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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die protonenpumpende NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, der  sog.
Atmungskettenkomplex |, ist Teil des universellen Systems der Oxidativen
Phosphorylierung. Verwandte Formen des Komplex] kommen in der
Cytoplasmamembran vieler Prokaryoten und in der inneren Mitochondrienmembran
der meisten Eukaryoten vor. Wegen des sehr komplexen Aufbaus und fehlender

hochaufgeltster Strukturdaten ist der Mechanismus des Komplex | noch unbekannt.

In unserem Institut wird der mitochondriale Komplex| aus dem Pilz Neurospora
crassa untersucht. Dieser Komplex besitzt wie der Komplex | von Tieren eine molare
Masse von etwa 1 MDa und besteht aus ca. 40 verschiedenen Untereinheiten, die in
zwei sog. Armen angeordnet sind und dem Komplex eine L-formigen Struktur geben.
Die NADH-Bindestelle und alle bisher bekannten Redoxgruppen, ein
Flavinmononucleotid (FMN) und 6 Eisen-Schwefel-Zentren (FeS-Zentren), liegen im
peripheren Arm, der weit in die mitochondriale Matrix ragt. Im Membranarm liegt die
Ubichinon-Bindestelle und mdglicherweise eine strukturell noch unbestimmte
chinoide Redoxgruppe. Fruhere Untersuchungen mit Deletionsmutanten von
N. crassa, in denen Gene von Untereinheiten entweder des peripheren Arms oder
des Membranarms zerstort worden waren, hatten gezeigt, dal3 die beiden Arme des
Komplexes unabh&ngig voneinander assembliert und dann als Fertigbauteile zum

Komplex zusammengefligt werden.

In dieser Arbeit wurde als Alternative zur Kristallisation des Gesamtkomplex | die
Kristallisation des Membranarms verfolgt. Dieser wurde zuné&chst durch Spaltung des
Komplex| mit dem chaotrop wirkenden Kaliumrhodanid wund folgender
Zuckergradientenzetrifugation und Gréfl3enausschlufichromatographie isoliert. Mit der
Methode des liegenden Tropfens und der Gasphasendiffusion bildeten sich in
Dodecylmaltosid-haltiger Losung mit PEG 4000 stabchenférmige Kristalle, die aber

mit Kantenlangen von unter 20 um zu klein fur eine Rontgenstrukturanalyse blieben.

Im zweiten Teil der Doktorarbeit wurde deshalb versucht, Untereinheiten des
Membranarms mit einer Affinitatsmarkierung zu versehen, um den Membranarm

dann schonender Uber Affinitatschromatographie zu isolieren. Ausgegangen wurde
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von Deletionsmutanten in denen Gene von Untereinheiten entweder des peripheren
Arms oder des Membranarms von Komplex | zerstort worden waren. In der Mutante
nuo78 (nuo von NADH:Ubichinon Oxidoreduktase) fehlte das Gen der 78 kDa
Untereinheit des peripheren Arms von Komplex |. Diese Mutante konnte nur noch
dem Membranarm des Komplexes assemblieren. In den Mutanten nuo20,9 und
nuo21,3 fehlten die Gene fur die 20,9 kDa bzw. die 21,3 kDa Untereinheit des
Membranarms. Diese Mutanten bildeten nur den periphere Arm und Vorstufen des
Membranarms von Komplex I.

Zunachst wurden durch Kreuzung die Doppelmutanten nuo21,3/78 bzw. nuo20,9/78
hergestellt. Diese wurden dann mit Genen der Untereinheiten 21,3 bzw. 20,9, die mit
Sequenzen fur Peptid-Tags ausgestattet waren, transformiert. Das DNA-Konstrukt far
die Transformation bestand jeweils aus dem Promoter des mitochondrialen
Acylcarrierproteins von Aspergillus niger und der jeweiligen um die Sequenz des
Tags verlangerten cDNA der Untereinheit.

