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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Relevanz einer intakten NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, dem Komplex | der
Atmungskette, wurde eindrucksvoll durch die Aufklarung ihrer Rolle in degenerativen
Krankheiten bestatigt. Dabei sind nicht nur die Untereinheiten des Enzyms
erforderlich, sondern auch Biogenesefaktoren, die nicht Bestandteil des reifen
Komplex | sind. Im Vergleich zu den Gbrigen Atmungskettenkomplexen ist Uber diese
Proteine wenig bekannt und aufgeklart. In der Literatur sind zwoIf Proteine mit einer
Funktion fir den Komplex | bekannt, jedoch sind aufgrund der hohen Anzahl an
Untereinheiten, ihres dualgenetischen Ursprungs und der erforderlichen
prosthetischen Gruppen weitere Biogeneseproteine anzunehmen.

Zur |dentifizierung solcher Proteine fir den Komplex | wurde in dieser Arbeit ein
differentieller Genomvergleich zur Eingrenzung potentieller Kandidaten durchgefthrt.
Hierbei wurde nach Genen gesucht, die mit der Prasenz des Komplex | in
verschiedenen Hefen korrelierten. Es war dadurch mdglich die Gesamtzahl von
10.000 proteinkodierenden Genen in dem verwendeten Modellorganismus
Neurospora crassa auf 491 Gene mit einer potentiellen Bedeutung fiur die
Assemblierung des Komplex | einzugrenzen. Die Relevanz dieser Gene fur die
Biogenese des Komplex | wurde anhand der Auswirkung ihrer Deletion bestimmt. Es
wurden 248 Deletionsmutanten untersucht, von denen sieben einen spezifischen
Einfluss auf den Komplex | zeigten.

Erganzend zu diesem Ansatz wurden die Pentatricopeptid-Repeat-Proteine (PPR) in
N. crassa aufgrund ihrer Relevanz fur den RNA-Metabolismus in Organellen
untersucht. Von acht Proteinen dieser Proteinfamilie zeigten zwei einen spezifischen
Einfluss auf den Komplex I.

Die phanotypische Auspragung der Gendeletionen stellte sich in  einem
weitgehenden Verlust eines intakten Komplex | und in der Anreicherung von
Assemblierungsintermediaten dar.

Der Verlust von zwei PPR-Proteinen ergab Veranderungen in der Prozessierung
mitochondrialer RNA. Anhand von Northern Blots wurde der spezifische Einfluss auf
einzelne mitochondrial kodierte Komplex I-Untereinheiten nachgewiesen. Die
unterschiedliche Prasenz der sieben mitochondrial kodierten Untereinheiten im
Proteom unterstrich den spezifischen Einfluss beider PPR-Proteine auf die Synthese
dieser Proteine und damit der Biogenese des Komplex I.
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Summary

The relevance of an intact NADH:ubiquinone oxidoreductase, complex | of the
respiratory chain, was confirmed in an impressive way through the clarification of its
role in degenerative diseases. Not only the subunits of the enzyme are required to
demonstrate this, but also biogenesis factors, which are not part of the mature
complex I. In comparison to the other respiratory chain complexes little about this
protein is known and clarified. Twelve proteins with a function for complex | are
known in literature, but the existence of more biogenesis factors is assumed due to
the high number of subunits, their dual genetic origin and the required prosthetic
groups.

For the identification of such proteins for complex | a differential comparison of
genomes was made in this thesis to localise potential candidates. A screening of
genes which correlate with the presence of complex | in different kinds of yeast was
performed for this purpose. This process made it possible to reduce the total number
of 10.000 protein coding genes in the model organism Neurospora crassa down to
491 genes with a potential importance for the assembly of complex |. The relevance
of these genes for the biogenesis of complex | was determined by the impact of their
knockout. Seven out of a total of 248 knockout mutants studied indicated a specific
influence on complex I.

In addition to this approach the pentatricopeptide repeat proteins (PPR) in
Neurospora crassa were examined due to their relevance to the metabolism of the
RNA in organelles. Two of eight proteins of this protein family indicated a specific
influence on complex I.

The phenotypical specification of the gene knockouts were characterized by a
comprehensive loss of an intact complex | and the accumulation of assembly
intermediates.

The loss of two PPR proteins resulted in changes in the processing of mitochondrial
RNA. The specific impact on single mitochondrially encoded complex | subunits was
demonstrated by means of Northern blots. The difference in the presence of the
seven mitochondrially encoded subunits in the proteome emphasized the specific
influence of both PPR proteins on the synthesis of these proteins and therefore the

biogenesis of complex I.
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2.1 Das Prinzip der oxidativen Phosphorylierung

Die oxidative Phosphorylierung ist der letzte Schritt im abbauenden Stoffwechsel
(Katabolismus) aller aeroben Lebewesen und dient der Gewinnung von
Adenosintriphosphat (ATP), welches als universeller Energietrager bei vielen
zellularen Prozessen notwendig ist. Die in der Glykolyse und Citratzyklus erzeugten
Reduktionsaquivalente (hauptsachlich NADH) dienen zur Reduktion von Sauerstoff,
wobei Wasser entsteht. Die Energie dieser Reaktion, welche einer Knallgasreaktion
entspricht, wird Uber die Kopplung des exergonen Elektronentransports von NADH
zu molekularem Sauerstoff mit der endergonen Translokation von Protonen aus der
inneren Mitochondrienmatrix in den Intermembranraum in einem elektrochemischen
Membranpotentials gespeichert. Dieses nutzt die ATP-Synthase, um beim Rulckfluss
der Protonen durch eine Drehbewegung ATP aus ADP und Phosphat zu generieren
(Mitchell 1961; Mitchell 1976; Abrahams, Leslie et al. 1994).

An diesem Prozess beteiligt sind vier Enzymkomplexe, die in der inneren
Mitochondrienmembran in Eukaryoten und in der Zellmembran bei Prokaryoten
lokalisiert sind. Die ersten drei Komplexe bilden die Atmungskette. Hierzu gehoren
die Komplexe NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex 1), die
Ubichinol:Cytochrom c-Oxidoreduktase (Komplex Ill) und die Cytochrom c-Oxidase
(Komplex 1V). Die ATP-Synthase oder FoF1 — ATP Synthase (Komplex V) bildet den

letzten Komplex in der oxidativen Phosphorylierung.

Die katalysierten Reaktionen sind in den folgenden Gleichungen zusammengefasst:

Komplex | NADH + Q,, +5SH"1 — NAD" + Q,,H, +4H 4
Komplex Il O, H, +2Cytc® +2H"1 — Q) + 2Cytc™ + 4H* 4
Komplex IV 4Cytc™ + O, + (4+n)H'; — 4Cytc™ + 2H,0+ nH"
Komplex V ADP* + HPO,” + H" + nH*x — ATP*" + H,0+ nH",

Q10 = Ubichinon-10, Q1oH2 = Ubichinol-10, Cytc = Cytochrom c, | = negativ geladene
Innenseite der Membran, A = positiv geladene Aul3enseite der Membran, oberhalb
der gestrichelten Linie sind die Reaktionen der Atmungskette aufgefuhrt, unterhalb
die ATP-Synthese durch den Komplex V
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Die Anzahl der von der Cytochrom c-Oxidase transportierten Protonen pro
umgesetztes Elektron ist bei Eukaryoten variabel (Capitanio, Capitanio et al. 1991,
Papa, Capitanio et al. 1991; Frank und Kadenbach 1996; Michel 1999), jedoch im
Falle von Prokaryoten konstant 1 H" / e (Solioz, Carafoli et al. 1982).

Die Reduktion von Ubichinon findet auch im Citratzyklus durch die
Succinat:Ubichinon-Reduktase (Komplex II) und im Rahmen der p-Oxidation von
Fettsduren durch die Acyl-CoA-Dehydrogenase statt, jedoch tragen diese Enzyme
nicht zum Aufbau des Protonengradienten bei und gehdéren demnach nicht dem

System der oxidativen Phosphorylierung an.

P+ADP ATP

NADH NAD*
= ‘ui':-: \ ¢
; U'!:-l\ . : b F‘,",.'b'

Komplex | Komplex llI Komplex IV ATP-Synthase

Abb. 2.1: Die Enzymkomplexe und Reaktionen der oxidative Phosphorylierung. Die
Strukturen der Komplexe stammen aus Rodntgenbeugungsdaten und sind der
Proteindatenbank PDB als Bandermodell enthommen. Im Falle der Dimere Komplex IIl und
IV ist ein Monomer als Bander-, das andere Monomer als Kugelmodell dargestellt. Die
Struktur des Komplex | stammt aus den einzeln bestimmten Kristallstrukturen des
prokaryotischen Membranarms aus Escherichia coli (Efremov, Baradaran et al. 2010) und
des peripheren Arms aus Thermus thermophilus (Sazanov und Hinchliffe 2006). Q steht flr
Ubichinon, QH fir Ubichinol und Cyt ¢ fiir Cytochrom c.

Ein tiefes Verstandnis in die Funktionen und molekularen Mechanismen von
Proteinen und Proteinkomplexen liefert die Aufklarung der Struktur durch
Roéntgenbeugung am Proteinkristall. Die Strukturen der Komplexe der oxidativen
Phosphorylierung liegen mittlerweile fir den Komplex Il (Xia, Yu et al. 1997; Iwata,
Lee et al. 1998; Zhang, Huang et al. 1998; Hunte, Koepke et al. 2000), den Komplex
IV (lwata, Ostermeier et al. 1995; Tsukihara, Aoyama et al. 1996) und Komplex V
(Abrahams, Leslie et al. 1994; Meier, Polzer et al. 2005) seit mehreren Jahren vor,

der pro- und eukaryotische Komplex | folgte begrindet auf seiner GroRe und der

2
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Schwierigkeit der Kristallanzucht im Jahr 2006 mit der rdntgenographischen
Auflésung des peripheren Arms (Sazanov und Hinchliffe 2006) und im Jahr 2010
wurden sowohl der Membranarm wie auch der gesamte Komplex | aufgeklart

(Efremov, Baradaran et al. 2010; Hunte, Zickermann et al. 2010).

Die Komplexe der Atmungskette befinden sich nicht frei verteilt innerhalb der inneren
Mitochondrienmembran in Eukaryoten bzw. prokaryotischen Zellmembran, vielmehr
liegen sie in so genannten Superkomplexen gemeinsam lokalisiert vor. Die
Ausbildung dieser Superkomplexe wurde in vielen Organismen nachgewiesen,
sowohl in Prokaryoten wie Paracoccus denitrificans oder Corynebacterium
glutamicum (Berry und Trumpower 1985; Niebisch und Bott 2003; Stroh, Anderka et
al. 2004) wie auch in Eukaryoten. Als Beispiel lassen sich hier die Backerhefe
S. cerevisiae (Arnold, Pfeiffer et al. 1998; Cruciat, Brunner et al. 2000),
Respirasomen in verschiedenen Pflanzen (Eubel, Heinemeyer et al. 2004; Krause,
Reifschneider et al. 2004; Dudkina, Eubel et al. 2005) und ebenfalls Bos taurus als
Vertreter der Saugetiere nennen (Schagger und Pfeiffer 2000). Demnach ist eine
generell konservierte Funktion der Superkomplexe evident.

Die Funktion dieser Akkumulation der Atmungskettenkomplexe soll einen
effizienteren Elektronentransport zwischen den Enzymen ermdglichen, welches auch
als Substrachanneling bezeichnet wird. Hierbei kann auch von einer Erhdhung der
katalytischen Aktivitdt durch Reduktion der Diffusionsstrecken und -zeiten
ausgegangen werden (,Catalytic enhancement”) (Schagger 2002; Genova, Bianchi
et al. 2003). Weitere spekulative Funktionen konnen die Stabilitdt und
Assemblierungsunterstutzung der einzelnen Atmungskettenkomplexe durch die
anderen Komplexe erhdhen, wie es fur den Komplex | beobachet worden ist (Acin-
Perez und Bayona-Bafaluy 2004; Diaz, Fukui et al. 2006; McKenzie, Lazarou et al.
2006; Marques, Dencher et al. 2007). Studien in N. crassa zeigten sowohl die
Existenz von Komplex |-Dimeren wie auch Superkomplexen aus Komplex I/l1l/IV und
Komplex IlI/IV in verschiedenen stochiometrischen Zusammensetzungen mit einer
Relevanz fur die Komplex |-Stabilitat (Marques, Dencher et al. 2007). Eine Komplex
lll — Mangelmutante in N. crassa zeigt sowohl einen aktiven Komplex | wie auch IV
auf, jedoch mit einer Induzierung der Alternativen Oxidase (AOX). Des Weiteren sind
hierbei Komplex | und IV — Dimere und Komplex I/IV - Superkomplexe nachweisbar,

welche eine Assoziation mit der AOX demonstrieren. Die Bedeutung dieser
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Interaktion lasst sich mit dem heutigen Kenntnisstand nicht eruieren (Duarte und
Videira 2009). Die dritte hypothetische Funktion von Superkomplexen kann die
Vermeidung  beziehungsweise  Eliminierung reaktiver Intermediate  und
Sauerstoffspezies sein (Smeitink, van den Heuvel et al. 2001). Dies scheint aufgrund
der Existenz von Ubisemichinon essentiell zu sein, da es sonst bei einer Reaktion mit
Sauerstoff zur Bildung von Superoxidradikalen kommt (Kotlyar, Sled et al. 1990). Des
Weiteren spielt beispielsweise die ATP Synthase eine Rolle in der Ausbildung der
mitochondrialen Morphologie der Cristae, was auch auf Superkomplexe zutreffen
kann (Paumard, Valillier et al. 2002).

Erste Nachweise, dass Superkomplexe wirklich funktionelle und strukturelle
Einheiten aus einzelnen Atmungskettenkomplexen darstellen und in Anwesenheit
von Ubichinon und Cytochrom c autonom Atmung betreiben kdnnen, wurde durch
den Nachweis der Reduktion von Sauerstoff bei isolierten Superkomplexen erbracht
(Acin-Perez, Fernandez-Silva et al. 2008). In diesem Zusammenhang lassen sich

Superkomplexe auch als Respirasomen bezeichnen.

2.2 Die molekulare Architektur des Komplex |

Der erste Komplex der Atmungskette katalysiert die Oxidation des NADH unter
Reduktion des Ubichinons mit der Translokation von Protonen Uber die
prokaryotische Cytoplasma- bzw. eukaryotische Mitochondrienmembran. Der
Komplex | tragt also zum Aufbau des fur die ATP-Synthese notwendigen
Protonengradienten bei.

Der Atmungskettenkomplex | kommt in den Membranen von Mitochondrien der
meisten Eukaryoten sowie in vielen Bakterien vor. In Archaebakterien wurde er
bislang nicht gefunden. Die Mindestzahl an Untereinheiten fur ein funktionsfahiges
Enzym betragt zwischen 13-15 (in Bakterien) und wird in diesen Fallen auch als
Minimalform bezeichnet (Yagi und Matsuno-Yagi 2003; Hinchliffe, Carroll et al.
2006); in hoheren Organismen (z.B. Bos taurus) sind es jedoch bis zu 46
Untereinheiten durch die Existenz zusatzlicher, sogenannter akzessorischer
Untereinheiten (Carroll, Fearnley et al. 2003; Hirst, Carroll et al. 2003; Gabaldon,
Rainey et al. 2005). Die Bedeutung der akzessorischen Untereinheiten erscheint
sehr mannigfaltig. Eine Rolle bei der Vermeidung von reaktiven Sauerstoffspezies

(ROS) durch die Bildung eines isolierenden Gerlsts um die Minimalform wird ebenso

4
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vermutet (Robinson 1998) wie die erleichterte Ausbildung von Superkomplexen
durch oberflachige Interaktionsstellen (Budde, van den Heuvel et al. 2000). Fehlende
akzessorische Untereinheiten fuhren teilweise zum assemblierten, jedoch inaktiven
Komplex | wie im Falle der 40 kDa- Untereinheit, die Homologie zu
Reduktase/lsomerasen Familie und ein fest gebundenes NAD(P)H aufweist
(Fearnley und Walker 1992; Schulte, Haupt et al. 1999). Regulationsmechanismen
fur die Aktivitat des Komplex | zeigen sich durch die Moglichkeit der
Phosphorylierung von Serinen in bestimmten Untereinheiten (Chen, Fearnley et al.
2004; Yadava und Scheffler 2004) und die Moglichkeit der Erleichterung der
Assemblierung von FeS-Zentren (Videira 1998; Cardol, Vanrobaeys et al. 2004).

Die Gesamtmasse des Enzyms betragt je nach Organismus 500-1000 kDa. Damit
gehort der Komplex zu den groten bekannten Enzymen. Bekannte Cofaktoren
befinden sich im peripheren Arm, wie das Flavinmononukleotid und 7-9 Eisen-
Schwefel-Cluster. Der Komplex dahnelt dem Buchstaben "L". Ein Arm des "L" ragt in
das Innere der Mitochondrien bzw. Bakterien, der andere Arm liegt in der Membran.
Die molekulare Struktur des Komplex | und dadurch die Mdglichkeit nicht nur den
Aufbau, sondern auch den Mechanismus dieses diffizilen Proteinkomplexes
aufzuklaren, erfolgte zunachst nicht fir den gesamten Proteinkomplex, sondern die
beiden Bereiche des peripheren Arms und des Membranarms wurden getrennt
voneinander kristallisiert und die hieraus gewonnenen Informationen flr den Vorgang
des ,molecular replacements” in die Elektronendichteverteilung fur die Aufklarung
des prokaryotischen Komplex | aus T. thermophilus mit einer Auflésung von 4,5 A
genutzt (Sazanov und Hinchliffe 2006; Efremov, Baradaran et al. 2010; Hunte,
Zickermann et al. 2010).

Der periphere Arm konnte hochaufgelést mit 2,8 A strukturell aufgeklart werden,
welcher aus dem Prokaryoten Thermus thermophilus isoliert wurde und insgesamt
mit 14 Untereinheiten zu der Minimalform des Komplex | gezahlt werden kann
(Sazanov und Hinchliffe 2006). Der periphere Arm besitzt eine Y-formige Struktur mit
einer Hhe von 140 A und beinhaltet neun sichtbare FeS-Cluster. Der nicht kovalent
gebundene Elektronenakzeptor Flavinmononukleotid (FMN) befindet sich in der
Nahe einer zugangigen NADH-Bindestelle, von wo der Elektronentransport entlang
der FeS-Cluster N3, N1b, N4, N5, N6a, N6b und N2 dUber eine Gesamtlange von 84

A katalysiert werden kann. Der FeS-Cluster N1a kdnnte in Kooperation mit dem nahe
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gelegenen FMN als Radikalfanger fur am FMN entstehende reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) dienen, hierbei wird davon ausgegangen, dass das zweite
Elektron von NADH zunachst auf N1a Ubertragen wird (Hinchliffe und Sazanov 2005;
Sazanov 2007). Des Weiteren liegt N7 zu weit vom postulierten Elektronenweg
entfernt, um an diesem Prozess beteiligt sein zu kdnnen, da die maximale Distanz fur
einen physiologischen Elektronentransfer bei 14 A liegt (Page, Moser et al. 1999).
Als mdgliche Kontaktstelle zwischen den beiden Armen des Komplex | liel} sich die
25 A grolRe amphiphatische a-Helix H1 vermuten, welche an der Untereinheit Nqo6
lokalisiert ist (Sazanov und Hinchliffe 2006).
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Abb. 2.2: Kristallstruktur und Elektronenweg des peripheren Arms des Komplex | aus
T. thermophilus. (a) Proteinogene Untereinheiten sind als Badndermodell dargestellt und mit
der Bezeichnung der Untereinheiten Nqo1-6, 9 und 15 aus T. thermophilus versehen. Das
FMN wird als violette, die FeS-Zentren als rot-gelbe Kugeln dargestellt. Die mutmalliche
Ubichinon-Bindestelle ist durch ein Q gekennzeichnet. (b) Anordnung der Redoxzentren. Der
Elektronenweg mit den beteiligten Redoxzentren FMN und acht FeS-Zentren ist durch blaue
Pfeile gekennzeichnet. Die Distanz zwischen den Zentren ist in Angstrom vom jeweiligen
Mittelpunkt (in Klammern von Aufienkante zu Auflenkante) angegeben (Sazanov und
Hinchliffe 2006).

Mit Hilfe von Ro&ntgenstrukturanalysen wurde der isolierte Membranarm des

Komplex | von E. coli mit einer Aufldsung von 3,9 A gelést. Die Kristallstruktur zeigte
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die Anordnung der sechs Untereinheiten NuoL/M/N/A/J/IK (NuoH war nicht
Bestandteil des Kristalls) mit einer Gesamtmasse von 222kDa und 55
Transmembranhelices. Begrindet durch die Auflésung lieRen sich Positionen der
Helices bestimmen, nicht jedoch ihre Konnektivitat zueinander. Demzufolge wurden
Stukturannahmen getroffen. Die angrenzende Position der Untereinheiten NuoA/J/K
am peripheren Arm lie3 sich durch bisherige Untersuchungen annehmen (Kao,
Matsuno-Yagi et al. 2004; Kao, Di Bernardo et al. 2005; Kao, Nakamaru-Ogiso et al.
2005). Es zeigte sich ein dreifach wiederkehrendes Muster aus 14
Transmembranhelices, welche den drei Untereinheiten NuoL, NuoM und NuoN
zugeordnet werden konnten, da diese sowohl zueinander einen hohen Grad an
Homologie als auch zur Proteinfamilie der Antiporter aufweisen. Die Uberlagerung
der postulierten Strukturen zeigt eine gute Ubereinstimmung, vor allem die Existenz
von jeweils zwei diskontinuierlicher Helices pro Untereinheit. Sie wurden als
relevante Strukturelemente fur den Mechanismus der Protonentranslokation

postuliert (Efremov, Baradaran et al. 2010).

Abb. 2.3: Alignment der Antiporter-homologen Untereinheiten NuoL, NuoM und NuoN
aus E. coli. NuoN ist gelb, NuoM blau und NuoL violett dargestellt. (a) und (b) zeigen die
Uberlagerten Untereinheiten senkrecht zur Membranebene, oberhalb ist die cytosolische
Seite. (c) Blick vom Cytosol in die Membranebene. Die diskontinuierlichen Helices (HD1 ist
der Helix HL zugewandt, HD2 ca. 70° hiervon entfernt) sind durch breitere Bander
hervorgehoben (Efremov, Baradaran et al. 2010).

Die ubrigen 11 Helices wurden demnach den Untereinheiten NuoA/J/K zugeordnet,
jedoch ohne Moglichkeit der weiteren Differenzierung. Auffallig war die Existenz einer
Verlangerung der Untereinheit NuoL in die Helix HL, welche als signifikante

Strukturbesonderheit bezeichnet werden kann. Die Lage dieser Helix zeigte sich
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entlang der Membranebene mit Kontakt zu jeweils einer diskontinuierlichen

Transmembranhelix der Untereinheiten NuoL/M/N (Efremov, Baradaran et al. 2010).

a
Cytoplasm

NuoL NuoM luol NuoA/J/K
|

Abb. 2.4: Das a-helikale Modell des Membranarms aus E. coli. (a) Seitenansicht
senkrecht zur Membranebene. (b) Blick vom Periplasma senkrecht in die Membranebene.
Die Farbunterschiede weisen auf unterschiedliche Untereinheiten hin. Die Verlangerung HL
der Untereinheit NuoL ist dunkelviolett dargestellt und zeigt eine Lokalisierung entlang der
Membranebene senkrecht zu den (brigen Helices. Die diskontinuierlichen Helices der
Untereinheiten NuoL, M und N in Kontakt mit der Helix HL sind rot dargestellt, die hiervon
abgewandten orange (Efremov, Baradaran et al. 2010).

Inzwischen existiert auch die aufgeloste Struktur des gesamten Komplex | aus
T. thermophilus mit einer Aufldsung von 4,5 A, welche nicht die hochaufgeldste
Molekulstruktur sichtbar machte, jedoch als Basis fur die Modellierung der bekannten
Struktur des peripheren Arms und des a-helikalen Modells des Membranarms in die
sichtbare Elektronendichteverteilung zuliel3 (Efremov, Baradaran et al. 2010). Die in
der Struktur des bestimmten Membranarms fehlende Untereinheit NuoH (in der
Nomenklatur von T. thermophilus Ngo8) konnte zusammen mit NuoA/J/K als
Kontaktbereich mit dem peripheren Arm identifiziert werden, jedoch aufgrund der
nicht ausreichenden Auflésung war dieser Bereich nicht weiter charakterisierbar. Die
Position der Ubichinon-Bindestelle lasst sich aus den gegebenen Daten nicht final

eruieren. Die maximale Distanz zum FeS-Zentrum N2 von 14 A fir einen
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physiologischen Elektronentransport (Page, Moser et al. 1999) ist nur durch eine
Bewegung des hydrophoben Ubichinons aus der Membran mdglich, mutmaflich
entlang einer hydophoben ,Rampe® im peripheren Arm (Efremov, Baradaran et al.
2010).

180 A
| g0 |

Abb. 2.5: Die Architektur des Komplex | aus T. thermophilus. Diese Struktur stammt aus
der zuvor bestimmten Kristallstruktur flr den peripheren Arm aus T. thermophilus (Sazanov
und Hinchliffe 2006) und dem o-helikalen Modell fur den Membranarm aus E. coli.
Eingebettet in das Bandermodell sind die Redoxzentren im peripheren Arm, die kugelférmig
dargestellt sind. Die Bezeichnung der Untereinheiten erfolgt nach der Nomenklatur in
T. thermophilus (Efremov, Baradaran et al. 2010).

Erste Bestatigung der Relevanz und Konservierung dieser Struktur fand sich in der
Kristallstruktur des mitochondrialen Komplex | aus Yarrowia lipolytica mit insgesamt
40 bekannten Untereinheiten und einem Molekulargewicht von 950 kDa. Diese weist
die bekannte L-Struktur des Komplex | mit einem 100° Winkel zwischen peripherem
und Membranarm auf. Die Lange des Membranarms lieR sich mit 180 A und die des
peripheren Arms mit 190 A bestimmen. Die gebogene Form des Membranarms ist
der Mitochondrienmatrix zugewendet. Der Membranarm zeigte insgesamt 71
Transmembranhelices mit der gleichen strukturellen Besonderheit einer Helix, die
entlang der Membranebene lokalisiert ist. Dies deutet auf den gleichen Mechanismus

wie der prokaryotische Komplex | hin (Hunte, Zickermann et al. 2010).
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Abb. 2.6: Ausschnitt aus der Kristallstruktur des mitochondrialen Komplex | aus
Y. lipolytica. Gezeigt ist der Blick in die Membranebene vom &uRersten Ende des
Membranams parallel zur Helix HL, die entlang der Membranebene lokalisiert ist. Die ersten
helicalen Strukturen wurden in die Elektronendichten eingepasst (Hunte, Zickermann et al.
2010).

Der Kopplungsmechanismus der Komplex | zwischen der Redoxreaktion und der
Potonentranslokation kann nun auf Basis der Strukturdaten diskutiert werden.
Konformationelle Anderungen im Bereich der Untereinheiten NuoA/J/K/H kénnen zu
einer Bewegung der Helix HL fuhren. Diese wiederum kann aufgrund ihrer Lage zu
den diskontinuierlichen Helices der Antiporter-ahnlichen Untereinheiten NuoL/M/N
eine Translokation von mutmalilich 3 Protonen durch eine Bewegung hervorrufen.
Hierbei kdnnen negativ geladene Untereinheiten innerhalb der diskontinuierlichen
Helices eine Rolle spielen. Durch diesen Mechanismus kann die Translokation von
drei Protonen erklart werden, das vierte Proton bei dem bestimmten 4 H" / 2 e -
Verhaltnis ist bisher nicht offensichtlich.

Analog zu der bildhaften Bezeichnung der ATP Synthase als Turbine kann der
Komplex | mit der Helix HL, welche allegorisch als Kupplungsstange bezeichnet
werden kann, als Dampfmaschine betitelt werden (Efremov, Baradaran et al. 2010;
Ohnishi 2010). Der Mechanismus lasst eine Translokation durch konformationelle
Anderungen fiir zumindest drei Protonen postulieren, welche in der Vergangenheit
auch aufgrund der K'/H'- oder Na'/H*-Antiporter Homologien der NuolL/M/N
Untereinheiten angenommen wurde (Fearnley und Walker 1992; Mathiesen und
Hagerhall 2003; Ohnishi und Salerno 2005). Fur das vierte Proton lasst sich ein
direkter, redoxgetriebender Kopplungsmechanismus vermuten (Friedrich 2001;
Kashani-Poor, Zwicker et al. 2001; Sazanov und Hinchliffe 2006)

10
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Abb. 2.7: Postulierter Mechanismus des Komplex |. Der periphere Arm ist grau
dargestellt mit den eingebetteten Redoxzentren und dem Elektronentransfer. Die
Untereinheiten NuoL/M/N sind in hellpink, blau und gelb mit den orange dargestellten
diskontinuierlichen Helices und negativ geladenen Aminosduren dargestellt. Die
Ubichinonbindestelle ist dunkelviolett. Die verlangerte Helix HL der Untereinheit NuoL ist pink
markiert. (a) Die zum Cytoplasma gedffneten Antiporter-dhnlichen Untereinheiten
ermoglichen die Bindung von Protonen durch negativ geladene Aminosauren. (b) Eine
Konformationsénderung in der Nahe des peripheren Arms bewirkt eine Bewegung der Helix
HL, wodurch die Antiporter-dhnlichen Untereinheiten durch Interaktion mit den
diskontinuierlichen Helices sich zum Periplasma 6ffnen und hierbei die Protonen entlassen
werden (Ohnishi 2010).

2.3 Assemblierung des Komplex |

Die Assemblierung des Komplex | bestatigt zum heutigen Kenntnisstand die
modulare Evolutionstheorie (Friedrich und Weiss 1997), da unabhangig vom jeweils
betrachteten Organismus die Assemblierung Uber die Kombination grolerer
Vorstufen modulartig verlauft und keine einzelne Addition von Untereinheiten erfolgt.
Hierbei wird von den drei postulierten Funktionen des Komplex | ausgegangen, dem
Dehydrogenasemodul (zur Elektronenaufnahme), dem Hydrogenasemodul (flr den
Elektronentransport) und dem Transportmodul fur die Translokation der Protonen
Uber die Membran (Friedrich und Weiss 1997). Jedoch zeigten sich in den
untersuchten Organismen bisher unterschiedliche Zwischenstufen in der
Assemblierung, deren Bedeutung bislang als noch nicht aufgeklart erscheinen.

Die ersten Studien zur Assemblierung des Komplex | wurden in Neurospora crassa
durchgefuhrt. Die Verwendung von Deletionsmutanten und pulse-chase—
Markierungen fuhrten zu der Erkenntnis, dass der periphere Arm unabhangig vom
Membranarm assembliert und abschiel3end zum reifen Komplex | zusammengebaut
wird. Der Membranarm seinerseits entsteht aus einer groflen und kleinen

Membranarmvorstufe (Tuschen, Sackmann et al. 1990; Nehls, Friedrich et al. 1992;

11
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Schulte, Fecke et al. 1994). Hierbei traten im Assemblierungsintermediat des grof3en
Membranarms zwei Hilfsproteine auf, welche im reifen Komplex | nicht mehr
nachweisbar waren. lhre Bezeichnungen CIA30 und CIA84 beziehen sich auf ihre

molekulare Masse und ihre Funktion als complex | intermediate associated protein

(Kuffner, Rohr et al. 1998).
——

\ / Peripherer Arm

Komplex |
~11UE Pr— \
Grosse Membranarmvorstufe

/ Membranarm

Kleine Memhranarmvcrstufe

-~ 9 UE

Abb. 2.8: Assemblierungsmodell des Atmungskettenkomplex | in N. crassa. Die
unabhangige Bildung des Membranarms aus zwei Vorstufen und des peripheren Arms mit
der finalen Zusammenfuhrung zum Komplex | ist schematisch dargestellt (Schulte 2001).

Mit Ausnahme der funf Untereinheiten mit 51 kDa, 40 kDa, 24 kDa, 21 kDa und
21.3b kDa (nachfolgend als Deletionsmutante mit der Bezeichnung ihres
Molekulargewichtes in Kombination mit nuo fur NADH:Ubiquinon Oxidoreduktase
genannt) fuhren Defekte in Untereinheiten zu einer Akkumulation des jeweils
anderen Arms. Die Mutanten nuo51, nuo40, nuo24, nuo21 und nuo21.3b zeigen
einen vollstandig assemblierten Komplex | unter Mangel der jeweiligen Untereinheit
bei vollstandiger NADH-Oxidase-Aktivitat mit Ausnahme der inaktiven Mutanten
nuo51 und nuo21.3b (Alves und Videira 1994; Fecke, Sled et al. 1994; Ferreirinha,
Duarte et al. 1999; Schulte, Haupt et al. 1999). Eine Ausnahme bilden die

Untereinheiten 9.6 kDa des peripheren Arms und der 9.8 kDa Untereinheit des

12
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Membranarms. Hier zeigt sich ebenfalls eine Beeintrachtigung bei der Assemblierung
des anderen Arms (Schneider, Massow et al. 1995; Marques, Duarte et al. 2003).

Im Widerspruch hierzu steht das 2003 anhand von Patienten mit Kklinisch
manifestiertem Komplex | Defekt entwickelte Modell, welches aufgrund detektierbarer
Komplex | Fragmente postuliert wurde. Das Assemblierungsmodell beschreibt hierbei
die Assemblierung von zwei Modulen des peripheren Arms und eine frihzeitige
Verankerung eines Moduls des peripheren Arms mit Teilen des Membranarms.
Zusammenfassend zeigten sich sieben Intermediate, die eine Kombination aus
Untereinheiten des peripheren und des Membranarms aufweisen (Antonicka, Ogilvie
et al. 2003). Den Assemblierungsweg mit funktionalen Modulen ahnlich dem Modell
in N. crassa zeigte eine Studie mit humanen Zelllinien unter Inhibierung der
mitochondrialen Proteinsynthese und Verfolgung der Assemblierungsintermediate
(Ugalde, Vogel et al. 2004). Die mit dem GFP-Protein (Grin fluoreszierendes
Protein) fusionierte humane Untereinheit NDUFS3 (homolog zur Untereinheit
nuo28.6 in N. crassa) zeigte sechs Intermediate in der Assemblierung des
kompletten Komplex | mit einer eindeutigen Abhangigkeit von der Existenz
mitochondrialer Untereinheiten im dritten Schritt. Zu diesem Zeitpunkt wurde die
Membranverankerung des Assemblierungsintermediates mit membranstandigen
Untereinheiten postuliert (Vogel, Dieteren et al. 2007).

Der aktuelle Konsens zur Assemblierung des Komplex | umfasst die frihe
Verankerung eines Assemblierungsintermediates des peripheren Arms (sogenanntes
Q Modul) mit der mitochondrial kodierten und membranstandigen ND1 Untereinheit
unter Beteiligung einiger ebenfalls membranstandiger Untereinheiten. Hieran erfolgt
die Expansion sowohl des Q wie auch des P Moduls durch den Anbau weiterer
Untereinheiten oder Assemblierungsintermediate. Als einer der finalen Schritte
erscheint die Addition des N Moduls an das distale Ende des peripheren Armes. Ein
Austausch bereits assemblierter Untereinheiten gegen neu synthetisierte war
detektierbar und dient vermutlich der Reparatur von Schaden durch reaktive

Sauerstoffspezies (Lazarou, McKenzie et al. 2007; Lazarou, Thorburn et al. 2009).
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B17.2L
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Abb. 2.9: Assemblierungsmodell des Atmungskettenkomplex | in H. sapiens. Der
modulare Aufbau aus verschiedenen Intermediaten unter Beteiligung bisher bekannter
Assemblierungsfaktoren wird dargestellt. Die Eintrittspunkte verschiedener Untereinheiten
sind markiert (Lazarou, Thorburn et al. 2009).

N Modul
Bindet NADH und fangt
Q Modul

Elektronen der NADH
Oxidation ein
Elektronentransfer zum
ichinor

P Modul
Bindung von umcn inon

Protont tranlkt

Abb. 2.10: Bezeichnung der Module N, Q und P mit ihren Funktionen in H. sapiens. Die
Darstellung wurde verandert und Ubersetzt Gbernommen aus (Lazarou, Thorburn et al.
2009).

Bestatigung findet das postulierte Assemblierungsmodell in der Nachverfolgung der
Eintrittspunkte der mitochondrial kodierten Untereinheiten in die
Assemblierungsintermediate in Zelllinien von M. musculus. Als erste war die
Untereinheit ND1 (in einem Intermediat mit einer molekularen Masse von ~400-kDa
und Untereinheiten des peripheren Arms) detektierbar, gefolgt von ND2, ND3 und
ND4L im nachsten Schritt (~460-kDa). Hiernach lie® sich ND4 detektieren, gefolgt
von ND6 und als finften und finalem Eintrittspunkt der mitochondrial kodierten

Untereinheiten ND5 (Perales-Clemente, Fernandez-Vizarra et al. 2010).
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Der modulare Aufbau des Komplex | Iasst sich in allen Spezien bestatigen, jedoch
sind Unterschiede feststellbar. Hierbei tritt besonders hervor, dass die vollstandige
Assemblierung jeweils des peripheren Arms und des Membranarms mit einer
abschlieBenden Fusion sich nur in N. crassa zeigte. Studien im Menschen und
anderen Saugetieren wiesen eine fruhe Verankerung eines Intermediats des
peripheren Arms mit Teilen des Membranarms auf, wonach die weitere zumeist
modulare Assemblierung anschlief3t. Die Ursache ist unklar, wobei auch die Validitat
der Assemblierungsmodelle flr verschiedenste Organismen in Frage gestellt werden
muss. Letztendlich stellt sich die Frage, ob die Evolution dieses Enzyms und seiner
Assemblierung einmalig manifestiert wurde und nur noch in Details verandert worden
ist, oder ob man von einer limitierten Ubertragbarkeit aufgrund evolutionarer

Divergenzen zwischen den Organismen ausgehen muss.

2.3.1 Assemblierungsfaktoren des Komplex |

Bis zum heutigen Tage konnte eine Fulle von verschiedenartigen
Assemblierungsfaktoren fir den Komplex | in diversen Organismen identifiziert
werden.

Die Chaperone CIA30 und CIA84 wurden als essentielle Assemblierungsfaktoren fur
die Formation der groRen Membranarmvorstufe in N. crassa entdeckt (Kuffner, Rohr
et al. 1998; Schulte 2001). Die Konservierung der Funktion dieser Chaperone nicht
nur in Pilzen, sondern ebenfalls in der Assemblierung des Komplex | in Saugetieren
wurde nicht nur in vitro sondern auch durch die klinische Relevanz des zum CIA30
homologen menschlichen NDUFAF1 nachgewiesen (Vogel, Janssen et al. 2005;
Dunning, McKenzie et al. 2007). Ein homologes Protein zum CIA84 Protein aus
N. crassa im Menschen wurde postuliert, jedoch noch nicht durch in vivo oder in
vitro Studien belegt (Gabaldon, Rainey et al. 2005).

In der Hefe Yarrowia lipolytica fihrt die Deletion des Ind1 Gens zu einem deutlich
reduzierten Komplex | Gehalt der Mitochondrien. Eine Sequenzahnlichkeit zu
bekannten Fe-S-Cluster Assemblierungsproteinen wie Nbp35 lasst die Erfordernis
dieses Proteins fur die Vielzahl an Fe-S-Clustern im peripheren Arm annehmen,
welche in menschlichen HelLa Zelllinien verifiziert werden konnten und damit die
Konservierung dieser Funktion in einer Vielzahl an Komplex | nutzenden Organismen
annehmen lasst (Bych, Kerscher et al. 2008; Sheftel, Stehling et al. 2009).
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Anhand eines Genomvergleichs verschiedener Hefen wurden durch Subtraktion der
Genome von Hefen mit und ohne Komplex | Gene ausgesucht, die mit der Prasenz
des Atmungskettenkomplex | korrelierten. Hierbei wurde das zur Komplex |
Untereinheit B17.2 paraloge B17.2L Protein sowohl identifiziert wie auch in seiner
essentiellen und spezifischen Bedeutung fur die Komplex | Assemblierung in vivo
charakterisiert (Ogilvie, Kennaway et al. 2005; Vogel, van den Brand et al. 2007).
Eine Ausweitung des Genomvergleichs fuhrte zur Bestimmung des Proteins C80rf38
als moglichem Assemblierungsfaktor. Hiernach liel3 sich die klinische Relevanz in
einem Patienten bestatigen. Die Identifizierung einer moglichen Phytoene-Synthase
Domane lasst Spekulationen Uber eine Bedeutung dieses Proteins im Metabolismus
verzweigter Lipide zu (Pagliarini, Calvo et al. 2008).

Die ldentifizierung relevanter Biogenesefaktoren fur den Komplex | lieferten in den
vergangenen 5 Jahren vermehrt Patienten mit isolierten Komplex [-Defekten, in
deren Genom eine Mutation in bisher unbekannten Genen verifiziert werden konnte.
Hierbei aufzufuhren sind die Gene C20o0rf7, C60rf66 und C3orf60.

Die klinische Relevanz des menschlichen Proteins C20orf7 flr die Assemblierung
des Komplex | manifestierte sich in einem Patienten, dessen defektes C20orf7
Protein nachweislich in einem Assemblierungsschritt mit der mitochondrial kodierten
ND1 Untereinheit einer Membranarmvorstufe involviert ist. Die genaue
Funktionsweise dieses Proteins ist nicht aufgeklart, jedoch |asst eine vorhersagbare
S-Adenosyl-Methionin abhangige Methyltransferase-Domane eine Relevanz in einem
Methylierungsschritt mutmallen (Sugiana, Pagliarini et al. 2008).

Das Protein C6orf66 (NDUFAF4 Bezeichnung in H. sapiens) zeigte sich spezifisch
far den Komplex | Defekt in Patienten verantwortlich, welche keine
Beeintrachtigungen der anderen Atmungskettenkomplexe aufwiesen.
Bemerkenswert bei diesem Protein sind die nachweisbar erhdhten Expressionsraten
in invasiven Brustkrebszellen, welche zum heutigen Kenntnisstand in keinem
bekannten Zusammenhang mit der Funktion fur die Komplex I-Assemblierung zu
stehen scheinen (Saada, Edvardson et al. 2008).

