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1 Zusammenfassung

Die FettsauresynthasdiAS) aller Organismenfolgen einemeinheitlichenReaktionsme-
chanismusunterscheidesich jedochin ihrem molekularenAufbau. Die im Cytosolgele-
geneFAS der Vertebraten|nsektenund Pilze (FAS Typ 1) sind als multifunktionelle Pro-
teine organisiert.Die FAS der Prokaryonterund PlastidenhdhererPflanzen(FAS Typ 1)
hingegenbesteherausstrukturellgetrennterEnzymen.n denvergangenerdahrerwurden
in verschiedenerzukaryontenmitochondrialeProteinebzw. derenGenemit hohemVer-
wandtschaftsgradu denEnzymenderFAS Typ Il gefundenDazugehdrerdasAcyl Carrier
Protein,die Malonyl-CoA-ACP-Transferaseglie B-Ketoayl-ACP Synthasedie 3-Oxoag/I-
ACP-Reduktasalie 3-Hydroxyagl-Dehydrataseind die Enoyl-Reduktase.

DasmitochondrialéAcyl CarrierProtein(mtACP)wurdeausBostaurusundNeuosporla
crassaals UntereinheidesAtmungsletten-komplex | isoliert. Die genetischénaktivierung
dieseantACPflhrtein demobligataeroberPilz N. crassazu einemVerlustvon Komplex I,
desserfFunktionvon einemalternatven Atmungsenzyniibernommenvurde.In derfakulta-
tiv aeroberHefe Sacharomyceserevisiag die keinenKomplex | besitzt, liegt dasmtACP
alsfreiesMatrix-Proteinvor. Seinegenetischénaktivierungfiihrte zum Verlustder Lipon-
sauresynthesend damitzu vollstandigerAtmungsdefizienz.

DiesezuBeginnderDoktorarbeitvorliegenderBefunddieRenvermutendaRdasmtACP
in N. crassabzw. S.cerevisiaeeineunterschiedlich€&unktionaustibtUm dieseThesezu be-
legenund die Funktionder mitochondrialenFAS weiter aufzuklarenwurdenverschiedene
Ansatzeverfolgt.

In S.cervisiae wurdenDeletionsmutantenerschiedeneEnzymeder mitochondrialen
FAS hegestelltund hinsichtlichihrer Phanotypermiteinandervermlichen. Es zeigtesich,
dalRdie bei einigen MutantenauftretendeAtmungsdefizenanit der Unterschreitungeines
kritischenSchwellenwertedesLiponsaurgehaltekorreliert.

Fur die mtACP-Deletionsmutantevurde ein zusatzlichervon der Liponsauresynthese
unabhangigestoffiwechseldefekgefunden.

In dermtACP-Deletionsmutanteon N. crassawurdeein normaler_iponsaurgehaltge-
funden.Durchin vivo Markierungmit [*4C]-Panthotenatvurdein diesemOrganismusein
zweitesmtACP identifiziert und mtACP2 genanntDiesesliegt in der mtACP1-Deletions-
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mutantesowohl als freies Matrix-Protein,als auchin kleinenMengenmit Komplex I-Vor-
stufen assoziiertvor. Durch den Versuchder heterologerKomplementatiorder mtACP-
Deletionsmutantgon S. cerevisiaewurdedasGenfir mtACP2von N. crassagesucht.

In denzur Zeit verfigbarenGenomdatenbam andererEukaryontenwurdenje nach
Organismudis zu drei verschiedenentACP-GenegefundenDer Codon-Gebraucfeweils
einesdiesermtACP-GenesntsprichtdemandereiGeneflr Komplex I-UntereinheitenAus
diesenBefundenwurdeder Schlul3gezogendal3eukaryontischérganismenn der Regel
zweiverschieden®ariantendesmtACP besitzen.
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2 Einleitung

2.1 Die Fettsauresynthasdan Pro- und Eukaryonten

Die de novo Syntheseson Fettsduremwird von einemals Fettsauresynthag€AS) bezeich-
netenEnzym-\ertundkatalysiertIn denBakterienunddenChloroplasterndhererPflanzen
bestehtdieseraus6 bis 7 diskretenEnzymendie zusammerals FAS vom Typ Il bezeichnet
werden(McCarthy & Hardie, 1984). Tiere und Pilze dageen enthaltenin ihrem Cytosol
groRemultifunktionelle Enzyme bei denenalle katalytischerzentrenin Nachbarschafauf
ein bis zwei Proteinlettenlokalisiert sind. DiesewerdenFAS vom Typ | genannt.Beide
FAS-TypenarbeitemnachdemgleichenMechanismugAbb. 1).

Ein Acetyl-CoAwird durchdie Acetyl-CoA-Carboxylaseu Malonyl-CoA carboxyliert.
Durch diesenSchritt erfolgt die Regulation der FettsdurebiosynthesEin Acetyl- und ein
Malonyl-Restwerdenvon der Acetyl- bzw. Malonyl-Transferaseuf je ein Acyl-Carrier
Protein(ACP) UbertragendasdieseResteals Thioesteran ein Panthetheirbindet. (Wakil,
1970).Die KondensatiomlesAcetyl- und Malonyl-Restezum ACP-gelindenerAcetoace-
tat wird durchdie B-Ketoagl-ACP Synthasekatalysiert.Dabeiwird dasim erstenSchritt
durch CarboxylierungeingefihrteCO,-Molekul abgespaltenso dafl3 nur die aus Acetyl-
CoA stammenderKohlenstofatomezur Verlangerungler Fettsaurektte beitragen Die [3-
KetofunktiondesACP-gelnindenerAcetoacetatsvird durchdie B-Ketoagl-ACP-Reduktase
unterNADPH-Oxidationzur Hydroxyl-Funktionreduziert.Es entstehdasp-Hydroxyagl-
ACP, desserHydroxyl-Gruppenun durch die B-Hydroxyagl-ACP-Reduktasels Wasser
eliminiert wird. Es entstehtEnoyl-ACP, welchesuntererneutemNADPH-Verbrauchdurch
die Enoyl-ACP-Reduktaseu Acyl-ACP reduziertwird. Damit ist der ersteSynthesezyklus
abgeschlossemlie resultierendeC,-Fettsaurevird in weiterenZyklen durchReaktionmit
Malonyl-ACP verlangert.Fettsauremmit mehr als sechzehrKohlenstofatomensind kein
Substratmehr fur die B-Keto-Ag/l-ACP-SynthaseDie Fettsduresynthesgird auf unter
schiedlicheWeiseabgebrochenin denmeistenEukaryonterwerdendie Fettsaurerdurch
spezifischeThioesteraseffreigesetzt.In Pilzen, denendie Thioesteraseifiehlen, wird die
Terminationdurch die Malonyltransferasekatalysiert,so daf3 Palmitoyl-ACP als Endpro-
dukt entstehiLynen,1980).In BakterienwerdenACP-gelnindeneFettsaurerirekt fur die
anschlieiendeReaktionerverwendetNebendenEnzymenzur denovo Syntheseson Fett-
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saurerbesitzerZellenElongasendgie schonsynthetisiertederausdemumgebendeMedi-
um aufgenommené&ettsadurerverlangern(Dittrich etal., 1998).UnterdenFAS vom Typ |

Acetyl-CoA

- R
HC03 _—— Acetyl-CoA-

Carboxylase
Acetyl-CoA lonyl-CoA
Acetyl-CoA- Malonyl-CoA-
Transferase Transferase
Synthase
e

COo, %‘
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Abbildung 1: Schematisch®arstellungder Fettsaurebiosynthese

ist die der Hefe Sactiaromycescerevisiaeam bestenuntersuchtDasauszwei unterschied-
lichen Polypeptidlettenbestehend&nzymhateineags-Struktur Die beidenUntereinhei-
ten3 unda werdenvon denGenenFAS1und FAS2codiert(Stoopset al., 1978).Elovson
(1975)fandauchin Neuwospom’ crassaeinenentsprechendufgebautefrAS-Multienzym-
Komplex. Die a-Ketteenthaltin diesemPilz als Domanenrein ACP, die -Keto-Agyl-ACP-
Synthaseund die B-Ketoayl-ACP-ReduktaseDie (-Kette enthaltdie Acetyl-CoA:ACP
Transaglase,die Malonyl-CoA:ACP Transaglase,die Hydroxyag! Dehydrataseind die
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Enoyl Reduktase.

Im Geggensatzur FAS ausPilzenbestehdie FAS der Tiere auszwei identischerProte-
inketten,die einea2-Strukturbilden. JedederKettenbesitztalle notwendigerkatalytischen
Zentren(Wakil, 1989).In Euglenagracilis existiereneineFAS vom Typ | im Cytosolundei-
neFAS vomTyp Il in denChloroplastemebeneinandé€Deloetal., 1970;Hendren& Bloch,
1980).HbherePflanzenenthaltenallein eine FAS vom Typ Il in ihren ChloroplastenAlle
Enzymeder Fettsduresynthasendim Kerncodiert.Eine Ausnahmebildenzwei ACP ein-
zelliger Algen und eine 3-Keto-Agyl-ACP-Synthaseiner Rotalge,die im Plastidengenom
codiertsind(Wang& Liu, 1991;Reith,1993).

2.2 Acyl Carrier Proteineund ihre Beteiligung an Biosynthesewegen

Acyl CarrierProteing ACP)sindsaureProteinemit einermolekularerMassevonca.10kDa.
An einemkonservierterserinetwain derMitte desPolypeptidgst die prosthetisch&ruppe
4’ -Phosphopantetheigelunden.Die StrukturdesACP ausEsderichia coli wurdedurch
2D-NMR-Spektroskpie bestimmt.Sie zeigtvier amphipatischélelices,von denendrei ei-
ne hydrophobeTaschebilden. Am BodendieserTaschebefindetsichdaskonservierteSerin
mit demPhosphopantetheiandemdie wachsenddécylgruppesynthetisiertvird (Holak et
al., 1988).E. coli bestitztnur ein einzigesACP, dasaul3erder Fettsduresynthesechandere
biosynthetisch&unktionenhat(Cronan& Rock,1986;Magnusoretal., 1993).Sosinddie
Lipid A-Synthesainddie Synthesaler Membranlipidein E. coli ACP-abhangigln diesem
Bakteriumwurdeauchdie ersteACP-abhéngig@roteinaglierungentdecktdie Aktivierung
von ProhaemolysizumreifenHaemolysin(Issarteletal., 1991).Nebenihrer Rolle beider
Fettsauresynthessnd Acyl Carrier Proteineauchan der Syntheseder heterogenerstoff-
klasseder Polyketide beteiligt (Hopwood & Sherman1990).Im Gegensatzur Fettsaure-
synthesebeidernachjedemKondensationsschritie neuhinzukommende3-Keto-Gruppe
durch Reduktion,Dehydratisierungind erneuteReduktionzur Alkylgruppeumgevandelt
wird, findetdiesbei der Polyketidsyntheseicht odernur zum Teil statt. Zu den Polyketi-
dengehorenso verschieden&toffe wie die Flavonoideund Phytoaleine der Pflanzendie
Mycotoxine der Pilze und diversein ActinomycetensynthetisierteAntibiotika. Auch die
Produktedernod-Genedie die gegenseitigeerkennungvon Rhizobienund Pflanzerbeider
Nodulationvermitteln,sind Polyketide (Géttfert, 1993). Die Enzymeder Fettsaure{FAS)
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und Polyketidsynthas€PKS) zeigenausgepragt®&/erwandschafterund konnenzum Teil
ihre Funktionin beidenBiosyntheseegenausibenSo lal3t sich ein PKS-ACP durchein
FAS-ACPersetzerfKhoslaetal., 1992).DasNodF-GenprodukausRhizobiumeguminosa-
rum kanndurchdasACP auskE. coli ersetztwverden,wenndie Signaldoman&on NodF, die
die AnbindungdesNodF-Genprodukteandie 3-Keto-Agyl-ACP-Synthasermoglicht,gen-
technischrandasACPausE. coli angefugwird (Ritsemaetal., 1997).In Streptomycesglau-
censis einemgram-positven Bodenbakteriumkanneine Malonyl-CoA:ACP Transaglase
(MAT) der Fettsduresynthasgas ACP der Polyketidsynthasenit MalonatbeladenDiese
Polyketidsynthasegroduziertdas aromatischePolyketid-Antibiotikum TetracenomycirC.
Eswird vermutet,da3die MAT an beidenBiosyntheseegenteilnimmt (Summerset al.,
1995).Acyl CarrierProteinesindnicht nur Tragerfir Acylreste,sonderrauchfir Peptidre-
stebeidernicht-ribosomalersynthese/on Peptidantibiotikayie Gramicidinund Tyrocidin
(Lipmann,1980;Gocht& Marahiel,1994).Ein ACP wurdeauchals Bestandteilder Citrat
LyaseausKlebsiellaaerogenesdentifiziert(Dimroth etal., 1973).

2.3 Mitochondriale Acyl Carrier Proteine

Wahrenddie cytosolischeFAS vom Typ | langeals einzige Fettsduresynthaseon Pilzen
und hoherenEukaryontengalt, wei3 manheute,dal3in den Mitochondriender Eukaryon-
ten eine FAS vom Typ Il existiert. Ein mitochondrialesACP (mtACP) wurde zuerstvon
Brody und Mikolajczek(1988)in N. crassadurch Markierugmit [**C]-Pantothenaiden-
tifiziert. HomologeProteineoder derenGenewurdenspaterunteranderemn Bostaurus
(Runswicket al., 1991), S. cerevisiag Arabidopsisthaliana (Shintani& Ohlrogge,1994),
Caenorhabditi®legans(Wilson etal., 1994)und Schizosacbaromycepombegurverdfent-
licht, Acc. No. Z69380)gefundenAlle bisheridentifiziertenmtACPswerdendurchKern-
genecodiertund besitzeneine N-TerminalemitochondrialelmportsequenZvon Heijne et
al., 1989).Im Zugeder verschiedenerukaryontischeiGenomprojektaind molekularbio-
logischenUntersuchungean unsereminstitut wurdennebendemmtACP in S. cervisiag

C. elggansundN. crassadie Genefiir einemitochondrialeg-Ketoagl-A CP Synthasesowvie

eine 3-Ketoayl-ACP Reduktasadentifiziert (Schneideret al., 1997; F. Blrger, Disserta-
tion 1999 und dieseDissertation)In Hefe kommenGenefiur mdglicheweiteremitochon-
driale Fettsauresynthese-Enzymwar. WegendergeringernKonservierunglieserEnzymeist
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eine eindeutigeZuordnungder Genejedochnoch nicht méglich (Schneideret al., 1997).

Die Hefe-MutanteAacp, bei der dasmtACP-Geninaktiviert wurde, bildet einenrespirato-
risch defizientenPhanotyp Dasgleichewurdefir die MutantenAcemund Aoar gefunden,
denendie mitochondriale3-Ketoagl-ACP Synthaséozw. mitochondriale3-Ketoagl-ACP

Reduktasdehlen.Alle dieseMutantensind nicht mehrin der Lage,auf nicht vergarbaren
C-Quellenwie Glycerin oderLactatzu wachserund schaltervon Atmung auf Garungum

(Schneidertal., 1995; Schneidert al., 1997).Dies konnte1997 von Brody et al. erklart
werdenals sich herausstelltegdalRdasmtACP in Hefe einewichtige Rolle in der Liponsau-
rebiosynthesspielt.

2.4 Die Beteiligung der bakteriellen und mitochondrialen Fettséure-
synthasean der Liponsaurebiosynthese

Liponsaurast ein schwefelhaltigeCo-Faktorverschiedenevultienzym-Komplexewie der
Glycin-Decarboxylasejer Branched-Chain-Kto-Acyl Dehydrogenasaler Pyruvat Dehy-
drogenaseind der a-KetoglutaratDehydrogenasd.etzteresind SchliisselenzymdesCi-
tratgyclus.Die CarboxylgruppelerLiponsaurast durcheineAmidbindungandie e-Amino-
gruppeeinesLysinrestesn der Acetyl-Transferase-UntereinhdiE,) der Keto-Acgyl Dehy-
drogenasemzw. desH-Proteinsder Glycin Decarboxylasgelunden(Reed,1998; Douce
et al., 1994). Die Liponsauredient dort der Ubernahmedes Acyl-Restesder benachbar
ten Untereinheit(E;) bei der DecarboxylierungsreaktioWVeiterewichtige Funktionender
Liponsauresindnachneuererintersuchungeihnre antioxidantéVirkung gegentibereakti-
vemSauerstdf savie die ReduktionandererAntioxidantienwie Vitamin C, Glutathionund
Vitamin E (Packer etal., 1995).