Die mit einem Strep-Il Tag versehene 20,9 kDa Untereinheit konnte in keiner der
erhaltenen Transformanten nachgewiesen werden. Die um den His-Tag verlangerte
20,9 kDa Untereinheit wurde zwar synthetisiert, aber nicht in die Mitochondrien
importiert. In den Transformanten, in die das Gen der 21,3 kDa Untereinheit mit den
Sequenzen fir ein His-Tag oder ein Strep-Il Tag eingebracht worden war, wurde die
Untereinheit gebildet und in die Mitochondrien importiert. Die Assemblierung des
Membranarms blieb jedoch auf der sog. kleine ,Membranarmvorstufe* stehen. Der

Membranarm wurde nicht assembliert.
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2.  Einleitung

2.1 Die oxidative Phosphorylierung

Der wichtigsten energieumwandelnde Prozel3 heterotropher Organismen ist die
oxidative Phosphorylierung, die der Zelle den grof3ten Teil des ATP zur Verfligung
stellt (Abb. 1). Drei transmembrane Atmungskettenkomplexe, die NADH:Ubichinon
Oxidoreduktase (Komplex I), die Ubichinol:Cytochrom ¢ Oxidoreduktase (Komplex 1)
und die Cytochrom c Oxidase (Komplex IV) koppeln den Elektronentransport von
NADH auf Sauerstoff mit der Translokation von Protonen Uber die Membran. Sie
erzeugen damit ein transmembranes elektrochemisches Protonenpotential. Die
ATPase (Komplex V) nutzt dieses Potential fir die endergonische Phosphorylierung
von ADP zu ATP (Mitchel, 1961; Hatefi, 1985; Nicholls und Ferguson, 1992).

NADH NAD* ADP+P, ATP

NADH:Ubichinon Ubichinol:Cytochrom ¢ Cytochrom ¢ FoF, ATPase
Oxidoreduktase Oxidoreduktase Oxidase
(Komplex I) (Komplex IlI) (Komplex IV) (Komplex V)

Abb.1: Das mitochondriale System der Oxidativen Phosphorylierung:
Dargestellt sind eine  Rekonstruktion von  Komplex| aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen und die Kugelmodelle der
Kristallstrukturen der Komplexe lll, IV und V. Der Membranteil des
Komplex V ist aufgrund fehlender Strukturdaten als Quadrat gezeichnet.
Q, Ubichinon; QH>, Ubichinol; Cyt ¢, Cytochrom c.

In Eukaryoten sind alle vier Enzymkomplexe dualen genetischen Ursprungs. Die

meisten Untereinheiten werden im Kern der Zelle kodiert, an den cytosolischen
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Ribosomen translatiert und in die Mitochondrien transportiert. Die genetische
Information fir sehr hydrophobe, membranstandige Untereinheiten befindet sich
dagegen auf der mitochondrialen DNA. lhre Gene werden in den Mitochondrien
transkribiert und translatiert. Cytosolische und mitochondriale Untereinheiten werden
in der inneren Mitochondrienmembran zu den Atmungskettenkomplexen assembliert
(Attardi und Schatz, 1988).

Pilze und hohere Pflanzen besitzen neben den energieumwandelnden
Atmungskettenkomplexen nicht-protonenpumpende Enzyme, die Reaktionen der
Zellatmung Ubernehmen kodénnen ohne zum Aufbau des Protonengradienten
beizutragen. Bei ihnen handelt es sich um zwei bis drei alternative
NAD(P)H:Ubichinon Oxidoreduktasen und eine alternative Ubichinol Oxidase
(Schwitzguébel, 1982; Douce, 1989; de Vries, 1988; Marres et al., 1991; Li et al.,
1996; Luttik et al., 1998; Small, 1998). Da die Affinitaten dieser Enzyme zu NADH
bzw. Ubichinol niedriger sind als die der Atmungskettenkomplexe, werden sie als
Uberlaufventile fiir iiberschiissige Redoxaquivalente angesehen (Siedow, 1990). Sie
erlauben die experimentelle genetische Inaktivierung von Atmungskettenkomplexen,

da sie den Pilzen das Uberleben ohne diese Komplexe ermdglichen.