C6orf66 interagiert mit dem Assemblierungsfaktor C3orf60 (NDUFAF3 Bezeichnung
in H. sapiens), dessen Relevanz fir den Komplex | in betroffenen Patienten evident
wurde. Hierbei wird von einer Beteilung in frihen Stadien der Translation von
mitochondrial kodierten Komplex | Untereinheiten oder ihrer Assemblierung

ausgegangen, des Weiteren zeigte sich eine Interaktion mit den Untereinheiten
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NDUFS2 (nuo49) und NDUFS3 (nuo30), welche in einem frihen
Assemblierungsintermediat vorliegen (Saada, Vogel et al. 2009).

Proteine mit bekannten zusatzlichen Funktionen wie der Assemblierung von
Atmungskettenkomplexen zeigten sich fur die AlF, Ecsit und Prohibitin.

Das Flavoprotein AlF (Apoptose-inducing factor) transloziert bei der Induktion der
Apoptose vom Mitochondrium zum Nukleus und interagiert mit der DNA. Hierbei ist
es nachweislich fir die Chromatin Kondensation und Chromatinolyse
mitverantwortlich, welches Apoptose auslosende Prozesse sind. Die Spezifitat von
AIF fir den Komplex | zeigte sich sowohl in vitro wie auch in vivo in Mausen, jedoch
mit einer Beschrankung auf bestimmte Organe (Hirn und Retina). Hier ist eine
deutliche Reduktion des Komplex | Gehaltes detektierbar. Eine zellulare Aufklarung
der Bedeutung des AIF Proteins auf den Komplex | steht weiterhin aus (Vahsen,
Cande et al. 2004).

Das Protein Ecsit (Evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll pathway)
spielt in der Immunantwort Uber einen Einfluss auf die Toll-like-Rezeptoren
Signalkaskade und im BMP (bone morphogenetic protein) Signalweg der
Embryogenese fur die Mesodermausbildung in Mus musculus eine nachweisbare
Rolle. Zusatzlich konnte seine Interaktion mit dem humanen CIA30 Protein
nachgewiesen und damit die Bedeutung fur die Komplex I-Assemblierung aufgezeigt
werden. Die zielgerichtete Abschaltung von Ecsit Uber RNA-Interferenz offenbarte
eine deutliche Abnahme an humanem CIA30 und Komplex | mit einer Akkumulierung
an Assemblierungsintermediaten (Vogel, Janssen et al. 2007).

Die bisher bekannten Funktionen der hochkonservierten membranstandigen Proteine
der Prohibitin Proteinfamilie bezogen sich auf Regulationsaufgaben in der
Zellproliferation (sowohl positive wie negative Regulationseffekte wurden in
verschiedenen Zelltypen und Organismen nachgewiesen) und Tumorsuppression.
Die Bedeutung fur die Komplex | Assemblierung war durch die Assoziierung des
Prohibitin Proteins in einem Komplex | Subkomplex mit den Untereinheiten 23, 30
und 49 kDa evident. Die Funktionsweise als Chaperon fur die Assemblierung beruht
auf Spekulationen und bendtigt weitere experimentelle Verifizierungen (Bourges,
Ramus et al. 2004).

Die Acyl-CoA Dehydrogenase 9 (ACAD9) weist nach der gezielten Abschaltung
durch RNA-Interferenz in HEK293 Zellen einen spezifischen Komplex | Mangel bei

gleichzeitig intakten Gbrigen Komplexen der oxidativen Phosphorylierung auf.
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Zusatzlich wurde eine Abnahme der detektierbaren Proteinmenge der beiden

Komplex | Hilfsproteine Ecsit und NDUFAF1 festgestellt. Entgegen der Annahme,

dass aufgrund der Homologie zu dem humanen Protein VLCAD (very long-chain

acyl-CoA dehydrogenase) eine Funktion fur den Stoffwechsel langkettiger Fettsauren

anzunehmen

ist,

zeigen die ACAD9 Mutanten einen normalen p-Oxidation

Fettsaurestoffwechsel. Dieses Beispiel zeigt die Mdglichkeit auf, dass trotz eines

hohen Homologiegrades zwischen Proteinen eine Divergenz in deren molekularen

Funktionen madglich ist (Zhang, Zhang et al. 2002; Nouws, Nijtmans et al. 2010).

Tab. 2.1: Identifizierte Proteine mit Einfluss auf die Assemblierung des Komplex I.

: Alternative
Bezeichnung : Erste . : ,
. Bezeichun P Funktionsweise Literatur
Protein H sapieng Identifikation
Assoziation am (Kuffner, Rohr et al.
Assemblierungsintermediat der | 1998; Vogel, Janssen
CIA30 NDUFAF1 N. crassa groflen Membranarmvorstufe, | etal. 2005; Dunning,
klinische Relevanz bestatigt McKenzie et al. 2007)
Assoziation am (Kuffner, Rohr et al
CIA84 (PTCD1) N. crassa Assemblierungsintermediat der | {ggq)™" '
groflen Membranarmvorstufe
; Assoziation an spatem (Ogilvie, Kennaway et
B17.2L NDUFAF2 H. sapiens Assemblierungsintermediat al. 2005)
Interaktion mit C60rf66,
, Einfluss auf mitochondrial (Saada, Vogel et al.
C3orf60 NDUFAF3 H. sapiens kodierte Untereinheiten oder | 2009)
ihre Assemblierung
Interaktion mit C3orf60, (Saada, Edvardson et
C6orf66 NDUFAF4 H. sapiens Notwendigkeit in friihem al. 2008)
Assemblierungsschritt '
Interaktion in
. Assemblierungsschritt unter (Sugiana, Pagliarini et
C20orf7 H. sapiens Beteiligung von ND1, SAM- al. 2008)
Methyltransferase Doméne
Einfluss auf Komplex | Gehalt, (Pagliarini, Calvo et al
C80rf38 H. sapiens maogliche Phytoene-Synthase 20?)98)6 ’ ’
Domane
Deutliche Reduktion des (Vahsen, Cande et al.
AlF M. musculus Komplex | Gehaltes 2004)
. H. sapiens (Vogel, Janssen et al
Ecsit (HEK293 und Interaktion mit humanem CIA30 2007) ’ '
HelLa Zellen)
Einfluss auf Komplex | Gehalt, | (Bych, Kerscher et al.
Ind1 Y. lipolytica mogliche Funktion in FeS- 2008; Sheftel, Stehling
Cluster Assemblierung et al. 2009)
Prohibitin H'CSR?_pIenS Assoziation mit (Bourges, Ramus et
( 8303 Assemblierungsintermediat al. 2004)
Zellen)
. Einflussnahme auf .
ACAD9 H. sapiens Proteingehalt an Ecsit, (Nouws, Nijtmans et

(HEK293 Zellen)

NDUFAF1 und Komplex |

al. 2010)
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2.4 Bedeutung von Pentatricopeptid-Repeat-Proteinen fur die
mitochondriale Biogenese

Die posttranskriptionellen Prozesse in Organellen werden haufig rigide und
genspezifisch von nuklear kodierten Faktoren kontrolliert. Hierbei kommt den
sogenannten Pentatricopeptide repeat domain (PPR) Proteinen eine besondere
Bedeutung zu. Die molekularen Funktionen von Proteinen mit PPR Domanen sind
bis ins letzte Detail noch nicht verstanden, da bei vielen der postulierten Aktivitaten
der direkte biochemische Nachweis fehlt (Schmitz-Linneweber und Small 2008).
Demzufolge sind weitere -auch indirekte- Aufgaben bei der Wirkungsweise der
Proteine dieser Klasse denkbar, jedoch ist die besondere Bedeutung in direkten
RNA-Wechselwirkungen zu betonen.

Die PPR Domane kann in bis zu dreiRigfacher Ausflhrung in einem einzelnen
Protein wiederholt werden und weist ein 35 Aminosauren umfassendes
degeneriertes Motiv auf. Diese charakteristischen Sequenzwiederholungen, welche
zumeist in Tandemanordnungen anzutreffen sind, zeigen sich fur die Namensgebung
dieser Familie verantwortlich (Small und Peeters 2000).

Die Proteine wurden im Jahre 2000 durch ihre signifikante Prasenz in terrestrischen
Pflanzen im Rahmen der Sequenzierung von Arabidopsis thaliana identifiziert und
liegen in diesem Organismus mit beispielsweise 450 Proteinen vor. Hierbei war
auffallig, dass diese bis dato unbekannte Proteinfamilie gehauft mitochondriale und
plastidare Prasequenzen aufweist (Schmitz-Linneweber und Small 2008). Trotz der
vorherrschenden Dominanz dieser Proteine fur Pflanzen sind einige PPR Proteine
ebenfalls in anderen Eukaryoten nachweisbar. In Homo sapiens lassen sich anhand
der Sequenz sechs, in Saccharomyces cerevisiae funf und in Neurospora crassa
acht PPR Proteine identifizieren (Lurin, Andres et al. 2004; Lightowlers und
Chrzanowska-Lightowlers 2008).

Die bisher bekannten Funktionen dieser Proteine lassen sich ausschlieBlich dem
RNA-Metabolismus in Organellen zuordnen, demnach sind sie in Eukaryoten in
Mitochondrien und in Pflanzen zusatzlich in Chloroplasten anzutreffen (Schmitz-
Linneweber und Small 2008). Hier sind sie verantwortlich fur vier umfassende
Aufgaben in der RNA Reifung.

(1) Durch Bindung an das untranslatierte 5’-Ende einer Pra-mRNA kdnnen

PPR Proteine die Translation initiieren. Bekannt ist dieser Vorgang fur das
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crp1 Protein aus Zea mays (Schmitz-Linneweber, Williams-Carrier et al.
2005) und ppr336 aus Arabidopsis thaliana (Uyttewaal, Mireau et al. 2008).

(2)  Spezifisches Editing durch die Bindung von PPR Proteinen an cis-
Elemente oberhalb des Bereichs, in dem die C-zu-U Prozessierung
vonstatten geht, ist beispielsweise fur die clb19 (Okuda, Nakamura et al.
2006) und crr4 (Wang, Zou et al. 2006; Okuda, Myouga et al. 2007)
Proteine in A. thaliana bekannt.

(3) PPR Proteine koénnen fur den Splicing-Vorgang bestimmter Introns
notwendig sein. Hierbei sei neben den Vertretern in Pflanzen -wie das
hcf152 (Meierhoff, Felder et al. 2003) und otp43- auch das Protein cya-5
aus N. crassa zu betonen (Coffin, Dhillon et al. 1997), welches das erste
charakterisierte PPR Protein in diesem Organismus war und homolog zu
dem Protein PET309 aus S. cerevisiae ist (Manthey und McEwen 1995).
Das PPR Protein otp43 zeigt eine hohe RNA-Spezifitdt gegenuber dem
nad1 Intron 1 und ist verantwortlich flr das trans-Splicing dieser Komplex |
Untereinheit in A. thaliana (de Longevialle, Meyer et al. 2007).

(4) Sowohl fur die Stabilitat wie auch fir den Abbau von RNA konnten PPR
Proteine identifiziert werden. Durch spezifische RNA-Bindung kann
einerseits die Spaltung der RNA durch Rekrutierung von Endonukleasen
ermdglicht bzw. beschleunigt werden, wie es im Fall des PPR Proteins
RF1b in Oryza sativa (Wang, Zou et al. 2006) nachgewiesen werden
konnte. Andererseits hindert die RNA-Bindung die Zugangigkeit der RNA
gegenuber Endonucleasen wie das PPR Protein mca1 in der einzelligen
Alge Chlamydomonas reinhardtii (Loiselay, Gumpel et al. 2008). Dieses
bindet an die ersten 21 Nukleotide der 5-UTR der petA-RNA und

verhindert die 5’->3’ Degradation.

Durch ein weites Spektrum an RNA-bindenden Aufgaben der PPR Proteine kann die
Reifung und Prozessierung des RNA-Metabolismus in Organellen sichergestellt
werden (Schmitz-Linneweber und Small 2008). In der nachfolgenden Abbildung sind

diese Aufgaben graphisch dargestellt.
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Abb. 2.11: Molekulare Funktionen von PPR Proteinen in Mitochondrien. Die Darstellung
ist dem Review von Schmitz-Linneweber entnommen und modifiziert worden. Die
angegebenen Zahlen entsprechen den Zahlen im Text.

Die Struktur von PPR Proteinen ist bisher noch nicht aufgeklart worden, jedoch ist
aufgrund einer Ahnlichkeit des Motives zu Tetratricopeptide Repeat Proteinen (TPR),
welche als Mediatoren und Wirkungsverstarkern bei Protein-Protein Interaktionen
bekannt sind, von einer Helix-turn-Helix Struktur auszugehen. Die in den TPR
bekannten anti-parallelen a-Helices bilden in ihrer Tandemanordnung einen
Zwischenraum, welche als Protein-Bindestelle postuliert wird (Das, Cohen et al.
1998; Small und Peeters 2000). Vorhergesagt wird fir PPR Proteine eine ahnliche
Struktur mit der Existenz einer a-helicalen Bindetasche fur RNA-Strange (Small und
Peeters 2000).

2.5 Neurospora crassa als Modellorganismus

Viele Assemblierungsfaktoren und ein allgemeines Verstandnis fur die Atmungskette
wurden anhand von Studien an der eukaryotischen Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae aufgedeckt. Aufgrund eines Mangels am Komplex | der Atmungskette in

S. cerevisiae mussen zur Erforschung dieses ersten Komplexes andere Organismen
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genutzt werden (Nosek und Fukuhara 1994; Friedrich und Weiss 1997). Der
apathogene Hyphenpilz Neurospora crassa, welcher der Klasse der Ascomyceten
zuzuordnen ist, zeichnet sich hier in besonderer Weise durch die einfache Anzucht
und Handhabung aus (Perkins und Davis 2000). In den 80 Jahre seit dem ersten
wissenschaftlichen Fachartikel zu N. crassa (Shear und Dodge 1927), wurde ein
umfassendes Repertoire zur wissenschaftlichen Bearbeitung und Charakterisierung
dieses Hyphenpilzes geschaffen. Hervorzuheben sind die fruhen Arbeiten Beadles,
Lederbergs und Tatums, welche durch Arbeiten an N. crassa die heute noch
modifiziert gultige These ,Ein-Gen-ein-Enzym® aufstellten. 1958 haben sie hierfir
den Nobelpreis' fiir Medizin erhalten (Beadle und Tatum 1941; Raju 1999). Des
Weiteren wurde durch die vollstandige Sequenzierung des Genoms von N. crassa
die molekularbiologische Arbeit an diesem Organismus weiter simplifiziert, da die
vollstandigen genetischen Informationen in allgemein zugangigen Datenbanken®* zur
Verfugung gestellt wurden (Galagan, Calvo et al. 2003; Mannhaupt, Montrone et al.
2003). N. crassa verfugt insgesamt Uber mehr als 40 Mb auf sieben Chromosomen,
welche jeweils eine Grolle zwischen 4-10 Mb aufweisen. Das Genom umfasst Uber
10.000 Gene mit einer geringen Anzahl von 396 paralogen Genen, was einem Anteil
von 3,6% entspricht. Diese geringe Redundanz des Genoms im Vergleich zu
anderen Organismen wie S. cerevisiae (1139 Paraloge bei 6449 Genen, 17,7%)
oder Arabidopsis thaliana (11283 Paraloge bei 25000 Genen, 45,1%) weist
N. crassa als besonders geeignet aus, um Effekte von ausgeschalteten oder
defekten Genen auf Stoffwechselvorgange zu untersuchen (Mannhaupt, Montrone et
al. 2003). Diesem Aspekt Folge leistend kommt dem Beitrag des Neurospora
Genome Projects® eine besondere Bedeutung zu, welches sich zum Ziel gesetzt hat,
alle Gene in N. crassa gezielt einzeln auszuschalten und die daraus resultierenden
Knockout-Mutanten (iber das Fungal Genetic Stock Center’ den jeweiligen
interessierten Forschern verfigbar zu machen (Colot, Park et al. 2006; Dunlap,
Borkovich et al. 2007). Die Methodik ist im nachfolgenden Kapitel 2.5.1 erlautert.

' "The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1958". Nobelprize.org. 13 Mar 2011
http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1958/

2 MNCDB, http://mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa/

3 BROAD Institute, Neurospora crassa Database;
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html

* Der Hauptsitz des Neurospora Genome Projects ist in Dartmouth, USA lokalisiert.
http://www.dartmouth.edu/~neurosporagenome/

® Fungal Genetic Stock Center, http://www.fgsc.net/
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Der typische und bevorzugte Lebensraum dieses heterotrophisch lebenden
Organismus sind feuchte und warme Gebiete. Demnach ist er auf feuchten,
faulenden Pflanzenteilen, aber auch an Orten wie Backereien zu finden. Der
Notwenigkeit der Hitzeaktivierung der Ascosporen Rechung tragend findet sich
dieser Schimmelpilz haufig als einer der ersten Kolonialisten nach Waldbranden auf
organischem Material (Davis 2000).

Der apathogene, saprophytische Organismus Neurospora crassa ist den
Schlauchpilzen (Ascomyceten) zuzuordnen und weist eine vegetative und generative
Vermehrung auf (Davis 2000; Perkins und Davis 2000). Der Begriff des Ascus, der
diesem Organismus seine Zuteilung zu den Ascomyceten verlieh, ist das typische
Fortpflanzungsorgan der heterothallischen Schlauchpilze und beinhaltet die jeweils
acht generativ gebildeten Ascosporen. Diese Sporen bilden sich infolge einer
sexuellen Kreuzung zwischen den beiden Kreuzungstypen A und a und missen
durch Hitzeeinwirkung aktiviert werden. Am vegetativen Mycel bildet bei der
generativen Vermehrung eine Ascogone, welche eine ,Empfangnishyphe®, die
Trichogyne ausbildet. Diese wiederrum kann mit einer Konidie oder dem Mycel eines
Stamms des entgegengesetzten Kreuzungstyp verschmelzen, infolge dessen
ascogone Hyphen ausgebildet werden. Diese beinhalten jeweils einen Kern des
Kreuzungstyp A und a (in der Abb. 2.12 rot und gelb dargestellt). Uber den
Zwischenschritt  der Bildung eines Vorfruchtkdrpers, des sogenannten
Protoperithezium, wird final der Fruchtkérper des Peritheziums ausgebildet. Uber
meiotische und mitotische Prozesse im Inneren des Peritheziums reifen acht
Ascosporen pro Ascus aus. (Davis 2000; Nowrousian 2007) Der Prozess der
vegetativen Vermehrung umfasst sowohl die Bildung der Hyphen, welche
zusammengenommen als verzweigte, tubulare Filamente das Myzel bilden, und die
Sporulation der mehrkernigen Makro- und einkernigen Mikrokonidien (Davis 2000).
Die durch ihre orange Farbung und Haufigkeit markanten 4-7 pm grof3en
Makrokonidien bilden sich an den Lufthyphen und tragen signifikant zur Verbreitung
des Pilzes bei (Lowry, Durkee et al. 1967). Die unauffalligen und lediglich in geringen
Mengen vorhandenen Mikrokonidien hingegen weisen eine GroRe von 2,5-3,5 um
auf und verbleiben nach ihrer Germination an den Hyphen (Fincham und Day 1979).
Die Abbildung 2.12 zeigt den generativen und vegetativen Lebenszyklus von

N. crassa mit der Sporulation der beiden Konidienarten (Nowrousian 2007).
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Abb. 2.12: Generativer und vegetativer Lebenszyklus von N. crassa (Nowrousian 2007).
Hierbei ist die Sporulation von Mikrokonidien und Makrokoniidien in der vegetativen
Vermehrung (asexuelle Entwicklung) durch die dunkelgraue Hintergrundfarbung
hervorgehoben, die generative Vermehrung (sexuelle Entwicklung) ist mit hellgrauer Farbung
hinterlegt. Die Ascosporenentwicklung in den Protoperithezien wurde hellgrin hinterlegt..

Besonders hervorzuheben ist die Rolle von N. crassa in der Verwendung als
Modellorganismus fur die Aufklarung der Assemblierungsvorgange in der
Atmungskette. Anders als Saugetiere weisen viele Pflanzen und Pilze eine
verzweigte Atmungskette auf, ebenso N. crassa (Douce und Neuburger 1989).
Diese fuhrt beispielsweise bei Mutationen oder Deletionen einzelner
Atmungskettenkomplexe zu nicht letalen Effekten -anders als beispielsweise in
Saugetieren (Nehls, Friedrich et al. 1992). Die ausschliel3lich kernkodierten und im
Vergleich zu den Atmungskettenkomplexen signifikant kleineren alternativen NADH-
Dehydrogenasen und Ubichinol-Oxidasen (zwischen 43-65 kDa mit einer singularen
Polypeptidkette) tragen nicht zum Aufbau des elektrochemischen Potentials zur ATP-

Synthese bei, da sie keine Protonen translozieren (Schwitzguebel und Palmer 1982;

24



2 Einleitung

Moller 2001). Spekulationen zur evolutionaren Bedeutung der Proteine der
alternativen Atmungskette lassen Moglichkeiten bei der Vermeidung der Bildung von
Sauerstoffradikalen und als Adaptionsmdglichkeit an variable Umweltbedingungen zu
(da Silva, Alves et al. 1996; Finnegan, Whelan et al. 1997; Simons, Millenaar et al.
1999; Moller 2001; Svensson und Rasmusson 2001; Michalecka, Svensson et al.
2003; Escobar, Franklin et al. 2004; Fernie, Carrari et al. 2004). Hierbei ist
bemerkenswert, dass die Substrataffinitat der alternativen Enzyme in N. crassa nur
10 % der protonenpumpenden Komplexen betragt und damit eine eventuelle
Bedeutung als Uberlaufventile fiir iberschiissige Reduktionsaquivalente méglich ist
(Raghavendra und Padmasree 2003). Dennoch lassen sich Beispiele auffihren, in
denen Organismen vollstandig auf einen energetisch aufwandig zu assemblierenden
Atmungskettenkomplex verzichten und eine alternative, nicht protonenpumpende
Dehydrogenase nutzen wie beispielsweise ND1 aus der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae (de Vries und Marres 1987; de Vries und Grivell 1988; Melo, Bandeiras et
al. 2004).

In N. crassa existieren funf Enzyme der alternativen Atmungskette, drei externe
NADH-Dehydrogenasen setzen das NADH aus dem Cytosol um (Melo, Duarte et al.
2001; Carneiro, Duarte et al. 2004; Carneiro, Duarte et al. 2007), die interne NADH-
Dehydrogenase ND1 oxidiert NADH in der mitochondrialen Matrix (Melo, Duarte et
al. 1999; Duarte, Peters et al. 2003) und eine Ubichinol Oxidase, welche Ubichinol
durch Sauerstoff oxidiert (Schwitzguebel und Palmer 1982).

alternative alternatlve

NADH—> Komplexl — Q> Komplex Il —>Cytc > Komplex v —0,

\ alternative /‘
>

NDE 1-3

Abb. 2.13: Verzweigte mitochondriale Atmungskette in N. crassa. Die nicht
protonenpumpenden Enzyme sind grau dargestellt. NDI 1 ist die interne NADH-
Dahydrogenase, NDE 1-3 die externen NADH-Dehydrogenasen, QH; steht fir Ubichinol, Cyt
c fur Cytochrom C (Darstellung nach (Douce und Neuburger 1989)).
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Ein interessanter moglicher Anwendungsaspekt der Enzyme der verzweigten
Atmungskette zeigte sich in der Verwendung in Saugetierzellen als
Komplementation von Defekten der Atmungskettenkomplexe (Yagi, Seo et al. 2001;
Park, Li et al. 2007). Insbesondere zeichnete sich hier die Anwendung der
alternativen Dehydrogenase NDI1 der Hefe S. cerevisiae aus, welche sowohl nach
Einschleusung des NDI1-Gens in Retinazellen in R. norwegicus optische Defekte
durch Manifestierung des LHON Syndroms zu lindern (Marella, Seo et al. 2010) wie
auch in D. melanogaster die postulierten Effekte des Komplex | auf die Apoptose
und Produktion von ROS durch eine verlangerte Lebensspanne aufzuheben vermag
(Sanz, Soikkeli et al. 2010). Des Weiteren wurden Komplex | Defekte erfolgreich in
C. elegans durch Expression des NDI1 gezeigt (DeCorby, Gaskova et al. 2007).
Spekulativ werden zukunftige Einsatzperspektiven der NDI1 bei Parkinson Patienten
diskutiert, da eine Dysfunktion des Komplex | mit Abnahme des ATP-Levels und
Zunahme der ROS Produktion unter Beschadigung der dopaminergen Neuronen
bekannt ist, jedoch unter Annahme einer klinischen Etablierung der Gentherapie
(Marella, Seo et al. 2009). Erste Moglichkeiten zeigten auf diesem Gebiet in vivo
Studien an Mausen mit manifestietem Morbus Parkinson und der erfolgreichen

Komplementation durch NDI 1 (Seo, Nakamaru-Ogiso et al. 2006).

2.5.1 Gezielte Geninaktivierung in N. crassa

Eine erfolgreiche Gendeletionsstrategie ist in N. crassa durch die signifikant niedrige
Rate der homologen Rekombination bei der Transformation von Fremd-DNA von
unter 10% erschwert (Colot, Park et al. 2006). Dieser Schwierigkeit Rechnung
tragend werden flr das Hochdurchsatz-Verfahren zur gezielten Geninaktivierung der
annahernd 10.000 Gene zwei Mutanten verwendet, Amus-51 und Amus-52
(Ninomiya, Suzuki et al. 2004; Ishibashi, Suzuki et al. 2006). Diese Proteine sind
verantwortlich fur den sogenannten Vorgang der Nicht-homologe Endverknipfung
(nonhomologous end-joining -NHEJ), also dem Reparaturmechanismus im Falle
eines DNA-Doppelstrangbruches, der durch einfache Ligation der DNA-Enden
unabhangig von homologen Sequenzen der jeweiligen DNA-Bereiche erfolgt. Dies
fuhrt selbst bei exogener DNA, die mit ausgedehnten Bereichen homologer DNA-
Sequenzen versehen ist, zum Ereignis der ektopischen Integration der DNA in das

Genom. Dem gegenuber stehen Proteine, welche eine homologe Rekombination
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ermdglichen, also einen Doppelstrangbruch durch die Anlagerung von homologen
DNA-Bereichen reparieren. Der letztgenannte Mechanismus ermdglicht im Falle der
EinfUhrung von Fremd-DNA in das Genom eines Organismus die homologe
Rekombination und findet im Organismus S. cerevisiae bevorzugt statt. Hierflr sind
die Gene RAD51, RAD52 und RAD54 zustandig, deren Homologe in N. crassa
nachweislich die gleiche Rolle spielen (namentlich mei-3, mus-11 und mus-25),
jedoch eine viel geringere Aktivitat aufweisen (Hatakeyama, Ishii et al. 1995; Handa,
Noguchi et al. 2000; Sakuraba, Schroeder et al. 2000). Die Verwendung von
Knockout-Mutanten, in denen entweder das Gen mus-51 oder mus-52 ausgeschaltet
worden ist, weisen zwar keine erhohte Rate bei dem Vorgang der homologen
Rekombination auf, jedoch erleichtert die vdllige Abwesenheit der heterologen
Rekombination beim Vorgang der Transformation mit Fremd-DNA die Selektion der
selten auftretenden Mutanten, die durch homologe Rekombination entstehen (Colot,
Park et al. 2006).

Zur Erzeugung der DNA-Deletionskassetten fur das Hochdurchsatz-Verfahren zur
Transformation von N. crassa wird die hohe Rate der homologen Rekombination in
S. cerevisiae genutzt. Zu diesem Zweck werden die angrenzenden Bereiche des
auszuschaltenden Gens per PCR amplifiziert und mit dem Gen flr den
Selektionsmarker und einem linearisierten Hefeshuttlevektor in S. cerevisiae
transformiert. Im Falle des Neurospora Genome Projects ist das hph-Gen
(Hygromycin B Phosphotransferase), welches dem Organismus die Resistenz
gegenuber dem Antibiotikum Hygromycin B aus dem Bakterium Streptomyces
hygroscopicus verleiht, der gewahlte Selektionsmarker (Staben, Jensen et al. 1989).
Hygromycin B inhibiert sowohl in eukaryotischen wie auch prokaryotischen Zellen die
Proteinsynthese (Gonzalez, Jimenez et al. 1978; Singh, Ursic et al. 1979). Der
Wirkmechanismus der durch das hph-Gen kodierten Kinase beruht auf der
Inaktivierung des Aminoglycosids Hygromycin B durch Phosphorylierung sowohl bei
der Nutzung in eukaryotischen wie prokaryotischen Zellen (Rao, Allen et al. 1983).
In Abbildung 2.15 ist das Verfahren dargestellt. Durch eine Amplifizierung der 3’- und
5’-flankierenden Bereiche um das auszuschaltende Gen mit den Primer 5f und 5r fur
den 5’-Bereich und den Primern 3f und 3r fur den 3’-Bereich werden die homologen
DNA-Abschnitte fur die spatere homologe Transformation generiert. Jeweils die von
aullen nach innen gerichteten Primer (5f, 3r) weisen an ihrem 5-Ende homologe

Bereiche zum linearisierten Hefeshuttlevektor auf. Die vom Gen nach aufien
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weisenden Primer tragen an ihrem jeweiligen 5-Ende homologe Bereiche zum
Selektionsmarker. Durch homologe Rekombination in S. cerevisiae wird ein
zirkulares Konstrukt erzeugt, das als Vorlage fur die Amplifikation der
Deletionskassette mit den Primern 5f und 3r dient. Diese wird im Anschluss fur die
Transformation des Amus-51 oder Amus-52 Stammes in N. crassa verwendet
(Colot, Park et al. 2006).

Bis zum 29. Oktober 2010 wurden mit dieser Strategie 7456 Gene gezielt
ausgeschaltet. Jedoch befanden sich hierunter 1296 heterokaryonte Mutanten, bei
welchen die erfolgte Deletion des Gens zu einem mutmallich letalen Effekt in
N. crassa fuhrte und demnach der Gen-Knockout nur gemischterbig in Kombination
mit Wildtyp-Nuclei vorliegt. Es lassen sich also 6160 homokaryonte Mutanten Uber
das FGSC bestellen. Des Weiteren liegen von den 7456 Mutanten 3387 Mutanten
sowohl im Kreuzungstyp A und a vor. Insgesamt hat das Neurospora Genome
Project bis zum genannten Stichtag 10823 Mutanten erzeugt, die mutmallich
fehlenden 2500 Mutanten der noch ausstehenden ORF’s (open reading frames)

werden in wenigen Jahren den Neurospora crassa — Forschern zur Verfligung

stehen®.
[$)8 3,
— —
.. ORF R
+ M
5'flank + Y 3'flank
A*A
/7,0hcassette
5' flank x X 3'flank
AMPF j— gURA?&;
_p

A DR e QURA3;

Abb. 2.14: Strategie zur Erzeugung der DNA-Deletionskassetten fiir das N. crassa
Knockout-Hochdurchsatzverfahren. Durch Amplifikation mit den Primern 5f, 5r, 3f und 3r
werden die den ORF (open reading frame) flankierenden Sequenzen amplifiziert und mit
einer hph Kassette (hph = Hygromycin Resistenz Gen) durch homologe Rekombination in
einen Hefe-Shuttle-Vektor in S._cerevisiae zusammengefligt. Homologe Sequenzbereiche
sind duch ein schematisches X dargestellt. Abschlief’iend wird mit den Primern 5f und 3r die
DNA-Deletionskassette amplizifiert. URA3 bezeichnet die Uracil-Auxotrophie Sequenz und
Amp~ die Ampicillin Resistenz Sequenz im Hefevektor.

® Die Daten wurden der Internetseite des Neurospora Genome Project entnommen
http://www.dartmouth.edu/~neurosporagenome/
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2.5.2 Das mitochondriale Genom von Neurospora crassa

Das ~65 kb umfassende mitochondriale Genom von N. crassa beinhaltet die
genetische Information von mehreren zentralen Untereinheiten der Komplexe der
oxidativen Phosphorylierung. Die sieben Untereinheiten ND1-6 und ND4L des
Komplex | sind mitochondrial kodiert, ebenso die Untereinheit cob (Cytochrom b) des
Komplex lll, die drei Untereinheiten cox1-3 des Komplex IV und drei Untereinheiten
der ATP Synthase, ATP6, ATP8 und ATP9. Die Funktion der Mitochondrien ist
jedoch abhangig von der Expression und dem anschlielenden Import in die
Mitochondrien von der Vielzahl nuklear kodierter Proteine. Zusatzlich enthalt das
mitochondriale Genom alle notwendigen 27 tRNA’s und zwei rRNA, die grofe und
kleine mitochondriale rRNA. Die tRNA- und rRNA- Bereiche sind in einem Viertel
clusterartig angeordnet. Die gro3e rRNA (23S) beinhaltet ein Intron der Guppe |,
welches seinerseits das Gen fur das mitochondriale S5 Protein der kleinen
ribosomalen Untereinheit enthalt (Griffiths 1995).

Die bekannten Promotoren wurden durch in vitro Transkription identifiziert. Drei
Promotoren weisen die 15 Basenpaar Konsensus-Sequenz 5-
TTAGARAKGKARTRR-3" und zwei die geringer konservierte 11 Basenpaar
Konsensus-Sequenz 5’-TTAGARRKRKA-3’ auf (mit R = A oder G und K = G oder T).
Drei dieser Promotoren liegen in der Nahe der kleinen rRNA (19S rRNA), ein
Promotor direkt am Genkode der grol3en rRNA (23S rRNA) und der funfte auf diese
Weise identifizierte Promotor lag 730 bp vom 5-Ende des cob — Gens entfernt
(Kennell und Lambowitz 1989; Kubelik, Kennell et al. 1990). Zwei zusatzliche
Promotoren wurden durch Northern Hybridisierung und Primer Extension fur die
Transkriptionsinitiieriung der mRNA von COX1 und dem Gencluster ATP8-ATPG6-
ATP9-COX2 identifiziert. Hierbei zeigte sich, dass das Gen ND1, welches das
nachstgelegene Gen am 3’-Ende des COX1 Gen ist, nicht Bestandteil eines
gemeinsamen mMRNA-Transkripts ist (Kleidon, Plesofsky et al. 2003).

Des Weiteren ist bei der mitochondrialen Transkription hervorzuheben, dass die
Primartranskripte zumeist mehrere Gene beinhalten. Diese sind im anschlieRenden
Reifungsprozess der mRNA sowohl Splicing- und Spaltungsprozessen unterworfen,
bevor die vollstandig prozessierte reife mMRNA der einzelnen Gene vorhanden ist.
Diese polycistronischen mRNA-Transkripte sind fur mehrere Gene untersucht
worden. Das Gencluster ATP8-ATP6-ATP9-COX2 wird gemeinsam transkribiert und

in funf nachweisbaren Splicing-Schritten prozessiert (Bittner-Eddy, Monroy et al.
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1994). Die Untereinheiten ND4L und ND5 sind in dicistronischen Pratranskripten
nachweisbar (Nelson und Macino 1987). Die Gene COX1 und COB werden einzeln
transkribiert (Kleidon, Plesofsky et al. 2003). Spekulativ kann davon ausgegangen
werden, dass die benachbarten Gene ND2-ND3 und ND1-ND4 ebenfalls als
dicistronische  Pratranskripte mit Promotersequenzen am 5-Ende der
Primartranskripte vorliegen, jedoch wurden diese Bereiche nicht weitergehend
untersucht.

Als notwendiger Transkriptionsfaktor flir die Reifung der COX1-mRNA konnte das
zum Pet309p aus S. cerevisiae homologe Protein cya-5 nachgewiesen werden,
welches der Familie der Pentatricopeptide-Repeat-Proteine zuzuordnen ist (Coffin,
Dhillon et al. 1997). Die Vielzahl notwendiger Prozessierungsschritte fur die
erfolgreiche mitochondriale Proteinsynthese erscheint fur die Notwenigkeit weiterer

Transkriptionsfaktoren evident.

ND4L

Met tRMA
Glu tRNA
Thr +RNA

55
235 rRNA

Wal RNA
Tle tRNA
Ser tRHA

Asp tRNA
Gly tRNA
Lys tRNA

40tp9

NDZ 195 rRHNA
; 3 v
(duplicaoted)

Asn RNA
P P arg tRua P

Met RMA

Abb. 2.15: Das mitochondriale Genom von N. crassa. Die DNA ist zirkular und weist 64.5
kb auf. Die sieben Untereinheiten des Komplex | (ND1-6, ND4L) sind pink dargestellt, das
Apocytochrom b (cob) des Komplex Ill orange, die drei Untereinheiten des Komplex IV
(COX1-3) in hellblau und die drei Untereinheiten des Komplex V (atp6, atp8, atp9) grin. Die
grofRe (23S) und kleine (19S) rRNA und das ribosomale Protein S5 in schwarz. Der Pfeil gibt
die Transkriptionsrichtung an. Bekannte Promotorsequenzen sind aufRerhalb der
Genomsequenz mit einem ,P“ markiert, ebenso die 27 tRNA Sequenzen in dunkelblau.
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2.6 Ziel der Arbeit

Die oxidative Phosphorylierung als wesentlicher Prozess der Energiegewinnung vom
Einzeller bis zu hdheren Organismen kann trotz umfassender und langjahriger
Erforschung nicht in allen Aspekten als aufgeklart bezeichnet werden. Ein
Hauptaugenmerk liegt in jungster Vergangenheit in der Aufklarung von Struktur und
Biogenese des grofdten Komplexes der Atmungskette, der NADH:Ubichinon
Oxidoreduktase.

In dieser Arbeit sollten essentielle und bislang unbekannte Biogenesefaktoren des
Komplex | identifiziert und charakterisiert werden. Die Bedeutsamkeit der
|dentifizierung weiterer Faktoren zeigt sich in der klinischen Manifestierung von
Komplex I-Defekten in verschiedenen Krankheiten, welche einen eindeutigen Bezug
zu Mutationen in Genen von Biogeneseproteinen aufweisen (Dunning, McKenzie et
al. 2007; Pagliarini, Calvo et al. 2008; Saada, Edvardson et al. 2008; Sugiana,
Pagliarini et al. 2008; Saada, Vogel et al. 2009; Nouws, Nijtmans et al. 2010).

Zur geeigneten Eingrenzung potentieller Gene wurde ein differentieller
Genomvergleich verschiedener Hefen angewendet. Gesucht wurden Gene, die
ausschlieBlich in Hefen mit einem Komplex | vorhanden sind, aber in Hefen ohne
Komplex | fehlen (Ogilvie, Kennaway et al. 2005).

Zusatzlich sollte eine genomweite Analyse von Proteinen mit einer Pentatricopeptid-
Repeat-Domane durchgefihrt werden, da diese spezifische Rollen im RNA-
Metabolismus in Organellen ausfuhren.

Die tatsachliche Relevanz der gefundenen Gene fur den Komplex | sollte durch
Gendeletionen untersucht werden. Dazu wurde der Hyphenpilz Neurospora crassa
gewahlt. Dieser Modellorganismus zeichnet sich durch seine vollstandige
Atmungskette inklusive des Komplexes |, sein etabliertes Methodenspektrum und der
vollstandigen Genomsequenzierung aus. Die Quantifizierung des Komplex | ist durch
die Messung der NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitat und der spezifischen Komplex I-
Farbung in BlauNativ-Gelen mdglich. Die Prasenz der Komplexe Il und IV kann
anhand der Bestimmung des Cytochromgehaltes Uberpruft werden. Dadurch sollte
festgestellt werden, ob die fraglichen Genprodukte allgemeine Aufgaben bei der
Biogenese der Atmungskette besitzen. Als Bestatigung der Relevanz der
Gendeletion flr die Prasenz des Komplex | sollte Uber eine Komplementierung der

Defekte dieser eindeutig bestatigt werden.
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Die Funktion der PPR-Proteine mit Einfluss auf den Komplex | sollte bei der
Transkription und Prozessierung mitochondrial kodierter Untereinheiten des
Komplex | untersucht werden, wofir als Prozessierungsanalyse das Verfahren der

Northern Blots gewahlt wurde.
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3 Material und Methoden

3.1 Mikroorganismen

N. crassa Wildtyp SL 74-OR23-1A (FGSC 987)
Mutante nuo20.9 (Krull 1995)

siehe Tabelle 4.1 (tabellarische Zusammenfassung aller
uberpruften Deletionsmutanten von N. crassa)

E. coli XL-1 Blue® (Stratagene)
XL10-Gold® (Stratagene)
BL21 (DE3) (Novagen)
DH5a (Invitrogen)

3.2 Plasmide
E. coli pJET1.2/blunt (Fermentas)
pET-28b (Novagen)
pET-16b (Novagen)
N. crassa pMYX2 (Campell, Enderlin et al. 1994)

3.3 Oligonukleotide

Die Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in der nachfolgenden Tabelle
3.1 zusammengefasst. Samtliche Oligonukleotide wurden von der Eurofins MWG
GmbH (ehemals MWG Biotech AG) bezogen und nach Herstellerangaben auf eine
Endkonzentration von 100 pmol/ul eingestellt.