LiponsaurebestehtausOktansdurederenCg-Atom durcheine Disulfidbricle mit dem
Cg-Atom verknipftist. In prokaryontischerZellen wurde durch Markierungs&perimente
gezeigt,dalR Oktansaureeine direkte Vorstufe der Liponséaureist (White, 1980). Die bei-
denSchwefelatom&erdendurchdaslipA-Genproduktdie Lipoat-Synthasegingefiigt Das
lipB-Genproduktdie Lipoat-Ligase,ubertragtdie Liponsaureauf ein entsprechendespo-
Protein(Reed& Cronan,1992;Abb. 2). SiebendétigtalsSubstrat.ipoyl-ACP(Jordan& Cro-
nan,1997).EineweitereausBakterienbekanntd.ipoat-Ligaseast daslplA-Genproduktund
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Fettsaure-
v synthese

Liponséure Octanoyl-ACP
IplA lipA
Lipoyl- Lipoat-
Transferase synthase
Lipoyl-AMP Lipoyl-ACP
IplA lipB
Lipoyl- Lipoat-
Transferase Ligase

Abbildung 2: Liponséaurebiosynthesend Prozessierungn Bakterien(Morris et al., 1994;
Jordan& Cronan,1997)

wird als LipoyltransferasdezeichnetDieseist in der Lagefreie Liponsauredie auchaus
demumgebendeMediumstammerkann,zuadelylierenundaufein passendeapo-Protein
zu UbertragenGleichzeitigist mit dieserTransferaselie UmgehunglerlipB-Lipoat-Ligase
moglich (Morris etal., 1994;Abb. 2). Mit lip5 wurde1993von Sulo & Martin dasGenfur
einemitochondrialdLipoatsynthase S.cerevisiaeidentifiziert.Ein homologed$roteinwur-
dein A. thalianaals TranslationsprodukiesGensLIP1 gefunden(Yasuno& Wada,1998).
Ein entsprechendeytosolischeeptidistin keinemeukaryontische®rganismudekannt.
Daebenélis keinecytosolischerLiponsaure-abhéngigdinzymebeschriebesind,wird an-
genommengdaldie Liponsaurebiosynthester Eukaryontemmitochondrialablauft(Sulo &
Martin, 1993). Hefe-Mutantenmit Deletionenin Genenflr Enzymeder mitochondrialen
FAS sindnichtin der Lagezu atmenund zeigendenpetPhanotyp(Schneideetal., 1997;
Tzagolof & Diekmann,1990).DasFehlender Liponsaureverhindertdie FunktiondesCi-
tratgyclus undbeeintrachtigdamitdie Atmung (Brody et al., 1997).Esgilt daherheuteals
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ncntacp  MFRTAALTAARVARPAVASAVRAGVARPAFVQAVPKVA- - - AFQAVRFYSAGGHLKKDEV

scmacp  MFRSVCRI SSRVA- P- - - SAYRTI MGRSVVBN- - - - - - - - - TI LAQRFYSAN - LSKDQV
annmtacp  MFRSAVVRSLRASVPRAVKTPAPFQ RSSPVARPAQFAPRFAYQGVRL YSAPAGLNKDEV

* k% * * * * kk% * k% *

ncntacp  FSRI AQVLSGFDKVN- - - DPKNI TETAHFANDLGLD] S] LDTVEVVMAI EEEFSI El PDK
scntacp  SQRVI DVI KAFDKNSPNI ANKQ SSDTQFHKDLGLD] S] LDTVELLVAI EEEFDI EI PDK
anntacp  ECGRI VNLLKNFDKVS- - - DASKI NVASHFANDLGLD] S] LDTVEVVVAI EEEFSI El PDK

* * k% * * kkkkk Kk kkkk*k kkkkkk Khkkkk*k

ncntacp  DADQ HSVDKAVEYI LSQPDAN
scntacp  VADELRSVGETVDYI ASNPDAN
anntacp  EADSI HSVDKAVEY!I LGQPD- -

* % * % * k% * %

Abbildung 3: AminosauresequendesmtACP ausN. crassa(ncacp),S. cerevisiae (scacp)
und Aspegillus niger (anacp).Die Sternestehenfir identische,die Punktefur &hnliche
AminosaurenDaskonservierteSerin,dasdenPhosphopantethein-Resigt,stehtin eckigen
Klammern[S].

gesichertdallauchdie Liponsaurgorstufe Oktang/l-(mt)ACP mitochondrialsynthetisiert
wird. In N. crassaMitochondrienwie auchim Cytosolvon E. coli erfolgt die Ligation der
Liponsaurean ein apo-Proteirhauptsachlictdurchdie Lipoat-Ligase die Lipoyl-ACP als
Substrabendtigt(Jordan& Cronan,1997;Abb. 2). Diesgilt nachneuererJntersuchungen
auchfir die MitochondrienausErbsen(Gueguenetal., 2000).DasmtACP Gbt damitgleich
zweiwichtige Funktionenm Liponsaurestdivechselaus.

2.5 Dasmitochondriale ACP alsUntereinheit desAtmungsketten-Kom-
plex |

In N. crassaundB. tauruswurdedasmtACPalsUntereinheidesAtmungsletten-komplex |
isoliert. Der grof3te Teil des mtACP in dieserPositiontragt einen Hydroxymyristat-Rest
(Sackmanretal., 1991).Auchin A. thalianafindetmandie groRteMengedesmtACP acy-
liert und mit der mitochondrialerMembranassoziiertwéhrendein kleiner Teil deagliert
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frei in der mitochondrialerMatrix vorkommt, so dal3auchhier auf eineIntegrationin den
Komplex | geschlossewird (Shintani& Ohlrogge 1994).Eswird vermutetdalRdasmtACP
in allen Organismereine UntereinheitdesKomplex | ist, sofernsie ihn besitzenDie Hefe
S.cervisiaebesitztkeinenKomplex |, wohl aberein mtACR dasfrei in dermitochondrialen
Matrix vorliegt (Cherétet al., 1993).Diesesist nur um eine Aminosaurdangerals dasaus
N. crassa Die Sequenzidentit&twischenbeidenbetragt45 %. Im Bereichvon 20 Amino-
saurerum denkonservierterSerinresherumbetréagtdie Sequenzidentitédogar85 % (Abb.
3).

2.6 Der Aufbau desAtmungsketten-Komplex|

Die NADH:Ubichinon Oxidoreduktas€E.C.1.6.99.3) derKomplex | deroxidativenPhos-
phorylierungyerbindetdie Elektronenibertragungon NADH aufUbichinonmit derTrans-
lokationvon vier Protoneriiberdie innereMitochondrienmembrarDer Komplex kommtin
derinnerenMitochondrienmembrader meistenEukaryonterundin der Cytoplasmamem-
branvieler Eubakterienvor. Gut untersuchist bisherder mitochondrialeKomplex ausB.
taurus(Walker, 1992)undN. crassa(Weissetal., 1991),sowie derbakterielleKomplex aus
E. coli (Leif etal., 1995)und Paracoccusdenitrificans(Yagi et al., 1993).Der Komplex |
in Bakterienbestehtaus14 UntereinheitenDiesesind in zwei Armen angeordnetgie eine
L-formige Strukturbilden(Guénebaugtal., 1998,Abb. 4). SieberhydrophobeJntereinhei-
tendurchspannedie Cytoplasmamembrannd bilden densogenannteMembranarmDie
verbleibendersiebenUntereinheiterbildendenausder Membranins Cytoplasmaagenden
periphererArm.

Der mitochondrialeKomplex | enthéltnebenden 14 Homologenzu den bakteriellen
Komplex I-Untereinheitengdie als minimale Untereinheiterbezeichnetverden,nochbis zu
28 sogenannt@kzessorisch&ntereinheitenDiesesind um dasGrundgerisausdenzum
bakteriellenrKomplex | homologenUntereinheiterangeordnetAbb. 4).

Alle bisherim Komplex | identifiziertenprosthetischeGruppersindaufdenperipheren
Untereinheiterlokalisiert. Es handeltsich dabeium ein Flavinmononukleotid(FMN) und
bis zu sechsESR-spektrostpischsichtbareEisen-Schwefel-ClustdiFeS-Cluster)Bis auf
die Ubichinon-BindestelléFriedrichetal., 1990)konntedenUntereinheiterdesMembran-
armskeineeindeutigeg-unktionzugeordnetverden(Weisset al., 1991;Fearnlg & Walker,
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1992). UV-VIS-spektroskpischeUntersuchungeworanggangenemDoktorarbeitengeben
jedochHinweiseauf dasVorhandenseirinerweiteren,strukturelljedochnochunbestimm-
tenRedoxgruppéSchulteetal., 1999;Friedrichetal., 2000;N. Amling, Dissertatiornl996;
A. AbelmannDissertationl999;V. Haupt,Dissertatiornl999).

Abbildung4: UberlagerunglerauselektronenmikrosipischerBildernrekonstruierterdrei-
dimensionalerModelle desKomplex | ausE. coli (ausgefilltyund N. crassa(Gittermo-
dell). Der Membranarmist dunkel, der periphereArm hell dagestellt(hachGuénebauet
al., 1998).
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2.7 Die BiosynthesedesKomplex| in Neurosporacrassa

Der mitochondrialeKomplex | ist dualengenetischerdrsprungs.Die Homologenzu den
siebendie MembrandurchspannendddntereinheiterdesbakteriellerKomplex | werdenin
Eukaryonternvon der mitochondrialerDNA (mtDNA) codiert.Alle tGbrigenUntereinheiten
sindim Kern codiertund werdennachihrer Synthesean cytosolischerRibosomenin die
MitochondrientransportiertDie AssemblierunglesKomplex | verlauft iberdie unabhan-
gig gebildetenTeile MembranarnundperiphereArm, die enbloc zusammengefugterden.
DerMembranarnseinerseitsvird auszweizueinandekomplementareSublomplexen,der
grof3enund der kleinen Vorstufe, gebildet(Schulteet al., 1994; Abb. 5). DiesesBild der

kleine Membranarmvorstufe

Abbildung5: Schemaur Assemblierungyon Komplex | in N. crassa(Schulteetal., 1994).

AssemblierunglesKkomplex | emgabsichausderUntersuchungron N. crassaMutanten,in
denenGenevon Komplex I-Untereinheiterausgeschaltetordenwaren(Nehlsetal., 1992).
Diese Mutantenwerdenals nuoX bezeichnetwobei sich nuo auf [NJADH:[U]bichinon
[O]xidoreduktaseund X auf die molareMasseder betrofenenUntereinheiin kDa bezieht.
Das Ausschaltervon Genenvon Untereinheiterdes peripherenArms fiihrt zu Mutanten,
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in denendie AssemblierungdesMembranarmshoch erfolgt, die desperiphererArms je-
dochunvollstandigist. Diesreichtvom FehleneinzelnetUntereinheiterwie in der Mutante
nuo51(Fecle et al., 1994) bis zum FehlendesgesamterperipherenArms in der Mutan-
te nuo49 (K. Cernus,Diplomarbeit).Das Ausschaltervon Genen,die Untereinheiterdes
Membranarmgodierenfuhrt zu einergestorterAssemblierunglesMembranarmsDer pe-
riphere Arm wird in solchenMutantennoch vollstandiggebildet.So reichertdie Mutante
nuo20.9die kleine VorstufedesMembranarman, die aus7 kerncodierterund 2 mitochon-
drial codiertenUntereinheiterbestehtDie Mutantenuo21.3bildet nochdie grof3eVorstufe
desMembranarmsaus6 kerncodierterund 5 mitochondrialcodiertenUntereinheitengdie
kleine Vorstufeabernur noch unvollstéandig.Die Anh&ufungder Vorstufenin diesenMu-
tantenermdoglichtedie Isolierungundbiochemisch&harakterisierungon TeilendesKom-
plex I.

ZweiderakzessorischedntereinheitemleseukaryontischeKomplex | sindhomologzu
biosynthetisctaktivenProteinenEine 40 kDa grof3eperipherdJntereinheitzeigt Verwandt-
schaftzu einerheterogeneiamilie von Reduktasen/Isomerasend tragt wie dieseeinen
NADPH-Co-Faktor, der nicht am ElektronentranspordesKomplex | beteiligtist (Walker,
1992; Schulteet al., 1999).Eine Deletionsmutantein der dieseUntereinheitgenetischn-
aktiviert wurde,bildet einenbis auf dieseUntereinheitvollstdndigassemblierteomplex |
mit intakter NADH Deydrogenaseéktivitat und allen bekannterprosthetischerGruppen.
Der Mutanten-komplex | ist jedochnichtin derLageUbichinonzureduzierenEswird dis-
kutiert, dal3die 40 kDa Untereinheitan der Biosyntheseeineim Membranarnmgelegenen
strukturellnochnicht bestimmterRedoxgruppéeteiligtist (Schulteet al., 1999).Eine ca.
10 kDa grolReakzessorisch&ntereinheitdes peripherenArms ist dasobenbeschriebene
bisherbekanntemtACP von N. crassa(Sackmanret al., 1991; Runswicket al., 1991).In
der Mutantenuo9.6oderacpl, bei der dasGenfir dasmtACP ausgeschalteturde, wird
keinerder beidenArme desKomplex | korrektassembliertFir diesesmtACP wird daher
eine Funktion bei der Assemblierungoeider Arme angenommeriSchneideret al., 1995).
Eine UbersichtiiberKomplex I-Mutantenin N. crassagibt Tabellel.
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Tabellel: Deletionsmutantemon Komplex | mit urvollstandigerAssemblierunglesKom-

plexes
Mutante Lokalisation der AkkumulierteTeiledesKomplex| Literatur
ausgeschalteten
Untereinheit
nuo78 PeriphereArm MembranarmRestedesperipheren Harkness et al.,, 1995;
Arms U. Wobschall,Dissertati-
on 1997
nuo51 PeriphereArm Membranarmohne51 kDa Unter Fecleetal., 1994
einheit
nuo49 PeriphereArm Membranarm K. CernusDiplomarbeit
nuo40 PeriphereArm Komplex | ohne40 kDa Unterein- W. Fecle, Dissertation
heit 1993
nuo29.9 PeriphereArm Membranarm Duarteetal., 1995
nuo2l.3a Kleine Membran- PeriphererArm, gro3e Membran- Nehlsetal., 1992
armvorstufe armwrstufe, kleine Membranrm-
vorstufe ohne 21.3 kDa Unterein-
heit
nuo21.3b PeriphereArm Komplex | ohne21.3kDaUnterein- Alves& Videira, 1994
heit
nuo20.9 GroRe Membran- PeriphererArm, kleine Membran- C. Krull, Dissertation
armworstufe armworstufe 1995
nuol2.3 Membranarm PeriphereArm, Membranarnohne Duarteetal., 1995
die 12.3kDa Untereinheit
nuol0.4 GroRe Membran- PeriphererArm, kleine Membran- C. Krill, Dissertation
armvorstufe armvorstufe 1995
nuo9.6 PeriphereArm unvollstandigerMembranarm Schneideetal., 1995

(acp)
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2.8 Themader Arbeit

In N. crassaund B. taurusist dasmtACP eine periphere akzessorisché&ntereinheitdes
Atmungsletten-komplex I. Die genetischdnaktivierungdesmtACP flhrt zu einergestor
ten AssemblierungdesKomplex |. Das ProdukteinesSyntheseeges,an demdasmtACP
beteiligtist, scheintfiir die AssemblierunglesKkomplexesnotwendigzu sein.Weiteigehen-
de Atmungsdefektdiegenin dieserN. crassaMutantenichtvor. Die Hefe S.cerevisiag die
ohneKomplex | auslommt,besitzteinmtACP alsfreiesMatrix-Protein.Seinelnaktivierung
fuhrt UberdenVerlustderLiponsauresynthesaur vollstandigenPAtmungsdefizienzDasbis-
her bekanntentACP scheintdemnachn N. crassaund S. cerevisiae eine unterschiedliche
FunktionauszutiberDaN. crassaaufeineeigeneliponsauresynthessngeaviesenist, sollte
dieserPilz einezweitemtACP-Isoformbesitzen.

In dieserArbeit solltezunéchstlie Liponséauresynthese derN. crassamtACP-Deletions-
mutanteuntersuchtwerden.Durch in vivo Markierung mit [14C]-Panthotenatsollte eine
zweite mtACP-Isoformnachg&iesenwerden.Genefir mtACP-Isoformensolltenin den
zuganglicherGenomdatenbam gesuchiverden.