Durch Kristallisation und RoOntgenstrukturanalyse ist es in den letzten Jahren
gelungen die dreidimensionale Feinstruktur des Komplex Ill aus Rinderherz (Yu et
al., 1996; Xia et al., 1997), Hefe (Lange und Hunte, 2002) und Huhn (Zhang et
al.,1998), des Komplex IV aus Paracoccus denitrificans (lwata et al.,1995) und
Rinderherz (Tsukihara et al., 1995), sowie des peripheren F-Teils des Komplex V
aus Rinderherz (Abrahams et al., 1994) zu bestimmen. Aufgrund dieser
Strukturdaten wurde es moglich, die Elektronen- und Protonenwege detailliert zu
untersuchen (Pomés et al.,1998; Mills, 1998; Yu et al., 1999). Dagegen ist es noch
nicht gelungen, Komplex | zu kristallisieren. Dreidimensionale Strukturdaten dieses
Enzymkomplexes basieren  ausschlieBlich  auf elektronenmikroskopischen
Aufnahmen, die die Aufldsung auf 30 A begrenzen (Guénebaut et al.,1998).
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2.2 Die NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex I)

Komplex | ist der grof3te Enzymkomplex der Atmungskette. Er koppelt die
exergonische Ubertragung der zwei Elektronen von NADH auf Ubichinon mit der
endergonischen  Translokation von vier Protonen (Uber die innere

Mitochondrienmembran nach folgender Gleichung.

NADH + Qg0 + 5 H, NAD* + QioHz + 4 H'A

In dieser Gleichung stehen die Indizes | fur die negativ geladene Innenseite der
Membran und A fir die positiv geladene Aul3enseite der Membran. Qo steht fur
Ubichinon-10 und Q1oH; fur Ubichinol-10.

Nahe verwandte Formen von Komplex | kommen in Prokaryoten und Eukaryoten vor.
Der prokaryotische Komplex | besitzt eine molare Masse von 550 kDa und besteht
aus 14 Untereinheiten. Er stellt eine strukturelle Minimalform des Komplexes dar. Der
mitochondriale Komplex | umfal3t zusatzlich zu den Homologen des prokaryotischen
Komplexes etwa 25 weitere Untereinheiten und besitzt eine Molmasse von ca.
1 MDa. Am Besten untersucht sind der mitochondriale Komplex | aus Bos taurus
(Walker, 1992) und Neurospora crassa (Schulte und Weiss, 1997) und der bakterielle
Komplex | aus Escherichia coli (Leif et al., 1995) und Paracoccus denitrificans (Yagi
et al., 1993). Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Komplex| Préaparationen
aus N. crassa und E. coli zeigen eine L-férmige Struktur (Abb. 1) mit zwei ca. 25 nm
langen Teilen (Hofhaus et al., 1991; Guénebaut et al., 1997). Sie stehen etwa im
rechten Winkel aufeinander und werden aufgrund ihrer Lage als Membranarm und
peripherer Arm bezeichnet. Das gezielte Ausschalten der Gene einzelner
Untereinheiten und Puls-Chase-Experimente in N. crassa haben gezeigt, dal3 beide
Arme unabhangig voneinander assembliert und anschlieBend zum Gesamtkomplex
zusammengefugt werden (Tuschen et al., 1990; Nehls et al., 1992; Schulte und
Weiss, 1995).