Hierbei ist  zwischen  Oligonukleotiden  zu unterscheiden, die in
Polymerasekettenreaktionen (PCR) zur Uberpriifung von E. coli — Kolonien dienten
oder der Erzeugung der Plasmidkonstrukte flr die Expression in E. coli oder zur
Konplementierung in N. crassa. Des Weiteren sind die Oligonukleotide aufgelistet,

die zur Erzeugung der Sonden fur die Northern-Blots verwendet worden sind.
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Tab. 3.1: Verwendete Oligonukleotide. Die Abklrzungen for (forward) oder rev (reverse), li
(links) oder re (rechts), 3 (3’-Ende des Gens) oder 5 (5-Ende des Gens) beziehen sich auf
die Ausrichtung des Oligonukleotids von 5’ -> 3’.

all ine Oli Kleotid

T7-Promoter

TAATACGACTCACTATAGGG

pJET-rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
T7-Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG

ga-21 AGCTCAATCGACGGACCGGC
qa-211 GTGCGATGGGCTTGTGGGAG
MYX2-666 GGTCATCAGTGCAGTGACG
MYX2-1200 GCCTGAAGGCGTTACTAGG

Klonierunasoligonukleotide

13+His-for-InFu

GAGGTACCCGGCGCGCCATGATGTCAACCACCAAAGA

134 His-rev-InFu

TGGATCCCCGGCGCGCCTAGCAGCCGGATCTCAGTGG

13-16-Asc-for

TGGCGCGCCATGGGCCATCATCATCATC

13-16-Asc-rev

AGGCGCGCCTTAAATCACCCGCTCCTTCT

ncu02937 Ndel nP

GACTGCGATACGACATTCGATAGATACTGCATATGATGTCAACCACCAAAGAAACC

ncu02937 out

CACCTTTGAGTGGGCAAGGG

13_Ex2 li ATCGTTTCTCTTTGCCCATGGCGG

13 Ex1_rev_comp |CGCCATGGGCAAAGAGAAACGATTCCATAGACTGAAGGCTCCCG
17 +His-for GAGGTACCCGGCGCGCCGCCATATGATGACCCGGTCGGC
17+His-rev TGGATCCCCGGCGCGCCGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGG
His+17-for GAGGTACCCGGCGCGCCATGGGCAGCAGCCATCATCATC
His+17-rev TGGATCCCCGGCGCGCCTTACATGACGACATCCCCTCCAAAACC

sdm-17-Ex4-for

GTCCATCCCCTACGACCCCGAGAAAACCC

sdm-17-Ex4-rev

GGGTTTTCTCGGGGTCGTAGGGGATGGAC

17-Ex4-li-ney

ACCCCGAGAAAACCCCCTTCA

17 Ex3 rev _comp |GAAGGGGGTTTICTCCGGGTCGTAGGGGATGGACTTGATG
17 Ex3 i ACAATACAAAACTTTCCAGAGAT

17 Ex2 rev_comp |TCTGGAAAGTTITTIGTATTIGTCCGAAGCATGTCATCCATCA
17 Ex2 i GCGACCGGCCCAGTGCCATT

17 Ex1_rev_comp |AATGGCACTGGGCCGGTCGCTGTGATGGCCTCAGCCAACT

ncu00183 Ndel nP

CTCAATTACTGCTCAACTGCCCACCAATAATCATATGATGACCCGGTCGGCCGTGA

ncu00183 out

GGCTGGGTTCAGGACACAGTTC

ncul9Ex2CP

GCTTGGGATTGTAGAGGCTGTCTTCGATAAAGTCCCTTAGGAGC

ncul9Ex1FP

ACAGCCTCTACAATCCCAAC

19+His-rev-InFu

TGGATCCCCGGLGCGCCCTCAGTGGTGGTGETGETGGTGETCGAGTGCGGCCGCTACAGTATAC

194 His-for-InFu

GAGGTACCCGGCGLGCCCGGCAGCCATATGATGGACTCGCAACTCGT

19-pET28Asc-for

TGGCGCGCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATC

19-pET2BAsc-rev

AGGCGCGCCTTATACAGTATACATAACACTGGC

20a-rev+mS+Hind

AAGCTTTCACTCACTTCCTTCCACCCC

20a-rev+oS+Hind

AAGCTTCTCACTTCCTTCCACCCCCCAC

20a-for+Nde

CATATGCAACTCGCAAGGCAAGGA

20b-for+MNde

CATATGCCGCCACCTCGACAAGTAAT

20b-rev+mS+Hind

AAGCTTTCAAGCTGCAGATGCGCTCGATG

20b-rev+0S-Hind

AAGCTTAGCTGCAGATGCGCTCGATG

Oligonukleotide zur Erzeuguna der Northern-Blot Sonden

COB-for TTCTCAATTAAACTAAGCACAGG
COB-rev TCTTTGCTTTACATTTIGTITTTACCA
ATP6-for CCAATGCGTCTITAATGTATCCGC
ATP6-rev CAAGCCATTTTGTAGTGACATITGC
cox2-for AACGTGTGTTAGTTCAGGAAGG
cox2-rev TGCTACTCCTCAGATGGAAGG
ND4-3 TTGAAAGCTCACGTAGAATC

ND4-5 GAAAGTAAAGGTGCCATITG
ND2-3 TAGCTGAATCTATGGACTAC
ND2-5 CTAAAGCAGCACTCAATACC
ND3-3 TCAGAGTTTGAGTGTGGATTC
ND3-5 TGAACGCTGATGGAGGACATAA
ND4L-3 CTAATGAATATTACCTTAATAC
ND4L-5 CTATAGCAGATTCTGCACCTGCTAC
ND1-5 TTAGTTTCCGCAATCGATCC

ND1-3 ATGCAAAGAAGATTGGGTCC
ND5-5 CAGTCATGTATGGGAAAGCC
ND5-3 CATTAATACACGCTGCCACG
ND6-5 CAGTGAAACTGCGGGAGTG

ND6-3 AATGGTTATATATCGAGCGTGC

LB/Ampillicin-Medium

0,5-fach TBE-Puffer

3.4 Medien und Losungen

10 g/l Caseinhydrolysat
10 g/l NaCl

5 g/l Hefe-Extrakt

100 mg/I Ampillicin

89 mM Tris-Borat
1 mM EDTA 5-fach
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DNA Probenpuffer

1,0 % Agarose-Gel

Spurenelementlésung
(Davis und de Serres 1970)

50-fach Vogelsmedium

(Vogel 1956)

Biotin Kultivierungsagar

Agarbdden

Mikrokonidienplatten
(Westergaard et al., 1947)

10 mM EDTA

445 mM Tris-Borat, pH 8,2
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

10 g/l Agarose
70 pl/l Ethidiumbromid-Lésung in 0,5-fach TBE-
Puffer

50 g/I Citronensaure

50 g/l ZnSO4*7H20

2,5 g/l CuSO4*5H,0

0,5 g/l H3BO3

10 g/| Fe(NH4)2(SO4)2*6H20
0,5 g/l MnSO4

150 g/I Natriumcitrat

250 g/l KH2PO4

100 g/l NH4NO3

10 g/l MgSO4*7H,0

5 g/l CaCl;*2H,0

5 ml/l Spurenelementlésung
0,25 mg/l

16 g/l Agar

20 g/l Saccharose

20 ml/I 50-fach Vogelsmedium

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8

0,5 mg/l Benomyl (nach Autoklavieren)
ggf. mit 1,2 g/l Basta

18 g/l Agar

10 g/l Glycerin

10 g/l Saccharose

20 ml/I 50-fach Vogelsmedium
2,5 g/l Hefeextrakt

1 g/l Caseinhydrolysat

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8

0,1 g/l KNO3

70 mg/l KoHPO4

50 mg/l KH2PO4

50 mg/l MgSO4*7H,0

10 mg/l NaCl

0,5 pg/l Biotin-Lésung

10 pl/l Spurenelementlésung

150 mg/l Saccharose

16 g/l Agar

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8

10 mg/l CaCl,*2H,0 (nach Autoklavieren)
1 mM lodacetat (nach Autoklavieren)
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Sorboseagar

Flassigmedium

Elektroporationslésung

Regenerationslosung

Topagarose

Isolationspuffer

Aktivitatspuffer

Biuret-Reagenz

Zuckergradientenldsung

Lysispuffer, pH 8,0

16 g/l Agar

20 g/l Saccharose

20 ml/I 50-fach Vogelsmedium

15 g/l L(-)-Sorbose

ggf. mit 0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8
ggf. 150 mg/l Hygromycin

15 g/l Saccharose
20 ml/I 50-fach Vogelsmedium
0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8

1 M Sorbit
10 g/l PEG 4.000

1 M Sorbit

20 ml/I 50-fach Vogelsmedium
20 g/l Saccharose

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8

7 g/l Low Melting Agarose

20 g/l Saccharose

20 ml/I 50-fach Vogelsmedium
182 g/l Sorbit

15 g/l L(-)-Sorbose

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8
0,4 g/l Basta (nach Autoklavieren)

50 mi/l 1 M Tris-Acetat, pH 6,8
150 g/l Saccharose
2 ml PMSF-L6sung (0,1 M)

0,05 % (v/v) Triton X-100
50 mi/l 1M Tris-HCI, pH 7,5
50 mi/l 1M NaCl-Lésung

5 g/l Kaliumtartrat
3 g/l CuSO4*5H,0
5 g/l Kaliumiodid
8 g/l NaOH

75 bzw. 250 g/l Saccharose
0,05 % (v/v) Triton X-100
50 mi/l 1M Tris-HCI, pH 7,5
50 mi/l 1M NaCl-Lésung

40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA

20 mM Natriumacetat
1 % (w/v) SDS
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4-fach Protein-Probenpuffer 1 M Saccharose
200 mM Tris-Acetat, pH 6,8
5 mM EDTA
7 mM Dithioerythrol (DTE)
5 % (w/v) SDS
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

Coomassie Farbeldsung 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure
0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250

Entfarbeldsung 40 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure

10x BlauNativ — Puffer 500 mM BisTris
500 mM Tricine

4x BlauNativ — Probenpuffer 200 mM BisTris
24 M HCI
200 mM NaCl
40 % (w/v) Glycerin
0,004 % (w/v) Ponceau S

20x BlauNativ — Kathodenpuffer 0,4 % Coomassie®G-250

Solubilisierungspuffer 50 mM NacCl

(Marques, Dencher et al. 2007) 50 mM Imidazol-HCI, pH 7,0
10 % (v/v) Glycerin
5 mM 6-Aminocapronsaure

Komplex | — Farbeldsung 100 mM Tris-HCI, pH 7,4
768 mM Glycin
0,04 % (w/v) 4-Nitrotetrazolium-Blau
0,1 mM NADH
Komplex IV — Farbeldsung 0,5 mg/ml 3,3’-Diaminonezidine-Tetrahydrochlorid

50 mM Natriumphsophat, pH 7,4
20 U/ml Katalase

0,5 mg/ml Cytochrom c

75 mg/ml Saccharose

Puffer fur SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) — groRes System mit
anschlieBendem Tank - Blotting

4 %-iges Sammelgel 1,1 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
0,44 ml 1M Tris-Acetat, pH 6,8
66 ul 10 %-ige SDS auf 6,7 ml mit bidest. Wasser
auffullen
44 ul TEMED
22 ul APS
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16 %-iges Trenngel

Kammerpuffer

PBS

PBST

Antikorper-Losung

Farbeldsung

18,75 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
4,86 ml 1M Tris-Acetat, pH 8,8

350 pl 10 % SDS auf 35 ml mit bidest. Wasser
auffullen

17,5 yl TEMED

100 ul APS

2 M Glycerin
0,25 M Tris-HCI, pH 8,3
0,5 % (w/v) SDS

130 mM NacCl
2,7 mM KClI

6,5 mM KoHPO4
1,5 mM KH2PO4

PBS
0,1 % (v/v) Tween-20

1,5 g BSA
50 ml PBST
0,1 - 0,2 % der entsprechenden Antikorper

10 mM Na;HPO,4, pH 7,4
18 mg DAB
9 mg CoCl;
9 mg NiSO4

Puffer fur SDS-PAGE - kleines System mit anschlieBendem Semi-Dry - Blotting

Trenngelpuffer

Sammelgelpuffer

10x Laufpuffer

Blotpuffer

TBS

TBST

Blockpuffer

1,5 M Tris-HCI, pH 8,85
4 g/l SDS

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
4 g/l SDS

0,5 M Tris-HCI, pH 8,3
10 g/l SDS
1,9 M Glycin

10x Laufpuffer
20% (v/v) Methanol

20 mM Tris-HCI, pH 8,0
250 mM NaCl

TBS
0,1 % (v/iv) Tween®20

TBST

7 % (w/v) Milchpulver
0,05 % (w/v) NaNs;
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Puffer fur Arbeiten mit RNA
RNA — Isolierungspuffer
(autoklaviert)

Natriumacetat — Lésung
(autoklaviert)

Borat — Puffer
(autoklaviert)

LiCl — Lésung
(autoklaviert)

10x MOPS - Puffer

(autoklaviert)

denat. Agarosegel
(steriles ddH20)

20x SSC
(steriles ddH20)

Methylenblau — Lésung
(steriles ddH20)

20X SSPE
(steriles ddH20)
Entfarbeldsung

(steriles ddH20)

5x RNA — Auftragungspuffer

Losungen fur Northern Blots

Hybridisierungspuffer

330 mM Sorbit

200 mM Tris-HCI, pH 9,0
300 mM NaCl

10 mM EGTA

10 mM EDTA

2 % (w/v) SDS

3 M Natriumacetat / Essigsaure, pH 6,0

80 mM Tris/Borat, pH 8,0
5 mM EDTA

8 M LiCl

0,2 M Morpholinopropansulfonsaure, pH 7,0
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

1x MOPS — Puffer
1,8 % (v/v) Formaldehyd (37 %)
1,2 % (w/v) Agarose

3 M NaCl
0,33 M Natriumcitrat, pH 7,0

0,3 M Natriumacetat, pH 5,2
0,03 % (v/v) Methylenblau

175 g/l NaCl
27,6 g/l NaH,POy,
74,4 g/l EDTA, pH 7,4

1 x SSPE
1 % (w/v) SDS

6 % (v/v) gesattigte Bromphenolblau — Lésung
5 mM EDTA, pH 8,0

7,2 % (v/iv) Formaldehyd (37%)

0,02 % (v/v) Glycerin

3,084 % (v/v) Formamid

4x MOPS - Puffer

250 mM NazHPO4, pH 7,2
7 % (w/v) SDS
2,5mM EDTA
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Losungen fur Immunoprazipitation
Lysispuffer 140 mM NaCl
5 mM MgCl;
20 mM Tris-HCI, pH 7,6
1 mM PMSF
1 % (v/v) Triton X-100

Waschpuffer B 0,15 M NacCl
10 mM Tris-HCI, 7,6
2 mM EDTA
0,2% (v/v) Triton X-100

Waschpuffer C Waschpuffer B mit 0,5 M NaCl
Waschpuffer D 10 mM Tris-HCI, pH 8,0

IP - Auftragungspuffer 80 mM Tris-HCI, pH 6,8
5 mM EDTA
34 % (w/v) Saccharose
0,05 % (w/v) Bromophenol-Blau
3,2 % (w/v) SDS
40 mM DTT

Losungen fur Affinitats- und lonenaustauschchromatographie
Resuspensions- /Waschpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5

300 mM NaCl

10 mM Imidazol

0,1 % (v/v) Triton X-100

Elutionspuffer 50 mM Tris-HCI, pH 7,5
300 mM NaCl
250 mM Imidazol
0,1 % (v/v) Triton X-100

Niedrigsalzpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,1 % (v/v) Triton X-100

Hochsalzpuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 M NacCl

0,1 % (v/v) Triton X-100

3.5 DNA-Praparationen (Isolierung, Restriktion und Ligation)

Zur Plasmidisolierung aus E. coli wurde kommerzielle Isolierungskits der Firma
Qiagen verwendet. Entsprechend der Herstellervorschrift wurde im Minimalistab
Plasmide aus 4 ml Ubernachtkultur (QlAprep Spin Miniprep Kit) isoliert, bei der
Verwendung von 100 ml Ubernachtkultur entsprechend das Protokoll fiir die Midiprep
angewendet (QIAGEN Plasmid Midi Kit).
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Nach der Anzucht von Hyphen in 100 ml Flussigkultur erfolgte die Isolierung
genomischer DNA aus N. crassa mittels einer Phenol-/Chloroformextraktion
entsprechend der Methode von Al-Samarai fur 0,03 g gefriergetrocknetes Mycel (Al-
Samarrai und Schmid 2000), oder alternativ durch Verwendung von 0,3 g Mycel. In
beiden Fallen erfolgte eine Homogenisierung durch Moérsern des Mycels in flissigem
Stickstoff. Anschlielend wurde das Zellpulver mit 1 ml Lysispuffer und 10 pl RNase-
Losung (10 mg/ml) versetzt, geschuttelt und mit 1 ml aquilibriertem Phenol invertiert
(0,1 M Tris-HCI pH 8,0). AnschlieBend wurde durch einen funfminttigen
Zentrifugationsschritt die organische von der wassrigen Phase getrennt. Die
wassrige Phase wurde erneut mit 1 ml aquilibriertem Phenol versetzt und die
Zentrifugation wiederholt. Hiernach wurde die wassrige Phase mit 1 ml
Chloroform/Isoamylalkohol (Volumenverhaltnis 14/1) versetzt, sanft geschuttelt und
erneut durch Zentrifugation die wassrige von der organischen Phase getrennt. Zur
Prazipitation der genomischen DNA wurde die wassrige Phase mit einem Volumen
Isopropanol versetzt, vorsichtig vermischt und zehn Minuten auf Eis inkubiert.
Anschlieflend konnte die knauelartig ausgefallte DNA mit einem sterilen Zahnstocher
in ein frisches 1,5 ml — Reaktionsgefal tberfihrt und fur ca. 30 Minuten getrocknet
werden. Die DNA wurde je nach Ausbeute in 100-250 yl 5 mM Tris-HCI (pH 7,8)
geldst und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Gemal Herstellerangaben (NEB, Fermentas, Roche) wurden die analytischen und
praparativen Restriktionsansatze mit den entsprechenden Puffern versetzt und
inkubiert. Die Analyse der Restriktionsspaltung erfolgt mittels Agarosegelen oder bei
praparativen Ansatzen wurde die Isolierung der DNA Uber QIAquick Gel Extraktion
Kit (Qiagen) oder Uber eine praparative Agarosegelextraktion durchgefthrt.

Im Falle einer gewunschten Ligation von DNA-Molekilen wurden die 3'-
Hydroxylgruppe und der 5’-Phosphatrest mit dem Enzym T4 DNA Ligase zu einer
Phosphodiesterbindung verknlpft. Entsprechend Herstellervorgaben wurden die
DNA-Praparationen inkubiert und dabei im Falle einer Insert-in-Vektor Ligation im

molaren Verhaltnis von 3:1 zusammengegeben.

3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die in vitro Amplifikation definierter DNA-Sequenzen fur analytische und praparative
Zwecke wurde mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion / Polymerase Chain Reaction

(PCR) durchgefuhrt. Die Anwendung dieser Methode erstreckte sich bei dieser Arbeit
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vom analytischen Nachweis bestimmter Sequenzen innerhalb einer DNA Uber die
Amplifizierung und Mutation bestimmter DNA-Sequenzen fur die Modifikation und
Klonierung in E. coli und N. crassa bis hin zu der Erzeugung von DNA-Matrizen flr
die radioaktive Markierung von DNA-Sonden bei den durchgefuhrten Northern Blots.
Fur alle Zentrifugationsschritte bei der Probenvorbereitung wurde eine

Tischzentrifuge (Eppendorf 5415C) verwendet.

3.6.1 Analytische PCR zum Nachweis von DNA-Sequenzen

Zur Uberpriifung von erfolgreich transformierten Kolonien in E. coli wurde die
Kolonie-PCR durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden die Kolonien mit einem sterilen
Zahnstocher gepickt und abhangig von der Koloniegrof3e in 20-40 ul sterilem bidest.
Wasser in einem sterilen 1,5 ml-Reagiergefal® suspendiert. Direkt im Anschluss
wurde die Kolonie auf einer LB-Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen, markiert und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert, um die Kolonie zu
erhalten. Die Plasmid — DNA wurde durch eine funfminutige Inkubation in einem
kochenden Wasserbad aus den Zellen freigesetzt und anschlieRend unldsliche
Zellbestandteile durch eine funfminutige Zentrifugation bei 14000 Upm sedimentiert.
Jeweils 10 pl des Uberstandes wurden fiir einen 25 ul PCR — Reaktionsansatz
verwendet. Weitere Bestandteile des Reaktionsansatzes waren 2,5 pyl ThermoPol-
Puffer (NEB), 1 pl dNTPs (10mM), jeweils 0,5 ul der beiden zu verwendeten Primer,
0,2 ul Tag-DNA-Polymerase (NEB) und 10,3 ul bidest. Wasser.

Im Falle der Uberpriifung von DNA-Sequenzen in isolierten Plasmiden wurde
anstelle des Uberstandes der Kochlyse zwischen 10-200 ng DNA eingesetzt und mit
bidest. Wasser auf das Endvolumen von 25 pl aufgefullt.

Entsprechend der kalkulierten Annealingtemperatur der Primer und der Lange des zu
amplifizierenden DNA-Fragments (hierfir Annahme von 1000 bp pro Minute

Elongationszeit) wurde die PCR nach folgender Tabelle 3.2 durchgefuhrt.

Tab 3.2: PCR - Bedingung bei Verwendung der Taq — Polymerase.

PCR-Schritt ||Temperatur [°C]|| Zeit [min] ||Zyklen
Denaturierung 94 2.00 1
Denaturierung 24 0.30

Annealing Primerspezifisch 0.30 J9
Elongation 72 1min pro 1kb
Elongation 72 7.00 1
Abkihlung 4 a0 1
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3.6.2 PCR zur Erzeugung der DNA-Matrizen fur die radioaktive
Markierung

Die Amplifikation der DNA-Matritzen fur die radioaktive Markierung der Sonden flr
die Northern Blots erfolgt mit dem Einsatz von isolierter genomischer DNA von
N. crassa. Fur jeden Reaktionsansatz wurde das entsprechende Volumen von
200 ng isolierter DNA verwendet, eine Isolierung der mitochondrialen DNA war
hierfur unnétig, da in der Isolierung der Gesamt — DNA ausreichend mitochondriale
DNA vorhanden war. Der 25 ul PCR — Reaktionsansatz bestand neben der DNA-
Osung aus 2,5 pl ThermoPol-Puffer (NEB), 1 ul dNTPs (10mM), 0,2 ul Tag-DNA-
Polymerase (NEB), jeweils 0,5 pl der beiden Primern zur Amplifizierung des
entsprechenden DNA-Abschnitts und wurde mit bidest. Wasser auf ein Endvolumen
von 25 pl aufgefullt. Hierbei wurden die entsprechend 5’- und 3’- Primer miteinander
kombiniert. In der Tabelle 3.1 entweder mit ,for* und ,rev‘ oder ,5“ und ,3°
bezeichnet. AnschlielRend erfolgte eine standardisiete PCR mit den genannten

Bedingungen in der Tabelle 3.3.

Tab 3.3: PCR-Bedingung bei Verwendung der Taqg-Polymerase zur Erzeugung der
DNA-Sonden.

Il PCR-Schritt ||Temperatur [°C]|| Zeit [min] ||Zyklen||
Denaturierung 94 2.00 1
Denaturierung 94 0.30

Annealing 58 0.30 39
Elongation 72 0.45
Elongation 72 7.00 1
Abklhlung 4 =0 1

3.7 Klonierungsstrategie verschiedener DNA-Sequenzen

Fur die Klonierung von N. crassa-Genen in Plasmide wurden verschiedene
Strategien verwendet. Das Ziel war entweder eine heterologe Expression der
jeweiligen Proteine in E. coli, wofur die Integration in den Expressionsvektor pET-
28b oder pET-16b durchgefluhrt wurde. Oder durch eine ektopische Integration des
modifizierten Gens in das Genom von N. crassa-Deletionsmutanten sollte der Defekt
komplementiert werden. Hierfur wurde das Gen modifiziert in den pMYX2-Vektor
insertiert. Dieser Vektor beinhaltet sowohl die notwendigen Sequenzen flr eine
Klonierung in E. coli wie auch ein Resistenzgen gegen das Fungizid Benomyl als

Selektionsmarker fur die Verwendung in N. crassa. Benomyl ist ein
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Carbaminsaurederviat, welches an das p-Tubulin bindet und dadurch den Aufbau
von Mikrotubuli hemmt. Das Benomylresistenzgen unterscheidet sich vom -Tubulin
des Wildtyps in einer Base, so dass vermutlich eine Strukturveranderung des f-
Tubulins die Wirkung von Benomyl verhindert (Orbach, Porro et al. 1986; Niini und
Raudaskoski 1993). Des Weiteren beinhaltet der pMYX2-Vektor einen
chinadureinduzierbaren Promoter des qa-Genclusters (Patel, Schweizer et al. 1981;
Baum und Giles 1985; Giles, Case et al. 1985; Giles, Geever et al. 1991; Campell,
Enderlin et al. 1994) und einen trpC-Terminator. Uber eine singuldre Schnittstelle
wird das Plasmid fUr eine einfachere Insertion in das Genom linearisiert.

Die Amplifizierung von Genen aus der genomischen DNA von N. crassa erfolgte mit
der Phusion® DNA-Polymerase (Finnzymes) entsprechend dem Herstellerprotokoll.
Die Wahl fiel auf diese Polymerase, da ihre effiziente 3’-5-Exonuklease Aktivitat die
Fehlerquote zufalliger Mutationen minimert. Die Primer waren teilweise an ihrem 5'-
Ende modifiziert, um Schnittstellen fur nachfolgende Klonierungsschritte oder
homologe Bereiche zum Klonierungsvektor nach dem In-Fusion® PCR Cloning
System (Clontech) entsprechend der Herstellervorschrift zu ermdglichen.

Die Strategien zur Deletion der Introns in den Genen ncu02937, ncu00183, und
ncu02565 erfolgte durch die Verwendung von Primern, die in einer Fusions-PCR die
zuvor einzeln amplifizierten Exons zusammenfligen (Al Chab 2009; Biemann 2009)
oder durch eine vom Intron weggerichtete PCR entsprechend dem QuickChange® ||
XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) die Introns deletierten. Nach der
erfolgreichen Erzeugung der Intron-freien Sequenzen wurden die Gene in den
E. coli Expressionsvektor pET-28b oder pET-16b umgesetzt. Hiervon ausgehen
wurde Uber die Ligation mit der Ascl-Schnittstelle im pMYX2-Vektor oder dem In-
Fusion® Protokoll das Gen in den Shuttlevektor zur ektopischen Insertion in das

Genom von N. crassa umgesetzt.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Klonierung von Plamiden fiir die heterologe
Expression in E. coli oder Transformation in N. crassa. Die relevanten Bereiche wurden
nicht mafRstabsgetreu in die Plasmide eingezeichnet. Amp~, Kan® und ben sind die
Resistenz-vermitteinden Genbereiche gegen Ampicillin, Kanamycin und dem Fungizid
Benomyl. QA-Prom steht fir den Chinasaure-induzierbaren Promoter, trpC-Term flr den
Tryptophan C-Terminator. Der Hexahistidin-tag wurde schematisch als zwei zueinander

gerichtete Dreiecke dargestellt.
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Diese Strategie ist in der obenstehenden schematischen Abbildung 3.1 exemplarisch

dargestellt und verdeutlicht die Mdglichkeit sowohl die Plasmide fur die heterologe

Expression in E. coli wie zur ektopischen Integration in N. crassa zu nutzen.

In der nachfolgenden Tabelle 3.4 wurden die verschiedenen Primerkombinationen

zur Erzeugung der unterschiedlichen Plasmide aufgefuhrt. Die zu den Primern

gehdrenden Sequenzen sind in der Tabelle 3.1 angegeben.

Tab. 3.4: Primerkombinationen zur Klonierung verschiedener Plasmide. Die Sequenzen
der Oligonukleotide sind in der Tabelle 3.2 ersichtlich.

Klonierung Gen ncu02937

Klonierung Gen ncu02565

Amplifikation des Gens

Amplifikation des Gens

ncu02937 Ndel nP | ncu02937 out

ncu02565 Ndel | ncu02565mS Notl

Deletion des Intron nach Prinzip SDM

Fusions-PCR zur Verknipfung der Exons

13_Ex2_li [13_Ex1_rev_comp

Amplifikation des Exons 1

Amplifikation des Gens fir den pMYX

ncu02565 Ndel  [ncul9Ex2CP

C-terminaler His-tag via In-Fusion

Amplifikation des Exons 2

13+His-for-InFu | 13+His-rev-InFu

ncu02565mS Notl |nc19Ex1FP

N-terminaler His-tag via Ligation

Amplifikation fir die Klonierung in pMYX
via Ligation

13-16-Asc-for | 13-16-Asc-rev

19-pET28Asc-for | 19-pET28Asc-rev

Amplifikation fir die Klonierung in pMYX
via In-Fusion

Klonierung Gen ncu00183

19+His-for-InFu_ | 19+His-rev-InFu

Amplifikation des Gens

ncu00183 Ndel nP ncu00183 out

Klonierung Gen ncu20711 in pET-
28b

Fusions-PCR zur Verknipfung der Exons

N-terminaler His-tag

Amplifikation des Exons 1

20a-for+Nde |20a—rev+mS+Hind

17_Ex1_Ndel [17_Ex1_rev_comp N- und C-terminaler His-tag
Amplifikation des Exons 2 20a-for+Nde |20a—rev+oS+Hind
17_Ex2_li |17_Ex2_rev_comp

Amplifikation des Exons 3

Klonierung Gen ncu07684 in pET-
28b

17_Ex3_li | 17_Ex3_rev_comp N-terminaler His-tag
Amplifikation des Exons 4 20b-for+Nde |20b—rev+mS+Hind
17-Ex4-li-neu | 17-Ex4-rev N- und C-terminaler His-tag

Umsetzung modifizierte Gene in pMYX2

20b-for+Nde | 20b-rev+0S-Hind

N-terminaler His-tag

His+17-for |His+17-rev
C-terminaler His-tag
17+His-for | 17+His-rev
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3.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Unter Verwendung von diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelen wurden Proteine
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Natriumdodecylsulfat (SDS) wurde hierbei
fur die Entfaltung und gleichmafige Maskierung der Proteinladung verwendet, da es
proportional zur ProteingroRe durch Assoziation an die Peptidkette die
Proteinladungen auszugleichen vermag. Die Proteinwanderung im elektrischen Feld
wurde hierdurch ausschlief3lich von der ProteingrofRe bestimmt.

Es wurden zwei verschiedene Gelsysteme verwendet. Fur Gele im grol3en Mal3stab
wurde das Hoefer-Gelsystems fur die Arbeiten mit Proteinen aus N. crassa
angewendet und die Elektrophorese bei 10 mA fur 16 Stunden durchgefuhrt. Das
kleine Gelsystem wurde fir die Expressionsstudien in E. coli und
Proteinanreicherungen  und  —aufreinigungen  nach  chromatographischen
Trennverfahren eingesetzt.

Die Proteinlosungen wurden mit der entsprechenden Menge 4x Auftragungspuffer
versetzt und die Taschen entsprechend beladen.

Die Farbung der Proteinbanden der SDS-PAGE erfolgte durch die Anwendung der
Coomassie-Farbelosung. Bei beiden Gelsystemen wurde die SDS-PAGE fir eine
Stunde in der Farbelbésung bei Raumtemperatur geschwenkt und anschlie3end der
ungebundene Farbstoff durch wiederholtes Schwenken in Entfarbelésung
herausgewaschen. Hierbei wurde darauf geachet, dass der Hintergund vollstandig

entfarbt war, so dass zwischen 2-18 Stunden vorsichtig geschuttelt wurde.

3.9 Western Blot Analyse

Die Methode des Western Blots diente dem immunochemischen Nachweis der
Proteine nach vorhergegangener Auftrennung in einer SDS-PAGE. Hierbei kamen
zwei Methoden zum Einsatz. Fur den Nachweis der Komplex I-Untereinheiten wurde
die SDS-PAGE im grolen Malstab (Hoefer-Kammer) durchgefihrt und der Vorgang
des Eletroblots vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran in einer Tankblotapparatur
durchgefuhrt. Hierbei wurde ein Strom von 350 mA fur drei Stunden bei 4 °C
verwendet. Nach einem kurzen Waschschritt mit PBS-L6sung wurde die Membran
zur Visualisierung eines erfolgreichen Blotvorgangs fur 2-3 min mit einer 0,1 %-igen
Ponceau S in 1 %-iger Essigsaure gefarbt und die nicht durch Proteine besetzte
Membran durch Waschen mit einer 1 %-igen Essigsaure entfarbt. Die

Hintergrundabdeckung erfolgte durch eine 45 mindtigen Inkubation mit 50 ml
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Magermilch-Lésung (1,5 g Magermilch in 50 ml PBS). AnschlieRend wurde mit 50 ml
PBST bei Raumtemperatur fur funf Minuten gewaschen und die Antikdrper-Losung
fur 14-18 Stunden bei 4 °C mit der Membran geschwenkt. Hieran schlossen sich vier
funfminatige Waschschritte mit jeweils 50 ml PBST-L6sung bei Raumtemperatur und
anschlie3end eine einstindige Inkubation mit 2ul Protein-A-Meerrettichperoxidase (1
mg/ml) in 30 ml PBST. Die Membran wurde jeweils zweimal mit 50 ml PBS-Ldsung
und 50 ml 10 mM Nay;HPOs-Lésung (pH 7,4) gewaschen. Die Farbung der
markierten Proteine erfolgte durch die Anwendung von 30 ml Farbelésung und 100 pl
5%-iger HO,-Losung. AbschlieBend wurde die Farbereaktion durch intensives
Waschen mit Wasser gestoppt und der Blot fotografiert oder eingescannt.

Die SDS-PAGE im kleinen Mal3stab dagegen wurde im Halbtrockenverfahren (semi-
dry-method) auf eine Methanol - aktivierte PVDF-Membran transferiert. In der
Blotapparatur wurde die Ubertragung der Proteine bei 0,1 A / Blot fir 1 Stunde 15
Minuten durchgeflhrt. Die Hintergrundabdeckung erfolgte mit Blockpuffer fur
mindestens 30 Minuten. Der Antikorper a-HIS wurde in einer 1:1000 Verdlinnung in
TBS-Puffer mit 3 % BSA eingesetzt und nach der einstindigen Inkubation durch
zweimaliges Waschen mit TBST- und einmalig mit TBS-L6sung wurde die Membran
gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran mit dem Zweit-Antikorper fur 45
Minuten inkubiert (a-Maus-Meerrettichperoxidase 1:20000 in TBS mit 10%
Milchpulver). Nach vier zehnminutigen Waschschritten mit TBST wurde die Detektion
der Chemilumineszenz mit Hilfe des ECL Advanced Kits (GE Healthcare)

entsprechend der Herstellervorschrift durchgefuhrt.

3.10 Kultivierung von Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli Zellkulturen erfolgt in LB-Medium mit dem Zusatz des
jeweiligen Antibiotikums entsprechend der verwendeten Plasmidresistenz. Zum
Inokulieren der Medien wurde entweder eine Einzelkolonie verwendet, die durch
Ausstreichen der Stammkultur auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden
Antibiotikum und 18-stindiger Inkubation bei 37 °C angezogen wurde oder direkt von
einer Stammkultur. Flussigkulturen fur die Plasmidisolierung wurden bei 37 °C und
180-200 Upm fir 12-18 Stunden in einem Schuttelinkubator angezogen. Fur die

heterologe Expression von Proteinen wurden 2 I-Medien verwendet. Zur dauerhaften
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Lagerung von Bakterienstdmmen wurden Stammkulturen angesetzt. Hierzu wurden
500 ul einer Ubernachtkultur mit 500 pl einer 50 %-igen sterilen Glycerinldésung

versetzt und bei -70 °C gelagert.

3.10.1 Transformation von E. coli

FUr die Plasmid - Transformation von E. coli wurden entweder Zellen kommerziellen
Ursprungs oder selbst hergestellte Zellen verwendet. Die Erzeugung chemisch —
kompetenter Zellen erfolgte entsprechend dem Hanahan-Protokoll nach der RbCl,-
Methode (Hanahan 1983). Zur Transformation wurden 100 ul Aliquots auf Eis
aufgetaut und mit der entsprechenden Plasmidmenge zwischen 10 ng-1000 ng
versetzt und 10-30 Minuten auf Eis inkubiert. Hieran schloss sich ein Hitzeschock
von 45-55 Sekunden entsprechend den Herstellerprotokollen. AnschlieRend wurden
die Zellen auf Eis 1 Minute inkubiert und mit 1 ml LB- oder SOC-Medium versetzt.
Die Regeneration erfolgte bei 37 °C flr 1 Stunde und leichtem Schutteln bei 140 —
180 Upm. Vor dem Ausstreichen auf die LB-Agarplatte wurden die Zellen durch eine
funfminttige Zentrifugation bei 4000 Upm (Tischzentrifuge Eppendorf 5415C)
sedimentiert und in 100 pl LB- oder SOC-Medium resuspendiert. Die Agarplatten
wurden fur 16-18 Stunden im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

3.11 Arbeiten an Neurospora crassa

3.11.1 Kultivierung von N. crassa

FUr die Kultivierung sowohl des Wildtyps wie auch der Deletionsmutanten wurden
Schraagarrohrchen mit den Hyphen der entsprechenden Stamme angeimpft und
mehrere Tage unter konstantem Lichteinfluss bei 28 °C angezogen (Sebald, Neupert
et al. 1979). Bei der Benotigung groRerer Mengen an Makrokonidien wurden die
Hyphen der Schragagarrohrchen auf mehreren Agarbdden angezogen. Hierbei
erfolgte zunachst eine zwei- bis dreitdgige Anzuchtsphase bei 20 °C ohne
Lichteinfluss. Bei sichtbarem Wachstum der Hyphen wurde die Kultivierung fur
mehrere Tage unter konstantem Lichteinfluss bei 24 °C fortgesetzt. Die Hyphen des

Agarboden wurden durch Schutteln mit ca. 20-30 ml sterilem Wasser geerntet.
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Die Anzucht von 2-4 g Hyphen erfolgte in 100 ml Flussigmedien in
Erlenmeyerkolben. Hierfur wurden die Konidien und Hyphen eines bewachsenen
Schragagarrérchens mit 1,5 ml sterilem Wasser resuspendiert und das Medium
inokuliert. Anschliefend wurden die Medien fur 24-36 °C in einem Schuttelinkubator
bei 28 °C und 180 Upm inkubiert und das gewachsene Mycel zur Ernte filtriert und
bei -20 °C tiefgefroren.

3.11.2 Transformation von N. crassa

Zur Komplementierung der Defekte der Deletionsmutanten wurden diese auf
Agarbdden angezuchtet und mit ca. 20-30 ml sterilem Wasser geerntet und die
Hyphen von den Makrokonidien durch Filtration Uber sterile Glaswolle abgetrennt.
Die Makrokonidien wurden durch einen zehnminutigen Zentrifugationsschritt bei
4000 Upm (Tischzentrifuge Eppendorf 5415C) sedimentiert und in 1 M Sorbit —
Lésung resuspendiert. Die Konidienzahl wurde mit Hilfe einer Thomazahlkammer
bestimmt und auf 6*10° ml™" eingestellt. Die Herstellung von Protoplasten erfolgte
durch die zweistindige Inkubation mit 24 mg/ml Lysing Enzymes (Sigma Aldrich 1-
1412) bei 28 °C und leichtem Schitteln. AnschlieBRend wurden diese durch eine
funfmindtige Zentrifugation bei 2000 Upm und 4 °C die Konidien sedimentiert und
zweimal mit jeweils 1 ml der 1 M Sorbit-Lésung und einmal mit der
Elektroporationsldsung gewaschen. Die Konzentration der Konidien wurde auf 6*10°
ml" eingestellt und jeweils 400 pl der Suspension mit 4 pg der jeweiligen
linearisierten Plasmid-DNA fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Hierauf folgte die
Transformation der Konidien durch drei Elektroporationsvorgange bei 1200 V fur 350
us im Abstand von jeweils einer Minute. Im direkten Anschluss wurde der
Elektroporationsansatz auf zwei sterile Reagenzglaser verteilt und mit jeweils 1 ml
Regenerationslosung fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBRend wurden die
Konidien bei 28 °C fur mindestens eine Stunde unter leichtem Schutteln regeneriert.
Jeder Transformationsansatz wurde mit ca. 10 ml auf 30 °C abgekuhlter Topagarose
versetzt und auf gro3e Sorboseplatten durch Schwenken verteilt.

Nach vier bis zehn Tagen konnten die Transformanden mit Hilfe steriler Zahnstocher

auf Schragagarrohrchen Ubertragen werden.
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3.11.3 Erzeugung von Mikrokonidien

Die Erzeugung von Mikrokonidien erfolgte unter Luftausschluss auf
Mikrokonidienplatten (Pandit und Maheshwari 1993). Hierbei wird das Agarmedium
mit einer sterilen, gequollenen Cellophanfolie luftdicht abgedeckt und ein Loch in die
Mitte der Folie mit einer sterilen Nadel oder ahnlichem gestochen. Diese Stelle wurde
mit wenigen Sporen der entsprechenden Makrokonidien angeimpft und bei 25 °C im
Dunkeln zehn Tage inkubiert. AnschlieRend wurde die Folie mit einer sterilen
Pinzette entfernt und die Platte erneut fir 24 Stunden bei 25 °C im Dunkeln inkubiert.
Die gebildeten Mikrokonidien wurden durch wiederholtes Waschen mit 2 ml sterilem,
bidest. Wasser von der Platte gewaschen und zur reinen Gewinnung von
Mikrokonidien durch einen sterilen Einmalfilter mit der PorengroRe 5 um (Millipore)
filtriert. Unterschiedliche Volumenaliquots wurden auf Sorboseplatten ausplattiert und

einzeln gewachsene Kolonien auf Schragagarréhrchen tberflhrt und angezichtet.