Mit S. cerevisiae sollten Deletionsmutanteer anderenEnzymeder mitochondrialen
FAS erzeugtwerden.Die Beziehungzwischendem Verlustder Atmung und der Liponsau-
rebiosyntheseollte geklartwerden.
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3 Material und Methoden

3.1 Lo6sungen,Puffer und Medien
Vogels-Minimalmediun{Vogel, 1956)

3 g/l Natrium-Citrat

59/l KHoPOy

2 g/l NHsNO3

0,29/ MgSQOy- 7 H20

0,19/l CaCb- 2H,0

5 g/l Biotin

0,1ml/l Spurenelementlésung

209/l Saccharose
Spurenelementlésung

509/l Citronensaure

509/l ZnSQy- 7 H,0

2,59/l CuSQ- 5 H,0

0,59/l H3BO3

109/l Fe(NH;)2(SOy)2- 6 H20
0,59/ MnSOy

KreuzungsmediunfDavis & de Serres]1970)

19/l KNO3

0,79/l KH2POy
0,59/l KH2POy
0,59/ MgSQOy- 7 H20
0,19/l CaCb
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0,19/ NaCl
5 g/l Biotin
0,1 ml/l Spurenelementlésung

20g/l Saccharose

PBS
50 mM Na-PhosphaipH 7,2
0.9%NacCl
SSC
150mM NaCl
15mM Na-Citrat,pH 7,0
SM-Medium

100mM NaCl

50 mM Tris-ClI (Tris[hydroxymethyl]-aminomethan)-ChlorigH 7,5
10mM MgSOy

0,01%(w/v) Gelatine

DNA-Probenpufier 5x

10mM EDTA (Ethylendiamintetraacetat)
445mM Tris-Borat,pH 8,3

0,25%(w/v) Bromphenolblau
0,25%(w/v) Xylencyanol

50% (v/v) Glycerin

Protein-Probenpier 4x
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1 M Saccharose

200mM Tris-Acetat,pH 6,8

5mM EDTA

7 mM DTE (Dithioerytritol)

5% (w/v) SDS(Natriumdodeglsulfat)

0,1%(w/v) Bromphenolblau

Kammerpufer

TBE

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

89 mM Tris-Borat,pH 8,3
1 mM EDTA

Luria-Broth(LB)

10 g/l Casein-HydrolysatPeptonNo. 140,Gibco)
5 g/l NaCl
5 g/l Hefe-Extrakt(Gibco),pH 7,5

TOP-Agarose

YP

0,7%Agarosein LB

1% (w/v) Hefe-Extrakt
2% (w/v) Bacto-Pepton
mit 2% Glucose(YPD) oder3% Glycerin(YPG)

18
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YNB

0,67%YeastNitrogenBase(Difco)
mit 2% Glucose(SD)

AminosaurerundandereSupplementge nachAuxotrophien
Sporulationsmedium

1% K-Acetat
0,1%Hefe-Extrakt
0,05%Glucose

AminosaurerundandereSupplementge nachAuxotrophien
BGM 2x - BasalGrowth Medium (Herbert& Guest,1970)

4 g/l Casein-Hydrolysat
14 g/l KoHPOy

6 g/l KH2POy

1 g/l Nag citrat 3 H,0
0,29/ MgSQOy- 7 H,O
2.9/l (NH4)2SOq

8 g/l L-Asparaginsaure
0,29/l L-Arginin

0,29/l L-Glutaminsaure
0,29/l Glycin

0,29/l L-Histidin

0,29/l L-Prolin

0,369/l L-Tryptophan
0,169/l L-Cystein
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0,29/l Nathioglycolat
200mg/l Kanamycin

STET

50 mM Tris-Cl, pH 8,0
50mM EDTA
8% Saccharose

5% Triton-X-100
TE

10mM Tris-Cl, pH 8,0
1 mM EDTA

SOB (Hanahan1983)

2% Casein-Hydrolysat
1,5%Hefe-Extrakt

10mM NacCl

2,5mM KCI

10 mM MgCl»,

10mM MgSQy, pH 6,7-7,0

B

10 mM Pipeg[1,4 Piperazinbis(ethansulfonsaure)]
55mM MnCl,
15mM CaCb
250mM KCI
FurfesteNahrbodewurdel,8%(w/v) Agar (SER/A) zugegeben Ampicillin wie Kanamy-

cin wurdenzu einerEndkonzentratiorvon 100mg/l zugegebenLeucin, Uracil, Tryptophan
undHistidin wurdenin Endkonzentrationewon 20 mg/l eingesetzt.
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3.2 Mikr oorganismenund Vektoren

Mikroorganismen

.coli DH5a (Hanahan1983)

.coli MB 406 (Woodcocketal., 1989)

.coli KER 176 (vandenBoometal., 1991)

.coli BNN 132 (Elledgeetal., 1991)

. crassawildtyp SL 74-OR23-1A& OR8-1a(FGSC987 & 988)

Z Z2 m m m m

. crassaMutantepan-2A& a(FGSC4103& 4104)
N. crassaMutanteacpl(Schneideetal., 1995)
S.cerevisiaeVW1 [MATa, Ahis3,leu2-3,ura3-52 trp1-289]

S.cerevisiaeVWL1 [2n, Ahis3,leu2-3,ura3-52 trp1-289](zur Verfiigunggestellt
von KD Entian)

S.cerevisiaeMutanteAcem(F. Blirger, Dissertation1999)

Vektoren

pT7T319U (Meadetal., 1986(Pharmacia)
YEp352,YEp351(Hill etal., 1986)
pSCmMtACP-P/SX(SchneideR, Dissertation,1995)
PTSCmtACP (SchneideR, Dissertation,1995)
YCp50(Roseetal., 1987)

AJ1(Orbachetal., 1986)

AADS (Brunellietal., 1993)

Oligonucleotide

HMtACP-AS3X5’-GCTCTAGAGAYYTXGGXYTXGA YWSXY
TXGA-3' (W=A,T; R=A,G; Y=C,T; S=G,C)
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HMtACP-C2e5’-AAGAATTCATYTGRTCXGCRCTYTTRICX
GG-3

leu2-R5’-GTCAGAAACGGCCTRACGACGTA-3’

3.3 Zucht und radioakti ve Markierung von Mikr oorganismen

Zur Zuchtvon E. coli wurdendie Bakterien16 h bei 37 °C geschiitteltFur Stammkulturen
wurden0,5ml steriles80% Glycerinmit 300l einerBakterienkultuvermischtpei-196°C
schockgefroremndbei-70°C aufbavahrt.Die Anzuchtvon S.cerevisiaeerfolgtebei 30 °C
in Batch-Kulturenvon 50 ml. Stammkulturenwurdenwie bei E. coli angelgt. Die Zuchtvon
N. crassaerfolgtelibereinenZeitraumvon 20 bis 40 h bei 28 °C in mit Pressluft(20 I/min)
belufteten8 | Batch-Kulturen oderin 100 ml Schuttelkulturenn Vogels-Medium(Weiss
etal., 1970; Davis & de Serres;1970).Zur radioaktven Markierungwurden5 pCi [*4C]-
Pantothensaur@ioTrend)in 100 ml Medium gegeben.Zur Verfolgungder Abnahmeder
Aktivitatim Mediumwurden100p desMediumsmit 1 ml QuicksafeA (Zinser)gemischt
undin einemFlussigleitsszintillationsz&hlegemesserZur Gevinnungvon Makrokonidien
wurden8 ml Schragagarrohrch€B ml Vogelsmediumnmit 1,5% Agar) oder350ml Weithals
Erlenmegerkolben(100 ml Vogels-Mediummit 1,5 % Agar) mit Makrokonidienangeimpft
und5-10TageunterBelichtungbei30°C inkubiert.Die Gewinnungvon Ascosporererfolg-
te in Petrischalermit KreuzungsmediumDie Agarplattenwurdenmit Makrokonidender
beidenStammeunterschiedlichePaarungstypemn gegeniuberligendenSeitenangeimpft
und 21 Tageim Dunkeln bei 22 °C und anschlieRendiir 7 Tagebei 30 °C unter Belich-
tunginkubiert.Die andenDeckeln derPetrischalefnaftendemscosporemwurdenmit 1 ml
sterilemWasserabgevascherund bei 4 °C gelagert.Zur VereinzelunchomokaryontePil-
zewurdenAscosporerauf Vogels-Agarplattermusplattiert2 h bei 60 °C hitzeaktviert und
anschlieRendberNachtbei 30 °C inkubiert. Einzelneausgekimte Ascosporemwurdenmit
einersterilenPlatinnadebuf Schragagarrohrchaibertragen.

3.4 Transformation von Mikr oorganismen

Zur Gewinnungkompetentek. coli-Zellenwurden1000m| SOB-Mediummit 200l einer
Ubernachtkultuin LB-Medium angeimpftund bei 18 °C bis zu einerODggg von 0,6 ange-
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zogen.Die Zellenwurden10 min auf Eis inkubiertund anschlieRend 0 min bei 4 °C und
25009 abzentrifugiertDas Sedimentwurdein 80 ml TB resuspendiergrneutnachzehn-
mindtigerinkubationauf Eis abzentrifugiertundin 20 ml TB aufgenommeniNachZugabe
von DMSO bis zu einer Endkonzentratiorvon 7 % wurdendie Zellenin flissigemStick-

stoff schockgefroremndbei-70°C gelagertDie Transformatiorerfolgtenachinoueetal.

(1990).200  tiefgefrorene kompetenteZellen wurdenaufgetautund mit 10-200ng DNA

in maximal 10 gl Volumenfir mindestend 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRendvurden
die Zellenin einemEppendorfgefalir 90 s auf42 °C erwarmt,dannauf Eis abgekiihliund
nachZugabevon 1 ml LB-Medium 60 min bei 37 °C geschutteltDie Bakterierwurdenkurz
abzentrifugiertjn 50-150u LB-Medium resuspendiemindausplattiert.

Die Transformatiorvon S. cerevisiaeerfolgtenachSonietal. (1993)in Gegenwartvon
Lithiumacetat1,5ml einerUbernachtkultuvon Hefewurdenfiir 5 min bei5000g abzentri-
fugiert. Die zu transformierend®NA und50 pg Herings-Sperma-DN wurdein mdglichst
kleinemVolumenzum Zellsedimentgegebenund gut mit diesemgemischt.Anschliel3end
wurden0,5ml 40 % PolyethylenglycoB350(Sigma),100mM Li-Acetat, 10 mM Tris-Cl,
pH 7,5,1 mM EDTA und DMSO bis zu einer Endkonzentrationvon 10 % zugegebenund
15 min bei Raumtemperatuinkubiert. AnschlieRendvurdendie Zellen 15 min bei 42 °C
inkubiert,abzentrifugiertin TE gewascherundnachResuspendieren TE ausplattiert.

Diploide Hefe wurde nachder Transformationzur ErhaltunghaploiderMutantender
TetradenanalysenterzogenDazuwurdedie Hefe auf Sporulations-Agadurchmehrtéagige
Inkubationbei30°C zur SporulationgebrachtEinekleineZellmengewnurdein 50 ul Wasser
resuspendiedndnachZugabevon5 pl Zymolase-Losun@l0 mg/ml) 10 min beiRaumtem-
peraturinkubiert. Anschliel3endvurde die Zellsuspensiorin einemschmalenStreifenauf
einerYPD-PlatteausgestricherMit einemMikromanipulatorwurdendie einzelnerSporen
einerTetradeseparierund andefiniertenPunktenauf der Platteabgel@t.

3.5 Umwandlung der PhagenbibliothekAADS in die Plasmidgenbiblio-
thek pYADES

In dieserArbeit wurde die exprimierendeN. crassacDNA-GenbibliothekAAD5 verwen-
det. Sie kombiniertdie Vorteile einer Genbibliothekim Phagen\, wie leichteVVermehrung,
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hohelnfektionsrateund effizientein vitro-Verpackungmit der Moglichkeit, durchcre/lox
vermittelte automatischesubklonierungPlasmidezu erhalten,die zur Transformationso-
wohl von E. coli als auch S. cerevisiae eingesetztverdenkénnen.Die in vivo Plasmid-
Excisionwird durch die katalytischeAktivitat der cre-Rekombinasevermittelt, die durch
ortsspezifischd&ekombinationan 24 Bp langen,sogenanntetox-Sequenzemlie Plasmid-
KomponentelesPhagem\AD5 mit demcDNA-InsertherausschneideihdzumPlasmidring
schlie3t.DenerhaltenerPlasmiderfehlt einelox-SequenZBrunelli & Pall, 1993).

EineEinzelloloniedescre-Rekombinaseproduzierendek. coli Stamms$BNN 132wur-
dein 100 ml LB, 10 mM MgSQy, 0,2 % Maltose liber Nachtbei 30 °C geschiitteltDie
Bakterienwurdenbei 50009 sedimentierund zu einerODggg von 1,0 in 10 mM MgSOy
resuspendiertl ml dieserBakteriensuspensiomnurdemit 10° Phagerbei 30 °C fiir 30 min
infiziert. NachZugabevon 2 ml LB wurdebei 30 °C fir 1 h geschitteltDannwurdeein
Aliquot derSuspensiozur BestimmunglerinfektionsefizienzaufeinerLB-Plattemit Am-
picillin ausplattiert Der Restder Bakterienwurdein 1000ml LB mit der halbentblichen
Ampicillink onzentratiorbei 28 °C angezogenAnschlieRendvurde die Plasmid-DM\ mit
demQIAGEN Midi Kit (Qiagen,Hilden) nachHerstellenorschriftisoliert und zur Tranfor
mationvon S.cerevisiaeeingesetzt.

3.6 Isolation genomischerDNA

Zur IsolationgenomischeDNA ausN. crassawurden300-500mg (Feuchtmassdjisches
odertiefgefrorenesMycel in fllissigemsStickstof fein gemoérsert200-300mg wurdenin
2 ml Safelock-Eppendorf-Gefal3anit 0,9 ml Lysepufer (50 mM EDTA, pH 8,0, 0,2 %
SDS, 100 pg/ml RNAse A) versetztund geschuttelt Die wassrigePhasewurde zweimal
mit ca.1 Volumenaquilibriertem(0,1M Tris-Cl, pH 8,0) Phenolundeinmalmit Chloroform
extrahiert.Anschlie3endvurdedie DNA mit ca.1 Volumenlsopropanogefalltundmit einer
Pasteurpipettausgevickelt. NachWaschenn 70 % Ethanolund Abzentrifugationder DNA
wurdedasSedimenkurz anderLuft getrocknetindin 50-200u WasseaufgenommerDie
Ausbeutebetrug10-30pug.

Zur Isolationvon genomischeund Plasmid-DM ausS. cetevisiaewurdedie Methode
nachHoffmann& Winston (1987) verwendet.10 ml einer Ubernacht-Kiltur von Hefe in
YPD wurdeabzentrifugiertDer Uberstandvurdeabgegossenunddie Hefeim RestdesMe-
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diumsresuspendierfachZugabevon0,3g Glasperler{® 0,5mm),200ul Quick-Lysepufer
(2 % Triton X-100, 1 % SDS,100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8,0,1 mM EDTA) und
200 Phenol:Chloroform:Isoamylatihol (25:24:1),wurdendie Zellenfir 5 min auf dem
Vortex aufgeschlosserie Trimmerwurdendurch10 min Zentrifugationbei 12 0009 se-
dimentiertund die DNA ausderwassrigerPhasanit 0,7 Volumenlsopropanobeféallt. Die
DNA wurdefr 10 min bei 12 0009 zentrifugiert,kurz ander Luft getrockneundin 50 pl
Wasserufgenommerb pl dieserDNA-LOsungwurdenzur Transformatiorvon E. coli ein-
gesetztFur einenSouthernblottvurden20 pl der DNA-L&sungverwendet.

3.7 AllgemeinemolekularbiologischeMethoden

Firdie PlasmidisolierungusBakterierwurdedie “Boiling-L ysis”-Methodeverwende{Sam-
brook et al., 1989).1,5 ml einer Ubernacht-Kiltur von E. coli wurdenabzentrifugiertund
dasSedimenin 0,5ml STETresuspendiertNachZugabevon 20 pl Lysozymstammldsung
(50 mg/ml)wurde15 min auf Eisinkubiert. AnschlieRendvurdedie Suspensioffiir 3,5min
in einemkochendenWasserbacerhitzt und dannauf Eis abgekuhlt.Nach 10 min Zentri-
fugationbei 12 000 g wurde das Sedimentmit einemZahnstocheausdem verwendeten
Eppendorf-Gefa@ntfernt.Der Uberstandvurdemit 0,5ml Isopropanolersetzund 10 min
auf Eis inkubiert. Die Plasmid-DM\ wurde 10 min bei 12 000 g abzentrifugiertund kurz
ander Luft getrocknetAnschlie3endvurdedie DNA in 50 il WasseraufgenommenDie
praparatre Plasmid-Isolatiorwurdeaus50 ml Bakterienkulturmit demQIAGEN Midi Kit
(Qiagen Hilden) nachHerstellerorschriftdurchgefthrt.

