurden direkt sequenziert. Als Kontrollsequenz diente die nicht-edtierte Wildtyp-
atp9-Sequenz (oben). Diese wurde durch das zur Elektroporation eingesetzte Ausgangskonstrukt
bereitgestellt, das tiber PCR mit denselben Primern wie die in organello hergestellten Sequenzen
amplifiziert und sequenziert wurde. Schwarze Pfeile markieren die Editingstelle 1 (links) und die
Editingstelle 2 (rechts). Die Insertionssequenz der Mutante 174 ist rot hervorgehoben.

Anhand der Mutanten 55 und 69, die im homologen in vitro-System kein Editing
zeigten, wurde im in organello-System untersucht, ob der Ausfall des RNA-Editings an
der Editingstelle I Auswirkungen auf den Editingstatus der nur 30 nt entfernten,
downstream gelegenen Editingstelle 2 hat. Zu diesem Zweck wurden die aus der
in organello-Expression hergestellten atp9-RT-PCR-Produkte diesmal kloniert und
individuelle Klone sequenziert (Abb. 4.34). Als Kontrolle diente die Wildtyp-azp9-
RNA, die an beiden Editingstellen vollstindige C-zu-U-Umwandlungen aufwies. Fiir
beide Mutanten konnte gezeigt werden, dafl die C-zu-U-Umwandlung an der
Editingstelle 2 vollzogen wird, auch wenn die Editingstelle 1 uneditiert vorliegt.
Demzufolge verlduft die Editingreaktion an dieser 2. Stelle unabhingig von der
Umwandlung der Editingstelle 1.
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Abb. 4.34: Analyse des RNA-Editingstatus der Transkripte der Insertionsmutanten 55, 69
und der Wildtyp-atp9-RNA im heterologen in organello-System —Die in den intakten
Kartoffelmitochondrien hergestellten Erbsen-atp9-Transkripte wurden mit dem Erbsen-afp9-spezifischen
Primer Pea-tra-1 und dem cox2-spezifischen Primer Cox2.4 iiber RT-PCR amplifiziert. Die den
gespleifiten Varianten entsprechenden Produkte wurden kloniert und individuelle Klone sequenziert. Als
Kontrollsequenzen dienten die editierte und nicht-edtierte Wildtyp-azp9-Sequenz (rechte Seite). Dabei
wurde die uneditierte Sequenz durch das zur Elektroporation eingesetzte Ausgangskonstrukt
bereitgestellt, das tiber PCR mit denselben Primern wie die in organello hergestellten Sequenzen
amplifiziert und kloniert wurde. Weille Dreiecke zeigen die nicht-editierten Cytidine, rote Dreiecke die
Thymidine der DNA-Sequenz, die aus der C-zu-U-Umwandlung auf RNA-Ebene resultieren. Die beiden

Editingstellen sind mit ,,1* und ,,2° gekennzeichnet. Die insertierten Sequenzen der Mutanten (linke
Seite) sind blau hervorgehoben.