3.12 Charakterisierung der Neurospora crassa Deletionsmutanten

3.12.1 Mitochondrienisolierung aus N. crassa — kleiner MaRstab

Nach Anzucht von 2-4 g Hyphen (Feuchtmasse) in 100 ml Flussigmedium bei 28 °C
wurden diese durch Filtration geerntet und bei -20 °C eingefroren. Die Hyphen
wurden in einem Morser mit Pistill und 5-10 ml eiskaltem Isolationspuffer fein
zerrieben, bis eine mdglichst homogene Hyphensuspension enstanden ist. Das
Volumen wurde beim Morsern allmahlich auf ein Volumen von 40 ml gebracht.
Anschlieflend wurden die Proben in mit ca. 1/6 Volumen Glasperlen geflllte 70 ml —
Kugelmuhlengefalie Uberfuhrt und auf ein finales Endvolumen von 60 ml gebracht. In
dem Zellhomogenisator (B. Braun, Melsungen AG) wurden die Zellen durch starkes
Schutteln fir 12 Sekunden aufgeschlossen. Nicht aufgeschlossene Zellen und
Hyphenreste wurden in zwei zehnminutigen Zentrifugationsschritten bei 7000 Upm
und 4 °C in einem SS-34 Rotor sedimentiert und abschlielRend die Mitochondrien
durch Zentrifugation des Uberstandes bei 18000 Upm als Sediment gewonnen. Sie
wurden mit 200 ul zuckerfreiem versetzt, resuspendiert und bei -20 °C gelagert.
Zuvor wurde fur die Proteinbestimmung nach Biuret jeweils 2 Aliquots mit 10 ul

abgenommen.
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3.12.2 Mitochondrienpraparation aus N. crassa — groRer MaRstab

Die interessanten Deletionsmutanten wurden in mit Pressluft bellUfteten 7,5 |
Flassigmedium angezichtet. Die Inokulation erfolgt durch die Verwendung von 2 — 3
Agarbdden und nach 2 Tagen wurde das Mycel durch Filtration Uber einen
Blchnertrichter geerntet und bei -70 °C gelagert. Zwischen 80 und 300 g der Hyphen
wurden grob zerschlagen und mit 500 — 750 ml Isolationspuffer in einem Mixer (Rotor
GT800, Rotor) homogenisiert. Anschliefend wurde die Hyphensuspension in eine
Korundmuhle (Eigenbau) gegeben und die Zellen aufgeschlossen. Die
Schwebepartikel wurden durch eine zehnmindtige Zentrifugation des Homogenisats
bei 4500 Upm (Rotor HG000A, Zentrifuge RC 3B Plus Sorvall) und 4 °C sedimentiert.
Zur Gewinnung der Mitochondrien wurde der Uberstand fiir 105 Minuten bei 7500
Upm (Rotor SLC-6000) zentrifugiert und das Pellet in wenig Flussigkeit und in einem
Teflon-in-Glas-Homogenisator resuspendiert. Die Mitochondrien wurden in einem
finalen Zentrifugationsschritt bei 19000 Upm (Rotor SS-34) sedimentiert und in 5 —
20 ml zuckerfreiem Isolationspuffer entsprechen der GroRe des Pellets

aufgenommen und bei -70 °C gelagert.

3.12.3 Proteinbestimmung nach Biuret

Die Konzentrationsbestimmung wurde nach der Biuret Methode durchgeflhrt
(Beisenherz, Boltze et al. 1953). Als Standard diente Serumalbumin vom Rind
(bovine serum albumin, BSA) in unterschiedlichen Verdinnungen (jeweils 0, 10, 20,
40, 60, 80, 100 plI einer 10 mg/ml BSA-Losung). Von der jeweiligen
Mitochondriensuspension wurden 10 ul Aliquots abgenommen und ebenso wie die
Standardreihe mit 1 ml einer 6 %-igen Trichloressigsaure-Losung zur Proteinfallung
versetzt und fur 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die prazipitierten Proteine wurden
durch eine funfminutige Zentrifugation bei 14000 Upm (Tischzentrifuge Eppendorf
5415C) sedimentiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml Biuret-
Reagenz versetzt und eine Stunde bei Raumtemperatur stark geschuttelt.
AnschlieBend wurde unter den zuvor genannten Bedingungen zentrifugiert. Die
Extinktion der Lésung wurde bei 546 nm gemessen. Anschlielend wurde zur
Bestimmung der Extinktion der Hintergrund verursachenden Tribung die Proben
durch die Zugabe von 40 pl einer stark gesattigten Losung an KCN entfarbt, erneut

zentrifugiert und die Extinktion ebenfalls bei 546 nm gemessen. Zur Berechnung der
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Proteinkonzentration wurde die Differenz der beiden Messwerte mit der

Standardreihe in Beziehung gesetzt.

3.12.4 Enzymatische Uberpriifung der NADH/Ferricyanid—Redoxaktivitat

Das entsprechende Volumen von 4 — 10 mg Protein der entsprechenden
Mitochondriensuspension wurden mit dem halben Volumen 20 %-igem (v/v) Triton X-
100 versetzt, um die Proteine zu solubilisieren. Unl6sliche Bestandteile wurden durch
eine zehnminutige Zentrifugation bei 4 °C und 14000 Upm sedimentiert und der
Uberstand auf einen Saccharosegradienten gegeben. Dieser wies ein
Gesamtvolumen von 4 ml auf und der Konzentrationsgradienten umfasste 7,5 — 25 %
Saccharose. Die Proteine werden entsprechend ihres Sedimentationskoeffizienten
durch eine 16-stundige Zentrifugation bei 30000 Upm (TST 41.14 Rotor) aufgetrennt.
Nach der Verteilung des Gradienten in 16 Fraktionen wurde die Aktivitdt des
Komplex | anhand der NADH / Ferricyanid — Redoxaktivitat und der Lokalisation der
héhsten Aktivitat bestimmt (Friedrich, Hofhaus et al. 1989). Zur Messung der Aktivitat
bei 410 nm wurde ein Photometer der Firma Thermo (He\ios 8) verwendet. In die
Messkuvette wurde 1 ml Aktivitatspuffer, 10 ul Ks[Fe(CN)g]— Losung (100mM) und 15
ul NADH (0,1 mM) vermischt und kurz vor der Messung mit 5 — 15 ul Probe versetzt.
Hierbei wurde die Oxidation von NADH photometrisch durch die Reduktion von
Kaliumhexacyanoferrat  (Ks[Fe(CN)s]) vermessen, welches einen molaren
Extinktionskoeffizienten von 1 mM”'cm™ aufweist (Friedrich, Hofhaus et al. 1989).

Um die Ergebnisse zu verifizieren wurde der enzymatische Test im grolien Mal3stab
fur interessante Deletionsmutanten wiederholt. Hierfur wurden Saccharosegradienten
mit 12 ml Gesamtvolumen verwendet und aus der grol3en Mitochondrienpraparation
(siehe 3.12.2) 40 mg Protein entsprechend obiger Vorschrift solubilisiert und auf die
Gradienten aufgetragen. Die Zentrifugation erfolge in einem TST41.14 Rotor bei
34000 Upm fur 16 Stunden und der Gradient wurde in 24 Fraktionen geteilt. Die
Messung der NADH / Ferricyanid — Redoxaktivitat erfolgte analog zur obigen

Beschreibung.
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3.12.5 BlauNativ-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Komplex [-spezifischen Anfarbung des Komplex | in den BlauNativ-
Gelen konnte die Existenz bzw. Abwesenheit des Enzyms verifiziert werden. Hierfur
wurde das Volumen entsprechend 0,125 — 0,25 mg Mitochondrienprotein verwendet
und bei 14000 Upm funf Minuten und 4 °C sedimentiert. Zur Solubilisierung der
Mitochondrienproteine wurden den Pellets 50 pl Solubilisierungspuffer mit 1 % n-
Dodecylmaltosid (DDM) zugegeben und zehn Minuten auf Eis inkubiert. Unldsliche
Bestandteile wurden durch einen funfminutigen Zentrifugationsschritt bei 4 °C und
14000 Upm abgetrennt. Pro Spur wurden 10ul einer Mischung aus 7,5 pl Uberstand
mit 3,5 pl 4x BlauNativ-Probenpuffer und 0,5 pl 20x BlauNativ-Kathodenpuffer
verwendet. Es wurden die 4-16 %-igen NativePAGE ™ Novex® Bis-Tris Gele des
Herstellers Invitrogen verwendet wund die Elektrophorese entsprechend
Herstellervorschift bei 4 °C durchgefuhrt. Hierbei wurde der beschriebene optionale
Pufferwechsel durchgefihrt, bei dem der ,Darkblue® — Puffer gegen den ,Lightblue“ —
Puffer nach ca. einer Stunde bei 150V ausgetauscht wurde, nachdem die
Proteinfront das Gel zu einem Drittel durchwandert hatte. Danach wird die
Elektrophorese bei 205 V fortgesetzt.

Die spezifische Komplex I|-Farbung erfolgt durch eine Inkubation bei
Raumtemperatur mit der Komplex I-Farbeldésung zwischen 20-60 Minuten bezogen
auf die gewunschter Intensitdt der Banden. Nach vorsichtigen Waschen und
Einscannen der BlauNativ-PAGE kann mit der Komplex [V-Farbelésung der

Komplex |V zusatzlich visualisiert werden.

3.12.6 Cytochrombestimmung

Mit Hilfe eines Zweistrahlphotometers (Perkin-Elmer) wurde der Gehalt der
Cytochrome a, b und ¢ der Mitochondrien bestimmt. Hierfur wurden 0,2 bis 0,5 ml
Mitochondriensuspension mit 0,2 ml 20 % Triton X-100 versetzt und mit
Isolationspuffer auf 2 ml Endvolumen aufgeflillt. Jeweils 1 ml dieser Mischung wurde
in die Proben- und Referenzklvette gegeben und die Basislinie zwischen 650 und
500 nm aufgenommen. Anschlie®Bend wurden die Mitochondrien in der
Probenkivette durch Zugabe von einigen Kdérnchen Natriumdithionit reduziert und

das Differenzspektrum von dithionitreduzierter Probe minus luftoxidierter Referenz
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gemessen. Zur Bestimmung der Konzentration der drei verschiedenen Cytochrome

wurden die folgenden Differenz-Extinktionskoeffizienten verwendet:

- Cytochrom a: 24 mM”em™ zwischen 605-650 nm
- Cytochrom b : 25 mMcm™ zwischen 560-580 nm
- Cytochrom ¢ : 20 mMem™ zwischen 550-581 nm

3.12.7 Affinitats- und lonenaustauschchromatographie

Sowohl flr die Aufreinigung heterolog exprimierter Proteine in E. coli wie zur
Anreicherung der modifizierten Fusionsproteine in den komplementierten Mutanten
von N. crassa wurden die Methode der Immobilisierten Metallionenchromatographie
(IMAC) angewendet. Es wurden HiTrapChelating Saulen (GE Healthcare) mit Ni*-
lonen beladen und die Polyhisitidin-getaggten Proteine gezielt durch die Koordination
der Imidazolringe der Histidine mit den freien Koordinationsstellen der Metallionen
angereichert. Final wurden die Proteine mit einem Imidazolhaltigen Puffer kompetitiv
eluiert. Unspezifische Wechselwirkungen der Metallionen mit Proteinen wurden bei
niedrigen Imidazolkonzentrationen von der Saule verdrangt.

Fur die Anreicherung der Hexahistidin-tag fusionierten Proteine aus N. crassa
wurden 6 ml Mitochondriensuspension mit 3 ml einer 20 %-igen Triton X-100 Losung
versetzt und mit einem Teflon-in-Glas-Homogenisator vermischt. AnschlieRend
wurde das Solubilisat mit Resuspensionspuffer auf ein Envolumen von 45 — 50 mi
gebracht und zur Sedimentation unldslicher Bestandteile bei 42000 Upm fir eine
Stunde bei 4 °C zentrifugiert. Nachdem die Saule mit Resuspensionspuffer
aquilibriert wurde, erfolgte die Beladung mit dem klaren Uberstand des
Ultrazentrifugats mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min. Anschlieend wurde
die Saule mit Resuspensionspuffer und anschlie®end mit einer Mischung beider
Puffer (der Anteil des Elutionspuffers machte hierbei einen Volumenanteil von 5 %
aus) in Form eines Stufengradienten gewaschen, bis keine Proteine mehr von der
Saule eluierten. Anschlielend wurden durch einen linearen Gradienten des
Elutionspuffers tber 30 Minuten die mit dem Saulenmaterial interagierenden
Proteinen eluiert, die Fraktionen gesammelt und mit Hilfe von SDS-PAGE- und
Western Blot- Methoden analysiert.

Die Aufreinigung der Hexahistidin-Fusionsproteine aus E. coli wurden analog uber

die HiTrap Chelating Saule gereinigt, jedoch zuvor die Expressionskulturen entweder
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durch mechanische Verfahren an einem Hochdruckhomogenisator (Cell Disruptor,
Constant Systems) oder durch Ultraschallbehandlung der Zellen (Sonopuls HD 2200,
Bandelin) aufgeschlossen. Nach dem Zellaufschluss wurden in einem ersten
Zentrifugationsschritt grobe Bestandteile sedimentiert (bei 8000 Upm flr 20 Minuten
und 4 °C) und der Uberstand zur Abtrennung weiterer unléslicher Bestandteile durch
eine einstlindige Zentrifugation bei 42000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde fur die IMAC verwendet.

Zur weiteren Aufreinigung wurde die lonenaustauschchromatographie angewendet,
mit der die Proteine aufgrund ihres isoelektrischen Punktes und der Anwendung
verschiedener pH-Werte aufgetrennt wurden. Hierflr wurden interessante Fraktionen
der Affinitatschromatographie vereinigt und durch Filtrationszentrifugation nach
Herstellervorschrift  (Amicon-Filtrationseinheit, 50 kDa Porenausschlussgrofie,
Millipore) mit salzfreiem Puffer gewaschen und konzentriert. AnschlieRend erfolgte
die Beladung einer 1 ml Anionenaustauschsaule (HiTrap Q HP Saule, GE
Healthcare) mit einer Flussrate von 0,5 ml/min. Unspezifisch gebundene Proteine
wurden mit einem Niedrigsalzpuffer von der Saule eluiert und anschlieRend mit
einem linearen Salzkonzentrationsgradienten mit einer Flussgeschwindigkeit von 0,5
ml/min zwischen 20-30 Minuten mit einer finalen Salzkonzentration von 1 M NaCl die
Proteine eluiert. Wahrend der Chromatographie wurden Fraktionen fur die

Untersuchung durch SDS — PAGE und Western Blot aufgefangen.

3.12.8 Massenspektrometrie

Zur eindeutigen ldentifizierung von Proteinen in Coomassie-gefarbten SDS-PAGE —
Gelen wurde die Massenspektrometrie angewendet. HierfUr wurde die interessante
Bande mit einem Skalpell mit moglichst wenig umgebenden Gelmaterial
ausgeschnitten und einem tryptischen Verdau unterzogen. Die Vorbereitung des
Gels, die Durchfuhrung der Massenspektrometrie, die Detektion der Peptidsticke,
ebenso die Auswertung der Daten erfolgte im Biologisch-Medizinischen-

Forschungszentrum der Universitat Dusseldorf (BMFZ).
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3.13 Charakterisierung des RNA-Metabolismus

3.13.1 Isolierung von RNA

Alle Gerate wurden entweder durch Hitzesterilisation oder intensives Spulen mit
sterilem Wasser von mdglichen RNAsen dekontaminiert.

Es wurden 2 — 3 g schockgefrostete Hyphen aus FlUssigkultur in einem mit flissigen
Stickstoff vorgekuhlten Morser und Pistill fein zermahlen. Das Zellpulver wurde in
einen 100 ml Weithals-Erlenmeyerkolben mit 7 ml auf 50 °C vorgewarmten RNA-
Isolierungspuffer versetzt und unter RUhren auf Raumtemperatur erwarmt.
Anschlieend wurden dem homogenen Gemisch 7 ml puffergesattigtes Phenol
hinzugegeben und 20 min bei Raumtemperatur geruhrt. Anschlielend wurde durch
eine zehnminutige Zentrifugation in einem SS34-Rotor bei 7000 Upm bei 4 °C die
wassrige von der organischen Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wurde erneut
fur 15 Minuten unter Zugabe 1 Vol. Phenol / 1 Vol. Chloroform gerihrt und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Hieran schloss sich eine Chloroformextraktion mit 1
Vol. durch erneutes zehnminutiges Ruhren und anschlieRendes Zentrifugieren.
Hiernach wurden die Nukleinsauren durch eine zweistlindige Inkubation bei -20 °C
gefallt, nachdem die wassrige Phase in einem sterilen 30 ml Corex-
Zentrifugenrohrchen mit 1/10 Vol. Natriumacetat und 1 Vol. Isopropanol versetzt
worden ist. Die durch eine zehnminutige Zentrifugation bei 9000 Upm sedimentierten
Nukleinsauren wurden getrocknet und anschliefend mit 2 ml Borat-Puffer versetzt.
Die Solubilisierung der RNA auf Eis wurde zwischen 30 Minuten und mehreren
Stunden vollzogen. Nicht I6sliches Material wurde bei einer zehnminutigen
Zentrifugation bei 9000 Upm sedimentiert und vom Uberstand abgetrennt. Der
Uberstand wurde mit 1/3 Vol. LiCl- L&sung versetzt und hierdurch die
hochmolekulare RNA prazipitiert. Die ausgefallte RNA wurde bei einem
zehnminudtigen Zentrifugationsschritt bei 13000 Upm und 4 °C sedimentiert,

getrocknet und in 100 — 200 yl DEPC — behandeltem Wasser aufgenommen.

3.13.2 Native RNA-Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der Integritdt der isolierten RNA wurden native RNA-
Gelelektrophoresen durchgefuhrt, um den Abbau und die Prasenz der beiden mit

Ethidiumbromid sichtbaren rRNA-Banden zu beurteilen. Um die RNA-Degeneration
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zu minimieren, wurden sterile Medien und mit sterilem Wasser gesplulte Instrumente
verwendet. Zu diesem Zweck wurde ein 1,2 % Agarosegel mit 1x MOPS-Puffer
aufgekocht und nach Abkuhlen auf 60 °C mit 70pl Ethidiumbromid-Losung versetzt.
Das entsprechende Volumen von 1 yg RNA wurde mit Auftragungspuffer versetzt

und in die Taschen des Gels aufgetragen.

3.13.3 Denaturierende RNA-Gelelektrophorese

Ein groRes Gel mit 400 ml Gesamtvolumen (1,2 % Agarose, 1x MOPS- Puffer, 1,8 %
Formaldehyd) wurde in einer grollen Gelkammer gegossen und 30 Minuten in dem
Laufpuffer (1x MOPS-Puffer mit 2 % Formaldehyd) inkubiert. Pro Spur wurden
rechnerisch 6 pg RNA eingesetzt und mit 5 pl RNA-Auftragungspuffer und DEPC-
behandeltem ddH,O auf ein Endvolumen von 25 ul gebracht. Die Gelelektrophorese
wurde bei 100 V durchgefuhrt, bis die Methylenblau-Farbung 2/3 des Gels

durchwandert hat.

3.13.4 Northern Blotting

Das denaturierende Gel nach der Elektrophorese wurde fur 10 Minuten vorsichtig in
sterilem Wasser geschwenkt. Hieran schloss sich eine Behandlung mit 50 mM
NaOH-Lésung flr 15 Minuten zur partiellen Hydrolyse der RNA und der damit
verbundenen Erleichterung des Blotvorgangs. AnschlieBend wurde das Gel
mehrmals fur jeweils 10 Minuten in 10x SSC-L6ésung geschwenkt, bis der pH den
Wert 8 nicht mehr Gberschritten hat (2-3 Wiederholungen).

Der Northern-Transfer wurde durch die Methode des Kapillarblottings ermdoglicht.
Das Gel lag hierbei in der Horizontalen auf einer Lage saugfahigen Whatman-
Papiers, welches in ein Reservoir mit 20 x SSC-Puffer reichte. Hierdurch ist die
Versorgung mit Puffer beim Blotvorgang gewahrleistet. Auf das Gel wurde
luftblasenfrei eine in 20 x SSC getrankte Nylonmembran (Biodyne B, Pall) gegeben
und hierauf unter Vermeidung eines direkten Kontakts zum Gel viele Lagen
saugfahiges Papier. Final wurde zur Beschwerung auf einer Platte ein Gewicht von
ungefahr 0,5 kg positioniert und der Blotvorgang fur 18 Stunden durchgeflihrt. Nach
Abbau der Transferapparatur wurde die Nylonmembran mit der nach oben

gerichteten RNA-Seite in einem UV-Bestrahlungsgerat (UV Crosslinker, Amersham
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Life Sciences) mit 30000 pJ/cm? zur Fixierung der RNA bestrahlt. AnschlieRend
wurde die rRNA und die Banden des verwendeten RNA-GroRenstandards
(RiboRuler®, Fermentas) durch eine einminiitige Farbung mit Methylenblau und
anschlieendem Waschen in sterilem Wasser sichtbar gemacht und entsprechend
markiert. Durch Waschen mit 1x SSPE und 1% SDS-Lésung konnte die Membran
entfarbt werden. Die Membran wurde anschlielend fur die Hybridisierung verwendet.
Hierfur wurde die Membran in geeignete Glasrohren, welche mit auf 64 °C erhitztem
Hybridisierungspuffer geflllt waren, gegeben wund fir eine Stunde im
Hybridisierungsofen unter Drehbewegungen inkubiert. Nach jeweils 30 Minuten
wurde der Hybridisierungspuffer ausgewechselt, wobei Temperaturschwankungen
vermieden wurden. Beim dritten Pufferwechsel wurden 10 ml Puffer mit dem
vollstandigen Ansatz jeweils einer markierten Sonde versetzt (27,5 pl aus
Markierungsansatz, Durchfihrung siehe Abschnitt 3.13.5) und fur 14-18 Stunden im
Hybridisierungsofen hybridisiert. Die Membran wurde anschlieend zweimal fur 10
Minuten mit Waschpuffer (2x SSC, 0,1 % SDS) bei 64 °C gewaschen. Hieran schloss
sich ein zehnminutiger Waschschritt bei Raumtemperatur und der Vermessung der
Radioaktivitat Gber der Membran. Bei Uber 100 IPS (Impulse pro Sekunde) wurde ein
maximal funfminatiger Waschschritt mit einem stringenten Waschpuffer (0,1x SSC,
0,1% SDS) durchgefuhrt. Die Membran wurde abschliefend in Folie eingeschlungen
und das Autoradiogramm durch Auflegen der Imaging Plate (BAS-IP MP 2025, Fuiji)
fur 2 Stunden bis zu 2 Wochen aufgenommen und die Banden im Bioanalyzer Fuiji
BAS 1800 detektiert.

3.13.5 Markierung der DNA-Sonden flur die Northern Blot-Hybridisierung

Nach Herstellerangaben wurde das DecalLabel™ DNA Labeling Kit (Fermentas) zur
Markierung der PCR-Produkte angewendet. Es wurde jedoch nur der halbe Ansatz
pro Sonde und 25 pCi [a-**P]-dATP (3000 Ci/mmol) eingesetzt.

3.13.6 In-vivo Markierung der mitochondrial kodierten Proteine

Die Anzucht der Hyphen fur die in-vivo Markierung der mitochondrial kodierten
Proteine mit [*>S]-Met/Cys erfolgte analog der Anzucht in 100 ml Flissigkultur (siehe
3.11.1). Nach 24-30 Stunden Wachstum (exponentielle Wachstumsphase) wurden

die Kulturen mit jeweils 1 ml einer 10 mg/ml Cycloheximid-Losung versetzt
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(Konzentration im Medium betrug 10 ug/ml), 20 Sekunden geschwenkt und mit 150-
300 uCi oder fiir eine héhere spezifische Radioaktivitat mit 1,8 mCi [>°S]-Met/Cys
(1175Ci/mmol fir L-[**S]-Met, 1075Ci/mmol fiir L-[**S]-Cys) versetzt. Nach einer
Stunde Wachstum wurden die Hyphen geerntet (Ise, Haiker et al. 1985; Tuschen,
Sackmann et al. 1990). Die Isolierung erfolgte analog der Mitochondrienisolierung
(siehe 3.12.1) unter Modifizierung des Zentrifugationsschritts zur Sedimentation der
Mitochondrien. Hierfir wurde ein JA-20 Rotor mit 10000 Upm fir 75 Minuten
verwendet.

Zur Analyse der markierten Proteine wurde eine SDS-PAGE im gro3en Mal3stab mit
jeweils 400 oder 150 pg Protein pro Spur durchgefuhrt und das Gel mit einem
Geltrockner vor der autoradiographischen Auswertung getrocknet. Die Inkubation der

Imaging Plate erfolgte zwischen 2 Stunden bis zu 2 Wochen.

3.13.7 Immunoprazipitation

Von einer Mitochondriensuspension wurde das 1 mg Protein entsprechende
Volumen mit 1 ml IP-Lysispuffer fur 30 min auf Eis lysiert. Die nicht lysierten
Bestandteile wurden fir 30 min bei 13.000 Upm und 4°C (Eppendorf Tischzentrifuge
5415C) pelletiert und der Uberstand abgenommen. Zu dem Uberstand wurden
jeweils 8 pl Antikdrper-Serum hinzugegeben und 1 Stunde bei 4 °C rotierend
inkubiert. Die Protein G-Sepharose (PGS) wurde zweimal mit dem Waschpuffer B
gewaschen und durch kurze Zentrifugation sedimentiert. AbschlielRend wurde das
Sediment im Verhadltnis 1:1 mit dem Waschpuffer B gemischt. Die
Mitochondrienuberstande wurden nach der Inkubation mit den Antikérpern kurz
zentrifugiert und der klare Uberstand mit 40 ul der aufgeschwdmmten PGS-
Suspension versetzt und fir 18 Stunden bei 4°C rotierend inkubiert. Hieran
anschliel3end wurde durch eine kurze Zentrifugation von 10 Sekunden die Protein G-
Sepharose mit den prazipitierten Proteinen sedimentiert, dreimal das Sediment mit 1
ml Waschpuffer B, zweimal mit 1 ml Waschpuffer C und einmal mit 1 ml Waschpuffer
D aufgeschwammt und kurz zentrifugiert. Zur Elution wurde auf das Pellet 60 pl IP-
SDS-Probenpuffer gegeben und der Uberstand direkt in die Taschen einer SDS-
PAGE im grol’en Maldstab gegeben. Vor der Aufnahme des Autoradiogramms wurde

das Gel getrocknet.
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4 Ergebnisse

4.1 Eingrenzung und Ildentifizierung essentieller Proteine fur die
Komplex I-Biogenese

Der Komplex | zeigt sich in vielen aeroben Organismen als essentieller Bestandteil
der Atmungskette. Ausnahmen bilden hierbei Organismen, die neben dem Komplex |
alternativen NADH-Dehydrogenasen und Ubichinol-Oxidasen aufweisen, wozu
beispielsweise viele Pflanzen und Pilze gehdren wie auch der in dieser Arbeit
genutzte Hyphenpilz Neurospora crassa. Hervorzuheben sind des Weiteren Hefen
wie Saccharomyces cerevisiae, die vollstandig auf den Komplex | verzichten und nur
alternative, nicht-protonenpumpende Dehydrogenasen wie NAD1 verwenden (de
Vries und Marres 1987; de Vries und Grivell 1988). Dieser Sachverhalt wurde
genutzt, um Uber eine manuelle in-silico-Sequenzanalyse in einem differentiellen
Genomvergleich Proteine zu identifizieren, die mit der Existenz des Komplex |
korrelierten (Ogilvie, Kennaway et al. 2005). Es ist anzunehmen, dass Organismen,
die infolge ihrer evolutionaren Entwicklung auf den Komplex | verzichtet haben, einen
stufenweisen Verlust der obsoleten Untereinheiten und ihrer Gene aufweisen. Dies
kann dementsprechend auch fur die spezifischen Biogeneseproteine des Komplex |
postuliert werden. Ein Genomvergleich mit der Subtraktion konservierter Proteine
sowohl in Organismen mit Komplex | wie auch ohne ebendiesen sollte demnach zu
einer Eingrenzung von Komplex I-Untereinheiten und bekannter und potentieller
Biogenesefaktoren fuhren. Zu diesem Zweck wurden die Informationen der Online-
Datenbank Génolevures’ genutzt, welche eine komparative Genomanalyse
verschiedener Hemiascomyceten durchfihrte, um Proteine aufgrund ihrer
Sequenzhomologie in Proteinfamilien einzuteilen, die sowohl orthologe wie paraloge
Proteine eines Proteins / einer Proteinklasse aufweisen (Sherman, Martin et al.
2009). Gegenwartig beinhaltet die Datenbank die Informationen von neun
verschiedenen vollstandig sequenzierten Hefegenomen. Zum Zeitpunkt der in dieser
Arbeit durchgefihrten Untersuchung lag der Genomvergleich von funf vollstandig
sequenzierten Genomen von S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis, Candida glabrata,
Debaryomyces hansenii und Yarrowia lipolytica vor. Von diesen besitzen

ausschlieBlich die Hefen D. hansenii und Y. lipolytica einen Komplex |. Ausgehend

" http://genolevures.org/
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von den Proteinfamilien, die nur Mitglieder von D. hansenii und Y. lipolytica
beinhalten, wurde die Analyse um das Genom von N. crassa erweitert. Der
Hyphenpilz N. crassa besitzt ebenfalls einen Komplex | und wurde ausgewahlt, die
Gendeletionsstudien durchzufuhren. Die ldentifizierung von orthologen Proteinen in
N. crassa wurde mit Hilfe des BLAST-Algorithmus vorgenommen. Dabei wurden die
283 Proteinfamilien, die ausschlieBlich Proteine der Hefen D. hansenii und
Y. lipolytica aufgewiesen haben, um weitere 78 Familien reduziert, da diese kein
orthologes Protein in N. crassa aufgewiesen haben. Bei 151 Proteinfamilien lief3 sich
ein einzelnes, homologes Protein in N. crassa bestimmen. Bemerkenswerterweise
gehorten in diese Gruppe 28 der 32 kernkodierten Komplex I-Untereinheiten.
Hierunter fiel auch eine Untereinheit des Komplex | (ncu04781), die bislang in der
N. crassa-Genom-Datenbank MIPS nicht als solche annotiert war. Lediglich vier
Untereinheiten konnten nicht Gber die Anwendung der Kriterien fur den differentiellen
Genomvergleich identifiziert werden. Bei 54 Proteinfamilien waren mehrere Treffer in
N. crassa identifizierbar, die zu insgesamt 340 zusatzlichen Proteinen fuhrten. Dies
kann durch eine geringere Sequenzkonservierung entweder  der
Proteinfamilienmitglieder der Hefen D. hansenii und Y. lipolytica oder der
entsprechenden homologen Proteine von N. crassa bedingt sein. Insgesamt liel3en
sich durch dieses Methode 491 Proteine in N. crassa als potentielle
Biogenesefaktoren identifizieren. Zusammenfassend dargestellt sind die Ergebnisse

in nachfolgender Tabelle 4.1.

Tab. 4.1.: Ubersicht und Klassifizierung der eingegrenzten Proteine durch den
differentiellen Genomvergleich.

Proteinfamilien mit N. crassa Proteinfamilien mit N. crassa
Mitgliedern > 1 Mitgliedern =1
Hypothetische Hypothetische
Proteine hohe Homologie Proteine hohe Homologie zu Gesamtzahl
(Kessizruns | 24 p0mien | peare | (<essfzenns:| - bolenien | oo sl
pUBHYS; b . | Funktion pREKve: i .| Funktion || potentiellen
hypothefical, (Klassifizierung: hypothetical, (Klassifizierung: Protaine
conserved related to) conserved related fo)
hypothetical) hypothefical)
Anzahl 167 158 15 81 45 25
Summg der 240 151 491
Proteine

Die Zuordnung und Annotation der Proteine wurde anhand der Informationen der
MIPS®- oder BROAD®- Online-Datenbank durchgefiihrt, welche die gesamten

8 MNCDB, http://mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa/
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Informationen der Genomsequenzierung mit manuell oder automatisch identifizierten
Gensequenzen und ihrer Annotationen zur Verfigung stellt. Hierbei sollte jedoch
angemerkt werden, dass die Datengrundlage nicht als aktuell zu betrachten ist und
demnach nicht alle Ergebnisse zu bekannten Funktionen dem jetzigen Stand der
Forschung entsprechen. Ein manueller Abgleich der interessanten Proteine ist
demnach notwendig. Dartber hinaus war es auffallig, dass gerade die konservierten
Proteine mit jeweils einem Vertreter von D. hansenii und Y. lipolytica in einer
Proteinfamilie und einem entsprechenden homologen Protein in N. crassa einen
hohen Homologiegrad (entsprechend geringer E-value als Ausdruck der
Sequenzahnlichkeit) aufgewiesen haben und demnach eine eindeutige, konservierte
Funktion postuliert werden kann.

Die Bedeutung des jeweilig bestimmten Proteins fur die Biogenese des Komplex |
wurde anhand der Auswirkungen von Gendeletionen auf die An- oder Abwesenheit
der Komplex |-Aktivitat Gberpruft.

Insgesamt wurden zu den 491 potentiellen Proteinen bisher 248 Deletionsmutanten
untersucht. 70 Deletionsmutanten liegen lediglich als heterokaryote Mutanten vor, in
denen gemischterbig sowohl das mutierte Genom als auch das Genom des
ursprunglich verwendeten Transformationsstamm vorliegt und in denen die
Auswirkung der Gendeletion daher nicht zu Tage treten. Dies ist immer der Fall,
wenn aufgrund von letalen Effekten einer Gendeletion keine homokaryotische
Mutante hergestellt werden konnte. 27 der potentiellen Proteine waren Komplex I-
Untereinheiten und wurden demnach ebenfalls nicht untersucht. Eine weitere
Untereinheit (ncu04781) war wir bereits erwahnt nicht als solche annotiert und wurde
zunachst ebenfalls untersucht. Zusammenfassend fehlen also noch 146 Gene, die in
Form von Deletionsmutanten auf ihren Einfluss fur den Komplex | untersucht werden
konnen.

Die Deletionsmutanten wurden vom Neurospora Genome Project erzeugt (die
Methode wurde in Kapitel 2.5.1 erlautert) und vom Fungal Genetic Stock Center
(FGSC) bezogen. Die jeweils angegebene funfstelige Nummer entspricht der
Bestellnummer des FGSC und ist eindeutig einer Deletionsmutante zuzuordnen.
Nachfolgend in der Tabelle 4.2 sind alle Deletionsmutanten aufgelistet, die im

Rahmen dieser Arbeit untersucht worden sind.

® BROAD Institute, Neurospora crassa Database;
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html
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Tab. 4.2: Die tiberpriften Mutanten mit aktivem Komplex I. Das deletierte Gen ist jeweils
der FGSC-Nummer zugeordnet und die angewendete Methode zur Uberpriifung der Aktivitat
ist angegeben. + / - steht fir die entsprechend angewendete Methode. Teilweise wurden
beide Methoden angewendet, sodass zweimal ein + angegeben ist.

c e HEE e 2y
O c . O [= . Q = O = .
3 g AN g || 58 S elE|] 58 g g5
oL Rz & Rz || & Rz & Rl =
11001|NCU06798 |+ |- | |12661|NCU00124 [+ |- | |16166|NCUD2127 |- |+ | |19199|NCU08953 [+ |-
11017|NCU06407 |+ |- | |12632|NCUOssBB4 [+ |- | |16234|NCU00403 |+ |- | |19204|NCUO90S [+ |-
11030|NCU07788 |+ |- | [12651|NCU06643 [+ |- | [16248|NCUD1147 |- [+ | [19210[NCUO1016 [+ |-
11054|NCU02307 |+ |- | |12660|NCU00226 |+ |- | |16278|NCUD4099 |- |+ | |19242|NCU02159 |- |+
11061|NCU08443 [+ |- | |12675|NCU08828 |- 16335|NCUD3092 |+ |- | |19247|NCU02227 |- |+
11073|NCU04001 |+ |- | |12690|NCUO7919 |+ |- | |16336|NCU03103 |+ 19257|NCU04228 |- |+
11074|NCU05294 |+ |- | [12751|NCU02134 |+ |- | [16340|NCUO0D45 |+ |- | |19262|NCU04505 |- |+
11101|Ncuo1629 |+ |- | |12852|NCU02012 |+ |- | | 16380|NCUO9346 |+ |- | |19275|NCU0S037 |- |+
11116NCU0B411 |+ |- | [12872|NCU00073 |+ |- | [16550{NCUD1086 |- |+ | |19397|NCUO7506 [+ |-
11128|NCU03356 |+ |- | |12993|NCU03714 |+ |- | | 16559|NCUD1404 |+ |+ | |19516|NCU03283 |+ |-
11131|NCU03905 |- |+ | |13020|NCUO6543 |- |+ | |16571|NCUD2537 |+ |- | |19523|NCUO7298 |- |+
11132|NCuU04179 |+ |- | |13072|NCuo0914 |+ |- | | 16716|NCUO4727 |+ |- | |19557|NCUO7415 |- |+
11149|NCU03421 [+ |- | [13073|NCUO09482 |+ |- | |16741|NCU01335 |+ |- | |19577|NCU07735 |+ |-
11150|NCU00278 |+ |- | | 13111|NCUo2069 |- |+ | | 16768|NCUOOBSS |+ |- | | 19597|NCUO7868 |+ |-
11158|NCU02795 |+ |- | | 13124|NCU09576 |+ |- | | 16792|NCUD4512 |+ |- | |19629|NCUOB0SS |- |+
11250|NCU08875 |+ |- | |13165|NCU01777 [+ |- | |16794|NCUD4603 |+ |- | |19726|NCUOOBSS |+ |-
11287|NCU01181 |+ |+ | [13366|NCUO1904 |- [+ | [16813|NCUD4442 [+ |- | [19727|NCU00928 [+ |-
11316|NCU04096 |- |+ | |13406|NCU05261 [+ |- | |16819|NCU04393 |- [+ | [19797|NCU02431 |+ |-
11319|NCU06419 |+ |- | [13480|NCUOBS8B1 [+ |- | [16820|NCU04637 [+ |- | |19806|NCU02565 [+ |+
11322|NCU00406 |+ |+ | |13868|NCUO1879 [+ |- | |16838|NCUD4874 |+ |- | |19807|NCUO2601 |+ |-
11324|NCU03894 |+ |- | [13882|NCUO1922 [+ |- | [16872|NCUD2310 [+ |- | [19839|NCUO38S90 [+ |-
11326|NCU02234 |+ |+ | |13894|NCUO1971 |+ |- | |16996|NCUO1105 |+ |- | |19851|NCU0B035 |- |+
11338|NCU0g064 [+ |- | [13898|NCUO1984 [+ |- | [17175|NCUD1180 [+ |- | |19887|NCU02600 [+ |-
11344|NCU02666 |+ |- | |13958|NCU02937 [+ |- | |17196|NCU02547 |+ |- | |19896|NCU0OS92 [+ |-
11397|NCU00090 |+ |- | [13999|NCUO3088 [+ |+ | [17419|NCUD3851 [+ |- | |19904|NCUOSE07 [+ |-
11449|NCU02764 |+ |- | |14008|NCUOS782 [+ |- | |17451|NCUD1023 |+ |- | |19958|NCU0E724 |- |+
11528|NCU01320 |- |+ | [14024|NCUO7874 [+ |- | [17457|NCUD1305 [+ |+ | |19965|NCU00092 [+ |-
11536|NCU06177 |+ |- | |14026|NCU09013 [+ |- | |17560|NCUD47S50 |+ |- | |19971|NCU02467 |- |+
11545|NCU09212 |+ |- | [14065|NCU03571 |+ |- | [17739|NCU04741 |+ |- | |19978|NCU05753 |- |+
11632|NCU05196 |+ |- | |14133|NCU01477 |+ |- | |17817|NCUD4937 |+ |- | |19995|NCU0B275 |- |+
11762|NCU088S1 |- |+ | [14152|NCU02287 |+ [+ | [17876|NCU0D183 |+ [+ | |20112|NCUOB4BT [+ |+
11791|NCcU00828 [+ |- | |14173|NCU03053 [+ |- | |17919|NCU09B49 [+ |- | |20123|NcUo0219 [+ |-
11796|NCU01830 |+ |- | |14202|NCU02068 [+ |- | [17939|NCUD3200 [+ [+ | |20138|NCUOS5886 [+ |-
11798|NCU02126 |- |+ | |14241|NCU03342 |- |+ | |17951|NCUOS658 [+ |- | |20162|NCU07092 |+ |-
11808|NCU01285 |+ |- | |14283|NCU07197 |+ |- | [17961|NCUOSBES [+ |+ | |20206{NCU0BB10 [+ |-
11829|NCU02211 |+ |- | |14340|NCUO5846 [+ |- | |17964|NCUD7872 |- |+ | |20242|NCUOBB25 |+ |-
11887|NCU04421 |+ |- | [14519|NCUO5984 [+ |- | |18011|NCU0B036 |- |+ | |20245|NCU07929 [+ |-
11906|NCU05943 [+ |- | |14636|NCU03338 [+ |- | |18013|NCUD5774 |+ |+ | |20253|NCUOT7663 |+ |-
11913|NCU06242 |+ |- | [14815|NCU09447 |+ |- | [18094|NCUO7466 |+ |- | |20310{NCUOB398 [+ |-
11926|NCU07361 |+ |- | |14910|NCU00675 [+ |- | |18154|NCUO7963 |+ |- | |20323|NCUO8S516 |+ |-
11941|NCU08092 [+ [+ | [14919|NCU05633 [+ |- | [18224|NCUD8275 [+ |- | |20422|NCU00813 [+ |-
11947|NCU08566 |+ |- | |14925|NCU06276 [+ |- | |18237|NCUO7738 |+ |- | |20449|NCUO7684 [+ |+
11958|NCU09058 |- |+ | |14945|NCU04781 |+ [+ | [18264|NCUD2793 |+ |- | |20702|NCU0BB25 |- |+
11962|NCU09115 |- |+ | |15038|NCUO0170 [+ |- | |18270|NCUO7948 |+ |- | |20778|NcUo8S32 |- |+
11979|NCU01238 |+ |- | [15055|NCUO7183 [+ |- | [18309|NCUD1150 [+ |- | [21064|NCU09532 [+ |-
11982|NCU08062 |- |+ | |15310|NCUOB629 [+ |- | |18314|NCUD1310 |+ |- | |21086|NCUO7858 [+ |+
11989|NCU06422 [+ |- | [15333|NCUOBS585 [+ |- | |18346|NCUD8E74 [+ [+ | [21091|NCUO7899 [+ |-
12014|NCU09142 |+ |- | | 15340|NCUO7277 |+ |- | | 18349|NCuUO86S2 |+ |- | |21093|NCUO7928 |+ |-
12057|NCU06247 |+ |- | | 15350|NCU0B935 |+ |- | | 18478|NCUDS160 |- |+ | | 21125|NCU09215 |+ |-
12070|NCU03285 |+ |- | | 15353|NCUDB977 |+ |- | | 18502|NCUOeSSS |- |+ | | 21142|NCU09402 |+ |-
12071|NCU03355 |+ |- | | 15422|NCU01339 |+ |- | | 18544|NCU0S705 |- |+ | | 21147|NCUOS517 |+ |+
12085|NCU03197 |+ |- | | 15497|NCUO8B9S4 |+ |+ | |18564|NCUD9767 |- |+ | |21155|NCU09553 |+ |-
12174|NCU05530 [+ |- | | 15522|NCUD9541 |+ |- | | 18565|NCUDS771 |- |+ | |21175|NCUt0049 |+ |-
12183|NCU05977 |+ |- | | 15580|NCUO0361 |+ |- | | 18754|NCU03332 |- |+ | | 21177|NCUO8692 |- |+
12220|NCU00330 |+ |- | | 15588|NCU09222 |+ |- | | 18874|NCUOS731 |+ |+ | | 21189|NCUO1479 |+ |+
12226|NCU06864 |+ |- | | 15660|NCU00236 |+ |- | |18960|NCU02520 |- |+ | |21221|NCU03439 |+ |+
12234[NCU01135 |- |+ | | 15725|NCUD4198 |+ |- | | 18963|NCUOD3693 |- |+ | |21253|NCUo8ESS |+ |-
12296|NCU06676 |+ |- | | 15838|NCUD4827 |+ |- | | 19043|NCUO7783 |- |+ | |21305|NCUOS041 |- |+
12360|NCU01134 |+ |- | | 15848|NCUOO158 |+ |- | | 19060|NCUO8354 |+ |- | |21387|NCUO8SSS |- |+
12383|NCU03754 |+ |- | | 15867|NCU00317 |+ |- | |19131|NCUO4614 |+ |- | |21457|NCUO2970 |- |+
12387|NCU03810 |+ |- | | 15924|NCUO0598 |+ |+ | |19138|NCUD4713 |+ |- | [21480|NCUD1757 |- |+
12480|NCU03790 |+ |- | | 16008|NCUOE907 |+ |- | | 19139|NCU04744 |+ |-

12489|NCU00545 |+ |- | | 16115|NCUD0593 |+ |- | | 19154|NCUD4998 |+ |-

12555|NCU06112 |+ |- | [16153|NCUD2291 |- |+ | [19188|NCUOB391 |+ |-
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4.2 Charakterisierung der Deletionsmutanten

Die ldentifizierung von Deletionsmutanten mit Defekten im Komplex | wurde durch
einen enzymatischen Test realisiert. Hierfur wurde durch Einsatz von Detergenzien
der membrangebundene Komplex | aus isolierten Mitochondrien solubilisiert.
AnschlieBend wurde der Komplex | bedingt durch seine Grolke durch eine
Ultrazentrifugation von anderen NADH-oxidierenden Enzymen getrennt und die
Katalyse der NADH-Oxidation durch die Reduktion des wasserldslichen artifiziellen
Elektronenakzeptor Hexacyanoferrat 11l detektiert.