Alle bisher bekannten Redoxgruppen des Komplex | liegen auf Untereinheiten des
peripheren Arm. Es sind ein Flavinmononucleotid (FMN) und bis zu sieben Eisen-
Schwefel-Zentren (FeS-Zentren; Wang et al., 1991). Die 51 kDa Untereinheit bildet
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die Bindestellen fur NADH und FMN, und fur das FeS-Zentrum N-3 (Chen und
Guillory, 1981; Deng et al., 1990; Mathews, 1991; Fecke et al., 1994). Die FeS-
Zentren N-1 und N-4 werden auf der 24 kDa bzw. der 78 kDa Untereinheit vermutet
(Wang et al., 1991). Das vierte ESR-spektroskopisch nachweisbare FeS-Zentrum N-
2 befindet sich auf einer ca. 25 kDa grof3en Untereinheit (PSST in B. taurus;
Pilkington et al., 1993) an der Grenze zwischen peripheren und membranintegralen
Arm. Zwei ESR-spektroskopisch nicht nachweisbare FeS-Zentren (N-6a und N-6b)
befinden sich auf einer 21,3 kDa gro3en Untereinheit des peripheren Arms (TYKY in
B. taurus) mit einem hochkonservierten Sequenzbindemotiv eines 8Fe-Ferredoxin
(Rasmussen et al., 2000; Duarte et al., 1997). Auf bekannten 8Fe-Ferredoxinen
kébnnen zwei FeS-Zentren lokalisiert sein, die magnetisch gekoppelt und deshalb
ESR-spektroskopisch nicht nachweisbar sind. (Mathews et al., 1974). Das
Vorhandensein weiterer konservierter Bindemotive fur FeS-Zentren (Preis et al.,
1991; Azevedo et al., 1994) und der hohe Gehalt an Eisen und saurelabilem Sulfid
(Friedrich et al., 1989; Finel et al., 1992; Leif et al., 1995) deuten auf zusatzliche FeS-
Zentren in Komplex | hin. Der Membranarm enthélt die Ubichinon-Bindestelle, die der
mitochondrial kodierten ND21-Untereinheit zugeordnet wird (Earley et al., 1987,
Friedrich et al., 1993). Uber die Funktion der anderen Untereinheiten des

Membranarms ist noch wenig bekannt.

Auf der Grundlage der bekannten Redoxgruppen (Weiss und Friedrich, 1991) wird
folgender Elektronenweg durch den Komplex| angenommen: Im proximalen
Abschnitt des Elektronenweges werden zwei Elektronen des NADH (Mittenredox-
potential Ey,7 = -320 mV) auf das FMN (En7 = -319 mV) ubertragen und dieses zu
FMNH, reduziert. Von dort flie3en sie nacheinander Uber die FeS-Zentren N-1, N-3
und N-4 (Em7 = -300 bis -270 mV) auf die Zentren N-6a und N-6b (En7 = -270 mV).
Der weitere Elektronenweg fihrt zum Zentrum N-2 (En7 = -160 mV; Ingledew und
Ohnishi, 1980). Neben dem linearen Elektronenweg wird im proximalen Teil auch ein
verzweigter Elektronenweg diskutiert (Rasmussen, 2000). Im distalen Abschnitt des
Elektronenweges gelangen die Elektronen auf das Substrat Ubichinon (Em7 =
+60 mV). Aufgrund der grof3en Potentialspanne zwischen FeS-Zentrum N-2 und
Ubichinon wird eine zusatzliche Redoxgruppe angenommen (Gutman et al., 1972).
Die Potentialdifferenz zwischen dem FeS-Zentrum N-2 und Ubichinon wirde sonst

eine Umkehr des Elektronenflul3es nicht zulassen. Aus unserem Institut gibt es
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UV-Vis-spektroskopische Hinweise auf eine solche, strukturell noch nicht bestimmte
Redoxgruppe mit einem Redoxpotential von -80 mV (Schulte et al., 1998; Abelmann,
2000; Friedrich et al., 2000). Die Kopplung des Elektronentransfer mit der
Protonentranslokation ist noch unverstanden. Ein Arbeitsmodell zum Elektronenweg
durch den Komplexl ist in Abb. 2 dargestellt.