Zur Suchenach genomischerFragmenternwurde eine genomischeGenbibliothekim
Bakteriophager\J1 (Orbachet al., 1986) verwendet.Der E. coli-StammMB 406 wurde
Uber Nachtbei 37 °C in 50 ml LB-Medium mit 0,2 % Maltose angezogenNach5 min
Zentrifugationbei 5000 g wurde dasBakteriensedimenn 10 mM MgSQO, aufgenommen
und eine ODggg von 1,0 eingestelltJe 150 yl der Bakteriensuspensiomurdenmit 2 x 10*
Phagerin 10-100u SM 30 min bei 37 °C inkubiert, anschlieRendnit 5 ml TOP-Agarose
auf LB-Plattenausplattierund berNachtbei 37 °C inkubiert. Biodyne A Membranwur-
de fur 3 min auf die Plattengelegt und die Lage der Filter auf den Plattenmarkiert. Von
jedemFilter wurdedurchAuflegeneinerweiterenMembraneineKopie hergestellt.Die Ny-
lonmembranemwurdendann5 min mit 0,5M NaOH, 1,5 M NaCl benetztund dannmit



3. Materialund Methoden 26

2 x SSCneutralisiertNachdemTrocknenfur 60 min wurdedie DNA durchBestrahlemit

UV-Licht (254 nm)fir 3 min aufdenMembranerfixiert. Die Nylonmembranemvurdenmit

einerradioaktv markiertenrDNA-Sondehybridisiert.Plaquesnit positvenSignalenvurden
durch Autoradiographianit dem BioAnalyzing-SystenBAS 1800der Firma Fuji identifi-
ziert. SolchePlaguesvurdenausgestochemit 500 I SM und einemTropfenChloroform
Uber Nachtinkubiert und erneutzur Infektion von E. coli verwendetbis einzelnepositi-
ve Klone identifiziert werdenkonnten.Diesewurdenebenélls ausgestocheandin 200 pl

SM Medium mit einemTropfen Chloroforminkubiert und zur Isolationvon Phagen-DM

eingesetzt.

Phagen-DM wurdeausFliissig-lysatenisoliert (Lockett, 1990).1 ml einerUbernacht-
Kultur MB 406in LB mit 0,2 % Maltoseund 10 mM MgSO, wurdenmit 50 pl derPhagen-
suspensiormusdenals positiv identifiziertenEinzelplaqueversetztund 10 min bei 37 °C
inkubiert. AnschlielRendvurde die Suspensionn 100 ml LB Medium mit 0,2 % Maltose
und 10 mM MgSO, gegebenundbei 37 °C geschiitteltDie ODggp wurde verfolgt, bis sie
nachdemerstenAnstieg auf 0,3-0,4gesunlenwar. 100 ml diesesFlissig-lysateswvurden
mit 250 Wl Chloroform und NaCl bis zu einer Endkonzentratiorvon 0,9 M versetztund
geschitteltNach10 min Inkubationauf Eis wurdendie Bakterienrestelurch10 min Zentri-
fugationbei 10 000 g entfernt.NachZugabevon 7,5 g Polyethylenglycob000und 30 min
Inkubationauf Eis wurdendie prazipitiertenPhagenl0 min bei 12 000 g abzentrifugiert.
DasPhagensedimenturdein 2,5ml SM resuspendierZur EntfernungbakteriellerNukle-
insdaurenwurden50 pg RNAse A und 12,5ug DNAse zugegebenund fiir 30 min bei 37 °C
inkubiert.Zum AufschluRderPhagenkopfavurden2,5ml 300mM Tris-Cl, pH 9,0,200mM
EDTA, 1,25% SDSzugegeberund 10 min bei65°C inkubiert. AnschlieBendvurden2,5ml
eiskaltes3 M KaliumacetatpH 4,8 zugegebenund 10 min auf Eis inkubiert. Gefallte Prote-
ine wurdenbei 10 min bei 12 000 g abzentrifugiert7 ml desUberstandesvurdenmit 5 ml
Isopropanolersetztund die DNA 5 min bei 12 000 g abzentrifugiert DasDNA-Sediment
wurdemit 70 % EthanolgevascherundnachdemTrocknenin 150l TE geldst.

Restriktionserdausvon 0,2-2 ug Plasmid-DM\ wurdenin 20 gl Gesamtelumenmit
1-10U Enzymfur 1-2 h nachHerstellerangabedurchgefihrtGréereMengenDNA, so-
wie Phagenund genomischédNA wurdenin 50-100u Gesamtelumenverdaut.Die De-
phosphorylierunggon DNA wurde mit alkalischerPhosphataséCIP, Roche),die Ligation
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von DNA mit T4 DNA-Ligase (Roche)nachHerstellerangabedurchgefihrt.Zur DNA-
Fragment-Isolationvurdedie DNA mit demjeweiligen Restriktionsenzyngeschnitterund
in einemAgarosegel aufgetrenntUnter UV-Licht wurde die gewiinschteBandelokalisiert
undmit einemSkalpellausdemGel ausgeschnitterbie Extraktionder DNA ausdemGel-
block wurde mit dem QIAEX-II Gel ExtractionKit (Qiagen,Hilden) nachHerstelleror-
schriftdurchgefuhrt.

Die radioaktive Markierungvon DNA-Fragmenternwurde nachFeinbeg & Vogelstein
(1983) durchgefiihrt.Fiir die Markierung wurde [a3?P]-dATP (3 Ci/mmol, ICN) einge-
setzt.Die Aufreinigung markierterDNA-Fragmenteerfolgte durch Gelfiltration Uber eine
Sephade-G50 Saule EswurdenspezifischeAktivitatenvon 5 x 10° cpmiuig DNA erzielt.

Der Transfervon DNA-FragmentermusAgarosgelenauf NylonmembraneiiBiodyneA
fur Plasmid-undPhagen-DM), BiodyneB fur genomischd®NA, Fa.Pall) erfolgtein 0,4M
NaOH tiberNachtbei RaumtemperatuiSouthern 1975).Bei Verwendungson Biodyne A
wurdedie DNA durcheinekurze UV-Bestrahlung254 nm, 10 W, 15 cm Abstand,3 min)
auf derMembranfixiert.

Zur Hybridisierungmit radioaktv markierterDNA wurdedie Nylonmembrann 250mM
Na-PhosphatpH 7,2, 7 % SDSund 2,5 mM EDTA 1 h bei 65 °C prahybridisiert.Nach
Zugabeder hitzedenaturierterradioakty markiertenDNA-Sondeund 10 ml frischer Hy-
bridisierungslosungvurdetiberNachtunterdengleichenBedingungernybridisiert(Church
& Gilbert, 1984).Die NylonmembranenvurdenanschlieBendreimalmit 2 x SSC,0,3 %
SDSbei RaumtemperatugevaschenDie autoradiographischAnalyseerfolgte mit einer
ImagePlat€BAS-IP MP 2025,Fuji) unddemelektronischemioAnalyzerFuji BAS 1800.

Die Amplifikation spezifischeDNA-Fragmentedurchdie Polymerase-Ktten-Reaktion
(PCR)wurdemit einemGeneAmp2400Thermogcler (Perkin-Elmer)n einemGesamte-
lumenvon 50 yl in dinnwandigenReaktionsgefalledurchgefihrt Reaktionspuer, dNT-
Psund Tag-Polymerasavurdendem QIAGEN Taq CoreKit (QiagenHilden) entnommen
und nach Herstellerorschrift eingesetztAls DNA-Matrize dienten250 ng genomischer
oderPlasmid-DM\.. Primerwurdenin einerEndkonzentratiorvon je 2 yM eingesetztFol-
gendesProgrammzum unspezifische®rimerAnnealingwurdeverwendet]{94 °C 5 min];
[37 °C 0:45min] [72°C 3:00min] [94 °C 0:45min] 3x; [55 °C 0:45min] [72 °C 3:00min]
[94 °C 0:45min] 30x; [55 °C 2:00min] [72 °C 7:00min] [4 °C].
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3.8 Bestimmungvon Liponsaure

Die BestimmungdesLiponsaurgehaltesyron HefeundN. crassawurdenachderVorschrift
vonHerbert& Guest(1970)durchgefiuhrtVerschiedenélefe-Mutanterwurdenin YPD bei
30 °C fir 24-36h bis in die stationarePhasehres Wachstumsangezogemnd durch Ab-
zentrifugierengeerntetNach dreimaligemWaschemmit Wassemwurde dasFeuchtgevicht
bestimmt.N. crassaHyphenwurdenin 100ml Batchkulturernin VogelsmediumiberNacht
angezogemind anschlielengetrocknetDie Zellenwurdenin 2 ml 9 N H,SOy flr 2 h bei
121°C autoklaviert. DasHydrolysatwurdemit 10N NaOH neutralisierund mit Wasserauf
ein definiertesVolumengebrachtDie Zellrestewurdengrob durchGlaswolle abfiltriert und
daskFiltrat anschlieBendurcheinen0,25um-SterilfiltergedricktUnterschiedlichdlengen
derLysatewurdenin Doppelbestimmungeals Supplemenfir denliponséureauxotrophen
E. coli-StammKER 176 eingesetztl ml Basal-Gravth-Medium (BGM) wurdemit 100 pl
1 M Na-SuccinatpH 7,0 und einer definiertenLysatmengeversetztund mit Wasserauf
1990 ul aufgefiillt. Eine Ubernacht-Kiltur von KER 176 in 2 ml BGM und Succinatmit
20 ng Liponsaurewvurdeabzentrifugierund dreimalmit steriler0,9%igerNaCl-Losungge-
waschenDas Sedimentwurdein 0,9 % NaCl-Lésungaufgenommennd auf eine ODggg
von 1,0 gebrachtJedeMeRkulturwurdemit 10 pl dieserBakteriensuspensioangeimpft.
GleichzeitigwurdenEichkulturenmit bekannterLiponsduremengeangesetztNach40 h
Wachstumwurdendie optischerDichtenderKulturenbei 600 nm bestimmt.

3.9 Préaparation und Auftr ennungvon Mitochondrienmembranen aus
N. crassa

Zur Isolierungvon Mitochondrienwurden2-6 g Hyphenmit 30 ml Isolationsmediunmaus
50 mM Tris-Cl, pH 7,5,15 % Saccharosand0,1 mM Pherylmethylsulforylfluorid (PMSF)
fur 3 x 20 s in einemGlasperlen-HomogenisatgBraun-MelsungenaufgeschlosserHy-
phenmengerbis 50 g wurdenin 8-10 Portionenverarbeitet.Die Mitochondrienwurden
durchdifferentielleZentrifugationisoliert (Nehlsetal., 1992).Zur Isolationgro3ereMito-
chondrienmengemwurde 400 g tiefgefroreneHyphenmit einemHammerzerschlagemund
in insgesamsB | Isolationsmediun{s.o.)in einemKichenmixer homogenisiertDie Zellen
wurdendannmit einerKorundmuhleaufgeschlosse@Weisset al., 1970)unddie Zelltrim-
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merdurcheineZentrifugationfiir 5 min bei 6000g abgetrenntDer Uberstandvurde60 min
bei14 000g zentrifugiert wobeidie MitochondriensedimentierterDasMitochondriensedi-
mentwurdein 180ml 0,2 M Na-Phosphatptér, pH 7,5 aufgenommenn einemTeflon-in-
Glas-Homogenisataresuspendiemind auf 220 ml aufgefullt. Diese Suspensiomvurde bis
zur Weitererarbeitundoei-70°C gelagert.

Die Auftrennungder Mitochondrienproteinevurden300-500ul der Mitochondriensus-
pensiondurchZugabevon 20 % Triton X-100 auf eineDetegenzlonzentratiorvon 5 % ge-
brachtundnachHomogenisatior20 min bei4 °C inkubiert. Unldslicheswvurdenfiir 15 min
bei 12 0009 abzentrifugiertDer Uberstandvurdeauf einenDichtegradientervon 10-30%
Saccharosa 50mM Tris-Cl, pH 7,5und0,1% Triton X-100 aufgetrageriNach16 h Zentri-
fugationbei 1500009 (36 000 rpm, Rotor SW40Ti, UltrazentrifugeL7-65, Fa. Beckmann)
wurdendie Gradienterin 0,6 ml Portionenfraktioniert. Gro3ereMengenMitochondrieng-
trakt wurdenauf bis zu sechsGradienteraufgetragen.

3.10 Isolierung und Spaltung von Komplex| ausN. crassa

Komplex | wurdeausdemExtraktder Mitochondrienmembraneisoliert. NachderZucker-
gradienten-Zentrifugationnd FraktionierungdesGradienterwurdedie Positionvon Kom-
plex | durchMessender NADH:Ferricyanid-Redoxaktiitdt bestimmt.Die entsprechenden
Fraktionenwurdenvereinigtund Komplex | durch Anionenaustausch-Chromatographie
einer4 ml Resourc&)-Saule(Amersham-Pharmaciayeitergereinigt.Die S&ulewar zuvor
mit 50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,1 % Dodeg! 3-D-maltosidoder Triton X-100 und 50 mM
NaCl mit 0,5ml/min &quilibriertworden.Die Proteinewurdenmit einerFluRgeschwindig-
keitvon0,5ml/min aufdie Saulegepumptmit einemkontinuierlicherNaCl-Gradientewon
50-400mM NacCl eluiertundin 0,5 ml Fraktionenaufgeingen Komplex I-haltige Fraktio-
nenwurdewiederumdurchMessunglerNADH:Ferricyanid-Redoxaktiitat festgestelltDie
Gipfelfraktionenwurdenvereinigtund mit kristallinemKalium-Rhodanidauf eine Endkon-
zentrationvon0,6 M KSCNgebrachtDie ProteinlésungvurdeanschlieRendufeinenl2ml
Zuckergradientervon 10-30% Saccharosen 50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 0,1 % Triton X-100
und 0,6 M KSCN aufgetragerund 16 h bei 150 000 g zentrifugiert.Der Gradientwurde
mit einerFluRgeschwindig&it von 0,6 ml/min durcheine Durchflu3kiettein 600 ul Pro-
benfraktioniert. KontinuierlichwurdenSpektrenmit einemDiodenarray-Spektrometenit
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LichtleiteroptikderFirmaJ&M Analysetechnil{Aalen)von 200-600nm mit einerintegrati-
onszeitvon 50 msundeinemintervall von 4 s tibereineMel3zeitvon 30 min aufgenommen.
Die GipfelfraktionendesMembranarmsvurdenvereinigt,eingeengtindnachBedarfaufei-
ner 14-ml-TSK-Gel-G4000S\Wsaule(Fa. TosoHaaseiter aufgereinigt.Die Saulewurde
zuwvor mit einemSaulerolumen50 mM Tris-Cl, pH 7,5,0,1 % Triton X-100 und 200mM
NaClequilibriert. DasEluatwurdein 0,5 ml-Fraktionengesammelt.