Ein analytischer Aktivitatstest im kleinen Malstab (4-10 mg solubilisierte
Mitochondrienproteine nach Zentrifugation in einem 4 ml 7 - 25 %
Saccharosegradienten) diente der ersten Charakterisierung der Deletionsmutanten.
Hierbei wurden zum Vergleich das Ergebnis des enzymatischen Tests des
vollstandig assemblierten Komplex | des Wildtyps und einer Komplex I-defizienten
Mutante in der die Untereinheit 20.9 kDa (nuo20.9) deletiert ist, herangezogen. Das
Sedimentationsverhalten des Komplex | wurde genutzt, da dieser aufgrund seines
hohen Molekulargewichtes nach dem Zentrifugationsschritt in den niedrigeren
Fraktionen des Zuckergradienten auftritt. Ein aktiver Komplex | zeigt Aktivitat
innerhalb der ersten flnf Fraktionen mit einem Maximum innerhalb der ersten ein bis
vier Fraktionen. Sichtbar ist dieses im Fall des dargestellten Wildtyps im ersten
Diagramm der Abbildung 4.1. Die Mutante nuo20.9 ist aufgrund der Postition der
deletierten Untereinheit 20.9 kDa im Membranarm dazu in der Lage, den peripheren
Arm vollstandig zu assemblieren und zeigt aufgrund der geringeren Grole ein
langsameres Sedimentationsverhalten als der vollstandige Komplex |. Demnach ist
ein peripherer Arm mit einem deutlich niedriger ausgepragten Aktivitatsgipfel in
mittleren  Fraktionen sichtbar. Dies wird aufgrund der Lokalisierung des
Flavinmononukleotids ermoglicht, welches als NADH-Oxidationszentrums  am
distalen Ende des peripheren Arms positioniert ist.

Die grolke Mehrheit der 248 untersuchten Mutanten zeigte eine ausgepragte
Enzymaktivitat im hohen Molmassenbereich, welches typisch fur einen intakten
Komplex | ist. Bei den auffalligen Deletionsmutanten war eine starke bis vollstandige
Verminderung der Komplex [-Aktivitdt oder entsprechend geringe Mengen des
Assemblierungsintermediates des peripheren Arms sichtbar. Da die gemessene

Aktivitat beim Wildtyp praparationsbedingten Schwankungen unterliegt und das
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Aktivitatsmaximum zwischen 6-12 U/ml bei Einsatz von 10 mg Protein liegt, wurden
fragwurdige Deletionsmutanten mit einem Maximum von weniger als 4 U/ml fur 10
mg Protein einer Wiederholung des enzymatischen Tests unterzogen.

Von den 248 untersuchten Deletionsmutanten zeigten sechs ein auffalliges Profil im
Aktivitatstest. Diese werden in der Tabelle 4.3 am Ende dieses Kapitels aufgelistet.
Die zu den auffalligen Deletionsmutanten dazugehdrigen Aktivitatsergebnisse des

enzymatischen Tests sind in den nachfolgenden Diagrammen in Abbildung 4.1

dargestellt.
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Abb. 4.1: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation der Deletionsmutanten
mit inaktivem Komplex I. Es wurden zwischen 4-10 mg solubilisierte Mitochondrienproteine
auf einen 4 ml Zuckergradienten aufgetragen. Nach der Zentrifugation wurde dieser in 16
Fraktionen aufgeteilt und hiernach die Redoxaktivitat des Komplex | dreifach photometrisch
bestimmt. Zum Vergleich ist ein Aktivitatsprofil des Komplex | des Wildtyps und der Mutante
nuo20.9 mit defektem Komplex | dargestellt. Die Benennung der verschiedenen Mutanten
bezieht sich auf die finfstelige Nummer der Deletionsmutante im Fungal Genetic Stock
Center (FGSC)™.

In jeder der auffaligen Mutanten wurde die Anreicherung von
Assemblierungsintermediaten untersucht und die Auswirkungen der Gendeletion auf
die anderen Atmungskettenkomplexe wurden festgestellt. Die Methoden werden im
folgenden Abschnitt exemplarisch fur den Wildtyp und in manchen Fallen zusatzlich
fur die Mutante nuo20.9 (deletierte Untereinheit 20.9 kDa) oder nuo9.8 (deletierte
Untereinheit 9.8 kDa) erlautert. AnschlieRend wurden die Ergebnisse fur jede
Deletionsmutante zusammenfassend dargestellt.

Zunachst erfolgt nach einem Zentrifugationsschritt mit 40 mg solubilisierten
Mitochondrienproteinen auf einem 7,5-25 %-igen Zuckergradienten mit 12 ml
Gesamtvolumen ein enzymatischer Test im praparativen Malistab. Hierbei treten die
Aktivitaten eventueller Assemblierungsintermediate des peripheren Arms oder
geringer Mengen an vollstandig assembliertem Komplex | deutlicher zutage, da die

Nachweisgrenzen zumeist deutlich Uberschritten werden.

% www.fgsc.net
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Abb. 4.2: Aktivitatsprofil des enzymatischen Tests im groBen MaRstab vom Wildtyp
und der Deletionsmutante nuo20.9 als Referenzstaimme. Auf den 12 ml
Saccharosegradienten wurden 40 mg solubilisierte Mitochondrienproteine aufgetragen und
nach der Zentrifugation in 24 Fraktionen aufgetrennt. Die Aktivitdt der jeweiligen Fraktion
wurde dreifach bestimmt und die Abweichung entsprechend graphisch dargestellt.

Ergénzend wurde zur Beurteilung eines Komplex |-Defekts die Methode der
BlauNativ-Gelelektrophorese mit anschliefiender Aktivitatsfarbung innerhalb des
Polyacrylamid-Gels angewandt. Hierbei werden unter nativen Bedingungen die mild
solubilisierten Mitochondrienproteine und Komplexe innerhalb eines Gradientengels
aufgetrennt. Als vereinheitlichender Ladungstrager wird der unter physiologischen
Bedingungen negativ geladene Farbstoff Coomassie verwendet. Die anschliefiende
Komplex | Farbung nutzt die Lokalisation des weiterhin aktiven Komplex | bzw.
seines peripheren Arms, um durch die Reduktion des gelblich gefarbten
Nitrotetrazoliumblau (NBT) zu dem anthrazitfarbenen Formazan die NADH-Oxidation
nachzuweisen, welches am Ort der Oxidation prazipitiert. Die BlauNativ-PAGE bietet
zusatzlich  die  Moglichkeit die  Assemblierung und  Katalyse des
Atmungskettenkomplex IV zu uberprifen. Hierbei wird 3,3’-Diaminobenzidin (DAB)
oxidiert, wodurch es als braunes Prazipitat auf der Hohe des Komplex IV ausfallt und
dieser dadurch sichtbar wird. In der Abbildung wurde zur Verdeutlichung einer
Komplex | defekten Mutante als Beispiel die nuo20.9 mit deletierter 20.9 kDa-
Untereinheit gewahlt, so dass der assemblierte periphere Arm sichtbar ist. Im Falle
der Komplex IV-Farbung wurden neben einer Mutante ohne manifestiertem
Atmungskettenkomplex die Mutanten 21177 gewahlt, die aufgrund des deletierten
Gens ncu08692 (kodiert das Protein CYA-5) die mitochondrial kodierte Untereinheit
coxl des Komplex IV nicht translatieren kann und somit keine Komplex IV-Aktivitat
aufweist (Coffin, Dhillon et al. 1997).
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Abb. 4.3: BlauNativ-Gelelektrophorese von solubilisierten Mitochondrienproteinen mit
In-Gel Farbung. Die entsprechend sichtbaren Banden sind jeweils seitlich markiert. (a) Zur
Veranschaulichung wurde der Wildtyp und die Komplex | Mutante nuo20.9 verwendet. Durch
die Reduktion des artifiziellen Elektronenakzeptors NBT erscheinen NADH oxidierende
Enzyme durch prazipitiertes Formazan als anthrazitgefarbte Bande. Der Komplex |, das
Assemblierungsintermediat des peripheren Arms und kleine NADH-Oxidasen sind sichtbar.
(b) Die Anfarbung des Komplex IV wird anhand einer wildtypahnlichen, unbestimmten
Mutante mit intakter Atmungskette und der Mutante 21177 mit deletietem CYA-5 Gen
verwendet. (c) Schematische Darstellung der Komplex | Farbung. NBT steht fur
Nitrotetrazoliumblau. (d) Schematische Darstellung der Komplex IV Farbung. Cyt ¢ steht fur
Cytochrom c, DAB fir 3,3’-Diaminobenzidin.

Zum Nachweis enzymatisch inaktiver Assemblierungsintermediate wurde die
Western-Blot-Analyse mit spezifischen polyklonalen Antikrpern gegen verschiedene
Untereinheiten des Komplex | angewendet. Zu diesem Zweck wurden Fraktionen der
Saccharosegradientenzentrifugation in  einer SDS-PAGE aufgetrennt und
elektronisch geblottet. Ein intakter Komplex | zeigt die starkste Intensitat der
markierten Untereinheiten bei niedrigen Fraktionszahlen, welche mit dem
Aktivitatsprofil im enzymatischen Test korrelieren. Die Intensitat der Signale nimmt
mit hdheren Fraktionszahlen stark ab und bei Verwendung mehrerer Antikorper ist
eine gleichférmige Zu- und Abnahme der Signale zueinander erkennbar.

Exemplarisch wird hierfar in Abbildung 4.4 ein Western-Blot flr den Wildtyp gezeigt.
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Abb. 4.4: Beispiel eines Western Blots fur einen vollstindig assemblierten Komplex |
aus Wildtyp-Mitochondrien.

Die Zunahme der Fraktionen und die Abnahme des Saccharosegehaltes wurde graphisch
dargestellt. Die verwendeten Antikérper wurden auf der rechten Seite markiert (40.1 =
Antikdrper gegen die Untereinheit 40.1 kDa, 20.9 = Antikérper gegen die Untereinheit 20.9),
P steht fUr die Lokalisation dieser Untereinheit im peripheren Arm, gV fir die Lokalisation in
der grolien Membranarmvorstufe.

Zur Uberpriifung, ob der jeweilige Komplex I-Defekt fiir diesen spezifisch ist oder
auch andere Komplexe der Atmungskette betroffen sind, wurde der Cytochromgehalt
in den Mitochondrien der Deletionsmutanten bestimmt. Die Komplexe Il und IV und
der wasserlosliche Elektronencarrier Cytochrom c beinhalten Hamgruppen, die im
oxidierten bzw. reduzierten Zustand unterschiedliche Spektren aufweisen. Hierlber
kann man eine erste Aussage Uber die Existenz der jeweiligen Komplexe tatigen und
damit die Spezifitat des deletierten Gens in der jeweiligen Mutante fir den Komplex |
beurteilt werden. Bei Mutanten mit einem Defekt des Komplex | ist der Cytochrom c-
Gehalt haufig deutlich erhoht. Vermutet wird ein Kompensationseffekt zur
Sicherstellung einer ausreichenden ATP Produktion (Harkness, Rothery et al. 1995;
da Silva, Alves et al. 1996). Dieser Sachverhalt wird in der nachsten Abbildung 4.5
deutlich, in der die Differenzspektren des Wildtyps und der Komplex I|-Mutante
nuo9.8 Ubereinander gelegt wurden und der erhdhte Cytochrom c-Gehalt ersichtlich

ist.
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Abb. 4.5: Differenzspektrum von nuo9.8 und Wildtyp-Mitochondrien. Gezeigt ist die
dithionitreduzierte Probe minus der luftoxidierten Referenz. Cytochrom a ist im Bereich
zwischen 605-650 nm, Cytochrom b zwischen 560-580 nm und Cytochrom c ist bei 550-581
nm sichtbar.

Fur Hinweise auf die Funktion der deletierten Gene wurden Sequenzanalysen
durchgefuhrt. Neben der Bestimmung der GrofRe des kodierten Proteins wurde unter
Anwendung des TMHMM-Programms'' gepriift, ob Transmembrandoméanen
anzunehmen sind (Krogh, Larsson et al. 2001). Des Weiteren wurde mit dem
TargetP'>- oder zusatzlich mit dem MitoProt'>-Programm bestimmt, ob das Protein
eine mitochondriale Prasequenz aufweist (Claros und Vincens 1996; Nielsen,
Engelbrecht et al. 1997; Emanuelsson, Nielsen et al. 2000).

FUr erste Anhaltspunkte der mdglichen Funktion von hypothetischen Proteinen wurde
die Sequenzanalyse ausgeweitet. Hierbei wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
orthologe und eventuell paraloge Proteine identifiziert (Altschul, Gish et al. 1990;
Altschul, Madden et al. 1997). Phanetische Stammbaume wurden teilweise zur
Klarung der Verwandtschaftsgrade erstellt (Felsenstein 1988; Combet, Blanchet et
al. 2000).

Aufgrund dieser Sequenzanalyse wurde die Deletion in der Mutante 14945 des Gens
ncu04781, welche im enzymatischen Test einen eindeutigen Einfluss auf den

Komplex | aufwies, als nicht annotierte Untereinheit des Komplex | in der MIPS-

" TMHMM Server v. 2.0, predicition of transmembrane helices in proteins;
www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/

'2 TargetP 1.1 Server, prediction of the subcellular location of eukaryotic proteins;
www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/

* MITOPROT, predicition of mitochondrial targeting sequences;
www.ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
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Datenbank identifiziert und von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen werden
(Marques, Duarte et al. 2003).
Die nachfolgende Tabelle 4.3 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse der

Sequenzanalyse. Details werden in den Kapiteln 4.2.2 ff beschrieben.

Tab. 4.3: Auflistung der Deletionsmutanten mit einem nachgewiesenen Komplex I-
Mangel. Die verwendeten Abkirzungen chp steht flr conserved hypothetical protein und
DUF fur domain of unknown function.

Anzahl Grolke
# FGSC ncu Klassifizierung Genstuktur o
Aminosauren [kDa]
11632 ncu05196 MDJ 3 Exons 531 56,4
13958 ncu02937 chp 2 Exons 203 22
13999 ncu03088 chp 1 Exon 521 55
17876 ncu00183 DUF 185 4 Exons 568 61,9
19806 ncu02565 DUF 185 2 Exons 531 61,9
ncu03439 chp
21221 3 Exons 390 43,5
ncu21508 | (Methyltransferase)

4.2.1 Erzeugung von Komplementationsmutanten

Zur Uberpriifung der Verlasslichkeit der gewiinschten Deletion in den verwendeten
Mutanten des Neurospora Genome Projects und damit eines eindeutigen
Nachweises, dass das fehlende Protein fur den Komplex | eine essentielle Funktion
ausubt, wurden in Zusammenarbeit mit Ricarda Moseler Komplementationsmutanten
erzeugt (Moseler 2011). Hierfir wurden die Gene kloniert und die Deletionsmutanten
transformiert. Diese Methode ermdglicht die Uberprifung der erfolgreichen
Proteinsynthese durch die Komplementation des Komplex I-Defektes und der
wiederhergestellten Enzymaktivitat. Im Hinblick auf eine spatere funktionelle
Charakterisierung wurden zur Komplementation modifizierte Gene eingesetzt, die vor
dem Start- oder hinter dem Stoppcodon Basensequenzen fur die Kodierung von
Hexahistidintags tragen. Diese Tags konnen fur den Nachweis des Proteins mit
einem gegen den Histidintag gerichteten Antikdrper nachgewiesen werden und uber

Immobilisierte Metallionenaffititatschromatographie (IMAC) angereichert werden.
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Zunachst wurden die Gensequenzen mit Hilfe der Polymerasekettenreation
amplifiziert und als blunt-end Produkte in der Vektor pJET1.2 ligiert. Es folgte eine
»oide-directed-mutagenesis® zur Deletion der Introns, um die Proteine bei Bedarf
ebenfalls in prokaryotischen Expressionssystemen wie E. coli exprimieren zu
konnen. Das finale Produkt ohne Introns wurde in den Expressionsvektor pET28b
Uberfihrt. Durch die In-Fusion™- Reaktion wurden die Sequenzen entweder mit 5™
oder 3’-Oligonukleotidsequenzen fur den Hexahistidin-tag versehen in den
N. crassa-Expressionvektor pMYX umgesetzt. Alternativ hierzu wurde die klassische
Klonierungsstrategie Uber Insertion in den Zielvektor durch den Einbau von
Schnittstellen fur die Verwendung von Restriktionsendonukleasen gewahlt. Die
einzelnen Klonierungsschritte wurden durch Sequenzierungen auf die richtige
Sequenzabfolge und Mutationsfreiheit Uberprift.

Der pMYX-Vektor zeichnet sich dadruch aus, dass er in E. coli vervielfaltigt werden
kann und hierfur ein Resistenzgen gegen das Antibiotikum Ampicillin aufweist. Des
Weiteren beinhaltet er die notwendigen Gene fur eine erfolgreiche Transformation in
das N. crassa-Genom. Dabei ist das Benomylresistenzgen als Selektionsmarker zu
nennen und der Chinasaure-induzierbare qa-Promotor. Dieser fuhrt in Anwesenheit
von Chinasaure zu einer verstarkten Genexpression (Patel, Schweizer et al. 1981;
Baum und Giles 1985; Giles, Case et al. 1985; Giles, Geever et al. 1991; Campell,
Enderlin et al. 1994).

Die hierdurch entstandenen Plasmide dienten zur Komplementierung der
Deletionsmutanten durch Transformation.

Die Aufhebung des Defektes erfolgte durch eine heterologe Transformation in das
chromosomale Genom der jeweiligen Deletionsmutanten und die erfolgreiche
Komplementierung wurde durch den Nachweis der Komplex | Aktivitat erbracht. Nicht
in allen Fallen war eine Abhangigkeit vom Induktor Chinasaure feststellbar, der sich
in der An- oder Abwesenheit des Komplex | zeigte, sondern es war eher eine
Chinasaure-unabhangige Prasenz des Komplex | bei erfolgreicher Komplementation
detektierbar.

In dieser Arbeit wurden zur Komplementation die Deletionsmutanten 13958, 17876
und 19806 ausgewahlt. Insgesamt sind also sechs Transformationsplasmide
entstanden.

Nachfolgend in den Abbildungen 4.6-4.7 werden die BlauNativ-Gele mit angefarbten

Komplex | gezeigt, in welchen die Komplementierung erfolgreich stattgefunden hat.
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Als Bezeichnung fur die modifizierten Gensequenzen wurde im Falle eines
vorangestellten Hexahistidin-tags im Protein (im Protein also am N-Terminus
lokalisiert) die Abklrzung ,His“ vor die Gensequenz gesetzt, im Falle eines C-
terminalen Hexahistidin-tags entsprechend an die Gensequenz angeflugt.

Im Falle der Deletionsmutante 17876 werden exemplarisch drei Transformanden
dargestellt (Abb. 4.6 (a)). Die Mutante ncu00183-His_1 zeigte keine deutliche
Erhdhung der Komplex | Aktivitat, wogegen ncu00183-His_2 dies deutlich aufwies.
Interessanterweise konnte man bei der Mutante ncu00183-His_3 einen Einfluss des
Induktors Chinasaure erkennen, bei Anwesenheit zeigte sich ein signifikanter
Komplex | mit nachweisbarer Bande des peripheren Arms. Die transformierte
Mutante 19806 zeigte ebenfalls Transformanden mit komplementiertem Komplex I.
Dies ist in der Abb 4.6 (b) gezeigt. Hierbei wurde ebefalls eine Mutante ohne
nachweisbaren Komplex | gezeigt, bei der demnach von keiner Komplementierung
ausgegangen werden kann (His-ncu02565 1), dagegen zeigte die Mutante His-

ncu02565 2 einen durch Chinasaure induzierbaren Komplex I.

(a) (b)

peripherer _

Arm (peripherer

Arm)

Abb. 4.6 BlauNativ-PAGE ausgewahlter Transformanden der komplementierten
Deletionsmutante 17876 und 19806 mit gefiarbtem Komplex I. Die Spuren wurden
entsprechend beschriftet. Im Falle der komplementierten Mutanten wurde der Zusatz von
Chinasaure mit +QA markiert, eine Abwesenheit des Induktors mit —QA. Die Hohe der
Komplex | — Bande und des peripheren Arms wurde auf der linken Seite markiert.
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Durch die mehrfache Wiederholung der Transformationen konnten die Mutanten
ncu02565-His, His-ncu00183, His-ncu02937 und ncu02937-His erzeugt werden, von
denen jeweils eine Mutante exemplarisch in der nachfolgenden Abbildung 4.7

dargestellt wurden.

I 11 1
-QA +QA -QA +QA

®

1T
QA +QA -QA +QA

F.

Komplex | —

Abb. 4.7: BlauNativ-PAGE ausgewadhlter Transformanden der komplementierten
Deletionsmutanten 13958, 17876 und 19806. Der Komplex | wurde angefarbt und die
Transformanden den Spuren zugeordnet. Eine An- oder Abwesenheit von Chinasaure wurde
entsprechend mit +QA/-QA bezeichnet (Moseler 2011).

Zur weiteren Charakterisierung wurde die Enzymaktivitdt des Komplex | durch die
NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitdt nach der GroRenauftrennung durch eine
Saccharosegradienten-Zentrifugation flir ausgewahlte Transformanden durchgefihrt.
Hierbei zeigte sich fur alle Mutanten eine geringe Aktivitat fir den Komplex I, die in
allen Fallen die Aktivitat der urspringlichen Deletionsmutante Ubertraf. Es ist jedoch
anzumerken, dass das Aktivitdtsmaximum im Falle der Mutanten ncu00183-His und
His-ncu02565 lediglich 1/15 der Aktivitat des Wildtyps aufgewiesen haben. Die
Mutante ncu02937 zeigte ebenfalls ein deutlich reduziertes Signal von 1/5 des
Wildtyps (Moseler 2011). Die geringe Auspragung des Komplementationseffektes ist
unter anderem auf einen gemischten Genotyp zurickzufihren, da fur die
Transformation mehrkernige Makrokonidien verwendet worden sind. Die Auspragung
der erfolgreichen Komplementierung kann also durch die Uberlagerung mit
urspringlichen und untransformierten Kernen und ihrem Proteom den Phanotyp der

komplementierten Deletionsmutante beeintrachtigen. Versuche zur Erzeugung
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homokaryoter Mutanten Uber die Herstellung von einkernigen Mikrokonidien zeigten
erste Resultate in einer signifikanten Erhdhung der Komplex [-Aktivitat aufgrund
einer Komplementation mit His-ncu02565. In der nachfolgenden Abbildung 4.8 einer
BlauNativ-PAGE zeigten sich deutliche Banden in den homokaryoten
Transformanden His-ncu02565 a und b. Eine Verifizierung dieses Ergebnisses
durch die Quantifizierung der Enzymaktivitat im enzymatischen Test zeigte fur die
Mutante His-ncu02565_b eine Aktivitat von 15 U/ml im Vergleich zum Wildtyp mit 18
U/ml. Demnach kann die Deletion des Gens und der damit einhergehende Komplex
I-Defekt durch die ektopische Integration der modifizierten Gensequenz
komplementiert werden. Fur die anderen Mutanten steht die entsprechende

Erzeugung homokaryoter und komplementierter Mutanten zu diesem Zeitpunkt aus.

7 a5l
S &
S O

g &

S & o R
F e s
29 0 . ~)
F &R s

Komplex | — s — ‘

(peripherer
Arm)

Abb. 4.8: BlauNativ-PAGE ausgewahlter, homokaryoter Transformanden der
komplementierten Deletionsmutante 19806 mit gefarbtem Komplex I. Die Spuren
wurden entsprechend beschriftet. Die Hohe der Komplex |-Bande und des peripheren Arms
wurde auf der linken Seite markiert (Moseler 2011).

Die Komplementation des defekten Komplex | durch die ektopische Integration der
modifizierten Gensequenz zeigte sich als Mdglichkeit zum einen die Bedeutung des
Gens bzw. seines Proteins flur die Komplex I-Biogenese und die angegebene
Gendeletion in der jeweiligen Mutante zu bestatigen und zum anderen bietet sich
nachfolgend aufgrund der angefugten Affinitdtsmarker die Proteine zu lokalisieren

und Bindungspartner zu identifizieren.
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4.2.2 Deletionsmutante 11632

Das in der Mutante 11632 fehlende Gen ncu05196 kodiert ein Protein mit 531
Aminosauren und einem Molekulargewicht von 56,4 kDa. Die Sequenz des Proteins
zeigt keine Transmembrandomane. Es kann also von einem Ioslichen Protein
ausgegangen werden. Am N-Terminus ist eine mitochondriale Prasequenz mit hoher
Zuverlassigkeit bestimmbar (RC=2).

Phylogenetische Untersuchungen zeigen, dass dieses Protein einen hdheren Grad
an Homologie zu dem orthologen Protein Mdj1 aus S. cerevisiae als zu paralogen
Proteinen aus N. crassa aufweist. Die Identifizierung des Proteins durch den
differentiellen Genomvergleich in Korrelation mit einer Existenz des Komplex | in
verschiedenen Organismen fuhrte zwar zu Sequenzahnlichkeiten mit den beiden
Proteinen DEHAOF11055g und YALIOF17292p, die urspringlich gemeinsam die
Proteinfamilie GLC.2372 gebildet haben, jedoch erscheint die Homologie zu dem
Chaperon Mdj1 signifikanter. Dargestellt wird dieser Zusammenhang in der
nachfolgenden Abbildung 4.9.

Seinerseits wird das Mdj1 Protein der Familie der DnaJ Proteine zugeordnet, welche
bakteriellen Ursprungs sind. Die Aufgaben von Mdj1 in S. cerevisiae umfasst sowohl
Rollen in der Biogenese funktioneller mitochondrialer DNA und in der Faltung neu
importierter Proteine, sowie deren Schutz vor Denaturierung oder Aggregation durch
Hitze (Rowley, Prip-Buus et al. 1994; Duchniewicz, Germaniuk et al. 1999).
Deletionen des Mdj1 flihren in der fakultativ aeroben Hefe S. cerevisiae zu einem

Verlust des mitochondrialen Genoms.
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Abb. 4.9: Graphische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen zwischen
homologen Proteinen zum ncu05196 Protein. Die Proteine wurden durch BLAST ermittelt
und mit Clustal W die Homologien bestimmt (Felsenstein 1988; Combet, Blanchet et al.
2000). Die verwendeten Abkurzungen sind in der Tabelle angegeben. Das untersuchte
Protein ncu05196 ist mit der Nummer 11632 gekennzeichnet und rot markiert. Das Protein
MDJ1 ist griin markiert und die beiden Proteine der urspringlichen Proteinfamilie GLC.2372

blau.

Die Aktivitatsbestimmung nach einer Zuckergradientenzentrifugation zeigte einen

breiten und zu hoheren Fraktionen verschobenen Aktivitatsgipfel, wenn auch

geringer Auspragung, welches die Anwesenheit des Assemblierungsintermediates

des peripheren Arms untermauert.
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11632

Protein]
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12345678 910111213141516171819202122232425

Fraktionen

Abb. 4.10: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation fir die Mutante 11632.
Es wurden 40 mg Mitochondrienprotein fir einen 12 ml Zuckergradienten verwendet.
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Die Prasenz des peripheren Arms kann durch die Detektion verschiedener

Untereinheiten im Western Blot bestatigt werden (siehe Abb. 4.11).

Wildtyp 11632
2 4 6 8 1012 14 16 18 2 4 6 B 1012 14 16 18

T'fa 78.2

401

™ 20.9

Abb. 4.11: Western Blot der Deletionsmutante 11632 im Vergleich zum Wildtyp. Die
Fraktionsnummern sind oberhalb des Bildes angezeigt, auf der rechten Seite sind die
apparentne Massen der durch Antikorper angefarbten Untereinheit angegeben.

Im Vergleich mit dem Wildtyp ergab sich bei den Mitochondrien von 11632 eine
Verschiebung des Signalmaximums der Untereinheiten 78.2 kDa und 40.1 kDa zu
héheren Fraktionen. Die Lokalisation der beiden Untereinheiten im hydrophilen Teil
des Komplex | deutet in Korrelation mit dem Ergebnis des enzymatischen Tests im
grof3en Maldstab auf einen assemblierten peripheren Arm hin. Die Untereinheit 20.9
kDa ist Bestandteil der grollien Membranarmvorstufe und durch das ausschlie3liche
Auftreten des Signals in den Fraktionen 16 — 18 kann die Existenz eines
vollstandigen Komplex | negiert werden. Des Weiteren deutet dies auf ein
Assemblierungsintermediat des Membranarms sehr kleiner Groflze oder ein Aggregat
hin, welches in beiden Fallen die Untereinheit 20.9 kDa beinhaltet.

Da aufgrund der Homologie zum Mdj1 Protein aus S. cerevisiae von ahnlichen
Funktionen in der Erhaltung des mitochondrialen Genoms ausgegangen werden
kann, wurde zu diesem Zweck in Zusammenarbeit mit Iren Goklu die mitochondriale
DNA sowohl aus der Mutante 11632 und dem Wildtyp isoliert und einer
Restriktionsanalyse unterzogen (Gokli 2008). Der gleiche Effekt in dem obligat
aeroben Hyphenpilz N. crassa wiurde zur Letalitat des Organismus fuhren, da ein
vollstandiger Verlust des mitochondrialen Genoms nicht tolerierbar ware.

Hierfur wurden Restriktionsendonukleasen gewahlt, die ein spezifisches und leicht zu

charakterisierendes Bandenmuster bei einer erfolgreichen Restriktionsspaltung

79



4 Ergebnisse

ermdglichten. Die erwarteten Fragmente der mitochondrialen DNA wurden in
folgender Tabelle aufgelistet und die Banden der Restriktionsspaltung anschlief3end

durch Gelelektrophorese sichtbar gemacht, welches in Abb. 4.12 dargestellt ist.

Tab 4.4: Erwartungswerte bei einer Restriktionsspaltung des mitochondrialen
Genoms.

Restriktionsenzym Anzahl Erwartete Fragmentgrolie
Fragmente
EcoRV 10 25478 /1 11606 / 9160 / 8259 / 4701 / 2921 / 1063 /
808 /571/273
Fba | 13 25268 / 9384 / 8499 / 5175/ 5019/ 3855/ 2136 /
1933 /1364 /1119/441 /438 /209

mtDNA mit EcoRV mtDNA mit Fbal

1 2 3 4 17 2 3 4
21226bp — - e A B

T =

== . : "

1 f g — 50— B
287300 = - % - 35950 g ¥ | '
4258b3 —_ : E . E _' " i

1= mtDNA Wildtyp
%g%};gp — . - — 1921bp— 2= Mutante chne
P ' 1403 . apparentem Kl - Defekt

1584bp — — pi=— 3= 11632- Feb ‘08
13750p — 4= 11632 — Aug ‘08

Abb. 4.12: Fragmentbanden der mitochondrialen DNA nach Restriktionsspaltung mit
EcoRV und Fbal. Die Banden der verwendeten GrdoRenstandards wurden markiert. Die
mtDNA des Wildtyps (1), einer Deletionsmutante mit apparentem und aktivem Komplex | und
die mtDNA der 11632 Deletionsmutante verschiedener Generationen (Isolierung mtDNA im
Februar 2008 (3) und ein halbes Jahr spater im August 2008 (4)) wurden mit den
angegebenen Restriktionsendonukleasen gespalten. Zusatzlich auftretende Banden wurden
mit einem Dreieck und abgeschwachte oder abwesende Banden wurden mit einem Stern
markiert.

Die Gelelektrophorese der isolierten und anschliefend mit den Restriktions-
endonukleasen EcoRV und Fbal gespaltenen mitochondrialen DNA brachte zutage,
dass das Protein ncu05196 ebenso wie das Protein Mdj1 aus S. cerevisiae eine
Funktion fur die Biogenese und den Erhalt des mitochondrialen Genoms innehat.
Das Bandenmuster der Mutante 11632 dokumentiert eine Veranderung des
mitochondrialen Genoms bei Abwesenheit des Proteins ncu05196 durch zusatzliche

bzw. abwesende Banden im Vergleich zur wildtypischen mitochondrialen DNA.
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Welche Arten von Mutationen vorliegen vermag diese Art der Untersuchung nicht zu
offenbaren, hierfir miussten Sequenzierungen der mitochondrialen DNA erfolgen.
Jedoch ist zu beobachten, dass die Art der Mutationen anscheinend nicht gleichartig
zwischen verschiedenen Generationen der Mutante ist, denn im Abstand eines
halben Jahres zeigten sich zusatzliche Mutationen im Bandenmuster, wodurch eine
fortlaufende Mutation des mitochondrialen Genoms anzunehmen ist. An dieser Stelle
ist anzumerken, dass eine Zelle mehrere Mitochondrien mit dem jeweilig eigenen
Genom beinhaltet, so dass innerhalb einer Zelle unterschiedlich ausgepragte
Genotypen im mitochondrialen Genom auftreten kdnnen.

Das Protein ncu05196 zeigt demnach keine Spezifitat fur die Komplex |
Assemblierung, sondern eine allgemeine Funktion fir den Erhalt der korrekten
mitochondrialen Erbinformation mit entsprechendem Einfluss auf die mitochondrial
kodierten Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe. Bestatigung findet dieser
Sachverhalt in der Bestimmung des Cytochromgehaltes der Mutante. Hierbei zeigt
sich, dass insbesondere der Komplex IV betroffen zu sein scheint. Begrindet werden
kann dies durch einen lediglich leicht verminderten Gehalt an Cytochrom b, jedoch
einer signifikanten Reduktion von Cytochrom a, welches dem Gehalt des Wildtyps
von einem Viertel entspricht und Bestandteil der Cytochrom c-Oxidase ist. Der
Gehalt des Cytochrom c ist im Vergleich zum Wildtyp erhdht, welches bei Defekten in

der Atmungskettenkomplex haufig beobachtet werden kann.

Tab. 4.5.: Cytochromgehalt der Mutante 11632 im Vergleich zum Wildtyp.
Stamm Cytochrom a Cytochrom b Cytochrom c
[nmol/mq] [nmol/mq] [nmol/mq]
Wildtyp 0,075 0,107 0,102
11632 0,02 0,09 0,281

Die Defekte zeigen demnach einen generellen Einfluss auf die
Atmungskettenkomplexe, jedoch weniger stark ausgepragt als in S. cerevisiae, denn
es ist kein Verlust sondern lediglich Mutationen des mitochondrialen Genoms
beobachtbar.

4.2.3 Deletionsmutante 13958

Die Deletionsmutante 13958 des Gens ncu02937 zeigt einen deutlichen Defekt des

Komplex |. Das dazugehdrige Protein ist als konserviertes hypothetisches Protein
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klassifiziert und umfasst 203 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von
22,2 kDa. Des Weiteren liefern Programme zur Vorhersage der Sekundarstrukturen
die

Transmembrandomanen handeln kann. Eine mitochondriale Prasequenz wurde nicht

Information, dass es sich um ein Membranprotein mit zwei

identifiziert.
Phylogenetische Betrachtungen offenbaren eine entfernte Verwandtschaft zu Tim-
und Tom-Proteinen des Mitochondrientransportsystems, jedoch sind die Proteine mit

ncu02937 der

hypothetische oder konserviert hypothetischen Proteinen zuzuordnen und zeigen

einem hoheren Homologiegrad zum Protein Klassifzierung
eine deutlich ausgepragte Homologie zu orthologen Proteinen anderer Pilze.
Homologe Proteine zu Tieren und Pflanzen sind ebenfalls vorhanden, jedoch mit
einer geringeren Sequenzahnlichkeit. Zusammen mit der Bestimmung von zwei
Transmembrandomanen und der entfernten Verwandtschaft zu Transportproteinen
[-Untereinheiten

ist ein Einfluss auf den spezifischen Import von Komplex

postulierbar, auch im Hinblick darauf, dass die anderen Atmungskettenkomplexe

durch eine Deletion des Gens nicht betroffen zu sein scheinen.
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Abb. 4.13: Graphische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen zwischen
homologen Proteinen des Protein 13958. Die Proteine wurden durch BLAST ermittelt und
mit Clustal W die Homologien bestimmt (Felsenstein 1988; Combet, Blanchet et al. 2000).
Die verwendeten Abkirzungen sind in der Tabelle angegeben und umfassen sowonhl
Vertreter aus Ascomyceten (gelb markiert), Bakterien (griin markiert) und aus Saugetieren
(blau markiert). Das Protein 13958 ist zur besseren Sichtbarkeit in roter Schrift

hervorgehoben.

Das Aktivitatsprofii nach der Zuckergradientenzentrifugation offenbarte keine
Komplex I-Aktivitat. Weder ein intakter Komplex | noch ein peripherer Arm sind

nachweisbar.

13958

[U/ml fiir 10 mg
Protein]

nnanuninansnannnnlonals

1234567 8 91011121314151617181920212223
Fraktionen

Abb. 4.14: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation fiir die Mutante 13958.
40 mg Mitochondrienprotein wurde durch eine Zentrifugation auf einem 12 ml
Saccharosegradienten aufgetrennt.

Der Western Blot spiegelt dieses nur bedingt wider. Hier zeigt sich in der
nachfolgenden Abbildung 4.15, dass geringe Mengen der Unterheiten 40.1 kDa und
20.9 kDa in den Fraktionen 4-6 detektierbar waren, wo ebenfalls der Komplex | des
Wildtyps nachweisbar war. Der Western Blot zeigte eine auffallige Ansammlung der
Untereinheit 20.9 kDa in Bereichen hoher Fraktionen zwischen Fraktion 15-18, so
dass hier Uber eine Anhaufung von Assemblierungsintermediaten oder Aggregaten

spekuliert werden kann.
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Wildtyp 13958
2 4 6 9 12 15 18 2 4 6 9 12 15 18

—— - — 40.1

—— 20.9

Abb. 4.15: Western Blot der Deletionsmutante 13958 im Vergleich zum Wildtyp. Die
Fraktionsnummern sind oberhalb des Bildes angezeigt, auf der rechten Seite ist die
apparente Masse der durch Antikérper angefarbten Untereinheit angegeben.

Die Existenz von geringen Mengen vollstandig assemblierten und aktiven Komplex |
ergab die Uberprifung mit Hilfe der BlauNativ-Gelelektrophorese mit anschlieRender
Komplex I-Farbun, welche in Abb. 4.16 dargestellt ist. Sichtbar ist eine Bande auf der
Hohe des Komplex |, welche eine geringe Intensitat aufweist. Dies untermauert die
Signale im Western Blot, welche geringe Mengen Komplex | vermuten lassen und
zeigt auf, dass die Nachweisgrenze im Falle des enzymatischen Tests unterhalb der
Farbemethode der BlauNativ-Gele liegt. Zusatzlich erlaubt die Farbung des Komplex
IV eine Aussage zur Spezifitdt der Deletion des Gens ncu02937 zu treffen, denn
dieser erscheint in der Mutante 13958 nicht betroffen und sogar deutlicher aktiv als
im Falle des Wildtyps zu sein. Eine Uberexpression des Komplex IV zur
Kompensation des Komplex | Defektes kann vermutet werden, jedoch fehlen hierfur

weitere Belege.

Q
S &
S 9

Komplex |

Komplex IV

Abb. 4.16: BlauNativ-Gelelektrophorese mit angefarbtem Komplex | und IV der
Deletionsmutante 13958 im Vergleich mit dem Wildtyp. Die Komplex | - und die Komplex
IV - Bande wurde in der entsprechenden Hohe markiert.
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Erst die Konzentration der ersten vier Fraktionen von sechs Saccharosegradienten
im groflen Malstab, welche im Western Blot einen assemblierten Komplex |
vermuten lassen, und die erneute Auftrennung auf einen Saccharosegradienten mit
nachfolgender Zentrifugation offenbart die Existenz geringer Mengen an aktivem
Komplex [, wie in Abb. 417 sowohl im  Aktivitatsprofil nach
Zuckergradientenzentrifugation und auf dem dazugehoérigen Western Blot gezeigt
werden konnte. Dies bestatigt die Erkenntnisse aus der Farbung des Komplex | der
BN-PAGE.