NADH

NAD* + 2 H*

4 H*

Abb. 2: Modell des Elektronenwegs durch Komplex |: Dieses Modell
zeigt die bekannten und nach ihrem Potential geordneten Redoxgruppen.
Die durchgezogenen Pfeile symbolisieren den Elektronenweg, die

gestrichelten Pfeile deuten die Protonentranslokation an.

2.3  Stabile Fragmente und Assemblierungsintermediate von Komplex |

Sequenzvergleiche von  Komplex|  Untereinheiten mit l6slichen  und
membranstandigen Hydrogenasen und Membrantransportproteinen zeigten, dafd
Komplex | modular aufgebaut ist (Friedrich und Weiss, 1997). Um die Struktur und
Funktion der einzelnen Module besser untersuchen zu kénnen, wurden Teile des

Komplexes isoliert und charakterisiert. Grundsatzlich stehen zwei Wege zur
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Verfligung, um solche Teile zu erhalten. Zum Einen kann der Gesamtkomplex isoliert
und durch anschlieRende Behandlung mit Detergentien oder chaotropen Salzen
zerlegt werden. Die Fragmente werden dann getrennt und unabhangig von einander
untersucht. Ein anderer Ansatz besteht in der Inaktivierung von Genen von
Komplex I-Untereinheiten oder der selektiven Hemmung der mitochondrialen
Proteinsynthese, was zum unvollstandigem Zusammenbau des Komplexes und zur

Anhé&ufung von Intermediaten der Assemblierung fuhrt.

Der Rinderherz-Komplex| laf3t sich durch Behandlung mit Perchlorat in ein
hydrophobes und zwei wasserlésliche Fragmente spalten (Hatefi, 1985; Ragan,
1987). In einem der wasserloslichen Fragmente wurde die NADH-Bindestelle und
das FMN identifiziert (Ragan et al., 1982). Durch Spaltung mit b-Mercaptoethanol
und N,N-Dimethyldodecylamin-N-oxid (LDAO) wurde aus dem Rinderherz-Komplex|
ein wasserlosliches Fragment mit dem FMN und den ESR-spektroskopisch
sichtbaren FeS-Zentren sowie ein hydrophobes Fragment erhalten. (Finel et al.,
1992). Durch Behandlung des wasserloslichen Fragmentes mit Kaliumphosphat und
Laurylsarcosin konnten weitere Untereinheiten abgespalten werden (Finel et al.,,
1994). Der Komplex | aus E. coli wurde durch Erhéhung des pH-Wertes in ein
wasserlosliches NADH-Dehydrogenase Fragment aus drei Untereinheiten mit der
NADH Bindestelle, dem FMN und den FeS-Zentren N-1, N-3, und N-4 und ein
hydrophobes Ubichinon-Reduktase Fragment aus 10 Untereinheiten mit den FeS-
Zentren N-6a, N-6b und N-2 sowie der Ubichinon-Bindestelle gespalten (Bottcher et
al., 2002, Hesterberg, 2002). Das wasserlosliche NADH-Dehydrogenasefragment
konnte auch durch Uberexpression der entsprechenden Gengruppe und
anschlieBende chromatographische Aufreinigung erhalten werden (Braun et al.,
1998, Bungertet al., 1999).

Versetzt man N. crassa mit Chloramphenicol, einem Hemmstoff der mitochondrialen
Proteinsynthese, so wird die Synthese der 7 mitochondrial kodierten Untereinheiten
stark eingeschrankt und der Pilz akkumuliert den peripheren Arm als

Assemblierungsintermediat (Friedrich et al., 1989).