3.11 Praparation und Akti vitatsbestimmungder a-K etoglutarat Dehy-
drogenaseausN. crassa

Die Préaparatiorvon a-KetoglutaraDehydrogenasausMitochondrienwurdenachderVor-
schriftvon Marecketal. (1986)durchgefihrtin einerMitochondriensuspensionurdemit
kristallinemDigitonin ein Digitonin:Protein-\érhaltnisvon 0,5 (w/w) eingestellund20 min
bei Raumtemperatunkubiert. Anschliel3endvurdendie Mitochondrienin einemHandho-
mogenisatoaufgeschlosserDie Suspensiomwurde mit 2 Volumen Extraktionspuffer aus
10 mM Tris-Cl, pH 7,2,440 mM Saccharosel,0 mM MgClo, 100mM NH4CI, 1 mM ED-
TA, 1mM PMSFund1,5uM Leupeptinverdiinntund15min mit 150009 zentrifugiert.Der
UberstandvurdeportionsweisaufeineEndkonzentratiorvon 3 % Polyethylenglyco{PEG)
6000gebrachtund 20 min bei Raumtemperatuauf einemRollenschiittleinkubiert. Nach
AbzentrifugiererderausgefallterProteinefiir 10 min bei 150009 wurdederUberstandauf
5% PEG6000gebrachundwiederum20 min bei Raumtemperatuauf demRollenschiittler
inkubiert.Die ausgeéllenenProteinewurdenfir 10 min bei 150009 abzentrifugierundin
50mM KH2PQy, pH 7,4,8 mM MgCl,, 0,05mM CaCb, 0,05mM TPR und0,5mM PMSF
resuspendierDie Proteinlonzentratiorwurdenachder Methodevon Biuret festgestellt.
Die Bestimmunglera-KetoglutaraDehydrogenaserfolgtedurchspektrometrischeer-
folgungderNADH-Bildung durchdenUmsatzvon a-Ketoglutaratin einerKivettewurden
990l desMel3pufersaus50 mM KH>POy, pH 7,4,0,8 mM DTE, 0,05mM CaCb 8 mM
MgCl,, 0,2 mM Co-EnzymA, 0,4mM TPPund2 mM NAD ™ mit 5 pl dera-Ketoglutarat
Dehydrogenase-Suspensigamischtund die Reaktionmit 5 yl einerl M a-Ketoglutarat-
LésunggestartetDie Extinktion bei 340 nm wurde tiber 600 s verfolgt. Zur Auswertung
wurdemit einemmolarerExtinktionsloefiizientvon e349= 6,3mM 1cm 1 gerechnet.
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3.12 VerschiedeneanalytischeMethoden

Routinemaligvurdedie Aktivitat von Komplex | mit Hilfe der NADH:Ferricyanid-Redox-
aktivitat, einer artifiziellen Aktivitat des peripherenArms von Komplex |, bestimmt.In
50 mM Tris-Cl, pH 7,5,0,1% Triton X-100,1 mM K3[Fe(CN)], 0,2mM NADH wurdebei
20 °C die Extinktionséanderun@ei 410 nm gemesserkEs wurdeder molareExtinktionsko-
effizientes10= 1 mM~tcm™! verwende(Friedrichetal., 1989).

Zur Immunprazipitationvurden150-500ul der FraktioneneinesZuckergradientermit
700 100mM Na-PhosphapH 7,3,0,05% Triton X-100, 10 pl Antiserumund50 pl einer
Suspensiormus50 mg/ml ProteinA-Sepharose€l-4B (Amersham-Pharmacia) 100 mM
Na-PhosphagiemischtDer Ansatzwurde3-5 h bei 4 °C auf einemKippschittlerinkubiert.
NachkurzemZentrifugierenwurdedreimalmit 200 mM Na-PhosphatpH 7,3,0,05% Tri-
ton X-100 gewaschenDie Sedimentavurdenmit 50 yl Protein-Probenpir fir 30 min auf
einemSchuittlerbei20°C inkubiert.Die Lésungwurdeaufeinem16 % SDS-Polyacrylamid-
gelaufgetragemindelektrophoretisclaufgetrenn{SDS-PAGE) (La&mmli, 1970).Probenvon
Zuckergradientendie SDS-Gel-elektrophoretiscdmnalysiertund autoradiographiesverden
sollten,wurdenerstiiberNachtgegen10 mM Tris-Cl, pH 7,5dialysiertundanschlielRenty-
ophilisiert,um dasProteinaufzulonzentrierenDastrockeneProteinwurdein Probenpuier
aufgenommenindauf dasSDS-Gelaufgetragen.

ProteinlonzentrationemurdenspektrometrisclodernachderMethodevon Biuret (Bei-
senherztal., 1953)bestimmt.Als StandardlienteRinderserumaibmin.

Zur Elutionvon Proteinausgetrockneten$DS-Polyacrylamid-Geburdedie interessan-
te BandeausdemGel ausgeschnitteand mit wenig Wasserrehydriert. DasGel wurdeab-
zentrifugiertund dasWasserabgesaugtNachZusatzvon 200y 50 mM NaHPQOy, pH 8,0,
10 mM EDTA und 0,2 % SDSwurdefir 30 min bei 40 °C inkubiert. Das Gel wurde ab-
zentifugiertund der Uberstancdyegen10 mM Tris-Cl pH 8,0 dialysiert.DasDialysatwurde
anschliel3end/ophilisiert.

Zur Deaglierungvon ACPwurdedie ProteinprobaachLyophilisierenmit 50mM DTT,
100mM NaCOgz, pH 10fiir 90min bei37°Cinkubiert.NachderReaktiorwurdederAnsatz
mit Salzsaureneutralisiertundder SDS-RAGE-Analysezugefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Liponséauregehaltund a-Ketoglutarat Dehydrogenase-Aktivitatdes
N. crassaWildtyps und der mtACP-Deletionsmutante

Das Gen fur dasmitochondrialeAcyl Carrier Proteinin N. crassawar in einervorange-
gangenerDoktorarbeitinaktiviert worden(Schneideret al., 1995; R. SchneiderDisserta-
tion 1995).DiesesGenbestehtausvier Exons,von denenin der mtACP-Deletionsmutante
acpldreidurchdasbakterielleGenfur die HygromycinB Phosphotransferasgsetztsind.
HyphendieserMutanteund desWildtyps wurdengetrocknethydrolysiertundin verschie-
denenMengenals Supplemenfir den Liponsdure-auxotropheB. coli-StammKER 176

eingesetzt.
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Abbildung 6: Relatver Liponsédurgehaltder Mutante acpl und des Wildtyps (WT) von
N. crassa Der LiponsaurgehaltdesWildtyps wurdegleich 100% gesetzt.

Die optischeDichte der Bakterienkulturerwurde mit Eichkulturen,in denendefinierte
Mengenan Liponsaurezugesetzivurden,verglichenund darausder Liponsaurgehaltder
HyphenerrechnetGenausovurde mit isoliertenMitochondrienausWildtyp und Mutante
acplvon N. crassaverfahren.Es zeigtesich, dal3die Absolutwerteder Liponsaurgehalte



4. Ergebnisse 33

100% —

—
—

50% —|

Liponséuregehalt in %

acp1 WT

0%

Abbildung7: Relatver LiponsaurgehaltisolierterMitochondrienderMutanteacplunddes
Wildtyps (WT) vonN. crassa DerLiponsaurgehaltderWildtypmitochondrierwurdegleich
100% gesetzt.

von Messungzu Messungn einemweitenBereichschwankten Die VerhéltnissalerLipon-
saurgehalteverschiedendvlutantenwareninnerhalbeinerMessreihgedochimmergleich.
SolcheSchwankungersind auchin der Literatur zu finden,wo verschiedenéutorenun-
terschiedlichéAbsolutwertefiir denLiponsaurgehaltin Hefe beschreiberiSulo & Martin,
1993),Brody et al., 1997). Aus diesemGrund sind alle hier gezeigtenDatenals relative
WerteanggebenDer LiponsaurgehaltdesWildtyps wurdegleich100% gesetztDie Zel-
len der Mutanteacpl enthieltendreimal soviel Liponsaurewie die desWildtyps (Abb. 6).
Die Mitochondrienzeigtenjedochin beidenFallendie gleichenLiponséurgehaltgAbb. 7).
Vermutlichbesitztdie MutanteacplmehrMitochondrienalsderN. crassawildtyp.

Um die biologischeVerfugbarleit der Liponsauren Wildtyp- und acpX-Mitochondrien
zu untersuchenwurdedie Aktivitat der a-KetoglutarabDehydrogenasbestimmt.Die Mit-
ochondrienmembranewurden dazu durch Digitoninbehandlungzerstértund abzentrifu-
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Abbildung8: Spezifischer-KetoglutaraDehydrogenasAktivitat derMitochondrienatrak-
te der Mutanteacpl und Wildtyp (WT) von N. crassa Als Kontrolle wurde der Wildtyp
Extraktflr 5 MinutenHitze-inaktviert undvermessen.

giert. Durch fraktioniertesFallenmit PEG 6000wurde die a-KetoglutaratDehydrogenase
ausgefallt.Diese Schritte wurdenfur Wildtyp und Mutante acpl parallel mit den selben
Puffern und Geratendurchgefihrt.Die Sedimentenach der PEG-Fallungwurden resus-
pendiertund ihre Proteinlonzentrationnach der Biuret-Methodebestimmt.AnschlieRend
wurdendie a-KetoglutaratDehydrogenas@ktivitdtendurch Messungder zeitabhangigen
NADH-Zunahmenach Zusatzvon a-Ketoglutaratbei 340 nm festgestellt.Aus den Mit-
ochondriender Mutanteacplkonntea-KetoglutaraDehydrogenasmit einerspezifischen
Aktivitat von 0,42 U/mg extrahiertwerden.Der Extrakt aus Wildtyp-Mitochondrienhatte
einespezifisché\ktivitat von 0,27 U/mg (Abb. 8). Die Kontrolledurchhitzedenaturierte-
KetoglutaraDehydrogenase-PréaparatiansdemWildtyp zeigt,dal3die gemesseneWerte
auf enzymatische\ktivitat zurtickzufiihrersind. Die Mutanteacpl besitztalso Liponsau-
re in bioverfligbaref~orm. Die Vermutunglag nahe,da3N. crassaein zweitesGenflr ein
MtACP enthaltund dasProduktdiesesGensfiur die Liponsauresynthesaistandigst.
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4.2 Nachweisvon mtACP2durch in vivo Markierung von
N. crassamit [14C]-Pantothenséure

Um die effizienteAufnahmevon [1*C]-Pantothenséureu gewéhrleistenwurdedie N. crassa
Mutanteacplzuwvor mit derPantothenat-auxotrophdviutantepan2(FGSC4103)gekreuzt.
Die Doppelmutantecplx pan2wurde anhandhrer Pantothensdure-Auxotrophiend des
Selektionsmar&rsidentifiziert. Die Doppelmutantevurdein Vogelsmediumn Gegenwart
von [*4C]-PantothenséaurangezogenNach 20 h Wachstumwurdendie Hyphengeerntet
unddie Mitochondrienisoliert. Die Mitochondrienproteingurdenmit Triton X-100 solubi-
lisiert unddurchZuckergradientenzentrifugatioder GroRenachaufgetrenntDie Zentrifu-
gationsbedingungenurdensogewahlt,dalKomplex | in dasuntereDrittel desGradienten
sedimentieremwviirde.NADH:Ferricyanid-Redoxaktiitat konntein diesemBereichdesGra-
dientenerwartungsgemafichtnachgaiesenwerdendadie N. crassaMutanteacplkeinen
Komplex | mehrbilden kann(Schneidert al., 1995).Die Proteineder Gradientenfraktio-
nenwurdendurch SDS-RAGE aufgetrenntdie Gele getrocknetund flir 14 Tageauf einer
ImagePlatdBAS-IP MP 2025, Fuji) exponiert,die in einemBioAnalyser(BAS 1800, Fuji)
ausgelesewurde.DasErgebnisderradioaktvenMarkierungzeigtAbb. 9. Im vorderenTeil
desGradienterwurdenvier Proteinemit einer scheinbaremimolekularenMassezwischen
12 und 18 kDa gefundenDie Bandemit der kleinstenMolmassezieht sich durchdenge-
samtenGradienterhindurch.Da die Mutanteacplx pan2dasGenfur dasmtACP1nicht
mehrbesitzt mulZessichhierum ein andere$’antothenséure-haltig€soteinhandelnZum
NachweisdaRessich bei demmarkiertenProteintatsachlichum ein ACP handeltwurden
die markiertenBandenderletztenfiinf FraktionendesZuckemgradienterausdemGel (Abb.
9) ausgeschnitteannd dasProteineluiert. Ein Teil desProteinswurde alkalischdeagliert,
wéahrendderandereunbehandelaéls Kontrollediente.Die Proteinewurdenlyophilisiertund
anschlielendérneutaufeinemSDS-RAGE aufgetrenntDie Autoradiographiestin Abb. 10
gezeigt.Wie fur Acyl Carrier Proteinebekanntwar, erhéhtesich die scheinbaréviolmas-
se desmarkiertenProteinsdurch Deaglierung von ca. 12 kDa auf ca. 18 kDa (Shintani
& Ohlrogge,1994).Den gleichenBefund ergabdie Deaglierung derin Abb. 9 gezeigten
[14C]-Pantothensaure-markiertétroteinbandemusdemvorderenDrittel desZuckergradi-
enten.Damit handeltessich bei allen markiertenBandenum ein mtACP in verschiedenen
AcylierungsstufenDasgefundend’roteinwurdemtACP2genannt.
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kDa

20 -

10 -

Abbildung 9: Verteilung von [*C]-Pantothenséure markiertem Protein nach
Zuckemgradienten-Zentrifugationund anschlieBenderSDS-AGE von Triton X-100
solubilisiertenMitochondrienausder Mutanteacplx pan2in N. crassa

Mit Antiserengegendie 21.3kDa bzw. 49 kDa Komplex | Untereinheiterwurde ver
sucht,markiertesProteinausdenZuckergradientenfraktionefvgl. Abb. 9) zu prazipitieren.
DasErgebnisistin Abb. 11 gezeigt.

Mit beidenAntiserenkonntemtACP2 prazipitiertwerden.Das mtACP2 mul3 daherin
Protein-Clustemassembliersein,die einmaldie Komplex I-UntereinheitNuo21.3und zum
anderemmal Nuo49enthaltenDasPositiondeserstgenannte@lusteram Zuckergradienten
entsprichdemSedimentation®rhaltenvon teilweiseaggrgiertemMembranarmMarkier-
tesProtein,dasmit der 49 kDa Untereinheitassoziiertist, ist in demBereichdesZucker-

Abbildung 10: Deaglierung des[1*C]-Pantothensaure-markierté&roteinsausder Mutante
acpl Links ist dasProteinvor undrechtsnachder Deaglierunggezeigt.
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Abbildung 11: Immunpréazipitation solubilisierter Proteine aus [**C]-Pantothenséaure-
markierterMitochondriernvonacplx pan2 VerwendetvurdeAntiserumgegendie21.3kDa
(A) bzw. die 49 kDa (B) Untereinheitvon Komplex I.

gradienterzu finden,in demder periphereArm erwartetwirde,sowie in denletztenFrak-

tionendesGradientenHier sedimentiereiochaggrgierteProteine Nur hierwurdedasmit

andererKomplex | UntereinheiterassoziiertantACP2in mehrals einer Acylierungsstufe
identifiziert(Abb. 11(B)).

4.3 Suchenachdem Genflr ein zweitesmtACP

Mit dem ProgrammBLAST (Altschul et al., 1990) wurde in den bis Oktober 2000 zu-
ganglichenProtein-und Genomdatenbarmk verschiedeneEukaryontemacheinemzwei-
tenGenfiur einmtACPgesuchtDie ProteinsequendesmtACP ausHefewurdealsAnfrage
eingesetztNebenSequenzidentitdteand -&hnlichleitenist dasVorhandenseiiner mit-

ochondrialeimportsequendaswichtigsteKriterium fur die Identifizierungeinesweiteren



4. Ergebnisse 38

MtACP Kennzeichnendlafir ist eine N-terminalePrasequenzn der saureAminosauren
vermieden,aberArginin, Alanin und Serin bevorzugtverwendetwerden.Ein Argininrest
ist fastimmer zwei und/oderzehnPositionenvor der reifen Proteinsequenzu findenund

scheintder Erkennungdurch eine Proteasezur Abspaltungder Importsequenzu dienen
(Heijneetal., 1988).Eswurdentatsachlichverschieden&enproduktenit Ahnlichkeit zum

MtACP ausHefeidentifiziert.

|
centacp(A) MKEPHSFRRVKMFGRQVGRWFRTASVWWQRRSVSASVPQWKL VAPSVNFI QTRGSKI E

cenmacp(B)  cer-ceeroceees MLRVAVSAAL RTVSVRAL SNASVQQR- VI TPI LLSAQKPSFQ R

* % * * * * * * * *

cent acp(A) VFGPFDPPKQL TFKQVEDRWL KAVRSWDRFPADKESL L KL DADL SKDFGFD{ S] LDQVEI
cent acp(B) QYSAKAP- - - LTKKTLEERI VLVLSLYDKI DAKK- - - LTMDSDFSKDLGLD[ S] LDHVEV

| * *%k % * % * * % * kK k k%% *x * * k% **%

centacp(A) VVALEDEFGFEI PLQDSDKFKTI RDAFKY! CEREDVYE
cent acp(B) VVAMEEEFGFEI PDGDADRFKTPRDI FQYI ADKEDVFE

*kkk Kk kkkkkkk * k kkk%x k*x * k% *kk *

Abbildung12: CLUSTAL W-AlignmentvonmtACP1(EMBL U00033))undmtACP2(EM-
BL AL132860)in Caenorhabditislegans Die vermuteteersteAminosauredesreifen Pro-
teinsist mit | markiert.