(a) (b)
6x Fraktionen 1-4, 13958
1 3 5§ 7 11 13 15
6x Fraktionen 1-4; 13958 B —— 40.1
10 :
g 8
2F ¢
£% 4
_Eﬂ.
i 2
0 -
1234587891012 S — 20.9

Abb. 4.17: Nachweis eines assemblierten Komplex | in 13958 im Aktivitatsprofil nach
Zuckergradientenzentrifugation. (a) Von sechs Saccharosegradienten wurden die ersten
vier Fraktionen vereint und erneut nach einer Ultrazentrifugation aufgetrennt und vermessen.
Die Aktivitat der Fraktionen 1-8, 10 und 12 von 24 Fraktionen wurde angegeben. (b)
Ausgewabhlte Fraktionen wurden im Western Blot auf die Untereinheiten 40.1 und 20.9 kDa
Uberpruft.

Die Spezifitat der Deletion zeigte sich bei Betrachtung der Absorptionsdifferenzen fur
die Mutante 13958 im Vergleich zum Wildtyp zur Bestimmung der Cytochromgehalte.
In der nachfolgenden Abbildung ist das Differenzspektrum dargestellt und offenbart
den Gehalt aller Cytochrome in der Mutante 13958 mit einer evidenten Erh6hung des
Cytochrom c¢ Gehaltes, welches bei Mutanten mit Komplex |-Defekt haufig
beobachtet werden kann. In der Tabelle 4.6 ist der 2,7fach erhdhte Cytochrom c
Gehalt der Mutante 13958 ersichtlich.

Tab. 4.6: Cytochromgehalt der Mutante 13958 im Vergleich zum Wildtyp. Die Daten
wurden nach einer Dreifachbestimmung gemittelt.

Stamm Cytochrom a Cytochrom b Cytochrom c
[nmol/mq] [nmol/mq] [nmol/mq]

Wildtyp 0,064 0,108 0,122

13958 0,058 0,174 0,330
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13958 und Wildtyp
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Abb. 4.18: Absorptionsdifferenzspektroskopie der Mutante 13958 im Vergleich zum
Wildtyp. Gezeigt ist die dithionitreduzierte Probe minus der lufoxidierten Referenz.
Cytochrom a ist im Bereich zwischen 605 — 650 nm, Cytochrom b zwischen 560 — 580 nm
und Cytochrom c ist bei 550 — 581 nm sichtbar.

4.2.4 Deletionsmutante 13999

Das Gen ncu03088 kodiert auf einem Exon ein konserviert hypothetisches Protein
mit 521 Aminosauren. Vorhergesagt werden zwei Transmembrandomanen und eine
mitochondriale Prasequenz, welche eine mittlere Reliabilitat aufweist (RC=3). Die
Anwendung der Domanenzuordnung mit der Pfam-Datenbank zeigt eine Domane,
die zur DUF3375 (DUF = domain of unknown function) Familie gehort ohne bisher
bekannte Funktion (Bateman, Coggill et al. 2010; Finn, Mistry et al. 2010).

Der enzymatische Test offenbart einen defekten Komplex | und die Existenz eines

aktiven und assemblierten peripheren Arms (siehe Abb. 4.19).

13999

= A
o N

[U/ml fiir 10 mg
Protein]

o N A O @
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Abb. 4.19: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation fiir die Mutante 13999.
40 mg Mitochondrienprotein wurde durch eine Zentrifugation auf einem 12 ml
Saccharosegradienten aufgetrennt.
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Der Western Blot bestatigt die Prasenz des peripheren Arms durch die detektierbare
Untereinheit 40.1 und moglicher kleinerer Assemblierungsintermediate des
Membranarms aufgrund der Nachweisbarkeit der membranstandigen Untereinheit
20.9 kDa in den Fraktionen 12 - 18.

Wildtyp 13999
3 6 9 12 155 18 21 3 6 g9 12 15 18 21

A W e — ————— 40.1

—— 20.9

Abb. 4.20: Western Blot der Deletionsmutante 13999 im Vergleich zum Wildtyp. Die
Fraktionsnummern sind oberhalb des Bildes angezeigt, auf der rechten Seite ist die
apparente Masse der durch Antikérper angefarbten Untereinheit angegeben.

Untermauert wird dies durch einen sichtbaren peripheren Arm in der NADH-
abhangigen Farbung der BN-PAGE und zusatzlichen Anfarbung des Komplex IV zur
ersten Verifizierung der Spezifitdt des Defekts (siehe Abb. 4.21). Der Komplex IV
zeigt im Vergleich zum Wildtyp eine ausgepragtere Bande aufgrund eines mdglichen

Kompensationseffektes fir den Komplex | — Mangel.

Komplex | ‘ t

peripherer Arm

Komplex IV

Abb. 4.21: BlauNativ-Gelelektrophorese mit angefarbtem Komplex | und IV der
Deletionsmutante 13999 im Vergleich mit dem Wildtyp. Die Komplex | - und die Komplex
IV - Bande wurde in der entsprechenden Héhe markiert.
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Der Cytochromgehalt bestatigt das Ergebnis, dass der Komplex |V nicht betroffen ist,
da die Werte unauffallig waren und lediglich der Gehalt an Cytochrom c erhdht ist,

wie es fur Komplex I-defiziente Mutanten haufig sichtbar ist.

Tab. 4.7: Cytochromgehalt der Mutante 13999 im Vergleich zum Wildtyp. Die Daten
wurden nach einer Dreifachbestimmung gemittelt.

Stamm Cytochrom a Cytochrom b Cytochrom c
[nmol/mq] [nmol/mq] [nmol/mq]

Wildtyp 0,075 0,107 0,102

13999 0,063 0,160 0,283

4.2.5 Die Deletionsmutanten 17876 und 19806

Die Gene ncu00183 und ncu02565 werden aufgrund iherer Sequenzahnlichkeit als
Paraloge Kklassifiziert und die Ergebnisse zur Sequenzanalyse und zur
Charakterisierung der entsprechenden Deletionsmutanten werden daher in diesem
Kapitel gemeinsam dargestellt.

Die kodierten Proteine weisen beide eine molekulare Masse von 61,9 kDa auf.
Postuliert wird eine mitochondriale Prasequenz mit guter Zuverlassigkeit im Falle des
Proteins ncu00183 (RC=2) und mittlerer Zuverlassigkeit fur das Protein ncu02565
(RC=3). Das Gen ncu00183 umfasst vier Exons, das Gen ncu02565 zwei.

Beide Proteine gehdren der Proteinfamilie DUF185 (domain of unknown function) an,
welche Proteine verschiedenster Organismen beinhaltet. Offiziell werden dieser
Proteinfamilie 920 Proteinsequenzen aus 800 verschiedenen Organismen
zugeordnet. Die Funktionen dieser Proteine sind grundsatzlich nicht charakterisiert,
es existiert jedoch ein Vertreter aus Brucella melitensis, der als ATP Synthase f
Untereinheit Transkriptionsfaktor / p Protein beschrieben wird und unter der
Abkurzung ,BM* im nachfolgend gezeigten Stammbaum dargestellt ist. Das Protein
MidA aus Dictyostelium discoideum wurde von Torija et al. in seiner Funktion
genauer charakterisiert (Torija, Vicente et al. 2006).

FUr den Stammbaum wurden mit Hilfe der BLAST-Funktion verschiedene homologe
Proteine zu den Proteinen ncu02565 und ncu00183 ausgewahlt und der phanetische
Stammbaum ermittelt. Da der DUF 185 Familie auch Proteine zugeordnet werden, die
aus Organismen stammen, die keinen Komplex | tragen, wurden das Protein

A6ZZG2 aus Saccharomyces cerevisiae und Q6CJT6 aus Kluyveromyces lactis als
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exemplarische Vertreter in die Kalkulation einbezogen. Jedoch zeigten sich beide
Proteine in der phylogenetischen Betrachtung sehr weit von den anderen
ausgewahlten Proteinen entfernt und wurden nicht im Stammbaum dargestellt.
Demnach kann postuliert werden, dass diese Proteine einen geringeren
Homologiegrad aufweisen und demnach madglicherweise andere Funktionen
ausfuhren als einen spezifischen Komplex I-Einfluss.

Der dargestellte phanetische Stammbaum lasst sich in zwei Gruppen aufteilen. Die
beiden Proteine aus N. crassa befinden sich jeweils in einer der beiden Gruppen,
wobei in der Gruppe um das Protein ncu00183 ebenfalls das naher charakterisierte
Protein MidA vertreten ist. Aufgrund zunachst fehlender Anhaltspunkte fir eine
Funktionsweise dieser Proteine wurde der einzige Vertreter der DUF185 Familie mit
postulierter Funktion in die Betrachtung mit einbezogen und eine ahnliche Rolle fur
die beiden Proteine ncu00183 und ncu02565 in Erwagung gezogen. Dieses Protein
aus B. melitensis mit der schon erwahnten Funktion als ATP synthase § Untereinheit
Transkriptionsfaktor / p Protein mit Homologien zum arsR Protein, welches ein
bakterieller Transkriptionsfaktor mit DNA-Bindemotif ist, wurde jedoch durch
automatische Zuordnung annotiert und es lassen sich keine experimentellen Daten
hierzu in der Literatur finden (Wu und Rosen 1991; DelVecchio, Kapatral et al. 2002;
Torija, Vicente et al. 2006).

Zur Klarifizierung einer moglichen Funktion der Proteine fur die Transkription und
unter  Berlcksichtigung der  signifikant  identifizierbaren = mitochondrialen
Prasequenzen beider Proteine wurde eine mogliche Einflussnahme auf den RNA-
Metabolismus in den Mitochondrien mit Hilfe von Northern Blots untersucht. Die

Ergebnisse werden im Kapitel 4.3.1 dargestellt.
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Abkiirzung

Bezelchnung
des Gens

O

Ki | Genbezaich

Ps1 AILXT Pichia stipitis Pradicted protein
P52 A3ILZPB Pichia stipitis Predicted protein
DH1 QBBNUS Dabaryomyces Predicted protein
hansenii
DH2 ossgpy | Debaryemyces Predicted protein
hansenii
cAal Q59RN1 Candida albicans |predicted uncharacterized protein
PN2 QOViNG Ph?:;ﬁﬂ‘::rla putative uncharacterized protein
CoECigioges
ci ESDJ90 posadasii str. putative uncharacterized protein
Silunirs
Ajellomyces g
AC2 ABREZ1 capsulata putative uncharacterized protein
i Similarity to the uncharacterized
AR AZRB12 | Aspergllus niger |, waliana protein EP1033405-A2
8851 ATESI4 jsf;::?:‘:' putative uncharacterized protein
MGz A4RBP3 | Magnaporthe oryzae | putative uncharacterized protein
AT2 Q1JPN1__ | Arabidopsis thaliana evidence at protein level
AT3 | QSLJIG | Arabidopsis thaliana Predicted protein
PA1 B2AXLZ | Podospora anserina Predicted protein
ATP synthase beta
or QO17ND o tauri tarmination
- ____ factorrho-like
ZM B4FHGS Zea mays putative uncharacterized protein
MT B7FLE5 | Medicago truncatula | putative uncharacterized protein
PG1 ASDD74 | Pichia guilliermondii | putative uncharacterized protein
CA3 QSAPES Candida albicans | putative uncharacterized protein
AF1 BOYIUE Mpa,'wl”s putative uncharacterized protein
fumigatus
Chaetomium 1 . 1
cG2 Q2ZHFV3 globosum putative uncharacterized protein
PA2 B2AYH8 | Podospora anserina Predicted protein
NHZ crvias Naciria Predicted protein
TR b TS _haematococea 2 N = 3
MG1 A4QRE4 | Magnaporthe oryzae | putative uncharacterized protein
BF2 ABSJCS Bqutnnla putative uncharacterized protein
fuckeliana
EN2 Q5BD68 | Aspergillus nidulans | putative uncharacterized protein
AT2 Q1JPN1__ | Arabidopsis thaliana avidence at protein level
AT3 QaLJI6 Arabidopsis thallana Predicted protein
Protein midA homaolog,
MM QIcCWGE Mus musculus mitochondrial
HS QiLse2 Homo sapiens Pmlelq midA homalog,
mitochondrial
ATP synthase beta subunit
BM Q8YI87 Brucella melitensis | transcription termination factor
rho protein
MidA Qs4s83 Pletyestallum Protein midA, mitochondrial
discoideum
19606 QrsHQo Neurospora crassa ncud2565
17876 QTRXA4 Neurospora erassa neul0183

Abb. 4.22: Graphische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen zwischen
homologen Proteinen der DUF185-Proteinfamilie. Die Proteine wurden durch BLAST
ermittelt und mit Clustal W die Homologien bestimmt. Die verwendeten Abklrzungen sind in
der Tabelle angegeben und umfasst Proteine verschiedener Organismen. Die Proteine
19806 und 17876 sind durch farbige Linien hervorgehoben, die Proteine MidA aus
Dictyostellum discoideum und das Protein aus Brucella melitensis (BM) wurden farblich
durch gestrichelte Linien markiert.

Der enzymatische Test nach der Zuckergradientenzentrifugation zur Bestimmung

des Aktivitatsprofils im groRen Malistab lasst keinen Komplex | und keinen

peripheren erkennen.

(a)

(b)
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Abb. 4.23: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation fiir die Mutanten 17876
und 19806. (a) und (b) Jeweils 40 mg Mitochondrienprotein wurde durch eine Zentrifugation

auf einem 12 ml Saccharosegradienten aufgetrennt.
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Der dazugehorige Western Blot dagegen lasst einen geringen Anteil assemblierten
Komplex | vermuten, da in den Fraktionen 2-8 entsprechende Signale sowohl der
immunologisch nachgewiesenen Untereinheit 20.9 des Membranarms wie der
Untereinheit 40.1 des peripheren Arms mit dem Sedimentationsverhalten des
vollstandigen Komplex | korrelierten. Die Intensitdten der Signale dagegen weisen
keine vollstandige Kosedimentation auf. Die intensivsten Signale fur die Untereinheit
20.9 kDa der Mutante 17876 finden sich in den Fraktionen 8-12, wogegen die
Untereinheit 40.1 kDa in den Fraktionen 4-8 die signifikantesten Signale aufweist mit
einer Abwesenheit eines Signals in der Fraktion 12. Bei der Mutante 19806 zeigt sich
ein ahnliches Verhalten mit einer konstanten Zunahme der Bandenintensitat der
Untereinheit 20.9 kDa zu Fraktionen geringerer Saccharosekonzentration. Die
intensivsten Signale sind ab der Fraktion 14 erkennbar. Die Untereinheit 40.1 kDa
dagegen ist nur in den Fraktionen 4-8 detektierbar. Die Abwesenheit beider Proteine
verursacht einen ahnlichen Defekt mit minimalen Mengen assemblierten Komplex |,
der im enzymatischen Test keine Aktivitat aufweist. Zusatzlich erscheint der
Membranarm bzw. seine Assemblierungsintermediate Uber den gesamten

Saccharosegradienten verteilt.

17876 19806

2 4 6 8 10 12 1416 18 20 2 4 6 8 101214 16 18 20

S —— 40.1

i, 20.9

Abb. 4.24: Western Blot der Deletionsmutanten 17876 und 19806. Die
Fraktionsnummern sind oberhalb des Bildes angezeigt, auf der rechten Seite sind die
Massen der durch Antikdrper angefarbten Untereinheiten angegeben.

Dass der vermutete geringe Anteil Komplex | auch eine NADH-Oxidation katalysieren
kann, zeigte die Farbung des Komplex | in BlauNativ-Gelen nachfolgend in der Abb.

4.25 gezeigt. Hierbei zeigten sich geringe Komplex | Mengen und ebenso war der
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Komplex IV spezifisch anzufarben. Die Mutante 19806 zeigt hier eine erhohte
Aktivitat des Komplex IV.

Q
F L&
S LS

Komplex |

Komplex IV

Abb. 4.25: BlauNativ-Gele mit angefarbtem Komplex | und IV der Mutanten 17876 und
19806 im Vergleich mit dem Wildtyp. Die sichtbaren Banden der Atmungskettenkomplexe
sind entsprechend markiert.

Die Bestimmung der Cytochromgehalte zeigte keine signifikante Auffalligkeit im
Vergleich zum Wildtyp. Der Gehalt an Cytochrom a ist mit dem Wildtyp vergleichbar,
das Cytochrom b dagegen um 29% bzw. 38% erhoht. Der Gehalt an Cytochrom c
dagegen weist in den Mutanten eine signifikante Erhdhung auf, wie es bei vielen
Mutanten mit Defekten in der Atmungskette zu beobachten war. In der Mutante
17876 war der Gehalt im Vergleich zum Wildtyp um 135% und in der Mutanten
19806 um 295% erhoht.

Tab. 4.8: Cytochromgehalt der Mutanten 17876 und 19806 im Vergleich zum Wildtyp.
Die Daten wurden nach einer Dreifachbestimmung gemittelt.

Stamm Cytochrom a Cytochrom b Cytochrom ¢
[nmol/mq] [nmol/mq] [nmol/mq]
Wildtyp 0,075 0,107 0,102
17876 0,082 0,138 0,240
19806 0,073 0,148 0,301
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4.2.6 Deletionsmutante 21221

Das Gen ncu03439 (alternative Bezeichnung ncu21508) besteht aus drei Exons und
kodiert ein Proein mit 390 Aminosauren. Das kodierte Protein weist eine eindeutige
S-Adenosyl-Methionin (SAM) - Methyltransferase Doméane auf und ist homolog zum
menschlichen Protein C200rf7, welches eine spezifische und klinische Bedeutung fur
die Aktivitat des Komplex | hat (Sugiana, Pagliarini et al. 2008; Gerards, Sluiter et al.
2010). Das Protein C20o0rf7 zeigte sich peripher assoziiert an die Matrixseite der
mitochondrialen inneren Membran und ist offensichtlich an einem frihen Schritt der
Komplex I-Assemblierung beteiligt. Sein Fehlen fuhrt zu einer nahezu vollstandigen
Abwesenheit des Komplex |. Die Relevanz des Proteins flr die Anwesenheit der
mitochondrial kodierten ND1 Untereinheit wurde Uber die Detektion [*>S]-markierter
mitochondrialer Untereinheiten in 2D-PAGE Experimenten nachgewiesen. Postuliert
wird eine Bedeutung in der Aktivierung der humanen Untereinheit NDUFB3 durch
Methylierung (Carroll, Fearnley et al. 2005; Gerards, Sluiter et al. 2010). Diese
Untereinheit ist homolog zur NADH:Ubichinon Oxidoreduktase Untereinheit B12 in
N. crassa, welche von dem Gen ncu09002 kodiert wird und im Membranarm
lokalisiert ist mit einer postulierten Transmembranhelix. In B. taurus zeigte sich eine
post-translationale Modifikationsform durch zwei- bis dreimalige Methylierung von
verschiedenen Histidinen (Carroll, Fearnley et al. 2005). Die Homologien zu dem
C200rf7 Protein im Menschen und anderen SAM-Methyltransferasen ist eindeutig in
phylogenetischen Betrachtungen belegbar. Hierfur wird in der nachfolgenden
Abbildung ein Ausschnitt eines Alignments zwischen verschiedenen SAM-
Methyltransferasen und dem Protein 21221 dargestellt. Es exisitiert ein Bereich
hoher Ahnlichkeit und der direkte Sequenzvergleich des humanen C20orf7 Proteins
mit dem Protein aus N. crassa fuhrt zu einem ldentitatsgrad von 54%, einem Score
von 582 und einem E-value von 2,710, Demzufolge ist die Verwandtschaft der

beiden Proteine signifikant und eine ahnliche Funktionsweise ist annehmbar.
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21221 STTHVPDFKLTRHVLEHDEL. LPFEPDSFDMVLSSM 213
pSAMMeth-Cg ---FNDQLDLTRQVLADDET! LPFAPASFDMVLSSL 175
pSAMMeth-An —---FNDQISLKRQIVPDLE ---LPFPENSFDAVLSSL 183
pSAMMeth-Pa ---FNKEINMERVVLPYEEGP LPWEDNTFDMVLSSL 135
pSAMMeth-Y1 ISEQNPNPEVASDAVVKLDVASGELNPNAFVTLAHGNEEDISINNSLIMDNTYDAVISTM 202
C20orf7-Hs —-—--IPTVSVLADEEF LPFKENTFDLVVSSL 159
pSAMMeth-Hs ---IPTVSVLADEEF LPFKENTFDLVVSSL 159
pC20orf7-Mm —-—-IPTVNILADEEF LPFQENTFDLVVSSL 159
. . sak kakass
21221 SMHWINDLPGVLSQINSVLKPDCPFIGAMLGGDTLYELRTSLQLAEQERKGGISPHVSPL 273
pSAMMeth-Cg SLHWINDLPGVLAQINNVLKPDSPFIGAMLGGDTLFELRTSLQLAEQERRGGISPHVSPL 235
pSAMMeth-An SIHWINDLPSLLAQVNSILKPDCPFIAAMFGGDTLFELRTSLQLADLERRGGVSPHVSPL 243
pSAMMeth-Pa SMHWINDLPGVLGQINRILKPDAPFIGAMLGGDTLFELRTSLOQLAEQERRGGIGVHVSPL 195
pSAMMeth-Y1 SMHWINDLPGLLNRINNVLKPDGMFMGAMLGGDTLFELRTSLOQLAEMERRGGVSPRVSPL 262
C20orf7-Hs SLHWVNDLPRALEQIHYILKPDGVF IGAMFGGDTLYELRCSLQLAETEREGGFSPHISPF 219
pSAMMeth-Hs SLHWVNDLPRALEQIHYILKPDGVF IGAMFGGDTLYELRCSLQLAETEREGGFSPHISPF 219
pC20orf7-Mm SLHWVNDLPRALEQIHYVLKPDGVFVGAMFGGDTLYELRCSLQLAETEREGGFSPHISPF 219
Kgkkgkkkk ok gas skkkk kg kkgkkkkkgkkk kkkkkg kk kk | gakkg
21221 ADVRDVGGLLQRTGFKMLTVDVEDIVVDYPDMFALMODLQAMGEGNAVLGREMGPIGRDV 333
pSAMMeth-Cg ADVRDVGGLLGRAGFQMLTVDVEDVVVDYPDTFALMODLQAMGEGNAVLGREMGAIGRDV 295
pSAMMeth-An ADVRDVGGLLNKAGFKMLTVDVEDIVVEYPDTFALMGDLOAMGENNAILHRELGPISRDV 303
pSAMMeth-Pa ADVKDVGGLLGKAGFKMLTVDVEDIVVEYPDTFALMEDLQAMGEGNAVLGREVGAIGKDV 255
pSAMMeth-Y1 ADVKDMGGLLQKAKFNLLTVDVDDVIVSYPDIWALMDDLKAMGEGNAVLTRAS-SLPRDV 321
C20orf7-Hs TAVNDLGHLLGRAGFNTLTVDTDEIQVNYPGMFELMEDLQGMGE SNCAWNRKA-LLHRDT 278
pSAMMeth-Hs TAVNDLGHLLGRAGFNTLTVDTDEIQVNYPGMFELMEDLQ -~ —=======—===- EQKSR 264
pC20orf7-Mm TAVNDLGHLLGRAGFNTLTVDTDEIQVNYPGMFELMEDLKGMGE SNCSWNRKA-LLHRDT 278
s ok kgk kk g kg kkkk _gag Kk Kkk_ 3 kk kg ..
21221 LLAGDAIYRALHG--NQDGS--IPATFRITHMIGWKESPHQAQPLRRGSGQASLKDLLEG 389
pSAMMeth-Cg LLANEGIYRALHG--NEDGS--LPATFRIIHMIGWKEGGNQPKPLKRGSGEVSLKDILEA 351
pSAMMeth-An LLANEAIYRELHK--EEGARG-VPATFRLIYMIGWKEGEGQAKPLERGSGQLNLKDLLGG 360
pSAMMeth-Pa LLAAEGIYRELHGSKDEDGTVRLPATFRVIHMIGWKEGGDQPKPLPRGSGEINLRDVLGT 315
pSAMMeth-Y1 LIAADAIYKSLHG--EEDGS--IPATFRFVYMIGWKDSPTQPKPKERGSATVSLKDVLKE 377
C20orf7-Hs MLAAAAVYREMYR--NEDGS--VPATYQIYYMIGWKYHESQARPAERGSATVSFGELGKI 334
pSAMMeth-Hs MLT-- 267
pC200rf7-Mm MLAAAAVYREMYR--NEDGS--IPATFQIYHMIGWKYHDSQARPAERGSATVSFGELAKL 334

Abb. 4.26: Ausschnitt eines Alignments des Proteins 21221 kodiert durch das Gen
ncu21508 mit SAM-Methyltransferasen verschiedener Organismen. Der Bereich der
héchsten Ubereinstimmung wurde fir diese Darstellung ausgewahlt und die identischen
Aminosauren sowohl mit dem Symbol * wie auch gelb hinterlegt. Das Alignment wurde mit
ClustalW erstellt (Thompson, Higgins et al. 1994). Die Proteinbezeichung 21221 steht fur das
Protein des Gens ncu21508 aus N. crassa, C20orf7 fir das humane Protein, die
Bezeichnung pC20orf7 flr probable C200rf7 aus verschiedenen Organismen, welche nach
dem Protein abgekilrzt sind. Cg steht fir Chaetomium globosum, An flr Aspergillus niger, Y|
fur Yarrowia lipolytica, Pn flr Podospora anserina, Mm flir Mus musculus, Hs fir Homo
sapiens, und die Bezeichung pSAMMeth-Hs flr ein homologes weiteres SAM -
Methyltransferase Protein aus Homo sapiens.

Aufgrund der signifikanten Homologie kann von ahnlichen Funktionen in N. crassa
ausgegangen werden. Die Bedeutung des Proteins fur die erfolgreiche Biogenese
des Komplex | ist in nachfolgend dargestellten Ergebnissen evident.

Der enzymatische Test durch Bestimmung des Aktivitdtsprofils nach der

Zuckergradientenzentrifugation dokumentiert das Komplex I-Defizit in der Mutante.
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Abb. 4.27: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation fur die Mutante 21221.
40 mg Mitochondrienprotein wurde durch eine Zentrifugation auf einem 12 ml
Saccharosegradienten aufgetrennt.
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Der Western Blot zeigt eine eindeutige Abwesenheit des peripheren Arms bei einer
Existenz von grofien Membranarmintermediaten. Dies stellt eine Diskrepanz zur
postulierten Bedeutung im Menschen dar, da hier von einer erfolgreichen
Assemblierung des peripheren Arms ausgegangen werden kann unter
Beeintrachtigung des Membranarms. Die mitochondrial kodierten Untereinheiten wie
auch die im Menschen beeintrachtigte ND1 Untereinheit stellen essentielle und im
Zentrum des Membranarms liegende Untereinheiten dar, so dass eine
Beeintrachtigung einen fehlerhaft assemblierten Membranarm vermuten lassen, nicht
jedoch eine vollstandige Abwesenheit des peripheren Arms.

Wildtyp 21221

1 3 6 7 %8 M13 1+ 3 65 7 9 11 13
78.2
49.2

— —

40.1

A = — e, —— 208

15.6

Abb. 4.28: Western Blot der Deletionsmutante 21221 im Vergleich zum Wildtyp. Die
Fraktionsnummern sind oberhalb des Bildes angezeigt, auf der rechten Seite ist die Masse
der durch Antikdrper angefarbten Untereinheit angegeben. Hierbeit gehodrten die
Untereinheiten 78.2, 49.2 und 40.1 kDa zum peripheren Arm, die Untereinheiten 20.8, 20.9,
15.6 und 10.4 zum Membranarm.

Bestatigung finden die bisherigen Ergebnisse in der NADH-abhangigen Farbung der
BN-PAGE und der zusatzlichen Komplex IV- Farbung. Hierbei ist kein Komplex |
oder peripherer Arm identifizierbar, jedoch eine deutliche Komplex IV Existenz (siehe
Abb. 4.29). Aufgrund der unverhaltnismallig deutlichen Komplex IV Anfarbung
wurden beide Gele nach der jeweiligen Farbung dargestellt. Ein Kompensationseffekt
aufgrund des fehlenden Komplex | durch den Komplex IV kann bei dieser Darstellung

erneut diskutiert werden.
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Komplex! = & = Komplex | [

Komplex IV

Abb. 4.29: BlauNativ-Gelelektrophorese mit angefarbtem Komplex | und IV der
Deletionsmutante 21221 im Vergleich mit dem Wildtyp. Die Komplex | - und die
Komplex IV - Bande im rechten Bildausschnitt wurde in der entsprechenden Héhe markiert.

4.3 Untersuchung der Bedeutung von Pentatricopeptid-Repeat-
Proteinen fur die Komplex I-Biogenese

Neben der Identifizierung von potentiellen Biogeneseproteinen fir den Komplex |
Uber die Anwendung des im Kapitel 4.1 beschriebenen differentiellen
Genomvergleich bietet es sich an, bestimmte Proteinklassen selektiv zu betrachten,
deren bisherige Rollen einen spezifischen Einfluss auf die Biogenese
derAtmungskettenkomplexe vermuten lassen. Ein solcher Sachverhalt ist fir die
Klasse der Pentatricopeptid-Repeat-Proteine (PPR) gegeben, da alle bisher
bekannten Funktionen dieser Familie innerhalb von Organellen im Rahmen der
Proteinexpression stattfinden (siehe Kapitel 2.4). Die teilweise spezifischen
Vorgange in der Prozessierung einzelner mitochondrial kodierter Proteine machte
diese Proteinklasse interessant fur die Untersuchung der acht PPR-Proteine in
N. crassa.

Die Identifizierung der PPR-Proteine erfolgte zum einen Uber die Annotation als
PPR-Protein in der MIPS-Datenbank und zum anderen Uber die Suche nach
Orthologen zum OTP43-Protein aus A. thaliana, welches einen nachgewiesenen
spezifischen Einfluss auf den Splicingvorgang eines Introns in der mRNA der
mitochondrial kodierten Komplex [|-Untereinheit NAD1 aufweist (de Longevialle,
Meyer et al. 2007). Hierdurch wurden neben den annotierten sieben PPR-Proteinen

zusatzlich das Protein ncu07684 identifiziert.
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Die Abgrenzung der Klasse der PPR-Proteine stellt sich als nicht eindeutig dar, da
neben den sieben annotierten PPR-Proteinen auch in anderen Proteinen PPR-
Domanen mit der PFAM-Datenbank identifizierbar waren. Neben dem genannten
Protein nu07684 gehort auch beispielsweise das Komplex I-Chaperon CIA84 zu den
Proteinen mit einer PPR-Domane. Einzuschranken ist hierbei, dass nicht
abschlieBend geklart werden konnte, ob es sich hierbei um eine signifikante
Zuordnung oder lediglich eine zufallige Sequenzahnlichkeit handelt.

Nachfolgend ist der phanetische Stammbaum der PPR-Proteine sowohl von
N. crassa und ausgewahlter homologer PPR-Proteine aus A. thaliana und
S. cerevisiae dargestellt. Hervorzuheben sind die beiden Proteine PET309 und
ncu08692, die in der Literatur beschrieben die gleichen Funktionen bei der
Translation und Stabilisierung des COX1-Transkripts in S. cerevisiae und N. crassa
ausuben, in der phylogenetischen Betrachtung jedoch nicht direkt benachbart sind
(Coffin, Dhillon et al. 1997).

PET309
NCU01015 NCU03342
Abkiirzung | Organismus | Annotation bekapnte \ ;
Funktionen \ | /
NCU02674 | N. crassa PPR - | ClA84
NCU07871 | N. crassa PPR - I —
NCU01015 | N. crassa PPR - | /
NCU03342 | N. crassa PPR - NCUO7684 | ‘
NCU08674 | N. crassa PPR - — X | e
cya-5, Homolog zu R ol
NCU0B692 | N. crassa PPR PET309 ~ k|1 F _
NCU06461 | N. crassa PPR - T
NCU07684 | N. crassa - - el ‘NCU08692
™ o Py |
ciAs4 | N. crassa el e /A O\
e NCU02674 Py \
2y ransiation = o
PET309 S. cerevisiae PPR Untereinheit COX1 / \
/ /
. Splicing KI- /___ NCU08674
OTP43 | A. thaliana PPR | Untereinheit NAD1 NCU06461 \

NC[JO?871

Abb. 4.30: Graphische Darstellung der phylogenetischen Beziehungen zwischen
homologen Proteinen der PPR-Proteinfamilie. Die sieben annotierten PPR-Proteine aus
N. crassa und zwei exemplarische PPR-Proteine aus anderen Organismen wurden mit
aufgefihrt. Das Protein OTP43 mit seiner spezifischen Funktion flir den Splicingvorgang der
Komplex I-Untereinheit nad1 wurde mit einer gestrichelten blauen Linie markiert. Die beiden
Proteine mit dem nachfolgend dargestellten Komplex I-Einfluss sind rot markiert.

Drei Deletionsmutanten konnten im Neurospora Genome Project nur als
heterokaryotische Mutanten hergestellt werden und entfielen demnach fiur eine
nachfolgende Untersuchung (ncu02674, ncu07871, ncu20322 bzw. ncu01015). Die
Deletionsmutanten der Gene ncu03342 und ncu08674 =zeigten keinen

nachweisbaren Einfluss auf die Komplex [-Biogenese. In dem phanetischen
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Stammbaum ist das Protein ncu08674 das direkt benachbarte Protein zum OTP43-
Protein, jedoch konnte ein spezifischer Komplex I-Einfluss des Proteins aus
N. crassa nicht bestatigt werden. In der Deletionsmutante des Gens ncu08692
konnte die bekannte Funktion des CYA-5-Proteins Relevanz mit ihrer Relevanz fir
den Komplex IV in der BlauNativ-Farbung gezeigt werden (Coffin, Dhillon et al.
1997).

Nachfolgend werden die Ergebnisse der beiden PPR-Proteine ncu06461 (ncu20711)
und ncu07684 aufgefihrt, bei denen im Rahmen dieser Arbeit eine Relevanz fur die

Komplex |-Biogenese nachweisbar waren.

4.3.1 Die Deletionsmutanten 20112 und 20449

Das Gen ncu06461 (alternative Bezeichnung ncu20711) kodiert auf zwei Exons ein
Protein mit der Gesamtlange von 1028 Aminosauren, welches als konserviertes,
hypothetisches Protein klassifiziert ist. Die kalkulierte molekulare Masse umfasst
115,4 kDa und die Proteinsequenz zeigt in Hydrophobizitatsplots keine potentielle
Transmembrandomane. Demnach kann man von einem I6slichen Protein ausgehen.
Es ist keine mitochondriale Prasequenz feststellbar. In der Mutante 20112 ist dieses
Gen deletiert und die Auswirkungen der Deletion wurden untersucht.

Das Gen ncu07684 (untersuchte Deletionsmutante 20499) kodiert auf einem Exon
ein Protein von einer Gesamtlange von 641 Aminosauren mit einer kalkulierten
molekularen Masse von 72 kDa und der gleichen Klassifizierung als konserviertes,
hypothetisches Protein. Es konnte keine Transmembrandomane oder mitochondriale
Prasequenz identifiziert werden.

Beide Proteine zeigen Domanen, die der PPR-Familie zuzuordnen sind. Im Falle des
Proteins ncu20711 lassen sich mit der PFAM Datenbank zwei PPR-Domanen
unterschiedlicher Signifikanz bestimmten. Eine Domane weist einen E-Value von
0,024 und die andere einen Wert von 0,9 auf. Mit der Kalkulation der TIGRFAM
Datenbank werden vier PPR Domanen kalkuliert.

Das Protein ncu07684 dagegen weist durch die Anwendung von PFAM lediglich eine
PPR Domaéane auf, mit der TIGRFAM im Vergleich drei. Die unterschiedlichen
Ergebnisse kommen durch den sich erganzenden Charakter der beiden auf Hidden
Markov Models (HMMs) basierenden Datenbanken zustande (Bateman und Haft
2002; Haft, Selengut et al. 2003; Finn, Mistry et al. 2010). Die PFAM-Datenbank
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basiert auf einer groRen Ansammlung von HMMs kombiniert mit Alignments und
Annotationen. Die TIGRFAM Datenbank dient hierzu als Erganzung, da bei dieser
der Fokus auf konservierte Proteine in Prokaryoten gelegt ist (Bateman und Haft
2002).

Die Ergebnisse des enzymatischen Tests nach der Saccharosegradienten-
zentrifugation zeigen die eindeutige Existenz eines peripheren Arms mit hoher
Aktivitat bezlglich der Katalyse der Redoxreaktion. Die Verschiebung des peripheren

Arms aufgrund eines anderen Sedimentationsverhaltens wird in den Abbildungen

deutlich.
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Abb. 4.31: Aktivitatsprofil nach Zuckergradientenzentrifugation fiir die Mutanten 20112
und 20449. (a) und (b) 40 mg Mitochondrienprotein der jeweiligen Mutante wurde durch eine
Zentrifugation auf einem 12 ml Saccharosegradienten aufgetrennt.

Der Western Blot untermauert die Existenz des peripheren Arms in Abwesenheit
eines detektierbaren Membranarms. Bei beiden Deletionsmutanten waren die im
peripheren Arm lokalisierten Unterheinheiten 78.2 kDa und 40.1 kDa ebenso wie im
Wildtyp detektierbar, dagegen zeigte lediglich der Wildtyp Signale fur die
membranstandigen Untereinheiten 20.9 kDa und 15.6 kDa.
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Wildtyp 20112 20449
2 58 1115 2 5 81115 2 5 8 11 15
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Abb. 4.32: Western Blot fiir die Mutanten 20112 und 20449 im Vergleich zum Wildtyp.
Die aufgetragenen Fraktionen sind oben angegeben, die molekularen Massen der durch
Antikorper detektierten Untereinheiten sind auf der rechten Seite angegeben.

Ebenso zeigt die NADH-spezifische Farbung des BlauNativ-Gels die Prasenz des
peripheren Arms in beiden Mutanten. Bemerkenswerterweise sind in der Spur der
Mutante 20112 eventuell minimale Mengen assemblierter Komplex | vorhanden, da
auf der gleichen Hohe wie beim Wildtyp eine dezente Bande sichtbar ist. Die
anderen dargestellten Ergebnisse deuten diese Beobachtung nicht an, so dass
spekuliert werden kann, ob dies ein einmaliges Ereignis aufgrund von
Verunreinigungen ist. Die Farbung des Komplex IV demonstriert eine evidente

Existenz des Komplex IV in den Deletionsmutanten.
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Komplex |

-
Komplex IV i

Abb. 4.33: Enzymatische Farbung der BlauNativ-Gele der Mutanten 20112 und 20449
im Vergleich zum Wildtyp. Zwei verschiedene Mitochondrienpraparationen wurden fir die
Farbung des Komplex | und IV verwendet. Die Spuren wurden oben beschriftet und die
sichbaren Banden jeweils links beschriftet. (a) NADH-abhangige Farbung des Komplex | und
peripheren Arms durch die Redoxreaktion unter Bildung von Formazan. (b) Zusatzlich zur
angefarbten Komplex |-Bande wurde der Komplex IV angefarbt. Der periphere Arm ist
hierbei nicht sichtbar.

Komplex |

peripherer Arm

Hinweise auf die intakten Atmungskettenkomplexe Ill und IV liefern ergénzend die
Cytochrombestimmungen mit einem vergleichbaren Gehalt an Cytochrom a des

Wildtyps mit dem Mutanten und signifikant erhdhtem Cytochrom b und c.

Tab. 4.9: Cytochromgehalt der Mutanten 20112 und 20449 im Vergleich zum Wildtyp.
Die Daten wurden nach einer Dreifachbestimmung gemittelt.

Stamm Cytochrom a Cytochrom b Cytochrom ¢
[nmol/mq] [nmol/mq] [nmol/mq]
Wildtyp 0,075 0,107 0,102
20112 0,094 0,178 0,228
20449 0,081 0,195 0,242

4.3.1.1 Heterologe Expression der PPR-Genen aus N. crassa in E. coli

Um die Rolle der Pentatricopeptide-Repeat-Proteinen zu untersuchen wurden in
Zusammenarbeit mit Anastasia Albrandt die beiden Gene ncu20711 und ncu07684
heterolog als Fusionsprotein im Expressionsstamm BL21 (DE3) von Escherichia coli

exprimiert. Die Gene wurden zu diesem Zweck in den Klonierungsvektor
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pJET1.2/blunt eingebaut und nachfolgend in den Expressionsvekor pET-28b
umgesetzt. Hierbei wurden gangige Klonierungstrategien angewendet unter
Anfugung der entsprechenden Erkennungssequenzen far die
Restriktionsendonukleasen Ndel und Hindlll am 5-Ende der Primer fur die
Polymerasekettenreaktion. Der pET-28b Vektor verfugt Uber einen N-terminalen
Hexahistidintag mit der Madglichkeit der Abtrennung durch eine Thrombin —
Schnittstelle und einen C-terminalen Tag. Fur die beiden Gene wurden zwei pET-28
Konstrukte erstellt. Bei einem Konstrukt wurde das Stoppcodon deletiert, so dass die
Translation Uber das Ende des Gens hinaus bis zum nachsten Stoppcodon erfolgt
und hierbei ein C-terminaler Hexahistidintag zusatzlich zum N-terminalen Tag
angefugt wurde. Mit dem Stoppcodon im Gen wurde lediglich der N-Terminus mit
Hexabhistidintag exprimiert (Albrandt 2011).

Die Expression zeigte sich fur alle Konstrukte nicht trivial. Im Falle des Proteins
ncu20711 und der erwarteten molekularen Masse von 115 kDa war in der
Coomassie - Farbung der SDS-PAGE das Protein nur in geringen Mengen angefarbt,
der Western Blot unter Verwendung eines Antikorper gegen den Hexahistidintag
zeigte dagegen eine Expression des Proteins (Abb. 4.34). Das Protein ncu07684 mit
lediglich 72 kDa kalkulierter Molekulmasse war deutlich sichtbar sowohl in der
Blaufarbung wie auch im Western Blot (Abb. 4.35) (Albrandt 2011).

mS oS
kDa M | 0 1 2 3 ‘ I 0 1 2 3 ‘ h
200 — -
150 — e
i
85 — | il e b -~ ‘
70 — - ; 8 ¥ .
60 - p
50 — \ ’
40 — k\ .
o
30 —
25 — \.