Die Assemblierung des Komplex| kann auch durch Geninaktivierung blockiert

werden. Schaltet man Gene von Untereinheiten des Membranarms aus, so
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beeinflussen diese die Bildung des peripheren Arms nicht, und umgekehrt. Eine
Ausnahme stellt die ACP-Untereinheit (huo9,6) dar. Ihre Inaktivierung beeintrachtigt
die Assemblierung sowohl des peripheren Arms als auch des Membranarms
(Schneider et al.,, 1995). Eine Aufstellung der Deletionen, die zur Isolation von
teilassemblierten Subkomplexen fuhrten, sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die
Mutanten nuo20,9, nuo21,3 und nuo78 sind fir diese Arbeit von besonderem

Interesse und werden im Anschlul® beschrieben.

Tab. 1: Assemblierung von Subkomplexen des Komplex | nach Deletion
von Untereinheiten: nuo steht fir NADH:Ubichinon Oxidoreduktase und

die Zahl fir die Molmasse der Untereinheit.

Mutante  Lokalisation Nachweisbare Subkomplexe Literatur
der Untereinheit

nuo78 peripherer Arm  Membranarm, kleine Teile des  Harkness et al., 1995;

peripheren Arms Wobschall,
Dissertation 1997
nuo49 peripherer Arm  Membranarm Schneider
Dissertation 1994
nuo29,9 peripherer Arm  Membranarm Duarte et al., 1995
nuo21,3a Membranarm peripherer Arm, grol3e Nehls et al., 1992

Membranarmvorstufe, kleine
Membranarmvorstufe ohne
21,3 kDa Untereinheit

nuo20,9 Membranarm peripherer Arm, kleine Kiffner et al., 1998
Membranarmvorstufe

nuol2,3 Membranarm peripherer Arm, Membranarm  Duarte et al., 1995
ohne 12,3 kDa Untereinheit

nuol0,4 Membranarm peripherer Arm, kleine Krtll, Dissertation
Membranarmvorstufe 1995

nuo9,6 peripherer Arm  unvollstandiger Membranarm Schneider et al., 1995

Die Assemblierung des Membranarms erfolgt Gber zwei vorgefertigte Subkomplexe,
die sogenannte kleine und groBe Membranarmvorstufe (Schulte et al., 1994).
Schaltet man das Gen der 20,9 kDa Untereinheit aus (Krill, 1995), so reichert sich in
den Mitochondrien nur die kleine Membranarmvorstufe aus 7 kernkodierten und 2
mitochondrialkodierten Untereinheiten an. Eine Zerstérung des Gens der 21,3 kDa

Untereinheit (Nehls, 1992) fuhrt dagegen zu einer Assemblierung der grof3en
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Membranarmvorstufe, aus 6 kernkodierten und 5 mitochondrial kodierten
Untereinheiten. In beiden Mutanten wird der periphere Arm gebildet, wahrend der
Membranarm nicht Uber die beschriebenen Vorstufen hinaus aufgebaut wird. Eine
Inaktivierung des Gens der 78 kDa Untereinheit des peripheren Arms (Wobschall,
1997) fahrt zu einem Verlust des peripheren Arms, wahrend die Bildung des

Membranarms ungestort bleibt.

24 Neurosporacrassa - ein Modellorganismus

N. crassa ist ein Hyphenpilz, der weite Verbreitung als eukaryotischer
Modellorganismus gefunden hat. Seine natlrlichen Habitate sind tropische und
subtropische Regionen. In Mitteleuropa tritt er gelegentlich als roter Brotschimmel
auf. Er lafdt sich leicht und schnell anziehen und benétigt neben Kohlenstoff- und
Stickstoffquellen nur wenige Mineralsalze und Biotin zu seiner Kultivierung (Davis
und de Serres, 1970). Ein grof3er Teil der Biologie von N. crassa ist verstanden und
der grofdte Teil seines Genoms sequenziert. Man gelangt schnell an grofl3e Mengen
Hyphen deren Mitochondrien gut zuganglich sind. Aus ihnen kann der Komplex |
durch ausgearbeitete Methoden isoliert werden (Schulte et al., 1998). Zuséatzlich
besteht die Moglichkeit der gentechnischen Verdnderung von Untereinheiten des
Komplexes. Die oben genannte alternative NADH:Ubichinon Oxidoreduktase

ermoglicht es N. crassa auch ohne Komplex | zu tberleben.