Das Genomvon C. elegansenthéltzwei mtACP-Geneg(Abb. 12). Die Benennungder
zugehdrigerProteinemit mtACP1und 2 erfolgtewillkirlich. Die Aminoséduresequenzm
dasAktive Zentrumzeigt gute UbereinstimmungDie Sequenzidentitabetragthier 42 %.
A. thaliana besitztsogardrei Geneflir Acyl CarrierProteinedie ihrer Sequenaachnicht
zudenplastidarensonderrzu denmitochondrialergehérenAbb. 13). Zwei Positionenvor
demSerinim aktivenZentrumbesitzerplastidareACPsin A. thalianaein hochlonservier
tes Alanin, wahrendalle bekanntermitchondrialenAcyl Carrier Proteinean dieserStelle
einenLeucinrestbesitzenvgl. Abb. 13, Position[-2]). EbensdesitzerplastidareA. thalia-
na ACPsneunPositionerhinterdemdasPhosphopantethetragenderserineinenhochlon-
serviertenGlycinrest,derin allenbekanntermtACPsdurchein Alanin ersetzist (vgl. Abb.
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13, Position[+9]; Shintani& Ohlrogge,1994).In dendrei gefundenerSequenzemverden
andenentsprechenddpositionerdie fir mtACPstypischenAminoséurerestgefundenFur
Drosophilamelan@asterwurdewéahrendder AnfertigungdieserArbeit bekanntdalR3durch
alternatves SpliceneineseinzigenGeneszwei verschiedenenRNA-Formenfir mtACPs
hegestelltwerden(Ragoneet al., 1999).Im Genomvon Aspepillus niger konntedurch
Datenbank-Suchieishernur ein Genfir ein mtACPidentifiziertwerden(Abb. 16).

4.4 Codon-Gebrauchund Expressionshaufigkit von mtACP

Fur die Codierungder20 moglichenAminosaurenn einemProteinsteherbl verschiedene
Codonszur Verfugung.Diesewerdenjedochnicht gleichmaligoenutzt.JederOrganismus
verwendetabhangigvon der Haufigkeit seinerverschiedenetRNAS, einenSatzoptimaler
Codons.Dieserkannwie bei A. thaliana Gevebe-oder Wachstumsstadien-abhanggin
(Chiapelloetaal., 1998).Im Genomvon C. elggansist die Expressionshaufigdit der Prote-
ine jedochengandie VerwendungoptimalerCodonsin ihren Genengekoppelt(Stenicoet
al., 1994).Hohe Werte fir denCodonBias Index (CBI; Bennetzer& Hall, 1982)unddie
Frequencyof optimal codons(Fop; Ikemura,1981)einesGenssind Zeichenfur die haufige
Verwendungoptimaler Codonsund somit fiir eine hohe Expressionsrateesentsprechen-
denProteins Der Fop-Wertist dasVerhéaltnisder SummeoptimalerCodonseinesGenszur
Summeder AminosaurerdeszugehdorigerProteins Der grol3tmaoglicheWertist 1,0 fur die
ausschlie3lichBenutzungoptimalerCodonsBei volliger VermeidungoptimalerCodonsst
derFop-WertgleichNull.

Der CBI ist der Fop ahnlich, benutztjedocheine andereSkalierung.Die Vermeidungop-
timaler Codonséauf3ertsich hier in negatven Werten,wéhrenddie alleinige Verwendung
optimalerCodonseinenCBI-Wertvon 1,0liefert.

Der Codon-GebrauckerschiedenemtACP-Genewvurde mit demProgrammCodonW
(John Peden,CMLEUN, Dept. of Genetics,University of Nottingham; http://www.mol-
biol.ox.ac.uk/cu/codonWitml) untersuch{Stenicoet al., 1994).Da vermutlichbei C. ele-
ganswie bei N. crassaein mtACP mit Komplex | assoziierist, wurdenzum Vemleich ei-
nige Genefur Komplex I-Untereinheitermit in die Untersuchunginbezoger(Tabelle?2).
Die mtACP-homologerGenein C. eleggansunterscheidesichnachdenzur Verfligungste-
henderDatendeutlichin ihremCodon-GebrauctbasmtACP 1wird dieserAnalysezufolge
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atntacpl - MALRNAI LRHLRVPVQTLAN- - QSKI GFLGT- | RSFSSHDD- - HLSREAVWDRVLDW
atntacp2 - MAARGAMLRYLRVNVNPTI QNPRECVLPFSI L- LRRFSEEVRGSFLDKSEVTDRVLSW
atntacp3 MHCI RSSI LQHLRLRVSVRPTSLLONENGFKSI G FNFTSEAAA- DGGRDQ LSRVI ELV
ok k kk ok | ) * o I L
at cpacpl <DLGAD S] LDTVEI VMGLEEEF>
A A
atntacpl KSFPKVDPSKVTPEVHFQNDLGLD[ S| LDTVEI VMAI EEEFKLEI PDKEADKI DSCSLAI
atntacp2 KNFQKVDPSKVTPKANFQNDLGLD S] L DSVEVVMALEEEFGFEI PDNEADKI QS| DLAV
atntacp3 KKYDKTNTSEVTERADFQKDLSLD S] LDKTELVMAI EEEFSI El PDEKADKLTCCGDVA
T KA KK KR K Kk K kKK KRKEK KKK KEE
-2 +9
atntacpl EYVYNHPMSS- - - -
at nt acp2 DFI ASHPQAK- - - -
atntacp3 TYI LSETPTKASES

Abbildung13: CLUSTAL W-Alignmentvon mtACP1(AAC27139.1Shintani& Ohlrogge,
1994),mtACP2(AAC27464.1und mtACP3(BAB090989.1)ausA. thaliana Fir mtACP1
und mtACP2liegt die vermuteteersteAminoséuredesreifen Proteinsm Alignmentander
gleichenPosition. Sie ist fur alle drei mtACP mit | markiert. Mit atcpacplist eine typi-
scheSequenZlr dasaktive Zentrumder plastidarenAcyl Carrier Proteinevon A. thalia-
na gezeigt.Die Pfeile kennzeichnein plastidarerund mitochondrialenPACP verschiedene,
aberjeweils hoch konservierteAminosaurenan den Positionen[-2] und [+9] relatv zum
Phosphopantethein-tragendearinim aktivenZentrum.
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Tabelle2: UntersuchunglesCodon-Gebrauchger GenederbeidenmtACPim Vergleichzu

Genenfur verschieden&omplex I-Untereinheiten(nuo14.8bis nuo78)und der mitochon-
drialen 3-Keto-Agyl-ACP-Synthasémtcem)in C. elggans Die Komplex I-Untereinheiten
sindmit “nuo” fir [NJADH:[U]bichinon [O]xidoreduktaséezeichnetDie angestellteZahl

beschreibdie Molmasseder jeweiligen Untereinheitin kDa. Die SpalteCBI gibt denCo-

don Bias Index an (Bennetzen% Hall, 1982). Fop stehtfur Frequencyof optimal codons
(Ikemura,1981).Die GroRenwerdengenauerm Text beschrieben.

Gen CBI Fop

nuol1l0.5(CAB02765.1) -0,009 0,328
nuol4.8(CAB16513.1) 0.416 0,656
nuol19.3(CAB02132.1) 0,146 0,455
nuo51(CAA90435.1) 0,305 0,573
nuo78(AC006768) 0,217 0,504
mtcem(CAB02284.1) -0,187 0,231
cemtacplU00033) 0,227 0,512
cemtacpdAL132860) 0,074 0,404

deutlichstarler exprimiert als mtACP2.Fur mtACPlwerdenetwa mit gleicherHaufigkeit
optimaleCodonsverwendetwie fur die Komplex I-UntereinheiteNuo51undNuo78.Eine
Untersuchundur die entsprechende@enein N. crassg in demdasGenfur mtACP2bisher
nichtidentifiziertwerdenkonnte,zeigtdie gleicheTendenz Tabelle3).

Eine Untersuchungler genauerfFunktionder gefundenerGeneund ihre Genprodukte
durch Konstruktionvon knok-outMutantenerfolgte bisherwederin A. thaliana nochin
C. elggans Beide Organismersind molekularbiologischicht in ausreichenderMalfiezu-
ganglich.DasGenfur ein zweitesmtACPwurdedaherin N. crassagesucht.

4.5 Versuchder Klonierung desGensfir mtACP2in N. crassa

DasGenomvon N. crassawar bis zur FertigstellungdieserDoktorarbeitnur zu 30 % be-
kannt.Zur IdentifizierungdesGensfur ein zweitesmtACP wurdendeshalbandereMetho-
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Tabelle3: UntersuchunglesCodon-GebrauchdesGensfir dasmtACP im Vergleich mit
Genenfir verschieden&komplex I-Untereinheiten(nuo14.8bis nuo78)und fur die mit-
ochondriale3-Keto-Agyl-ACP-Synthasémtcem)in N. crassa

Gen CBI Fop

nuo10.5(X69929.1) 0,258 0,554
nuol4.8(X76344.1) 0,307 0,600
nuo19.3(AJ001520) 0,361 0,627
nuo51(X56227.1) 0,494 0,716
nuo78(X57602.1) 0,380 0,634
mtcem(AF021234.1) 0,214 0,524
ncmtacpl(X83578) 0,578 0,742

denversuchtdiein denfolgenderKapitelnbeschriebesind.KeinedieserMethoderfihrte
zur KlonierungdergesuchtedNA-Sequenz.

4.5.1 Versuchder Genidentifizierung tber die DNA-Sequenz

Mit Hilfe einesradioaktv markierten, 102 Bp langenPshAl/Sall-Fragmentesusder
cDNA von mtACP1ausN. crassawurdedie genomisch&enbibliothek\J1durchheterolo-
ge HybridisierungdurchsuchtDasFragmentodiertfir dendasaktive Zentrumumgeben-
denBereich.Um die geeigneteHybridisierungstemperatwu ermitteln,wurdegenomische
DNA desWildtyps undderMutanteacplmit ECoRI geschnitterundin einemSouthernblott
beiverschiedenememperaturemit der Sondehybridisiert(Abb. 14).

Bei stringenterHybridisierungwurde ein 9 kBp-Fragmentim Wildtyp und ein 2kBp-
Fragmentin der Mutantevon der Sondeerkannt.Die Sondehybridisierteim Wildtyp mit
demdrittenundviertenExondesGensfur dasmtACP1.Die Mutanteacplbesitztlediglich
dasvierte Exon, dasvon der Sondeerkanntwurde.Durch daseingesetztédygromycin B-
GenwurdeeinezusatzlicheEco RI-Schnittstellein dasGenomdesPilzeseingefligt,sodaf
dasvon der SondeerkannteDNA-Fragmentsehrviel kleinerist alsdasim Wildtyp. Bei ei-
ner Hybridisierungstemperatwon 47 °C wurdein beidenGenomerein zusatzliche©NA-
Fragmentmit einerLangevon ca. 3,3 kBp erkannt.DasGenfur die cytosolischeFAS, die
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53°C 47 °C

9kBp -

3,5kBp -
2kBp -

Abbildung 14: Southernblotivon genomischeDNA desWildtyps (links) und der Mutante
acpl(rechts)vonN. crassa Die DNA wurdemit EcoRI geschnitterundbeiverschiedenen
Temperaturemit einer102Bp SondeausdercDNA desmtACP1hybridisiert.

eine ACP-Doméanebesitzt,welcheebenélls von der Sondeerkanntwerdenkdnnte,wirde
aufeinemEcoRI-Fragmentvon mehrals9 kBp Langeliegen(B. Brors, personlichéMittei-
lung). DieseswurdejedochbeikeinerdergewahltenHybridisierungstemperaturenarkiert.
Bei dergefundenemybridisierungstemperatwon 47 °C wurdenca. 150000 Phagenklone
derGenbankAJ1durchsuchtl18 Klone hybridisiertermit der Sonde Finf davon enthielten
dasGenfir mtACP1.Keinerderandererenthieltiedochein Genmit Ahnlichkeit zu einem
ACP-Gen.

In einemzweitenExperimentwurdedie KlonierungdesgesuchtemtACP2-Genglurch
PCRversucht. Aus der Aminoséauresequerder mtACP ausdenPilzenA. niger, N. crassa
und S. cerevisiae wurdendie degeniertenPrimer HmtACP-AS3xund HMtACP-C2eabge-
leitet (Abb. 16) und zur Amplifikation von Teilendergenomische®dNA der Mutanteacpl
unddesWildtypsvonN. crassaverwendet{Abb. 15). Als internePositv-Kontrolledientedie
Amplifikation einesTeils desGensfir mtACP1zu einemPCR-Produkivon 240 Bp Lange
bei Verwendungron genomischeWildtyp-DNA als Template.

Diesed~ragmenbestehnichtnurauscodierendeDNA, sonderrenthalteinIntron (Abb.
16) von 156 Bp Lange.Die durchschnittlichdntrongré3efir filamentdsePilze liegt zwi-
schen100und200Bp (Gurretal., 1987),sodallauchein PCR-Produkimit Sequenzteilen
einesGensfur ein zweitesmtACP zwischen150 und 300 Bp lang seinsollte. Ein solches
PCR-Fragmentvurde jedochnicht identifiziert. Das nachstgré3erePCR-Produkivar ein



4. Ergebnisse 44

acpi WT

Abbildung 15: Mit degenerierterPrimern(Abb. 16) erhalteneP CR-ProdukteGenomische
DNA derMutanteacpl(links) unddesWildtyps (rechts)von N. crassawurdenals Template
verwendetEin 240Bp-Fragmentn derWT-Spurwird fir mtACPlerwartetundfehltin der

SpurderMutanteacpl

400 Bp-FragmentDieseswurde kloniert und sequenziertDie erhalteneSequenznthielt
keineverwertbareStrukturinformation.
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Abbildung 16: PositiondegeneriertePrimer fir die Amplifikation desGensfiur mtACP2
durchPCR.Zum Designwurdendie bekannterSequenzeffir mtACP von A. niger (anm-

tacp),N. crassa(ncmtacpundS. cerevisiae(scmtacpherangezogermie Pfeile (<>) kenn-

zeichnendie Exonsder N. crassaSequenzAminosauresequenzedie dengewahltenPri-

mernentsprechersindunterstrichen.
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4.5.2 Versuchder heterologenKomplementationder Aacp-Mutante von Sactharomy-
cescerevisiaedurch Plasmid-Shufling

Dadasgesucht&senauf DNA-Ebenenichtidentifiziertwerdenkonnte wurdedie Gensuche
auf der EbenedesProteinsfortgesetzt.Im Gegensatzzu heterologerHybridisierungsme-
thodenwird zur heterologerKomplementatiomicht die Ahnlichkeit der DNA-Sequenzur
Identifizierungdes gesuchterGensherangezogersonderndie Funktion deszugehdrigen
Proteins.Dasentsprechend&enwird in S. cerevisiaeinaktiviert und der Phanotypder er-
haltenerMutanteuntersuchtNachTransformatiorderHefe-Mutantemit einerexprimieren-
denN. crassaGenbibliothekwverdenKlone gesuchtbeidenerderWildtyp-Phanotypvieder
hegestelltist. DieseKlone enthalterein GenausN. crassa dasflr ein Proteincodiert,das
denDefektin derHefekomplementierekann.

Die Aacp-Mutantein Hefeist wie die andererDeletionsmutanterdie Enzymeder mito-
chondrialerFAS betrefen, nichtmehrin derLagezuatmen Wahrenddie Deletionsmutante
Acemder mitochondrialen3-Ketoagl-ACP Synthasedurch Transformationmit dem ent-
sprechendefsenausN. crassain einemgeeignetertxpressionsektorinre Atmungsfahig-
keit wiedererlang(F. Burger, Dissertation1999),tut die MutanteAacp diesnicht. Sie gibt
zu schnellihre mtDNA und damitjedeMdglichkeit zum Wiedererlangemer Atmungsauf.
Die AuswirkungderAacp-Mutationscheintschwererzu wiegenalsdie derAcemMutation.