20— %

Abb 4.34: Expression von ncu20711 mS - mit Stopcodon und oS - ohne Stopcodon
unter den Bedingungen: 37 A4C / OD 0,4 / 0,5 mM IPTG (Albrandt 2011).
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Abb. 4.35: Expression von ncu07684 mS - mit Stopcodon und oS - ohne Stopcodon
unter den Bedingungen: 37 A4C / OD 0,4 / 0,5 mM IPTG (Albrandt 2011).

Die Problematik gestaltete sich in der Gbermaldigen Produktion von sogenannten
Einschlusskorperchen, die auch als ,inclusion bodies* bezeichnet werden, und bei
beiden Proteinen den Anteil an léslichem Protein im Uberstand drastisch reduzierten.
Dies wird in der Abb. 4.36 deutlich, welche die Ergebnisse der differentiellen
Zentrifugation des Proteins ncu07684 gezeigt werden und im Uberstand U2 nach der
zweiten Zentrifugation (high spin) nur minimal detektierbare Mengen des Proteins
feststellbar waren. Auf eine Darstellung der Ergebnisse des Proteins ncu20711 wird

verzichtet, da im Uberstand U2 kein Protein sichtbar war.

0,1 mM 0,5mM PTG 0,1 mM 0,5mM PTG

kDa M ZL S1 01 s2 u2 H L s1 U1 82 02 kDa M L S1 o1 82 02 ‘ [ ZL S1 U1 S2 u2

Abb. 4.36: Differentielle Zentrifugation nach der Expression von ncu07684
unter den Bedingungen: 18 °C /20 h/ OD 0,4/ 0,1 und 0,5 mM IPTG;

M: Marker; ZL: Zelllysat; S1, U: Uberstand und Sediment nach der 1. Zentrifugation
(low spin); S2, U2: Uberstand nach der 2. Zentrifugation (high spin) (Albrandt 2011).

Die Varianz maoglicher relevanter Expressionsparameter wie die

Expressionstemperatur, IPTG-Konzentration, Zeitpunkt der Induktion oder die
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Pufferzusammensetzung beim Zellaufschluss fuhrten zu keinen signifikanten
Verbesserungen. Fur die Aufreinigungen des Proteins ncu07684 wurde eine
Expressionstemperatur von 18°C und ein Solubilisierungspuffer mit 1% Triton-X100
gewahlt, welches zu einer leichten Erhdhung des |6slichen Anteils des Proteins im
Uberstand der aufgeschlossenen Zellen fiihrte. Hierdurch war eine zweistufige
Aufreinigung des Fusionsproteins mit einer Immobilisierten  Metallionen-
affinitatschromatographie und anschlielenden lonenaustaschchromatogaphie
mdglich, die zu einer hohen Reinheit des Zielproteins als Hauptbestandteil des
Eluats fuhrte (Abb. 4.37).

M MAX.
kDa 28 29 30 31 32

43

26

Abb. 4.37: SDS-PAGE der lonenaustauschchromatographie von ncu07684. Es wurden
die Fraktionen 28-32 des Chromatogramms aufgetragen und mit Coomassie gefarbt
(Albrandt 2011).

Die Identitat des Proteins wurde durch Massenspektrometrie verifiziert.

4.4 Beeinflussung der mitochondrialen Genexpression durch
Komplex I-spezifische Biogenesefaktoren

Aufgrund der Existenz von Pentatricopeptid-Repeat-Domanen in den Proteinen
ncu20711 und ncu07684 mit der nachgewiesenen Relevanz dieser Proteinklasse fur
den RNA-Metabolismus in Organellen (siehe Kapitel 2.4) wurde ihre Bedeutung fur
die mitochondriale Transkription und Translation untersucht. Die Einflussnahmen auf
die erfolgreiche Transkription von mitochondrial kodierten Komplex I-Untereinheiten
der beiden Proteine ncu00183 und ncu02565 der DUF185-Familie wurde ebenfalls
untersucht. Dies war bedingt durch die Homologie zu einem Transkriptionsfaktor aus

B. melitensis und der signifikant vorhersagbaren mitochondrialen Prasequenzen.
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4.4.1 Mitochondriale Transkription von Komplex I-Untereinheiten

FUr die Proteine der Gene ncu00183 (17876) und ncu02565 (19806) der DUF185
Familie und die den Pentatricopeptid-Repeat-Proteinen zugeordneten Proteine
ncu20711 (20112) und ncu07684 (20449) wurde der Einfluss der Gendeletion auf die
mitochondriale Transkription untersucht. Zu diesem Zweck wurde die Gesamt-RNA
aus den jeweiligen Mutanten isoliert und mit Hilfe von Northern Blots charakterisiert.
Hierbei wurden als Detektionssonden radioaktiv markierte PCR-Produkte verwendet.
Es wurden alle sieben mitochondrial kodierten Untereinheiten des Komplex | mit je
einer Sonde detektiert und zur Validierung der Methode noch zusatzlich je eine
Sonde fur die Untereinheiten cob des Komplex |ll und ATP6 des Komplex V. Die
Untereinheit ATP6 ist Bestandteil eines polycistronischen Primartranskripts mit den
Untereinheiten ATP8, ATP9 und cox2 (Bittner-Eddy, Monroy et al. 1994; Kleidon,
Plesofsky et al. 2003). Ein Uberblick (iber die mitochondriale Transkription ist in
Kapitel 2.5.2 dargestellt.

4.4.1.1 Transkript ND4 und ND1

Die Untersuchung der Transkripte der mitochondrial kodierten und benachbarten
Untereinheiten ND4 und ND1 wiesen bis auf eine Mutante die gleichen
Prozessierungsbanden auf. Bei der Deletionsmutante 20112 trat eine signifikante
zusatzliche Bande auf (in der nachfolgenden Abbildung 4.38 mit 1 markiert), deren
GroRe in beiden Northern Blots mit ~56500bp bestimmbar war. Es ist jedoch eine
weitere Prozessierung in dieser Mutante annehmbar, da weitere und die gleichen
Signale wie in den anderen Mutanten ersichtlich sind. Es findet demnach kein

Prozessierungsstopp statt.
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(c)

| 5448bp |
971bp 1451bp 659bp 479bp  1118bp 635bp

135bp

ND4 ND1

Abb. 4.38: Prozessierung der mitochondrialen Untereinheiten ND1 und ND4. Es wurde
die Gesamt-RNA isoliert und mit Northern Blots untersucht. Die Spalten sind entsprechend
der aufgetragenen RNA mit dem Namen der Deletionsmutanten und dem Wildtyp beschriftet.
Die sichtbaren Banden wurden nummeriert. (a) Der Northern Blot fiir die Untereinheit ND4.
Es wurde eine Sonde im 971bp Exon verwendet. (b) Northern Blot fir die Untereinheit ND1.
Es wurde einen Sonde im 635bp Exon verwendet. (c) Schematische Darstellung des
mitochondrialen Genoms im Bereich der ND4-ND1 — Sequenzen. Die Exons werden als
eingefarbte Rechtecke, die Introns als Dreiecke dargestellt. Die kodierende Sequenz fiir ND4
ist rosa und fir ND1 ist griin gefarbt. Die GroRe der entsprechenden Bereiche ist angegeben
und die Postition der verwendeten Sonden ist durch einen roten Stern markiert.

Anhand eines Vergleichs mit einem RNA-GrélRenstandards wurden die apparenten
GroRen der sichtbaren mRNA-Transkripte berechnet und nachfolgend in einer
Tabelle zusammengefasst. Hieraus lasst sich entsprechend ein
Prozessierungsschema postulieren, welches den Beobachtungen aber nur teilweise
Rechnung tragt (Abb. 4.39).
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Tab. 4.10: Bestimmung der GroBe der mRNA-Transkripte fiir die Untereinheiten ND4
und ND1.

ND4 ND1
Bande | berechnete Bande berechnete
Nr. Grofe [bp] Nr. Grofe [bp]
1 5570 1 5646
2 4224 2 4487
3 2626 3 3138
4 2406 4 1836
5 1656 5 926

Bei der Deletionsmutante 20112 war eine Bande bei ~5.6 kb oberhalb der ersten
detektierbaren Bande bei ~4.3 kb der Uberpruften Deletionsmutanten und dem
Wildtyp detektierbar. Da kein abschlieRendes Prozesssierungsschema aufgrund der
Daten postulierbar ist, wird an dieser Stelle das mdgliche Schema aufgezeigt und
diskutiert.

Die Position des Promoters ist flr die Transkriptionsinitiierung nicht bekannt, jedoch
ist es auszuschlieBen, dass das polycistronische Primartranskript noch weitere
benachbarte Gensequenzen enthalt, denn fir die mRNA-Spezies mit COX1 ist
bekannt, dass es nicht die Sequenzen fur ND1 und ND4 enthalt (Kleidon, Plesofsky
et al. 2003), ebenso ist der nachfolgende Genbereich um die ATP-Synthase-
Untereinheiten gut charakterisiert und zeigt kein polycistronisches Transkript mit ND4
und ND1. Demnach lasst sich ein noch nicht determiniertes Promotersignal aufwarts
der ND1-Sequenz postulieren. Die Suche nach dieser Promotersequenz anhand der
bisher bekannten Konsensus-Sequenzen (siehe Kapitel 2.5.2) weist kein
konserviertes Signal zwischen der COX1 und ND1 Sequenz auf, lediglich ein stark
degeneriertes Signal mit der Basenabfolge 5-TTAGAAATccA-3’, welches der
degenerierten Sequenz 5’-TTAGARRKRKA-3’ bis auf die beiden Cytosine entspricht
(diese sind in der Sequenz klein geschrieben worden) (Kennell und Lambowitz 1989;
Kubelik, Kennell et al. 1990). Die potentielle Promotorposition ist 1295bp vom
Startcodon des ND1-Gens entfernt und wirde das Primartranskript von 5448 bp auf
6743 bp vergrofern. Aufgrund der bestimmten Grofle des ersten vermutlich
dicistronischen Transkripts mit einer Gesamtlange von 5448bp bei allen Spezies (bei
der Deletionsmutante 20112 die zweite sichtbare Bande) bei ~4.3 kb kann als erster
Prozessierungsschritt die Entfernung eines der beiden Introns postuliert werden,
vermutlich das Intron im ND4-Gen. Eine Separation der beiden mRNA-Bereiche ND4
und ND1 an dieser Stelle der Prozessierung widerlegt die Existenz der gleichgrol3en,

nachfolgenden Banden. Die weitergehende Prozessierung kann nachfolgend mit der
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Teilung des dicistronischen Pratranskripts erfolgen, so dass im Falle der dann schon
fast vollstandig prozessierten ND4-mRNA ein Transkript von 1630 bp entstehen
wurde. Das mRNA-Transkript mit der Sequenz fir ND1 dagegen wirde noch das
Intron beinhalten mit einer GesamtgroRe von 2238 bp, woran sich final die
Prozessierung des Introns anschliefien wirde mit einer Bildung der reifen mRNA-
Spezies mit 1114 bp. Das postulierte Prozessierungsschema lasst also im Fall der
ND4-Sonde die Grolken 5448 bp, 3997 bp und 1630 bp vermuten, zusatzlich zu
dem mdglichen Sequenzbereich bis zum Promotor. Dies kann nicht in
Ubereinstimmung mit den sichtbaren GroRen gebracht werden, die in Tab. 4.10
aufgefluhrt sind. Im Fall der ND1-Sonde kann man ebenfalls die Banden 5448 bp und
3997 bp postulieren, danach anschlieRend die Banden 2238 bp und 1114 bp. Die
Ubereinstimmung mit den detektierten GréRen ist hierbei hoher, jedoch nicht

abschlief3end beurteilbar.

54480p }

S71bp 1451bp 639bp  479bp 1118bp EB-}:‘E

-

8 I
et 135bp I

ND4 = ND1
Prozessierung des
MND4-Introns <_Jj .
3997bp |
S71bp  RS90Op  47%bp 1118bp 6350bp
— [ -l =
1350p w
ND4 ND1

Teilung des
:jac__|stmru5ghen ,._,LL>
Pratranskripts b

1630bp 1 | 2238hp

971bp 6550p 479bp 11180p 635bBp

— || .-
ND4 N [] ND1
Prozessierung des <:::)) i
ND1-Introns j— 1114bp —
475bp B350p
—
ND1

Abb. 4.39: Vermutetes Prozessierungsschema des dicistronischen mitochondrialen
mMRNA-Transkripts von ND4 und ND1. Die Exons der mRNA des Gens ND4 sind als
rosafarbene Rechtecke, die des Gens ND1 als griine Rechtecke dargestellt. Die beiden
Introns sind als Dreiecke dagestellt. Die Gro3en der Sequenzbereiche sind angegeben.
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4.4.1.2 Transkript ND2 und ND3

Ein weiterer auffalliger Bereich im untersuchten RNA-Metabolismus stellt die
Transkription der Gene ND2 und ND3 dar. Hier zeigten sich die Deletionsmutanten
17876, 19806 und 20112 unauffallig, jedoch die Mutante 20449 liel3 reproduzierbar
signifikante Signale fur die mRNA-Transkripte vermissen. Die Sonden waren im
singularen Exon des ND2-Gens und im 353 bp grollen Exon des ND3-Gens
lokalisiert. Im Falle des Northern Blots fir die Untereinheit ND2 konnten schwache
Signale erkannt werden, wobei jedoch nicht unterschieden werden konnte, ob es sich
hierbei um Detektionsartefakte aufgrund einer geringeren Spezifitat der Sonde oder

um geringe Mengen der detektierten Transkripte handelt.

(@)

ND3
(c)
} 3643bp |
353bp 1450bp 89bp 1751bp
-
ND3 ND2

Abb. 4.40: Prozessierung der mitochondrialen Untereinheiten ND2 und ND3. Es wurde
die Gesamt-RNA isoliert und die Transkription mit Northern Blots untersucht. Die Spalten
sind entsprechend der aufgetragenen RNA mit dem Namen der Deletionsmutanten und dem
Wildtyp beschriftet. Die sichtbaren Banden wurden nummeriert. (@) Der Northern Blot fur die
Untereinheit ND3. Es wurde eine Sonde im 353bp Exon verwendet. (b) Northern Blot fur die
Untereinheit ND2. Es wurde einen Sonde in der Mitte des Exons verwendet. (c)
Schematische Darstellung des mitochondrialen Genoms im Bereich der ND3-ND2 -
Sequenzen. Die Exons werden als eingefarbte Rechtecke, die Introns als Dreiecke
dargestellt. Die kodierende Sequenz fur ND3 ist blau und fur ND2 ist gelb gefarbt. Das
Startcodon der ND3-Untereinheit liegt direkt benachbart zum Stoppcodon der ND2-
Untereinheit. Die Grolke der entsprechenden Bereiche ist angegeben und die Postition der
verwendeten Sonden ist durch einen roten Stern markiert.
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Tab. 4.11: Bestimmung der GroBe der mRNA-Transkripte fir die Untereinheiten ND3
und ND2. Vermutete Banden werden in Klammern gesetzt.

ND3 ND2
Bande | berechnete Bande berechnete
Nr. Grofe [bp] Nr. Grofe [bp]
(1) (7846) 1 10239
2 6759 2 8121
3 4332 3 4626
4 3129 4 3322
5 1706 5 2308
(6) (1158) 6 1713

4.4.1.3 Transkript ND5 und ND4L

Die Region um die Gene ND5 und NDA4L zeigte sich in allen Mutanten nicht
betroffen, welches in nachfolgender Abbildung 4.41 dargestellt wird. Der Northern
Blot fur die Untereinheit ND4L weist trotz einer geringen Auflosung und Signifikanz
der Signale die erwarteten Banden auf, so dass von einer erfolgreichen Transkription
ausgegangen werden kann. Ein Vergleich mit publizierten Daten (Nelson und Macino
1987; Nelson und Macino 1987) zeigt eine signifikante Ubereinstimmung der
berechneten Banden, jedoch ohne die 7000 bp Bande in der Literatur auf den
Northern Blots zu sehen. Im Falle der Untereinheit ND4L waren die publizierten
Banden mit ~5.6 und ~5.0 kb nicht sichtbar. Abweichungen zu den Literaturwerten
lassen sich aufgrund der unterschiedlichen GroRenbestimmung vermuten. In den
vorliegenden Daten wurde die GroRe anhand eines RNA-Groflenstandards mit acht
Banden zwischen 6000 bp und 200 bp determiniert, in den publizierten Daten
lediglich aufgrund der beiden Banden der rRNA. Resultierend aus den bekannten
dicistronischen Transkription der ND5 und ND4L Untereinheiten lasst sich
annehmen, dass beide Gene erfolgreich in den untersuchten Deletionsmutanten

transkribiert und prozessiert werden.
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Abb. 4.41: Prozessierung der mitochondrialen Untereinheiten ND5 und ND4L. Es wurde
die Gesamt-RNA isoliert und die Transkription mit Northern Blots untersucht. Die Spalten
sind entsprechend der aufgetragenen RNA mit dem Namen der Deletionsmutanten und dem
Wildtyp beschriftet. Die sichtbaren Banden wurden nummeriert. (a) Der Northern Blot fir die
Untereinheit ND5. Es wurde eine Sonde im 1230bp Exon verwendet. (b) Northern Blot fir die
Untereinheit ND2. Es wurde einen Sonde im 239bp Exon verwendet. (c) Schematische
Darstellung des mitochondrialen Genoms im Bereich der ND5-ND4L-Sequenzen. Die Exons
werden als eingefarbte Rechtecke, die Introns als Dreiecke dargestellt. Die kodierende
Sequenz fur ND5 ist lila und fir ND2 ist gelb gefarbt. Das Stoppcodon der ND4L-Untereinheit
Uberlappt mit dem Startcodon der ND5-Untereinheit. Die GroRe der entsprechenden
Bereiche ist angegeben und die Postition der verwendeten Sonden ist durch einen roten
Stern markiert.

Tab. 4.12: Bestimmung der GroRe der mRNA-Transkripte fiir die Untereinheiten ND5
und ND4L. Bisher bestimmte Banden wurden mit ihrer Literaturquelle angegeben.

111

ND5 ND4L
Bande | berechnete | Literaturdaten Bande | berechnete | Literaturdaten
N | Grote [bp] | e ion Nr. | GroBe(bp] | helsonund
1 6471 5600 1 6371 7000
2 5654 5000 2 3875 3200
3 3297 3200 584 -
4 2657 1500
5 1327 1100




4 Ergebnisse

4.4.1.4 Transkript COX3 und ND6

Das polycistronische mitochondriale Transkript 19SrRNA-COX3-ND6 (Breitenberger,
Browning et al. 1985) wurde mit einer Sonde gegen die mRNA der Untereinheit ND6
detektiert, bei der keine publizierten Daten vorhanden sind. Es zeigte sich eine
signifikante Bande bei allen Mutanten und dem Wildtyp in der Hohe des
Erwartungswertes fur die vollstandig prozessierte ND6 mRNA, so dass von keinen
Beeintrachtigungen in diesem Bereich ausgegangen wird. Die reife mRNA umfasst
731bp, berechnet wurden 808bp. Eine groRe zusatzliche Bande im Bereich um
7000bp eines nicht ndher bestimmten polycistronischen Transkripts war nur in den
Mutanten 19806, 20112 und 20449 sichtbar, jedoch nicht in 17876 und dem Wildtyp.
In der Abb. 4.42 sind die Ergebnisse dargestellt.

(b)
I 613%bp |
L 231700 271bp  809bp 2011bp

19S rRNA COX3 ND6

Abb. 4.42: Prozessierung der mitochondrialen Untereinheiten ND6 und COX3. Es
wurde die Gesamt-RNA isoliert und die Transkription mit Northern Blots untersucht. Die
Spalten sind entsprechend der aufgetragenen RNA mit dem Namen der Deletionsmutanten
und dem Wildtyp beschriftet. Die sichtbaren Banden wurden nummeriert. (a) Der Northern
Blot fUr die Untereinheit NDG. Es wurde eine Sonde in der Mitte des Exons verwendet. (b)
Schematische Darstellung des mitochondrialen Genoms im Bereich der COX3-NDG6-
Sequenzen mit der angrenzenden Region der 19S rRNA. Die Exons werden als farbige
Rechtecke dargestellt, die Sequenz fir die rRNA grau. Die kodierende Sequenz fur NDG ist
orange und fir COX3 ist grin gefarbt. Die GroRe der entsprechenden Bereiche ist
angegeben und die Postition der verwendeten Sonden ist durch einen roten Stern markiert.
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Tab. 4.13: Bestimmung der GroBe der mRNA-Transkripte fiir die Untereinheiten ND6.
Vermutete Banden werden in Klammern gesetzt.
ND6

Bande | berechnete

Nr. GroRe [bp]

1 7100
2) (1218)
3 808

4.4.1.5 Transkript COB und ATP6

Zur Uberpriifung der anderen mitochondrial kodierten Untereinheiten der
Atmungskettenkomplexe wurde die Prozessierung der ATP6 und der COB uberpruft.
Hierbei lag ein besonderes Augenmerk auf dem Vergleich mit bereits existierenden
Daten. Es wurden die Nitrocellulosemembranen der vorhergegangenen Northern
Blots gestrippt, also von hybridisierten Sonden befreit und erneut hybridisiert. Die
Qualitat der Signale reduziert sich bei der zweiten Hybridisierung sichtbar bei dieser
Vorgehensweise. Gerade die Qualitat der Signale des Wildtyps waren deutlich
verringert, so dass dieser in der nachfolgenden Abbildung nicht dargestellt wurde.
Die sichtbaren Banden der Deletionsmutanten wurden mit den bekannten
Literaturwerten verglichen (Bittner-Eddy, Monroy et al. 1994). Es zeigten sich keine

auffalligen UnregelmaRigkeiten in den Transkriptionsmustern.
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c)
| 7044bp |
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ATP8 ATP6 ATP9 COX2

Abb. 4.43: Prozessierung der mitochondrialen Untereinheiten COB und ATP6. Es
wurde die Gesamt-RNA isoliert und die Transkription mit Northern Blots untersucht. Die
Spalten sind entsprechend der aufgetragenen RNA mit dem Namen der Deletionsmutanten
beschriftet. Die sichtbaren Banden wurden nummeriert. (a) Der Northern Blot fir die
Untereinheit COB. Es wurde eine Sonde im 668bp Exon verwendet. (b) Der Northern Blot fur
die Untereinheit ATP6. Es wurde eine Sonde im 434bp Exon verwendet. (c) und (d)
Schematische Darstellung des mitochondrialen Genoms im den angegebenen
Sequenzbereichen. Die Exons werden als farbige Rechtecke dargestellt und die Position der
verwendeten Sonden sind durch rote Sterne markiert. Die GréRRe der entsprechenden
Bereiche ist angegeben. (c) COB-COX1-Sequenz. Die Exons der COB-Untereinheit sind
gelb, das Exon der COX1-Untereinheit grin markiert. (d) ATP8-ATP6-ATP9-COX2-
Sequenzen. Die kodierenden Sequenzen fir ATP-Synthase-Untereinheiten sind in
verschiedenen Blautdnen dargestellt und die COX2-Untereinheit ist orange gefarbt.

Tab. 4.14: Bestimmung der GroRe der mRNA-Transkripte fiir die Untereinheiten COB
und ATP6. Bisher bestimmte Banden wurden mit ihrer Literaturquelle angegeben.

COB ATP6
Literaturdaten Literaturdaten
Bande | berechnete | (Bittner-Eddy, Bande berechnete (Bittner-Eddy,
Nr. GroRe [bp] | Monroy et al. Nr. GroRe [bp] Monroy et al.
1994) 1994)
1 8200 8000 1 7749 -
2 7423 6800 2 4000 -
3 6269 - 3 2484 2200
4 4226 4600 4 1361 1300
5 2406 2200
6 1574 1600
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4.4.2 Detektion mitochondrial kodierter Untereinheiten der Atmungskette

Durch die selektive Markierung der mitochondrial kodierten Proteine durch Einbau
von [**S]-Methionin und [*S]-Cystein kann die erfolgreiche Transkription und
Translation in Mitochondrien Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurde die
cytosolische Proteinsynthese durch den Einsatz von Cycloheximid in Anwesenheit
der radioaktiv markierten Aminosauren gehemmt und nach Isolierung der
Mitochondrien wurden die Proteine Uber SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinbanden
wurden autoradiographisch detektiert.

Die in ihren Transkriptionsmustern auffalligen Mutanten 20112 und 20449 und der
Wildtyp als Referenz wurden fir diese Untersuchungen ausgewahlt und in der
Abbildung 4.43 das Autoradiogramm dargestellt. Die Position der Untereinheiten liefl3
sich im Vergleich mit veroffentlichten Daten verifizieren (Ise, Haiker et al. 1985). Die
Ergebnisse der Immunoprazipitation insbesondere des Komplex | in Kapitel 4.4.2.1
konnte dazu verwendet werden, die Signale in der Abbildung 4.44 den
entsprechenden Untereinheiten zuzuordnen. Anzumerken hierbei ist die Tatsache,
dass eine eindeutige Zuordnung der Signale dadurch erschwert wurde, dass das
kalkulierte Molekulargewicht nicht der apparenten Masse der Untereinheiten in der
SDS-PAGE entsprechen muss. Gerade hydrophobe Proteine wie die
membranstandigen, mitochondrial kodierten Untereinheiten des Komplex | zeigen bei
ihrem Laufverhalten wahrend der Gelelektrophorese Abweichungen von kalkuliertem
und apparentem Molekulargewicht. Dadurch konnten in der Abbildung 4.44 die
Untereinheiten cytb, ND1 und COX1 und ebenso COX3, atp6 und ND6 nicht
eindeutig den sichtbaren Signalen zugeordnet werden. Dadurch wurde eine
gemeinsame Markierung der Signale in den entsprechenden Bereichen bevorzugt
und die vermutete Position durch die Reihenfolge der Beschriftung widergegeben.
Der Wildtyp lie® deutliche, jedoch diffuse acht Banden erkennen. Bei beiden
Mutanten zeigten sich im Vergleich mit dem Wildtyp Unterschiede. Die Mutante
20112 offenbarte im Bereich der gro3en Untereinheiten einen Mangel an der ND5
und ND4 Untereinheit des Komplex |. Durch die Lage der Untereinheit ND2 auf der
Hohe der Komplex IlI-Untereinheit COX1 konnte die Prasenz der Komplex I-
Untereinheit nicht geklart werden. Die ND1-Untereinheit wurde durch die Postition
der cyt b- und COX2-Untereinheiten verdeckt, so dass keine eindeutige Aussage

uber An- oder Abwesenheit der Komplex |-Untereinheit getroffen werden konnte. Die
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drei Untereinheiten des Komplex Ill lieBen sich fur den Wildtyp und die
Deletionsmutanten deutlich erkennen und die Proteinlevels, die mit der Signalstarke
im Autoradiogramm korrelierten, lagen nur geringfugig unterhalb der Signalstarke,
die fur den Wildtyp sichtbar war. Die gleiche Beobachtung ist auch bei der Komplex
IV-Untereinheit cyt b erkennbar.

In der Mutante 20449 konnte die Untereinheit ND4 nicht nachgewiesen werden, alle
anderen mitochondrial kodierten Proteine, die sich in der SDS-PAGE uberprifen
lieRen, waren unauffallig. Die Intensitat der ND5 Untereinheit erscheint im Vergleich
weniger deutlich, was auf ein reduziertes Proteinlevel deuten kann. Die Proteine mit
einer molekularen Masse kleiner 20 kDa lieBen sich mit dieser Methode nicht
nachweisen, obwohl die Untereinheit ND3 eine apparente molekulare Masse von 18
kDa aufweist und demnach im Bereich der dargestellten SDS-PAGE eingeschlossen

sein sollte.
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Abb. 4.44: Autoradiogramm der SDS-PAGE von [**S]-markierten mitochondrial
kodierten Untereinheiten. Es wurden 1,8 mCi in 100 ml Kultur hinzugegeben und 150 ug
isolierte Mitochondrienproteine pro Spur aufgetragen. Die Spuren wurden entsprechend der
verwendeten Mitochondrien aus dem Wildtyp oder den Mutanten 20112 und 20449
beschriftet. Die auf der SDS-PAGE sichtbaren Banden des verwendeten GrélRenstandards
wurden in der entsprechenden Hohe auf der linken Seite markiert. Auf der rechten Seite
wurden die zuordbaren mitochondrialen Untereinheiten bezeichnet. Die Positionen der
Untereinheiten ND2 und ND3 wurden aufgrund der undeutlichen Signale in Klammern
gesetzt. Die Bereiche der Untereinheiten cyt b, ND1 und COX2 und ebenso COX3, atp6 und
ND6 wurden mit einer Klammer gemeinsam markiert und die vermutete Zuordnung der
Untereinheiten durch die Position in der Beschriftung widergegeben.

4.4.2.1 Immunoprazipitation der Atmungskettenkomplexe | und Il

Um besser zwischen den radioaktiv markierten Komplex |-Untereinheiten und den
Untereinheiten der anderen Atmungskettenkomplexen zu differenzieren, wurde eine
Immunoprazipitation der [*°S]-markierten Mitochondrienproteine durchgefiihrt. Die
Anreicherung erfolgt nach einer Lyse der Mitochondrien durch die Bindung der

Enzyme an spezifische Antikorper, welche ihrerseits an Protein G-Sepharose
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gebunden waren. Nach erfolgter Isolierung der Protein G-Sepharose vom Uberstand
wurden die gebundenen Proteine eluiert und fur eine SDS-PAGE mit anschlie3ender
Autoradiographie verwendet.

Die verwendeten Antikdrper gegen den Komplex | waren gegen den gesamten
Enzymkomplex gerichtet (Antikorper 6721 und 1115), bei der Immunoprazipitation
des Komplex Il wurde eine Mischung von zwei Antikérpern verwendet, die gegen die
Epitope exponiert lokalisierter Untereinheiten gerichtet waren (Antikdrper 18 und 19).
Beim Komplex | zeigte sich im Falle des Wildtyps ein Bandenmuster mit sechs bis
sieben eindeutigen Signalen. Besonders die Untereinheit ND5 oberhalb der 55 kDa
war deutlich sichtbar. Die nachfolgenden Signale lassen sich nur bedingt eindeutig
den anderen Komplex | Untereinheiten zuordnen. Bemerkenswert hierbei ist, dass
entweder cytb oder COX2 oder sogar beide Untereinheiten ebenfalls im Eluat der
Prazipitation des Komplex | auftreten. Beide Mutanten zeigen keinen prazipitierbaren
Komplex |, besonders die eindeutige ND5 Untereinheit fehlt. Es zeigen sich geringe
Signale ebenfalls im Bereich der Untereinheiten cytb und COX2, welches als
mogliche Kontamination deutbar sein kdnnte. Bei der Mutante 20449 lasst sich noch
ein Bereich bei 43 kDa ausmachen, der ein diffuses Signal offenbart. Dieses liegt
etwa auf der Hohe der bekannten apparenten molekularen Masse der Untereinheit
ND2.

Ausgehend vom Uberstand der Immunoprazipitation des Komplex | wurde mit
Antikdrpern, die gegen den Komplex Il gerichtet waren, dieser aus der Ldsung
ausgefallt. Hierbei ist anzumerken, dass die vollstandige Abwesenheit von
Antikdrpern gegen den Komplex | aus dem vorhergehenden Schritt nicht
sichergestellt war. Demnach ist eine Vermischung der Signale annehmbar. Bei der
Auswertung des Autoradiogramms war ein ahnliches Bandenmuster fur den Wildtyp
und die beiden Deletionsmutanten sichtbar. Die Abwesenheit eines Signals fur die
ND5 Untereinheit zeigte nur eine bedingte Vermischung der Signale. Weiterhin treten
in allen drei Spuren die Banden fur die erwartete cyt b Untereinheit als mitochondrial
kodierte Untereinheit des Komplex Ill auf, jedoch zusaztlich noch weitere ausgefallte
Banden. Die drei letzten Spuren in der Abbildung 4.45 wurden aus den Uberstanden
nach den zwei Immunoprazipitationen gewonnen. Hierbei zeigte sich ein ahnliches
Bandenmuster wie bei der Immunoprazipitation des Komplex Il und in der nicht
dargestellten Coomassie-Farbung des Gels ein hoher Gehalt an der leichten und

schweren IgG-Kette der Antikorper. Demzufolge haben nicht alle Antikorper an die
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Protein G-Sepharose gebunden und eine Vermischung der Signale ist gerade bei der

Komplex [ll-immunoprazipitation denkbar.

Komplex | Komplex Il  nach IP

~ —-ND5
~ -ND4

~ _ND2

~ -NDS6
-ND3

(NDA4L)

Abb. 4.45: Autoradiogramme der immunoprazipitierten Komplexe | und lll. Die Spalten
wurden oben entsprechend der verwendeten Mitochondriensuspension mit Wildtyp oder den
Bezeichnungen der beiden Mutanten 20112 und 20449 beschriftet. Es wurden die
kompletten Eluate der Immunoprazipitation von 1 mg Mitochondrienprotein aufgetragen. Auf
der linken Seite ist das Autoradiogramm des immunoprazipitierten Komplex | sichtbar. Die
Zuordnung der Untereinheiten konnte bis auf die mutmalBlich zusatzlich prazipitierten
Untereinheiten cyt b und/oder COX2 und die undeutlich sichtbare NDA4L-Untereinheit
eindeutig zugeordnet werden. Die mittlere Darstellung zeigt den immunoprazipitierten
Komplex Il und die rechten drei Spalten zeigen die nicht durch Antikdrper prazipitierbaren
radioaktiv markierten Proteine, nach der zweistufigen Immunoprazipitation. Die Banden des
Grolienstandards wurden entsprechend ihrer Lage im Gel auf der linken Seite markiert,
hierbei ist anzumerken, dass die Immunoprazipitation zusammen mit den Uberstadnden nach
der IP aufgetragen worden sind, so dass eine gemeinsame Bandenbeschriftung ermoglicht
wurde.
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5 Diskussion

5.1 Identifizierung von Komplex I-Biogeneseproteinen

Im postgenomischen Zeitalter bietet die Auswertung der vollstandig bekannten
Genomsequenzen verschiedenster Organismen vielfaltige neuartige Mdglichkeiten,
etabliertes Wissen beispielsweise bekannter Gene oder Proteine auf orthologe
Proteine in anderen Organismen zu Ubertragen. Im einfachsten Fall Iasst sich durch
Identifizierung eines bekannten Homologen in einem anderen Organismus die
Funktion eines Genproduktes vorhersagen. Andererseits kann auch die Ermittlung
homologer Gene, die nicht funktionell charakterisiert sind, wichtige Hinweise auf
evolutionar konservierte Funktionen liefern.

Dieser Ansatz wurde zur Reduktion der 10.000 Gene in N. crassa genutzt, um eine
sinnvolle Auswahl fir potentielle Biogenesefaktoren zu gewinnen und nicht alle
Proteine auf ihren Einfluss fir den Komplex | zu untersuchen. Wie in Kapitel 4.1
beschrieben wurde als Prinzip zur Eingrenzung potentiell interessanter Gene ein
differentieller Genomvergleich gewahlt, der sich die Konservierung relevanter
Proteine des Komplex | entweder als Untereinheit oder Biogenesefaktor zunutze
gemacht hat. Basierend auf der Annahme, dass ein evolutionar entwickeltes Defizit
des Komplexes | in einigen Hefen zu einem Verlust der hierflr urspringlich
notwendigen Gene fuhrt, wurden orthologe Proteine, die ausschliellich in
Organismen mit Komplex | vorliegen als mogliche Biogenesefaktoren berucksichtigt.
Proteine, die in Hefen vorkommen, die sich durch die Absenz des Komplex |
auszeichnen, wurden ausgeschlossen. Hierdurch war es madglich, die Gesamtzahl
der Gene auf 491 potentielle Biogenesefaktoren zu reduzieren. Weitergehend wird
dieser Ansatz im Kapitel 5.1.1 erlautert.

Als Alternative beziehungsweise als Erganzung zum differentiellen Genomvergleich
kann die Suche nach spezifischen Biogenesefaktoren Uber die Sequenzahnlichkeit
zu anderen bisher bekannten Proteinfamilien dienen. In diesem Ansatz werden
bisher bekannte Funktionen auf orthologe Proteine in N. crassa Ubertragen. Hierbei
zeichnet sich besonders die Gruppe der Pentatricopeptid-Repeat-Domain Proteine
aus, die eine Rolle in der Biogenese mitochondrial bzw. in Pflanzen zusatzlich
plastidar kodierter Proteine auslben. Besonders interessant ist in diesem

Zusammenhang der Aspekt, dass sowohl allgemeine Aussagen wie auch spezifische
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Aufgaben in der Transkription, Prozessierung oder Translation bekannt sind. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden die acht in N. crassa identifizierbaren PPR-Proteine
bezlglich ihrer spezifischen Rolle fur die Transkription und Translation der
mitochondrial kodierten Untereinheiten des Komplex | untersucht und die Ergebnisse

werden in Kapitel 5.1.2 dargestellt.

5.1.1 Differentieller Genomvergleich zur Eingrenzung potentieller
Biogeneseproteine

Als sehr hilfreiche Unterstlitzung erweisen sich beim Ansatz des differentiellen
Genomvergleichs die Informationen des  Génolevures-Projektes. Dieses
Genomprojekt stellt die Annotationen und Klassifizierungen der Gene respektive ihrer
Proteine von inzwischen neun verschiedenen Hefen zur Verfligung, deren Genome
vollstandig sequenziert sind (Sherman, Martin et al. 2009). Die Einteilung in
phylogenetisch relevante Proteinfamilien der homologen Proteine basiert auf einem
Algorithmus flr Consensus Clustering, der zu qualitativ hochwertigen Ergebnissen
der Familienzuordnung fuhrt, welche die biologischen Funktionen widerspiegeln
(Nikolski und Sherman 2007). Basierend auf diesen Proteinfamilien wurden mit dem
seit 2003 vollstandig sequenzierten Genom von Neurospora crassa homologe
Proteine identifiziert, die mit den orthologen Proteinen ausschlieRlich in Familien
Homologien aufweisen, die in den beiden Komplex I-tragenden Hefen D. hansenii
und Y. lipolytica vorkommen. Auf diesem Genomvergleich basierend gelang es, wie
in Kapitel 4.1 beschrieben, 491 Proteine von N. crassa mit einer moglichen
Relevanz fur den Komplex | auszuwahlen.

Die Qualitét der Auswahl lasst sich an der sehr hohen Ubereinstimmung in der
reziproken Identifizierung von Komplex | Untereinheiten erkennen. Von 32 bekannten
Untereinheiten wurden 28 Proteinfamilien zugeordnet, die ausschlieRlich in den
beiden Komplex |-beinhaltenden Hefen vorlagen. Darunter war auch die Untereinheit
ncu04781, die aufgrund einer fehlenden Annotation als Komplex |-Untereinheit im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde und einen spezifischen Komplex I|-Einfluss
aufgewiesen hat. Zusatzlich sind die beiden Komplex I-Hilfsproteine CIA 30 und
CIA 84 ebenfalls solchen Proteinfamilien zuzuordnen. Demnach entsprechen von
diesen 34 Komplex I-relevanten Proteinen nur 4 nicht dem Eingrenzungskriterium.

Hiervon zeigten zwei Untereinheiten Sequenzadhnlichkeiten auch zu Proteinen von
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Organismen ohne Komplex |. Die Untereinheit ncu05008 konnte aufgrund ihrer Acyl-
Carrier-Funktion einer Proteinfamilie zugeordnet werden, die Mitglieder in allen
betrachteten Organismen mit Funktionen in der Fettsduresynthese aufwiesen. Bei
dem Protein ncu08300 wurde aufgrund einer geringen Sequenzkonservierung
lediglich eine Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie mit vielen Mitgliedern identifiziert,
welche unterschiedliche bekannte Aufgaben im Membrantransport ausfuhren. Die
geringe Sequenzahnlichkeit stellt diese Klassifizierung grundsatzlich in Frage.

Keiner Proteinfamilie angehdrig waren zwei Untereinheiten. Die Untereinheit
ncu00670 zeigte eine Sequenzahnlichkeit zum Protein YALIOE23749 aus
Y. lipolytica, welches seinerseits keiner Proteinfamilie zugeordnet werde konnte,
jedoch als Komplex | Untereinheit annotiert ist. Der gleiche Sachverhalt zeigte sich
bei der Untereinheit ncu11258 mit einer geringen Homologie zum Protein
YALIODO07216 ohne eindeutige Proteinfamilienzugeharigkeit.

Diese vier Proteine weisen die Grenzen eines differentiellen Genomvergleiches auf,
welcher durch die geringe Konservierung mancher Sequenzen bedingt ist. Obwohl
ein Protein eine spezifische Funktion fur den Komplex | auslbt, kann sich die
evolutionar entwickelte Divergenz der Sequenzen auf die Identifizierung auswirken,
was zu einem falschlichen Ausschluss dieser Proteine im Genomvergleich fuhrt
(.false negative®).

Dass durch den Ansatz des differentiellen Genomvergleichs nicht alle essentiellen
und spezifischen Biogenesefaktoren einzugrenzen sind, wird auch an den beiden in
dieser Arbeit identifizierten PPR-Proteine der Gene ncu20711 und ncu07684
deutlich. Diese Proteine weisen eine geringe Homologie zu anderen Proteinen auf
und nur im Falle des Proteins ncu07684 eine Zugehdrigkeit zu einer Proteinfamilie
ausschlieBlich mit Mitgliedern der Hefen D. hansenii und Y. lipolytica (Homologie
zum Protein YALIOEO7095g mit einem E-value von 0,81; Proteinfamilie GL3C4343).
Die Identifizierung von PPR-Domanen lasst des Weiteren keinen spezifischen
Einfluss auf die Komplex |-Biogenese vermuten. Dennoch legen die bisherigen
Ergebnisse dieser Arbeit einen gezielten Einfluss auf die Transkription oder
Translation der mitochondrial kodierten Untereinheiten des Komplex | nah.