Als Vertreter der Ascomyceten bildet N. crassa schlauchférmige Sporangien, die als
Ascus bezeichnet werden. Das vegetative Mycel besteht aus verzweigten, septierten
multinuklearen Hyphen, deren zentraler Porus einen Austausch von Zellorganellen
ermdglicht. Die durch Septen abgegrenzten Cytoplasmabereiche enthalten
durchschnittlich 2-3 haploide Kerne. N. crassa ist ein mondzischer aber
selbstinkompatibler Pilz mit den Paarungstypen A und a. Die vegetative Vermehrung
des Pilzes findet durch Ausbildung mehrkerniger Makrokonidien statt (Huebschmann,
1952). In einer spateren Entwicklungsphase kommt es zur Ausbildung von

einkernigen Mikrokonidien.

10
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Das Genom von N. crassa besteht aus 7 Chromosomen (Orbach et al., 1988). Seine
momentan durchgefuhrte Sequenzierung ist fast abgeschlossen (Schulte et al.,
2002). Es sind etwa 700 Mutanten des Pilzes bekannt (Perkins et al., 1982), und es
ist moglich Pilzprotoplasten mit heterologer DNA zu transformieren (Case et
al.,1979). Da in der Regel nur ein Kern der mehrkernigen Protoplastenzellen
transformiert wird, werden die heterokaryoten Transformanten mit den
Ausgangsstammen gekreuzt, um durch Untersuchung der Ascosporen genetisch
einheitliche Stamme zu erhalten. In N.crassa und anderen filamentdsen Pilzen
konnten bisher keine autonom replizierenden Plasmide gefunden werden (Yang und
Griffiths, 1993; Arganoza et al., 1994; Griffiths et al., 1995). Es gibt synthetische,
cytoplasmatische Plasmide fur einige Vertreter dieser Pilze (Lemke und Peng, 1995),
jedoch nicht fur N. crassa. Daher ist eine stabile Transformation nur durch DNA-

Integration in das Genom mdglich.

Prinzipiell sind drei Integrationstypen zu unterscheiden, die ungekoppelte
(ektopische) Integration als Folge eines einfachen Crossovers in einem nicht
homologen Bereich des Genoms, die gekoppelte Insertion durch homologe
Integration der fremden DNA durch einfaches Crossover, und der Austausch des
Orginalgens gegen die Fremdkopie durch homologe Rekombination mit doppeltem
Crossover bzw. gekoppelter Insertion mit anschlieRender Deletion. Bei N. crassa
erfolgt die Integration in das Genom vor allem ektopisch an beliebiger Stelle
(Fincham, 1989) und nur gelegentlich an homologen Bereichen durch doppeltes

Crossover (Hinnen et al., 1978). Die gekoppelte Insertion kommt sehr selten vor.

Fir N. crassa sind verschiedene selektionierbare Transformationsmarker entwickelt
worden (Fincham, 1989; Lemke und Peng, 1995). Das NADP Glutamat
Dehydrogenase-Gen (am-Gen) oder das katabole Dehydroquinase-Gen (ga2-Gen)
werden zur Komplementation auxotropher Mutanten verwendet (Kinsey und
Rambosek, 1984; Case et al., 1979). Das homologe, mutierte b-Tubuli-Gen (ben")
kann als dominanter Selektionsmarker verwendet werden. Heterologe dominante
Marker sind nur in geringer Zahl verfugbar. Oft wird das Gen fir die bakterielle
Hygromycin B Phosphotransferase (hph-Gen aus Streptomyces hygroscopicus)
eingesetzt (Staben et al., 1989). Das Aminoglycosidantibiotikum Hygromycin B

hemmt die Proteinsynthese in pro- und eukaryotischen Zellen (Gonzales et al., 1978;