Eine Transformatiommit derexprimierenderN. crassaGenbibliothekannnur dannzur
IdentifizierungeineszweitenmtACP in N. crassadienen,wenndie Hefe bis zur Expres-
sionderN. crassacDNA nichtaufihr eigenesntACP verzichtenmufRund soihre mtDNA
erhalt.Dazuwurdedie mtACP-Deletionsmutant@a diploiderHefeerzeugtsodal3einintak-
ter ChromosomensattenAacp-DefektdesmutierteninternhomologkomplementiertEine
zweiteintakte Genlopie fir dasmtACPin einemgeeignetercxpressionsgktor, derals Se-
lektionsmarler dasURA3 Gentragt, wurdezusétzlichin die Hefe eingebrachtDie diploide
Mutantewurdenun zur Sporulationgebrachuunddie gebildetenTetrademmit einemMikro-
manipulatorzerlggt. AnwachsendehaploideSporen die die defekteGenlopie im Genom
und daskomplementierend®lasmidim Cytosolbesitzenwurdenmit der exprimierenden
N. crassaGenbibliothektransformiertDie Transformantemvurdenauf 5-Fluoro-Orotsdure
inkubiert. Diese Substanazst eine modifizierte Uracil-Vorstufe, die durch das Genprodukt
desURA3Gensin eintoxischedJracil-Analogonumgevandeltwird. Damitwird ein Selek-
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tionsdruckaufgebautderdie HefeveranlalitdashomologkomplementierendBlasmid das
zur SelektiondasURA3Gentragt, aufzugeber(Boelke et al. 1984). Hefezellen,die diese
Behandlungiberlebensolltennur nochdasPlasmidderN. crassaGenbibliothekbesitzen.
Eine Selektionauf Atmungslompetenzeigt nun, welcheKlone einecDNA ausN. crassa
besitzendie denDefektin der Aacp-Mutantein Hefe komplementiererkann.DasPrinzip
dieses'PlasmidShufling” genannterProzessesst in Abb. 17 zusammengef3t.
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Transformation mit
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Abbildung 17: Schematisch®arstellungdes Plasmid Shuflings zur Identifizierungeiner
Aacp-komplementierendeaDNA von N. crassa Mit "K” ist daskomplementierendPlas-
mid YEp352SCmtAP undmit "PB” ein Plasmidder GenbibliothelkpYADES bezeichnet.
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Das PlasmidpTSCmtACP (Abb. 18), in dem dasHefe-Genfiir dasmtACP teilweise
durchdasLEU2-Genersetzivordenwar, wurdemit Hpal/Sacl gschnitterundin dendiploi-
denHefestamnVW1 eingebrachtDie TransformantemvurdenaufLeucin-Prototrophiee-
lektioniert. HomologeRekombinationsereignisseurdendurchSouthernblott-Analyseach-
gewiesen.Genomisch®NA derTransformantemvurdemit Pstl verdautund mit einemra-
dioaktiv markiertenHinc Il/ EcoRI-FragmentausdemVektor p SCmtACP-P/SXhybridisiert
(Schneideetal., 1995;Abb. 19).

mtACP
Pstl EcoRlI Sty Sty | Bam HI

b ——— —

Hpal - \x\\\ Sac

LEU2

Pstl Hpa |

Smal

Abbildung 18: Replacemenektor pTSCmtACP zur Inaktivierung des mtACP-Gensvon
S.cervisiae Aus demVektor pSCmtACP-P/SX(oben)wurdeein zentralesStyl-Fragment
entferntund die Uberstehende&ndengeglattet. Das LEU2-Gen auf einemSmal/Hpa I-
FragmenausYEp351wurdeeingesetztDie Transformatiorwurdemit einemHpa l/Sacl-
Fragmendurchgefuhr{Schneideetal., 1995).Die Pfeilegebendie Transkriptionsrichtung
an.

Zur zunachsnotwendigerhomologenKomplementatiordes Gen-Defektesvurde das
MtACP-Genzusammemnit seinemPromotorals Eco RI/BamHI-FragmentausdemPlas-
mid pSCmtACP-P/SX(Abb. 18) geschnitterundin denEcoRI/BamHI linearisiertervVektor
YEp352ligiert. YEp352besitztdasURA3Genals Selektionsmarér. Dasfertige Komple-
mentations-Plasmidiurde YEp352SCmtACP genannundin die diploide mtACP-Mutante
Aacpzn transformiert.Eine Uracil-prototropheTransformantenurde zur Sporulationge-
brachtund die einzelnenSporensepariertDurch Selektionauf gleichzeitigeLeucin- und
Uracil-Prototrophievurden10 haploideAacp-Mutantenmit dem homologkomplementie-
rendenPlasmidYEp352SCmtAP identifiziert. Alle 10 wuchsenauf Glycerin als Kohlen-
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2,7 KkBp -

0,5 kBp -

Abbildung19: SouthernblotterdiploidenHefe-MutantehAacp2n. Genomisché®NA wurde
mit Pst| verdautund mit einemradioaktv markiertenHinc 1l/Eco RI-Fragmentausdem
Vektor pSCmtACP-P/SXhybridisiert.In Pstl-gespalteneDNA reprasentierein 2,7 kBp-

FragmentdasintakteGen.DasdefekteGenwurdedurcheinezusatzlichePstl-Schnittstelle
in ein 0,5 kBp undein 3,1 kBp FragmentgespaltenDie Sondehybridisiertenur mit dem
0,5kBp FragmentLinks ist genomisch®NA ausdemWildtyp undrechtsauseinerdiploi-

denMutanteAacp2n aufgetragen.

stoffquelle und warendamit in der Lage zu atmen.Die intern komplementierteMutante
Aacp- YEp352SCmtAPwurdezur weiterenGensucheingesetzt.

Zur ldentifizierungderacp2cDNA ausN. crassawurdezunadchstlie Genbibliothekim
PhagemADS5 in die Plasmid-cDM-Bibliothek pYADE5 umgevandelt.Hierzu wurdeder
spezielleE. coli WirtsstammBNN 132 mit dem PhagemADD5 infiziert. BNN 132 enthalt
dasGendercre-Rekombinasedie durchortsspezifisch®ekombinationansogenanntelox-
Sequenzedie in denPhagerenthaltend’lasmidlomponentenit dencDNA-Insertsheraus-
schneidetindzumzirkularenPlasmidschliel3tDie in vivoausdemPhagerausgeschnittenen
PlasmideenthaltenN. crassacDNA-Insertsals EcoRI/Xhol FragmentainddasTRP1Gen
ausHefeals Selektionsmarér (Brunelli & Pall, 1993;Elledgeetal., 1991).

Die Genbibliothekp YADES wurdein die Hefemutantédacp- YEp352SCmtACP trans-
formiertundanschliel3enduf Tryptophan-PrototrophiselektioniertCa.250000 Transfor
mantendie auf dementsprechendeBelektions-Mediunanwuchsenwurdenvon denPlat-
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ten genommerund nachResuspendiereauf SD-MediumohneLeucin-Supplementierung
mit 5-Fluoro-OrotsaurausplattiertHefezellendie auf diesemMediumanwachsensollten
daskomplementierendBlasmidverlorenhabenundnur nochdasPlasmidderexprimieren-
denN. crassaGenbibliothekesitzenWenndiesesin Gentragt,dal3denDefektim Genom
der Hefe-Mutantekomplementiertkanndie entsprechendgelle auf Glycerin als Kohlen-
stoffquellewachsenAuf dem5-Fluoro-Orotsaure-Mediumnwachsend&ellenwurdenvon
denPlattengenommerund auf YPG-Mediummit 5-Fluoro-OrotsaurausplattiertHierauf
wachsendé&olonienwurdenvon der Plattegenommerund nochmalsauf Leucin-, Uracil-
und Tryptophan-PrototrophigetestetHefeklone,die Leucin- und Tryptophan-prototroph
sawie Uracil-auxotrophwarenund dennochatmetenwurdenin Flissigkulturangezogen.
Ihre Plasmid-DM\ wurdeisoliert und E. coli damit transformiert.Durch Restriktionskar
tierungwurdefestgestelltwelchePlasmidedentischelnsertstrugen.48 von 64 Plasmiden
enthieltennach Restriktionskartierundein cDNA-Insert. Von den 16 tbrigen Plasmiden
wurdendie Insertssequenziertk eineshattejedochAhnlichkleit mit dem Gen einesAcyl
Carrier Proteins.Nach Retransformatiorder gefundenerPlasmidein die Aac@2n-Mutante
und anschlieRendefetradenanalysearenin allen Fallennur zwei der vier Sporenin der
Lage zu atmen.Das scheinbareerhaltender Atmungsfahigleit durch heterologekomple-
mentationwar damitartifiziell (Boeke etal., 1984).

4.6 Untersuchung der Atmungsfahigkeit und des Liponsauregehaltes
verschiedenerDeletionsmutantenvon S. cerevisiaemit beeintrach-
tigter mitochondrialer FAS

Die Hefeistin derLageihrenStoffwechselauf Garungumzustellerundkanndamitauchoh-
ne Atmungauslommen.Soist sie ein sehrgeeigneteeukaryontischemModell-Organismus
um die Abhangigleit der Atmungsfahigleit vom Liponsaurgehaltzu untersuchenNeben
der Aacp-Mutanteexistierenin unsereminstitut die MutantenAcemund Aoar. Bei Acem
fehlt dasGender mitochondrialen3-Ketoagl-ACP Syntase(Harringtonet al., 1993), die
auch[CJondensing[E]nzymewith [M]itoc hondrial functiongenanntwird. Die B-Ketoagl-
ACPReduktaséAbb. 1), die auchals3-[O]xoacyl-[A]CP [rleductasebezeichnetvird, fehlt
in derMutanteAoar (Schneideetal., 1997).Von derHefe-MutanteAcemwar bekanntdaf3



4. Ergebnisse 52

sie sich auchheterologmit dem entsprechendeGenausN. crassakomplementiereralit
(Tabelle4).

Eine heterologeKomplementatiorder Hefe-MutanteAacp mit dem mtACP1-Genaus
N. crassawurdein dieserArbeit versuchtDazuwurdedie cDNA in einemYCp50-Plasmid,
dasdasURA3 GenalsSelektionsmar&renthélt hintereinenADH-Promotorkloniert(Schnei-
der, personlichMitteilung). Mit diesemPlasmid(pYCp50ADH-NCmtACP) wurdedie di-
ploide Hefe-MutanteAac2n transformiert.Die Transformanterwurdenauf Uracil-Proto-
trophie selektioniertund zur SporulationgebrachtNach Tetradenanalyseurdendie aus-
gekeimtenSporenauf gleichzeitigeUracil- und Leucin-Prototrophieselektioniert\on acht
zerlggten Tetradenzeigtennur insgesamizwei angavachsenesporenbeide Prototrophien.
Die erhaltetendMutante(Aacp - YCp50ADH-NCmtACP)war nichtin derLageauf Glyce-
rin alsKohlenstofquellezu wachsen.

VondendreiHefe-Mutantemdacp, AcemundAoar, sowie denheterologkomplementier
tenMutantenAacp- YCp50ADH-NCmtACPundAcem: pYPGE15eem] undderhomolog
komplementierterMutante Acem- pYCp50-CEM1 wurdendie Liponsaurgehaltegemes-
sen.Die Ergebnissesindin Tabelle4 zusammengestellAuch hier sind die relatven Werte
ang@ebenpeidenenderWildtyp-Liponsaurgehaltl00% gesetzivurde(vgl. 4.1).
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Tabelle4: Liponsaurgehaltund Atmungsfahigleit verschiedeneHefestammeDer Lipon-

saurgehaltdesWildtyps wurde100% gesetztDie Mutantenwurdennachder Reihenfolge

derbetrofenenEnzymein derFettsauresynthaggordnetDie BezeichnungederMutanten

sindim Text erklart.

Mutante Liponsaurgehalt Atmungsfahigleit Literatur

WT (VW1a) 100% +

Aacp <5% - Schneideetal., 1995
NAacp - YCp50ADH- 50% - dieseArbeit
NCmtACP (heterolog

komplementiert)

Acem <5% - Haringtonetal., 1993
Acem- pYCp50CEM1 80% + Blurger,  Dissertation
(homolog komplemen- 1999

tiert)

Acem- pYPGE15eeml 65% + Blurger,  Dissertation
(heterologkomplemen- 1999

tiert)

Aoar 55% - Burger, Diplomarbeit

1997
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InteressanterweisgardasN. crassamtACPIn derHefe-Mutantehacpzwarin derLage,
die Liponsauresyntheseieder herzustellenfuhrte jedochnicht zur Atmungsfahigleit der
Hefe.

Die beidenMutantenAacp und Acemunterscheidesichin denbisheruntersuchterti-
genschaftemicht. Siesindnichtin derLagezuatmenundbesitzerkeineLiponsdureTrotz-
demverliert Aacpihre mtDNA schnellerals Acem sodal3der VerlustdesmtACP schwerer
zuwiegenscheintalsderder 3-Ketoagl-ACP Synthase.
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Abbildung 20: Wachstumskuren des Hefe-Wildtyps und der beidenMutantenAacp und
Acemin Hefe-\blimedium(YP) mit GlucosealsKohlenstofquelle.Die OptischeDichtebei
600nmwurdegemessen.

Wie in derEinleitungbeschriebemvurde konnenAcyl CarrierProteineansehrverschie-
denenStoffwechselvegenbeteiligt sein.Fur die -Ketoagl-ACP Synthasersind auRerder
Fettsduresynthsaur die Polyketidsynthesein beschriebenéwirkungsbereichUm die De-
fektein denbeidenMutantenAacpundAcemgenauereu charakterisierenywurdedasWachs-
tum dieserMutantenund dasdesWildtyps verglichen. Ein-Liter-KulturgefaRewurdenmit
750 ml YPD-Mediumgefillt, mit gleichenMengenZellmaterialauseinerYPD-Vorkultur
in derstationarerPhaseangeimpftundbei 30 °C gut gertihrtsowie steril bellftet.Alle zwei
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Stunderwurde die optischeDichte einerProbebestimmt(Abb. 20). Wahrendder Wildtyp

nach10 h seinlogarithmischedVachstumbegann,dauertedasbei der AcemMutante16 h

undbeiderAacp-Mutantesogar30 h. Der Wildtyp unddie AcemMutantezeigteninnerhalb
der logarithmischerPhaseein vergleichbaredNachstumwahrendAacp langsamemuchs.
Die Verdopplungszeitehetrugerfir denWildtyp 120 min, fir Acem140min undfir Aacp
210 min. Der Wildtyp erreichtein der stationarerPhaseeine optischeDichte von 11, die
MutantenAacpundAcemjedochnurvon 4. Dasdeutlichlangsamer&Vachstunder Mutan-
te Aacp deutetauf einezusatzlichersStoffwechseldefekhin, derin der MutanteAcemnicht
vorliegt.



5. Diskussion 56
5 Diskussion

5.1 Im Gegensatzzur Aacp-Mutante von S. cerevisiaebesitzt die acpl
Mutante von N. crassalLiponséaurein bioverfligbarer Form

DasmtACPist in derHefe S. cerevisiaeessentielfir die Synthesevon Liponsaure(Brody
etal., 1997)undderenBindungandie Ex-Untereinheitder Pyruvat Dehydrogenasbzw. a-
KetoglutaraDehydrogenasglordan& Cronan,1997).Die mtACP-DeletionsmutantAacp
enthaltdeswegenkeine Liponsdureund ist atmungsdefizienDie genetischdnaktivierung
von mtACP1in N. crassafihrt hingegen nicht zur AtmungsdefizienzDer Liponsaurge-
halt der acpX:Mutanteist im Vergleich zum Wildtyp nicht verringertund funktionsfahige
a-KetoglutaraDehydrogenasest in ihr nachweisbamDie Synthese/on Liponsaureundde-
renBindungandie entsprechendespo-Enzymeverlaufenin N. crassaalsounabhangigon
mMtACP1.Die Ligation wird moglicherweisevie in Bakterienvon einerACP-unabhangigen
Lipoat-Transferaséatalysiert(Abb. 2). DasdazunotwendigezumbakteriellenplA homo-
loge Genist im Neunsporl-Genomvorhandenb8b20.410CAB 91488.1).In einerande-
ren Doktorarbeitan unsereminstitut wurde gezeigt,daRder Verlust der mitochondrialen
B-Ketoagl-ACP Synthasefur N. crassatddlich ist. Die entsprechend®eletionsmutante
konntenichtisoliert werden(F. Blrger, Dissertatiornl999).EsscheintN. crassasomitnicht
maoglich zu sein, cytosolischsynthetisierteOktansauran den Mitochondrienals Vorstufe
von Liponsaurezu verwendenEine entsprechendBeobachtungvar schonfritherin Hefe
gemachworden(Haringtonetal., 1994).