Eine weitere Eingrenzung der Mdglichkeiten des differentiellen Genomvergleichs
zeigt sich ebenfalls an dem PPR-Protein ncu07684. Im ersten differentiellen
Genomvergleich stellte es sich durch seine Sequenzahnlichkeit zum Protein
YALIOEOQO7095g als unauffallig dar, da der dazugehdrigen Proteinfamilie GLR.1566
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neben jeweils einem Vertreter aus D. hanseniiund Y. lipolytica auch ein Protein aus
K. lactis zugeordnet wurde und demnach die Kriterien nicht erfullt waren. In der
aktuellen Génolevures-Version wurden wie oben beschrieben die Kriterien fur eine
erfolgreiche ldentifizierung durch den differentiellen Genomvergleich erflllt. Hieran
zeigt sich, dass diese Methode in erster Linie von der Qualitdt der Bildung der
Proteinfamilien abhangig ist und bei einer Weiterentwicklung von bioinformatischen
Determinationsmdglichkeiten veranderlich ist.

Dem nebenan zu stellen sind als weitere Grenze einer l|dentifizierung potentieller
Biogenesefaktoren durch den differentiellen Genomvergleich Proteine, die aufgrund
einer geringen Verwandtschaft zu einem Protein aus der Hefe D. hansenii und/oder
Y. lipolytica die Kriterien erflllen und erst ein manueller Sequenzvergleich eine
héhere Homologie zu einem Protein eines Organismus ohne Komplex | aufweist
(.false positive®). Diese Proteine befinden sich falschlicherweise in der Auswahl wie
das Protein ncu05196. Dieses wurde der Familie GLC.2372 in der ersten
Génolevures-Generation mit den beiden einzigen Mitgliedern DEHAOF11055g und
YALIOF17292g zugeordnet, so dass die gewahlten Auswahlkriterien erfullt waren.
Die genauere phylogenetische Untersuchung zeigte die deutliche Verwandtschaft
zum Protein MDJ1 aus S. cerevisiae, jedoch nur eine geringere Homologie zu den
zuvor genannten Proteinen. Die aktuelle Version von Génolevures tragt dieser
Tatsache Rechnung, da die Proteine DEHAOF11055g und YALIOF17292g einer
neuen Proteinfamilie zugeordnet worden sind, die Proteine von allen neun Hefen
aufweist, ebenso das Protein MDJ1 aus S. cerevisiae (GL3C0020).

Nichtsdestotrotz zeigt sich die Qualitat der Identifizierung durch diese Methode in der
Entdeckung des B17.2L Proteins (Ogilvie, Kennaway et al. 2005) und in seiner
Weiterentwicklung in der Aufdeckung der Relevanz des humanen Protein C80rf38 fur
die Komplex |-Biogenese (Pagliarini, Calvo et al. 2008).

In der letztgenannten Untersuchung von Pagliarini et al., wurden 42 Eukaryoten mit
und ohne Komplex | in die phylogenetische Profilerstellung einbezogen und dadurch
40 mdgliche Proteine mit Relevanz fur die Komplex I-Biogenese postulierten. Als
Ansatz wurde das protein phylogenetic profiling gewahlt (Pellegrini, Marcotte et al.
1999). Die Uberpriifung von vier vielversprechenden Kandidaten durch RNAi in
Zelllinien humaner Fibroblasten fuhrte zur Entdeckung des Proteins C80rf38. Die
Charakterisierung von orthologen Proteinen zu den 40 mdglichen Komplex I-

Biogenesefaktoren in N. crassa konnte aufgrund fehlender Deletionsmutanten nur

123



5 Diskussion

fur acht Proteine durchgeflhrt werden, da die anderen Mutanten zum Zeitpunkt der
Untersuchung beim Neurospora Genome Projects nicht verfugbar waren. Die acht
Deletionsmutanten zeigten jedoch bis auf eine Ausnahme einen aktivem Komplex |.
Dargestellt sind die Aktivitatstests fur die Proteine ohne Einfluss auf den Komplex | in
der nachfolgenden Abbildung 5.1. Hervorzuheben ist hierbei das Protein ncu09517,
welches eine hohe Sequenzahnlichkeit zum humanen C8orf38-Protein mit Relevanz
fur den Komplex | aufweist, jedoch dieses fur das orthologe Protein in N. crassa nicht
nachgewiesen werden konnte.

Das Protein mit nachweisbarem Komplex I-Effekt ncu03439 wies in der
Deletionsmutante 21221, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben, einen Einfluss auf die
Komplex |-Biogenese auf und ist ebenfalls im Rahmen des in dieser Arbeit
angewendeten differentiellen Genomvergleichs identifiziert worden (siehe Kapitel

4.2.6).
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Abb. 5.1: Uberpriifung von orthologen Proteinen zu den postulierten Komplex I-
Biogenesefaktoren nach Pagliarini et al. ohne Komplex I-Defekt (Pagliarini, Calvo et al.
2008).

Das Prinzip des differentiellen Genomvergleichs weist trotz aller genannten Defizite
den Vorzug auf, mit erhdhter Wahrscheinlichkeit spezifische Komplex I-Faktoren zu
identifizieren. Die in dieser Arbeit identifizierten Proteine zeigten bis auf das MDJ1-
homologe Protein ncu05196 keine betroffenen anderen Atmungskettenkomplexe,
welches durch die Bestimmung der Cytochromgehalte und Komplex IV-Farbung in
BlauNativ-Gelen gezeigt werden konnte. Dies offenbart den spezifischen Einfluss der
Proteine auf die Komplex I-Biogenese und beweist das Vermdgen der Eingrenzung
durch den differentiellen Genomvergleich zur Identifizierung von spezifischen
Faktoren fur diesen Assemblierungsprozess.

Die Eingrenzung von 10.000 Genen auf 491 mogliche Biogenesefaktoren fur den
Komplex | fuhrte zu einer Einschrankung auf 4,9% der gesamten Proteine in
N. crassa. Bei der Untersuchung von 291 Deletionsmutanten dieser Gene zeigten 8
einen spezifischen Einfluss auf die Komplex I|-Biogenese. Zusatzlich zu den 12
bekannten Biogenesefaktoren, welche in Kapitel 2.3.1 aufgefihrt werden, ergibt dies
19 gesicherte oder potentielle Kandidaten (das Protein ncu03439 ist homolog zum
bekannten humanen C20orf7 und wurde dementsprechend nur einmal gezahlt). Bei
39 Untereinheiten in N. crassa ergabe dies ein Verhaltnis von ungefahr 2:1.
Bemerkenswerterweise zeigt der Komplex IV mit seinen 13 Untereinheiten die
Abhangigkeit von mehr 20 Assemblierungsfaktoren, von denen mindestens 14
spezifisch fur diesen Komplex sind (Forsha, Church et al. 2001; Fontanesi, Soto et
al. 2006; Stiburek, Hansikova et al. 2006; Zee und Glerum 2006; Fontanesi, Soto et
al. 2008). Dies ergibt ein ungefahres Verhaltnis von Untereinheiten zu
Biogenesefaktoren von 1:1. Demzufolge ist nicht davon auszugehen, dass die zum
heutigen Zeitpunkt identifizierten, potentiellen 19 Biogenesefaktoren des Komplex |
die vollstandige Anzahl an spezifischen Proteinen darstellen. Die Untersuchung der

noch ausstehenden 146 eingegrenzten Proteine kann bei einer statistischen

125



5 Diskussion

Gleichverteilung der positiven Treffer zu moglicherweise weiteren 3-4
Biogenesefaktoren fuhren.

Eine abschlieRende Bewertung der Qualitat des gewahlten Eingrenzungsverfahrens
lasst sich erst mit der finalen Aufklarung aller beteiligten Faktoren in der Komplex |-
Assemblierung erstellen. Auch stellt sich die Frage nach der Konservierung der
jeweiligen Proteinfunktion auch in anderen Organismen, welche in erster Linie von
der grundsatzlichen Konservierung des Assemblierungsschemas des Komplex |
abhangig ist.

Neben Ansatzen der High-throughput-Screenings, bei welchen mit automatisierten
Verfahren eine Vielzahl von beispielsweise Mutanten auf bestimmte Kriterien
uberpruft werden, kann der Ansatz der sinnvollen Einschrankung mdglicher
Kandidaten die Identifizierung von relevanten Biogeneseproteinen erleichtern, jedoch
ist nicht von der kompletten Identifizierung aller relevanter Faktoren auszugehen.
Dem phylogenetischen Ansatz des differentiellen Genomvergleichs sollte also immer
die Untersuchung und lIdentifizierung der genetischen Ursache in manifestierten
Komplex I-defizienten Zelllinien verschiedenster Organismen nebenan gestellt sein.
Hier zeichnete sich in der Vergangenheit besonders die Identifizierung der
Genmutation im Menschen mit klinischem Komplex I|-Defekt aus. Darliber hinaus
kann die Untersuchung von Proteinen mit einer Zugehdrigkeit zu Familien mit einem
interessanten bekannten Funktionsspektrum  weitere = Biogenesefaktoren
identifizieren, wie es im nachfolgenden Kapitel fur die PPR-Proteine gezeigt werden

konnte.

5.1.2 Identifizierung von Biogenesefaktoren durch Untersuchung der
PPR-Proteinfamilie

Die bekannten Funktionen der PPR-Proteine in  Transkriptions- und
Translationsprozessen in Organellen verschiedener Organismen machten die
Proteine zu geeigneten Kandidaten fiir eine Uberpriifung ihres Einflusses auf die
Komplex |-Biogenese. Beispielsweise zeigte sich ein PPR-Protein in A. thaliana
(OTP43) verantwortlich fur das spezifische Splicing eines Introns in der Komplex I-
Untereinheit nad1 (de Longevialle, Meyer et al. 2007).

Insgesamt wurden acht potentielle PPR-Proteine in die Betrachtung einbezogen.

Sieben hiervon waren in der MIPS-Online-Datenbank als PPR-Proteine annotiert,
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das Protein ncu07684 dagegen wies zusatzlich zu den anderen sieben PPR-
Proteinen eine Homologie zum OTP43-Protein auf, so dass die Klassifizierung als
PPR-Protein mit Hilfe der Pfam-Datenbank durch Identifizierung einer eindeutigen
PPR-Domane vollzogen werden konnte.

Anzumerken ist hierbei, dass fur das CIA84 Protein, welches in N. crassa als ein
essentielles Komplex I-Chaperon identifiziert wurde (Kuffner, Rohr et al. 1998), als
einziges Sequenzmotiv in der Pfam-Datenbank ein schwach konserviertes PPR-
Motiv identifiziert werden konnte. Fragwlrdig bleibt an dieser Stelle, ob es sich
hierbei um eine signifikante Zuordnung oder lediglich eine zufallige
Sequenzahnlichkeit handelt. Im Zusammenhang mit der Tatsache, dass das Protein
ncu07684 nicht als PPR-Protein annotiert war, kann die Begrenzung der
Proteinfamilie mit ihren sieben Mitgliedern in Frage gestellt werden.

Von den acht eindeutig identifizierbaren PPR-Proteinen konnten drei nicht untersucht
werden, da ihre Deletionsmutanten lediglich als heterokaryotische Mutanten vorlagen
(ncu02674, ncu07871, ncu20322 bzw. alternative Bezeichnung ncu01015). Demnach
ist in diesen Genen von einer generellen und essentiellen Funktion des Proteins
auszugehen. Ein spezifischer und singularer Einfluss auf den Komplex | ist daher
nicht anzunehmen. Die hypothetischen PPR-Proteine ncu03342 und ncu08674
zeigten keinen Einfluss auf die Biogenese des Komplex | oder IV. Das letztgenannte
Protein ncu08674 zeigte zwar die hochste Verwandtschaft zum OTP43-Protein mit
der Splicing-Funktion in A. thaliana, der intakte Komplex | in dieser Mutante deutet
jedoch eine andere Funktion dieses Proteins in N. crassa an. Das PPR-Protein
CYA-5 (ncu08692) besitzt eine essentielle Bedeutung als Transkriptionsfaktor fur die
Expression des mitochondrial kodierten COXI Gens (Coffin, Dhillon et al. 1997). Dies
zeigte sich in der Abwesenheit eines detektierbaren Komplex IV in der BlauNativ-
Gel-Farbung bei gleichzeitiger Anwesenheit eines funktionsfahigen Komplex I. Zwei
PPR-Proteine zeigten einen spezifischen Einfluss auf die Komplex |-Biogenese und

werden in Kapitel 5.4 diskutiert.

5.2 Eignung des Modellorganismus Neurospora crassa fur die
Identifizierung von Komplex | Biogenesefaktoren

Der eukaryotische Hyphenpilz Neurospora crassa ist ein etablierter
Modellorganismus, der sich bereits in der Vergangenheit in vielerlei

Forschungsgebieten durch seine Anwendung ausgezeichnet hat. Die vollstandige
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Sequenzierung und Annotation der bekannten Gene und etablierte experimentelle
Methoden zeichnet die Anwendung von N. crassa aus (Galagan, Calvo et al. 2003;
Mannhaupt, Montrone et al. 2003). Auch wenn die gezielte genetische Manipulation
des Organismus aufgrund der stark bevorzugten ektopische Integration erschwert ist,
so ermoglicht das aktuelle Neurospora Genome Project durch die Erzeugung der
Deletionsmutanten fur die 10.000 Gene eine sehr einfache Moglichkeit die Gene auf
ihnre Effekte im Falle einer Deletion zu untersuchen (Colot, Park et al. 2006).
Dennoch kann beim Vorgang der gezielten Deletion eines Gens nicht
ausgeschlossen werden, dass der Defekt im Phanotyp infolge einer ungewollten
DNA-Insertion beim Transformationsvorgang verursacht wurde. Um diese
Fehlerquellen zu minimieren werden in dem Neurospora Genome Project als
Transformationsstamm so genannte mus-52 oder mus-51 Mutanten verwendet, in
denen die Haufigkeit der heterologen Rekombination reduziert ist (Colot, Park et al.
2006).

Die Qualitat der Deletionsmutanten kann durch die in dieser Arbeit erzeugten
Komplementationsmutanten exemplarisch belegt werden. Es war mdglich die
Komplex [|-Aktivitat fur die Mutanten 13958, 17876 und 19806 infolge einer
ektopischen Geninsertion einer modifizierten Genkopie wiederherzustellen, was im
Kapitel 4.2.1 dargelegt ist. Demnach ist der zuvor in den Mutanten identifizierte
Komplex I-Defekt eindeutig durch die gewollte Gendeletion hervorgerufen gewesen
und belegt die Reliabilitat der Deletionsmutanten des Neurospora Genome Projects.

Eine Einschrankung in der Verwendung der Deletionsmutanten ist die Analyse
essentieller Gene, die infolge der Deletion lediglich als heterokaryotische
Deletionsmutanten zur Verfigung stehen. Hierbei wird der letale Defekt durch die
intakte Genkopie eines anderen Kerns ausgeglichen und ein Einfluss der
gewunschten Deletion ist in diesen Mutanten nicht feststellbar. Von den 491
eingegrenzten Proteinen zeigten 70 Deletionen einen letalen Effekt, so dass sie
lediglich heterokaryotisch vorlagen. Bei diesen Genen bzw. ihren Proteinen ist jedoch
kein spezifischer Komplex I-Einfluss anzunehmen, da der Verlust dieses
Atmungskettenkomplexes durch die Existenz alternativer Oxidasen ausgeglichen
werden kann (siehe Kapitel 2.5). Demnach sind sie fur die Identifizierung von
spezifischen Komplex I-Biogenesefaktoren nicht von Interesse.

Gerade die geringe Redundanz des Genoms im Vergleich zu anderen Organismen

ermdglicht es die relevanten Biogenesefaktoren eindeutig zu identifizieren, ohne
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dass eine Vielzahl an paralogen Genen respektive ihrer Proteine auf ahnliche Effekte
untersucht werden mussten. Die in vielen experimentellen Bereichen bevorzugte
Backerhefe S. cerevisiae weist beispielsweise 17,7 % paraloge Gene auf, bei
N. crassa sind es lediglich 3,6 %, die einen moglichen Defekt im Falle einer
Genmutation ihrer paralogen Gene diesen auszugleichen vermogen. Als Kriterium
zur Bestimmung der Redundanz wurden Paraloge anhand einer hohen
Sequenzidentitat von Uber 40 % und einer maximalen Differenz in der Sequenzlange
des Proteins von 20 % identifiziert (Mannhaupt, Montrone et al. 2003). Dieser Aspekt
konnte in dem in dieser Arbeit durchgefuhrten differentiellen Genomvergleich nur
unter Einschrankungen bestatigt werden, da den 205 potentiell interessanten
Proteinfamilien mit Homologen in N. crassa lediglich bei 151 Proteinfamilien ein
eindeutiges singulares Protein in N. crassa zugeordnet werden konnte. 54
Proteinfamilien wiesen mehrere homologe Proteine in N. crassa auf. An dieser Stelle
kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich hierbei teilweise auch um paraloge
Proteine handelt, jedoch wurde bei der ldentifizierung der Orthologen zu den
Proteinfamilienmitgliedern nicht auf eine hochstmogliche Sequenzahnlichkeit
geachtet, sondern alle Treffer des BLAST-Algorithmus in die Eingrenzung potentieller
Biogenesefaktoren mit aufgenommen. Auf eine manuelle Sequenzanalyse jedes
einzelnen Proteins im Vergleich mit seinen homologen Proteinen wurde verzichtet,
so dass eindeutige paraloge Proteine nach dem oben aufgefuhrten Kriterien nicht
identifiziert worden sind.

Des Weiteren kann die Identifizierung von Biogenesefaktoren flr den Komplex | in
N. crassa den Sachverhalt untermauern, dass die Assemblierung dieses
ungewohnlich  groBlen und aus vielen Untereinheiten  bestehenden
Multienzymkomplexes evolutionar stark konserviert ist, wenn man die entsprechend
orthologen Gene ebenfalls in hdheren Organismen wieder findet, wie es im Falle des
zum CIA30 homologen menschlichen Proteins NDUFAF1 gezeigt werden konnte
(Vogel, Janssen et al. 2005; Dunning, McKenzie et al. 2007; Vogel, van den Brand et
al. 2007). Beobachtbare Unterschiede, die zum jetzigen Zeitpunkt nicht abschlieRend
geklart sind, wie beispielsweise der unterschiedliche Zeitpunkt der Verankerung des
peripheren Arms mit Teilen des Membranarms des Komplex | in N. crassa im
Vergleich zu H. sapiens (Schulte 2001; Antonicka, Ogilvie et al. 2003; Vogel,
Dieteren et al. 2007; Lazarou, Thorburn et al. 2009) oder die Existenz eines

orthologen Proteins zum CIA84 Protein in H. sapiens (Gabaldon, Rainey et al. 2005)
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konnen ihrerseits zu einem hdheren Verstandnis der evolutionaren Vorgange bei der
Entwicklung dieses essentiellen Enzyms im Menschen fuhren. So ist die
|dentifizierung weiterer, sowohl in verschiedenen Organismen Kkonservierter
Biogenesefaktoren in N. crassa wie auch pilzspezifischer Faktoren dieses ersten
Enzymkomplexes der Atmungskette in Ergédnzung mit Arbeiten direkt am humanen
Komplex | fur ein umfassendes Wissen erstrebenswert, um diesen diffizilen
Enzymkomplex besser zu verstehen.

Insbesondere zeichnen sich in diesem Zusammenhang die Proteine ncu05196,
ncu00183, ncu02565, ncu07684, ncu06461 aus, da diese einen hohen Grad an
Sequenzkonservierung aufweisen. Eine Sonderstellung nimmt hierbei das Protein
ncu03439 ein, da das orthologe humane Protein im Menschen ebenfalls als
Methyltransferase einen Komplex I-Einfluss zeigt. Eher zu den pilzspezifischen
Biogenesefaktoren durfen die in dieser Arbeit identifizierten Proteine ncu03088 und

ncu02937 gezahlt werden.

5.3 Einfluss der identifizierten Biogeneseproteine auf die
NADH:Ubiquinone Oxidoreduktase

Die Auspragung des jeweiligen Defektes auf den Komplex | zeigte sich in den
verschiedenen Deletionsmutanten teilweise sehr unterschiedlich. Eine grobe erste
Unterteilung kann durch den Phanotyp des Komplex | beziehungsweise seiner
Assemblierungsintermediate geschehen. Die Gruppe mit einem defekten Komplex |
unter Ausbildung des peripheren Arms beinhaltet drei Mitglieder. Der Einfluss des
deletierten Proteins ist also bei der Assemblierung des Membranarms zu postulieren.
Hierzu gehoren die Proteine ncu05196, ncu03088, ncu04781. Die nachste Gruppe
mit drei Vertretern bilden die Proteine, deren Deletionsmutanten einen stark
verminderten Gehalt an vollstandig assembliertem und aktivem Komplex | aufweisen.
Die Proteine ncu02937 und die beiden zur Proteinfamilie DUF185 gehdrenden
Proteine ncu00183 und ncu02565 gehdren hierzu. Die Funktion dieser Proteine ist
nicht beim Einfluss auf eine der bekannten Assemblierungsintermediate zu suchen,
sondern in der Aktivierung oder Stabilisierung des vollstandigen Komplexes
annehmbar. Lediglich eine Gendeletion fihrte zu einem assemblierten Membranarm
unter vollstandiger Abwesenheit eines peripheren Arms, woraus die Bedeutung flr

die Assemblierung dieses Intermediates annehmbar ist. Dies zeigte sich bei der
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Deletion des Gens ncu03439 in der Mutante 21221. Die beiden PPR-Proteine
ncu20711 und ncu07684 werden aufgrund ihrer Rolle bei dem mitochondrialen RNA-
Metabolismus gesondert im Kapitel 5.4 betrachtet.

Bei allen Proteinen kann zum jetzigen Zeitpunkt der Untersuchungen von einem
spezifischen Komplex I-Einfluss ausgegangen werden, da bis auf die
Deletionsmutante 11632 die Cytochomgehalte vom Komplex Il und IV unauffallig
erschienen und die Komplex IV-Aktivitat in spezifischen Anfarbungen der BlauNativ-
Gele sichtbar war.

Nachfolgend wird der Einfluss jedes einzelnen Proteins diskutiert.

Das Protein ncu05196 zeigte in seiner Deletionsmutante 11632 eine Bildung des
peripheren Arms und ebenfalls einen Einfluss auf die Komplexe Ill und IV, da die
Cytochomgehalte a und b reduziert erschienen. Die Abwesenheit des Membranarms
untermauert die Annahme, dass der Einfluss dieses Proteins auf die mitochondrial
kodierten Untereinheiten anzunehmen ist, welche essentielle Bestandteile des
Membranarms sind. Die Uberpriifung des mitochondrialen Genoms aufgrund des
Verwandtschaftsgrades zum MDJ1-Protein aus S. cerevisiae zeigte den generellen
Einfluss bei der Aufrechterhaltung des mitochondrialen Genoms. Demnach kann ein
spezifischer Einfluss auf den Komplex | negiert werden.

Das Protein ncu02937 zeigte in seiner Deletionsmutante 13958 geringe Mengen an
assembliertem Komplex | und moglicherweise unbetroffene Komplexe Il und IV
aufgrund der Cytochromgehalte und einer detektierbaren Komplex IV Aktivitat in der
BlauNative-PAGE. Die entfernte Homologie zu TIM-Proteinen (franslocase of the
inner membrane) und die Vorhersage von zwei Transmembrandomanen legt den
Schluss nahe, dass eine spezifische Funktion beim posttranslationalen Import von
Komplex | Untereinheiten oder eines relevanten Biogeneseprotein fur diesen
Enzymkomplex ausgetbt wird.

Das Protein ncu03088 offenbart einen essentiellen Einfluss auf die Bildung des
Membranarms, da der periphere Arm und seine NADH-Oxidationsfahigkeit
detektierbar ist. Die Komplexe Ill und IV schienen nicht beeintrachtigt zu sein. Des
Weiteren weist es eine mitochondriale Prasequenz auf, eine Funktion in den
Mitochondrien ist also annehmbar. Interessant an diesem Protein ist die Zuordnung
zu einer Proteinfamilie mit Mitgliedern, die keinerlei bekannte Funktionen haben
(DUF3375) mit einer Haufung in Bakterien. Homologe in Pflanzen und Tieren sind

unterreprasentiert. Dies wirde einer Konservierung des Proteins bei der
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Assemblierung des Komplex | widersprechen, jedoch sollte hierbei der
prokaryotische Ursprung der Mitochondrien beachtet werden. Madoglicherweise
handelt es sich um ein konserviertes Protein in Prokaryoten und niederen
Eukaryoten fur die Assemblierung des Komplex |I.

Die beiden Proteine ncu00183 und ncu02565 mit ihrer eindeutigen Zuordnung zur
Proteinfamilie DUF185 mit einigen wenigen Vertretern mit bekannten Funktionen
zeigten beide einen ahnlichen Phanotyp mit minimalen Mengen an assembliertem
und aktivem Komplex |I. Die Komplexe Il und IV erschienen nicht betroffen zu sein
aufgrund der Cytochromgehalte und eines detektierbaren Komplex IV. Die
Uberpriifung der mitochondrialen Transkription, welche aufgrund einer entfernten
Verwandschaft zum ATP synthase 3 Untereinheit Transkriptionsfaktor / p Protein und
den mitochondrialen Prasequenzen durchgefihrt wurde, zeigte keinen Einfluss
beider Proteine auf diese Vorgange, so dass eine andere Rolle annehmbar ist. Hier
kénnen die Untersuchung an dem Modellorganismus Dictyostelium discoideum an
dem Protein midA als bedeutsam eingestuft werden (Torija, Vicente et al. 2006),
welches ebenfalls in die Proteinfamilie DUF185 eingeordnet werden kann und
mdglicherweise eine rRNA Methyltransferase Funktion ausubt (Sadreyev, Baker et
al. 2003). Die Bedeutung einer Methyltransferase zur Aktivierung des Komplex | ist
fur das nachfolgend genannte Protein ncu03439 ebenfalls diskutierbar und daher
nicht auszuschlielen. In dem Modellorganismus D. discoideum war ein Einfluss auf
die Atmung feststellbar. Aufgrund der Anordnung der drei Proteine ncu00183,
ncu02565 und midA im phanetischen Stammbaum (siehe Abbildung 4.22) mit einer
enge Verwandtschaft von ncu00183 (17876 im Stammbaum) zu midA und der
entfernten Position des Proteins ncu02565 (19806) lasst die Uberlegung zu, ob beide
N. crassa Proteine eine ahnliche Funktion wie das Protein midA ausuben und als
paraloge Proteine eingestuft werden kénnen.

Fur das Protein ncu03439 konnte eindeutig eine Relevanz fur die erfolgreiche
Assemblierung des peripheren Arm nachgewiesen werden. Bei einer vollstdndigen
Abwesenheit von NADH-Oxidationsaktivitat zeigte der immunochemische Nachweis
des Membranarms eine Haufung kosedimentierter Membranarmuntereinheiten, die
auf ein Assemblierungsintermediat rickschlief3en lassen (Abb. 4.28). Kontrar hierzu
waren die Erwartungen aufgrund des bekannten Einflusses des homologen Proteins
in H. sapiens, da hier die Relevanz des C20orf7 Proteins flir die Anwesenheit der

mitochondrial kodierten Untereinheit ND1 gezeigt werden konnte (Sugiana, Pagliarini
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et al. 2008). Aufgrund der Lokalisation der ND1 Untereinheit im Membranarm war
von einer Anhaufung des peripheren Arms auszugehen. Ob diese Beobachtungen
auf unterschiedliche Funktionen in den Organismen hindeuten oder bei einer
detaillierteren Untersuchung ein sich erganzendes Bild ergeben, kann zu diesem
Zeitpunkt nicht beurteilt werden. Des Weiteren ist in diesem Protein mit hoher
Wabhrscheinlichkeit von der Methyltransferaseaktivitdt auszugehen, da die Homologie

zu bekannten Methyltransferasen evident ist (siehe Abb. 4.26).

5.4 Bedeutung der PPR-Proteine fur die mitochondriale
Proteinsynthese von Komplex I-Untereinheiten

In dieser Arbeit zeigte sich ein spezifischer Einfluss der PPR-Proteine ncu07684 und
ncu20711 fur die Assemblierung des Komplex I. Die Mdglichkeit den peripheren Arm
sowohl im enzymatischen Aktivitatstest wie auch in der Farbung der BlauNativ-PAGE
zu detektieren zeigt die Relevanz beider Proteine fur die Ausbildung des
Membranarms auf. Des Weiteren war der Komplex IV in seiner spezifischen
Anfarbung in der BlauNativ-PAGE nicht betroffen. Die Zuordnung zur Familie der
Pentatricopeptid-Repeat-Domain-Proteine legte die Untersuchung des
mitochondrialen RNA-Metabolismus nah, da bisher alle bekannten Funktionen von
Proteinen dieser Familie einen Einfluss auf die RNA-Prozessierung in Organellen
zeigten (Meierhoff, Felder et al. 2003; Beick, Schmitz-Linneweber et al. 2008;
O'Toole, Hattori et al. 2008; Schmitz-Linneweber und Small 2008).

Die Untersuchung der Prozessierung in den Mitochondrien ist gekennzeichnet durch
einen vielstufigen Vorgang bei der Reifung der mRNA. Hierbei finden sowohl
Splicingvorgange der Introns wie auch die Spaltung von polycistronischen Pra-mRNA
Transkripten zur final monocistronischen mRNA statt (siehe Kapitel 2.5.2). Hierdurch
kann die Untersuchung der vielfaltigen Einflussmoglichkeiten der PPR-Proteine
aufgrund der Komplexitat der Vorgange als diffizil bezeichnet werden.

Die direkte Untersuchung der mitochondrialen Proteinsynthese ist aufgrund der
beschrankten Nachweisbarkeit der Proteine nur im geringen Malle mdglich. Zum
einen existieren aufgrund des stark hydrophoben Charakters der mitochondrial
kodierten Untereinheiten keine Antikorper, die fur den Proteinnachweis anhand von
Western Blots genutzt werden kdnnen. Zum anderen kodiert das mitochondriale

Genom nicht ausschlieBlich Komplex I-Untereinheiten, sondern ebenfalls
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Untereinheiten der anderen Atmungskettenkomplexe. Die radioaktive Markierung von
mitochondrial kodierten Proteinen fuhrt also zu einer unspezifischen
Sichtbarmachung aller 14 Atmungskettenkomplex-Untereinheiten und damit ist der
Nachweis einzelner Untereinheiten erschwert. Nichtsdestotrotz koénnen wie
nachfolgend aufgefuhrt Aussagen zur Bedeutung der PPR-Proteine gemacht
werden.

Es zeigte sich im Fall des Proteins ncu20711 (untersuchte Deletionsmutante 20112)
die polycistronische mRNA Spezies mit ND4 und ND1 auffallig. Hier war sowohl mit
der Sonde gegen die Untereinheit ND4 wie auch ND1 eine signifikante Bande bei
~5.5 kb sichtbar, die in den anderen Deletionsmutanten und im Wildtyp nicht
detektierbar war. Aufgrund der nachfolgenden erkennbaren Prozessierung in der
Deletionsmutante ist ein Einfluss bei der Beschleunigung der Prozessierung des
Primartranskriptes vermutbar. Interessanterweise zeigte sich bei der Markierung der
mitochondrial kodierten Untereinheiten ein deutlicher Mangel an der ND5-
Untereinheit, die jedoch in der Prozessierung der mRNA unauffallig erschien. Die
Prasenz der Untereinheit ND1 liel3 sich nicht final klaren, da sie im Autoradiogramm
von Untereinheiten der Komplexe lll und IV verdeckt wurde. Die Untereinheit ND4
hingegen erscheint im Wildtyp deutlich sichtbar in der Nahe der COX1-Untereinheit,
die beiden Deletionsmutanten lassen einen stark reduzierten oder volligen Mangel an
dieser Komplex |-Untereinheit vermuten. Mdglicherweise Uberdeckt das Signal der
COX1-Untereinheit dieses Signal ebenfalls teilweise. Dies lasst auf eventuell noch
weitere Effekte im RNA-Metabolismus durch das Protein ncu20711 schlielRen oder
einer Wechselwirkung der betroffenen ND1 und ND4 Untereinheiten mit der ND5
Untereinheit. Der spezifische Einfluss auf den Komplex | zeigte sich hier ebenfalls
durch die in Erscheinung tretenden mitochondrialen Untereinheiten des Komplex Il
und V.

In der Deletionsmutante 20449 des Gens ncu07684 waren im untersuchten
mitochondrialen RNA-Metabolismus die Untereinheiten ND2 und ND3 auffallig durch
ein vollstandiges Fehlen von Signalen bzw. es waren lediglich marginale Mengen
festzustellen. Die Rolle des Proteins ncu07684 ist demnach in der
Transkriptionsinitierung oder bei der Sicherstellung der Stabilitat des
Primartranskripts zu vermuten. Die Markierung der mitochondrial kodierten
Untereinheiten fuhrte hierbei zu keiner weiteren Aufklarung, da die Untereinheiten
ND2 und ND3 entweder nicht sichtbar waren oder durch das Signal der COXI-
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Untereinheit Uberlagert sein konnten. Sichtbar war jedoch ein reduzierter Gehalt der
ND5 Untereinheit im Vergleich zum Wildtyp und ein fehlendes Signal fur die ND4
Untereinheit. Ob dieser Effekt auf die Funktion des Proteins ncu07684 oder einen
Abbau zwar translatierter, jedoch unbendtigter Komplex | Untereinheiten und
Assemblierungsintermediate zuruckzufuhren ist, kann an dieser Stelle nicht
abschlieend erortert werden.

Alle Ergebnisse deuten auf einen spezifischen Einfluss beider PPR-Proteine auf die

mitochondriale Proteinsynthese von Komplex I-Untereinheiten hin.

5.5 Funktionelle Charakterisierung der Biogeneseproteine

In dieser Arbeit stand die Identifizierung und Charakterisierung der
Deletionsmutanten im Vordergrund. Fir weitere funktionelle Charakterisierungen der
identifizierten Biogenesefaktoren wurden zwei Ansatze verfolgt.

Zum einen sollten ausgewahlte Deletionsmutanten mit modifizierten Gensequenzen
komplementiert werden, um eine Aussage Uber die Reliabilitdt der Gendeletion
treffen zu kdnnen und final das Protein mit Hilfe chromatographischer Verfahren
anzureichern und nachweisen zu kénnen. Hierfur sollten die Proteine mit einer Tag-
Sequenz fusioniert in N. crassa exprimiert werden. Zum anderen sollten die PPR-
Proteine flur in-vitro Studien heterolog in E. coli exprimiert werden, um beispielsweie
in RNA-Bindungsstudien die Funktion der beiden Proteine aufzuklaren.

Im Rahmen dieser Arbeit war es mdglich erfolgreiche Komplementationen der
Deletionsmutanten 13958, 17876 und 19806 durchzuflhren. Eine wiederhergestellte
Komplex I-Aktivitat zeigt zum einen den spezifischen Einfluss des zuvor deletierten
Gens auf die Biogenese des Komplex | und zum anderen bot sich die Mdglichkeit,
uber Modifizierungen des Gens das Protein den Anforderungen weiterer
Untersuchungen anzupassen. Hierbei ist die Fusion des Proteins mit
Affinitatsmarkern hervorzuheben, um hierdurch das in das Genom reintegrierte Gen
beziehungsweise die Existenz des dadurch kodierten Proteins nachzuweisen. Final
kann dies als eine Strategie zur Aufreinigung des Proteins genutzt werden.
Problematisch zeigte sich die Tatsache, dass durch die Transformation von
mehrkernigen Makrokonidien die einzelnen Transformanden ein heterokaryotisches
Erbgut aufwiesen und somit der komplementierte Effekt durch die Existenz nicht-

komplementierter Kerne in seiner Auspragung reduziert war. Als Ldsungsansatz
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kann die Erzeugung einkerniger Mikrokonidien dienen, welcher zwar zeitintensiv ist,
jedoch bei erfolgreicher Selektion einer komplementierten Mutante zu einer
signifikanten Erh6hung des Komplementationseffektes durch eine wildtypahnliche
Komplex [-Aktivitat fihren sollte. Dieses konnte fir die komplementierte
Deletionsmutante 19806 gezeigt werden, bei denen die heterokaryotischen Mutanten
nach der erfolgreichen Selektion der erzeugten homokaryotischen Mikrokonidien
eine Vervielfaltigung der Aktivitat aufgewiesen haben mit einem annahernd gleich
hohen Aktivitatsmaximum wie der Wildtyp (15 U/ml zu 18 U/ml bei 10 mg Protein).

Um in-vitro RNA-Bindungsstudien mit den Pentatricopeptid-Repeat-Domain
Proteinen durchzufuhren, wurde die heterologe Expression zur Proteinsynthese in
E. coli etabliert. Nach der Klonierung der beiden Gene in Expressionsvektoren und
-stdmmen mit der Modifizierung der Proteine um N- oder C-terminal fusionierte
Affinitatstags zeigte sich trotz der Variation verschiedener Expressionsparameter die
Expression als schwierig. Das Protein ncu20711 mit einer kalkulierten molekularen
Masse von 115 kDa wies nur geringe Proteinmengen nach der Expression auf mit
einer vollstandigen Abwesenheit detektierbaren I6slichen Proteins. Hier bietet sich
eventuell die Klonierung in einen anderen eukaryotischen Wirtsorganismus an,
beispielsweise Saccharomyces cerevisiae oder Pichia pastoris, um hdhere
Expressionsraten und gesteigerte Loslichkeit des gebildeten Proteins zu erreichen.
Diese Strategie kann erfolgsversprechend sein, da eukaryotische Organismen eine
ahnliche Nutzung des Codon-Systems haben (Kane 1995) und insbesondere die
mdgliche Existenz anderer Chaperone aufweisen, die bei der Faltung der heterolog
exprimierten Proteine unterstitzen konnen. Die Expression des 72 kDa Proteins
ncu07684 war durch die Bildung grolder Mengen an Protein in Einschlusskdrperchen
(sogenannte inclusion bodies) problematisch, so dass nur wenig l6sliches Protein
detektierbar war (Prouty, Karnovsky et al. 1975). Auf die Rickfaltung dieses Proteins
wurde verzichtet, da keine Maglichkeit der Aktivitatsiberprifung aufgrund der
unbekannten Funktion dieses Proteins gegeben war und somit das Ziel bestand
moglichst hohe Mengen l6slichen Proteins zu exprimieren. Als Mdglichkeit die hohe
Expressionsrate zu reduzieren und ferner Assemblierungshelfer einzusetzen,
empfiehlt sich die Expression in E. coli bei niedrigen Temperaturen und die
Coexpression von homologen Proteinen zur GroEL/ES-Familie, die sich bei den
gewahlten Temperaturen durch eine hohe Aktivitat auszeichnen. Zu nennen sind in

diesem Zusammenhang die Proteine Cpn60/10 aus Oleispira antarctica (Amrein,
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Takacs et al. 1995; Ferrer, Chernikova et al. 2003; Ferrer, Lunsdorf et al. 2004).
Dartber hinaus kann eine Verkirzung der Proteinsequenz um die N-terminale
mitochondriale Prasequenz zu einer Erhdhung der Loslichkeit fuhren, um die
madgliche Aggregation Uber diese Bereiche zu vermeiden.

Die Mdglichkeit der Aufklarung der spezifischen Funktion der beiden PPR-Proteine
im mitochondrialen RNA-Metabolismus der Komplex |-Untereinheiten kann zunachst
durch den Nachweis der spezifischen RNA-Bindung mit bestimmten mRNA-Spezies
erfolgen, weitergehend die eindeutige Identifizierung des Bindungsbereichs mit
RNA-footprint Methoden. Die Komplementierung der Deletionsmutanten 20112 und
20449 kann darUber hinaus einen eindeutigen Nachweis einer Rolle der PPR
Proteine in den Mitochondrien erbringen mit einer Identifizierung ihrer zellularen

Lokalisation.

5.6 Ausblick

Die Aufklarung der Assemblierung und der hierfir essentiellen Biogenesefaktoren
des groten und kompliziertesten Atmungskettenkomplexes ist in jungster
Vergangenheit durch viele neue Erkenntnisse und der Aufklarung der Kristallsturktur
beschleunigt worden. Als Beitrag weiterer Identifizierungen von Biogenesefaktoren
kann die vollstdndige Untersuchung aller Deletionsmutanten, die den Kriterien des
differentiellen Genomvergleichs entsprechen, zu weiteren Identifizierungen fuhren.
Zum jetzigen Zeitpunkt ist dies aufgrund der beschrankten Verfugbarkeit aller
Deletionsmutanten durch das Neurospora Genome Projects nicht abschliel3end
moglich. Fur eine vollstandige Bewertung des bioinformatischen Ansatzes sollte der
komplette Datensatz erfasst und ausgewertet werden. Dies sollte in absehbarer Zeit
erfolgt sein.

Eine interessante Fragestellung ist bezogen auf die Tatsache, ob die in dieser Arbeit
identifizierten Proteine einen direkten Einfluss auf den Komplex | ausuben, oder tUber
Sekundareffekte die erfolgreiche Assemblierung beeintrachtigen.

Die Aufklarung der verschiedenen Funktionen der identifizierten Biogeneseproteine
kann durch verschiedene biochemische Ansatze erfolgen. Hierbei ist der
phylogenetischen Betrachtung jedes einzelnen Kandidaten Rechnung zu tragen, da

dieser erste Hinweise auf Funktionen der Proteine liefern kann.
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Im Falle der DUF 185 Proteine kann die Identifizierung der Interaktionspartner durch
Bindungsstudien mit immobilisiertem, nativem Protein durch cross-linking-Studien ein
erster Hinweis auf die Funktionsweise dieser Proteine liefern. Es stellt sich hierbei
des Weiteren die Frage, ob die beiden Proteine ahnliche Funktionen austben und
als paraloge Proteine zu klassifizieren sind.

Die Aufklarung der spezifischen Rolle der beiden Pentatricopeptide-Repeat-Domain
Proteine ncu20711 und ncu07684 im RNA-Metabolismus kann durch RNA-
Bindungsstudien erfolgen und mit footprint-Analysen die Region der Interaktion
genauer verfiziert werden. Hierbei kdnnen erganzend weitere Anhaltpunkte und
Erkenntnisse der mitochondrialen Prozessierung der Untereinheiten vom Komplex |
erlangt werden und weitergehend ein Zusammenhang zur Auspragung der

Translation mitochondrial kodierter Untereinheiten geschaffen werden.
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