DiesenErgebnissenrzufolgesolltedie N. crassaMutanteacplauchohnedasKomplex I-
assoziiertentACP 1leinefunktionierendemitochondrialédFAS besitzenDie bisherbekannten
MtACP-FormenvonHefeundN. crassasindalsofunktionellverschiederDamitmuf3esent-
wedereineweiteremtACP-Isoformvon N. crassagebenwelchein die Liponséauresynthese
eingelundenist, odereinenandereriLiponsauresyntheseg.
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5.2 Nachweisvon mtACP2in N. crassadurch [1*C]-Pantothenat-Mar-

kierung der Mutante acpl

Durch in vivo Einbauvon [**C]-markierterPantothenséurevurdenin den Mitochondrien
der N. crassaDoppelmutanteacpl x pan2vier Proteinemit einer scheinbarerMolmas-
sezwischenl2 und 18 kDa markiertund durchalkalischeBehandlungn ein einheitliches
Proteinder scheinbaremmolekularenMassevon 18 kDa Uberfiihrt.DieserBefundist cha-
rakteristischfr Acyl CarrierProteine Sie verlierendurchHydrolysedenam Phosphopan-
tetheingelundenenAcylrest, der bei SDS-RAGE durchvermehrteSDS-Bindungzu einer
schnellerewWanderundtihrt alsesdemtatséachlicheiMolekulagewicht entsprichtDie vier
[14C]-Pantothenat-markierteRroteinestellenalso mtACP-Formenin verschiedenercy-
lierungsstuferdar. DasscheinbateichtesteProteintragtdenlangstenAcyl-Rest.Dain der
untersuchteMutantedasGenfur mtACPlinaktiviert ist, muf3essich hier um ein zweites
MtACP handelndasmtACP2genannivurde(Abb. 9).

5.3 Eukaryonten kénnen mehrere mtACP-Geneenthalten

In N. crassaundB. taurusist dasmtACPleineUntereinheitvon Komplex I. FirA. thaliana
undHomosapiengyibt esHinweiseaufeinedhnlicheOrganisatiordesmtACP 1(Shintani&
Ohlrogge,1994;Triepelsetal., 1999),sodal3naheliegt, daldderKomplex | jedesEukaryon-
tenein mtACP als Untereinheitesitzt.Mit derN. crassaMutanteacplwurdeklar gezeigt,
daf3die Funktionvon mtACP1mit der Biogenesevon Komplex | und nicht mit der Lipon-
sauresyntheseerknupftist. Alle Eukaryontengdie einenKomplex | habensolltendemnach
ein zweitesmtACP (mtACP2)besitzenDaflr gibt esverschiedenélinweise.

D. melan@astererzeugdurchalternatvesSpliceneinesGenszweiverschiedenelRNA-
Varianterfur zweiverschiedenentACP (Ragoneetal., 1999).

Im Genomvon C. elgganskommenzwei mtACP-Genemit verschiedenenCodon-Ge-
brauchvor. Danachwird einesder beidenGene,dasfir mtACPL,in relatv groRenMen-
gen, entsprechendlen Komplex I-Untereinheitenexprimiert. Das anderecodiert flr ein
Minoritats-ProteindasmtACP2,dasin ahnlichenMengenwie z.B. die mitochondrialef3-
Ketoagl-ACP Synthasevorliegt (Tabelle2). DieserBefundentsprichtdemvon N. crassa
Genefur die Komplex I-UntereinheiterNuo51,Nuo78und mtACP1zeigengleichermalien
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hoheWertefir CBI undFop (Tabelle3), wahrenddie entsprechendewertefir dasGender

B-Ketoagl-ACP Synthasesehrviel niedrigersind. AufgrunddieserDatenist eswahrschein-
lich, da3in C. elggansmtACP1in denKomplex | integriertist, wahrendmtACP2fur die

Liponsaurebiosynthesmogt.

In A.thalianakommengleichdreimtACP-Genevor. Die ExistenzeinesmtACPin A.tha-
liana wurdeerstmalsl994von Shintani& OhlroggebeschrieberDie Autorennannterdas
ProteinmtACP1. Durch Westernblot-Analyseviesensie nach,dalRviermal soviel mtACP
mit der mitochondrialerfMembranassoziiertist, wie frei in der Matrix vorliegt. Die Mem-
branassoziatiowurdeals Hinweis auf einelntegrationin Komplex | gewertet.Esist jedoch
wahrscheinlichdal3derim WesternblotverwendeteAntikérper mit allendrei Translations-
produktender mtACP-Genekreuzreagierteso da3unklar bleibt, welchesmtACP tatsach-
lich in den Komplex | integriert ist. Die Autorenweisendaraufhin, da3ein Antikorper
z.B. gegendasmtACP1ausN. crassaKreuzreaktionerselbstmit entsprechendeRroteinen
ausErbsblatter undKartoffelknollenmitochondrierzeigt. Hinweisedarauf, welcheantACP
Komplex I-assoziiertvorliegt, kdnnenauchdurch Untersuchungemles Codon-Gebrauchs
derentsprechende@enenicht gevonnenwerden,dadie Expressionshéaufigdt von Genen
in A. thaliananichtdirektandenCodon-Gebrauchekoppeltist (Chiapelloetal., 1998).

In N. crassawurde das Gen fur das zweite mtACP bisher nicht gefunden.In einem
genomischerSouthernblotimit einemradioaktv markiertenFragmentausder cDNA fir
MtACP1 wurde unter nicht-stringenterBedingungemebendem fir mtACP1 erwarteten
DNA-FragmeneinweitereragmengefundenDieseskonntealsHinweisfir dasmtACP2-
Gengewertetwerden,auchwennin der durchsuchterPhagen-GenbibliothekJ1 kein ent-
sprechendeKlon gefundenwurde.Es ist jedochdamit zu rechnendaRdasGeninnerhalb
dernachsterMonateim RahmerdesNeuiospoila-Genomprojekteglentifiziertwird.

Uberraschenderweiseurdeim Genomvon A. niger nurein einzigesntACP-Geridenti-
fiziert, obwohl dieserPilz einenKomplex | besitzt. DasGenomwurdeim shot-gunVerfahren
flachendec&ndsequenziertAuch wennesmoglichist, dal3ein zweitesmtACP-Genin den
vorhandenematennicht erfaRtwurde,ist eherdavon auszugehergal3dieserOrganismus
nur ein MtACP besitzt.Diesdecktsich mit demErgebniseinerfriiherenDoktorarbeitin un-
sereminstitut, in der esnicht gelang,eine Mutantevon A. niger zu konstruierender das
Komplex I-assoziiertantACPfehlt (R. SchneiderpersonlichéMitteilung). Moglicherweise
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istin A. niger nichtjedesmtACP-MolekuilfestandenKomplex | gelundensodalReineklei-
ne Mengefrei in der mitochondrialenMatrix vorliegt und dort an der Liponsauresynthese
beteiligtist.

Auch wenndie bishernur ausSequenzdateabgeleiteteExpressionund Zielsteuerung
dieserAcyl CarrierProteinenochbiochemiscmachg&iesenwerdenmuf3,erhartetsichdie
AnnahmedalREukaryontemmit Komplex | in derRegel wenigstengwei mtACP-Isoformen
besitzen.

5.4 Die BedeutungdesmtACP fur Komplex|

Fur die Biogenesedes Atmungsletten-Komplex | in N. crassaist dasmtACP1zwingend
erforderlich.WederderperiphereArm, nochderMembranarnmdesKomplex | werdenin der
N. crassaMutanteacplkorrektassembliert.

Wahrendn derMutantenuo49 in derdasGenfur die 49 kDa-Untereinheitlesperiphe-
renArmsvon Komplex | inaktiviert wurde,derMembranarnvon Komplex | korrektassem-
bliertwird (Tabellel), kanndie Mutanteacplnurunvollstandige zur Aggregationneigende
Teile desMembranarmgusammenbauekVie durchMarkierungmit [*4C]-Pantothenate-
zeigtwurde,ist dasmtACP 1lin derMutantenuo49vorhanderundliegt frei in dermitochon-
drialenMatrix vor (R. SchneiderDissertation1995). Der Schlu3liegt nahe,da@mtACP1
einekatalytischeFunktionbei der BiogenesalesMembranarmson Komplex | austibtDa
MtACPleineUntereinheidesperiphererArmsvon Komplex | ist, kanndesseryestorteAs-
semblierungn der Mutanteacplauf einefehlendestrukturelleKomponentezurtickgefiihrt
werden.Zum korrektenZusammenbadesperipheremArms sind stdchiometrischélengen
von mtACP1notwendig KatalytischeMengenwirdennichtausreichen.

Diese Annahmenwerdendurchdie in dieserArbeit durchgefuhrterWersucheder Co-
ImmunprazipitationuntermauertDamit wurde gezeigt,dallmtACP2in der Mutanteacpl
mit der Komplex I-UntereinheitNuo49im einenbzw. Nuo21.3im anderenrFall assoziiert
ist. NachderPositionderprazipitierbarerKomplexeim Zuckergradienterhandeltessichda-
bei um kleine Mengenvon peripherenbzw. aggrgiertemMembranarmDa mtACP1in der
Mutanteacplnichtvorhandenst, GbernimmimtACP2mdglicherweisalesserRolle beider
Biogenesevon Komplex |, ohneseinekompletteFunktionausiberzu konnen.Vermutlich
istmtACP2nichtin derLage,die zur MembranarmbildungdétigeKatalysezu unterstitzen,
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sodalRdie Assemblierungtehenbleibtder Membranarmnstabilwird und aggraiert. Vom
periphererArm werdennur sehrkleine Mengengefundengdie durchdie NADH:Ferricyanid
Reduktaseaktitat diesesTeils von Komplex | nicht nachgaiesenwerdenkénnen Vermut-
lich entstehtdurchdie zu geringeExpressiordesmtACP2-Genszu wenig mtACP fir die
Bildung desperipheremArms.

Esist weiterhinunklar, welchekatalytischeFunktiondasmtACP1fir die Bildung des
Komplex | ausubtEswurdeangenommergal3die mitochondrialeFAS mtACP1-abhangig
ist undein zur Assemblierungyon Komplex | notwendigedProduktbereitstellt.Wie anhand
derLiponsauresynthese dermtACP-Deletionsmutantgezeigtwurde,funktioniertdie mit-
ochondrialeFAS auchohnemtACP1.NebendermitochondrialeFAS kommenjedochnoch
andereACP-abhangig&yntheseege fur die BereitstellungeinesKomplex I-spezifischen
Produktesin Frage.UV-VIS-spektroskpischeUntersuchungemebenHinweise auf eine
strukturell noch unbestimmteRedoxgruppem Membranarmvon Komplex I, fur die eine
chinoideStrukturangenommewird (Schulteetal., 1999;Friedrichetal., 2000).Einesolche
GruppekonnteauchlibereinemtACP-abhangig®olyketidsynthes@dernichtribosomalen
Peptidsynthesbereitgestelliverden.Uber dasVorhandenseiisolcherSynthesesystemnia
denMitochondrienvon Eukaryontenst jedochbishernichtsbekannt.

5.5 Die Bedeutungder mitochondrialen Fettsduresynthesdtr die At-
mung von S. cerevisiae

Die bekanntd=unktionder mitochondrialerFAS in S. cerevisiaeist die Bereitstellungvon
Octanoat-Restenur Liponsauresynthes@rody et al., 1997). Veranderungeim Enzym-
Verbund der mitochondrialenFAS fuhrenzu einerunterschiedlictstark ausgepragteier-
minderungdesLiponsaurgehalteslerHefezellenDie mit demGenfir mtACP1vonN. cras-
saheterologkomplementiertéacp-Mutantebesitzt50 % desLiponsaurgehaltesleswild-
typs,istjedochnichtin derLagezuatmenDerVerlustdermitochondrialer3-Ketoagl-ACP
Reduktaséihrt ebenélls zu einemum etwa 50 % reduzierterLiponsaurgehalt.Offensicht-
lich wurdedie verlorenggangendreduktase-Aktiitdt durchdie einesanderenwenigeref-
fizientenEnzymsersetzt Auch dieseMutanteist atmungsdefizienDie mit demGenfir die
B-Ketoagl-ACP Synthasevon N. crassaheterologkomplementierteHefe-MutanteAcem
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enthaltnoch65 % desnormalenLiponsaurgehaltesindist in derLagezuatmen.Demnach
liegt zwischen50 % und 65 % desNormalwertesein kritischerLiponsaure-Schwellenwert,
bei desserUnterschreitunglie Hefeatmungsdefizienwird.

VerschiedendutorenvermutenmindestengineweitereFunktionder mitochondrialen
FAS, die unabhéangigrom Liponsaurgehaltfir die Erhaltungder Atmung notwendigist
(Hoja et al., 1998).DieseAnnahmeist jedochfraglich, dafir die Synthesesinesweiteren
FAS-Produktedlie gleichenEnzymeverwendetwerdenmuf3tenwie fur die Syntheseder
Liponsaure-¥Yrstufe Oktansaurelst der Liponsaurgehalteiner Hefe-Mutantedurcheinen
Fehlerin der mitochondrialerFAS verringert,sollte jedesandereProduktdiesesSynthese-
wegesebendlls in reduzierteMengevorliegen.Wenndie Atmungslompetenzatsachlich
aneinweiteresProduktdermitochondrialerFAS gelkoppeltwéare,sollte esdeshallauchhier
einendhnlichenkritischenSchwellenwergeben desserUnterschreitungur Atmungsdefi-
zienzfuhrt. Der Grundflur dasEinstellender Atmung bei UnterschreitunglesSchwellen-
wertesfir Liponsaurest vermutlichauf die verringerteAktivitat desCitratoyclus und den
damitabsinlenderNADH-Spiggel in denMitochondrienzurtickzufihren.

Die heterologegKomplementatiomler Aacp-Mutantevon Hefe schienzur Identifizierung
desmtACP2-Gensvon N. crassadie geeigneteMethodezu sein. DiesesVerfahrensetzt
die Auspragungeineszur SelektiongeeigneterPhanotypsder komplementierteMutante
voraus.Die atmungsdefizient®utante Aacp verliert jedochihre mtDNA so schnell,dal3
die Wiederherstellungler AtmungdurchTransformatiormit N. crassaDNA nicht mdglich
ist. DiesesProblemsollte durchdie AnwendungdesPlasmidShuflingsumgangerwerden.
Daf3selbstdabeikeinedurchKomplementatiomtmungskmpetenté\acp-Mutanteidentifi-
ziert werdenkonnte,ist ein weitererHinweis auf die ExistenzeineskritischenLiponsaure-
SchwellenwertesDieserwird durchdie méglicherweiseerfolgte ExpressionrdesmtACP2
von N. crassain derHefe-Mutantenichterreicht.

5.6 Gibt esweitere Funktionen desmtACP in S.cerevisia@

DasWachstumder Aacp-Mutanteunterscheidesich deutlichvon demder AcemMutante,
obwohl beide gleichermal3erkeine Liponsauresynthetisiererkdnnen(Abb. 20). Im Ver-
gleichzuAcemhatAacpeineverlangertéag-Phaseyie aucheinelangereverdopplungszeit.
Dasdeutetauf einezusatzlichestérungin der Aacp-Mutantehin, dernichtin dermitochon-
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drialenFAS liegt. WelcherStoffwechselveg betrofen ist, bleibt unklar Moglicherweisest
derVerlustdieserzusatzlichermmtACP-Funktionin Hefe auchverantvortlich fiir die auffal-
lige InstabilitatdermtDNA.

In A. thalianawurdendrei Genefiir mtACP-Isoformergefundenin diesemOrganismus
erfolgte offensichtlichim Laufe der Evolution eine weiter fortgeschritteneAufteilung der
Funktionervon einemmtACP auf drei Isoformen.Eine dieserlsoformenist mit Komplex |
assoziierundfir dessemiogeneserforderlich.Einezweiteist fur die Syntheseron Lipon-
saureund derenUbertragungauf ein entsprechendeapo-Enzymnotwendig,wahrenddie
dritte mtACP-Isoformeinenochunbekannté-unktionhat(Abb. 21).

Aspergillus niger

Caenorhabditis elegans mtACP1 mtACP2

/N

Arabidopsis thaliana mtACP1 mtACP2 mtACP3

Komplex | Liponséure- Funktion
assoziiert Synthese unbekannt

' '

Abbildung 21: Schematisch®arstellungeinerevolutionarenFunktionsaufspaltungon ei-
nemmtACP aufdreiverschiedenésoformen.
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