11



2. Einleitung

Singh et al., 1979). Als weiterer heterologer, dominanter Marker steht das bakterielle
bar-Gen aus S. hygroscopicus zur Verfigung. Hierbei wird die Resistenz gegen das
Herbizid BASTA mit den Wirkstoff Phosphinothricin (PPT, Glufosinat Ammonium,
Bayer et al., 1972) bzw. gegen das mikrobielle Stoffwechselprodukt Bialaphos (PPT-
Ala-Ala) bermittelt.

Die Fahigkeit von N. crassa DNA homolog und heterolog in sein Genom zu
integrieren erdffnet in Kombination mit den etablierten Selektionsmarkern ein breites
Spektrum an Moglichkeiten zur gentechnischen Manipulation des Komplex|. Diese
Moglichkeiten wurden in unserem Institut angewandt und flhrten schon zu
Erkenntnissen Uber den modularen Aufbau des Komplexes und die Bedeutung

einzelner Untereinheiten fir seine Assemblierung (Schulte und Weiss, 1995).

25 Kristallisation von Proteinen

Fur die Strukturbestimmung von Proteinen auf atomarer Ebene kommen zweli
Verfahren zum Einsatz, die mehrdimensionale NMR-Spektroskopie
hochkonzentrierter  Proteinlésungen und die Rdntgenstrukturanalyse von
Proteinkristallen. Die NMR-Spektroskopie ist heute nur bei Proteinen bis zu einer
GroRRe von 50 kDa anwendbar und somit fiir grol3e Proteine oder Proteinkomplexe
wie Komplex | nicht geeignet. Bei der Rontgenstrukturanalyse gibt es diese grol3e
Einschrankung nicht, jedoch werden Proteinkristalle ausreichender Qualitat und
GroRe bendtigt. Mit Synchrotron-Strahlenquellen kénnen heute Kristalle von 50 pm
Kantenlange vermessen werden. Zur Zuordnung der gemessenen Elektronendichten

zu den einzelnen Aminosaureseitenketten missen die Kiristalle bis zu einer

Auflésung von etwa 3 A beugen.

Proteinkristalle werden durch langsame Uberfiihrung einer Proteinlésung in einen
Ubersattigten Zustand erzeugt. Uberséattigung wird durch Variation der Temperatur,
des pH-Wertes, der Protein- oder der Prazipitantenkonzentration erreicht. Salze,
organische Losungsmittel und Polymere finden als Prazipitanten Verwendung.
Waéhrend Salze um die Hydrathtlle der solvatisierten Proteine konkurrieren, senkt die

Zugabe von organischen Losungsmitteln die Dielektrizitatskonstante. Polymere, wie
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Polyethylenglykol (PEG), verbinden beide Eigenschaften. Ein Phasendiagramm

(Abb. 3) verdeutlicht die Zusammenhange.

[Proteinkonzentration]

A

' labil

metastabil "~ .

-
= -
e I,

Ostwald-Miers-Bereich

ungesattigt

[Prazipitantenkonzentration]

Abb.3: Konzentrationsdiagramm zur Veranschaulichung der
Loslichkeit des Proteins in Abhangigkeit von der Protein- und
Prazipitantenkonzentration. Grenze der Loslichkeit, - - - - Ende

des Ostwald-Miers-Bereiches (weitere Erlauterungen im Text.)

Bei Kristallisationsansatzen werden Protein und Prazipitant so miteinander vermischt,

dal3 sich die anfangliche Proteinkonzentration in der ungesattigten Region in der

Nahe der metastabilen Region befindet. Durch Wasserentzug tritt die Loésung in den

metastabilen Ostwald-Miers-Bereich ein. Da sich Kristallkeime erst in der labilen

Region bilden, aber idealer Weise nur wenige Keime gebildet werden sollen, darf die

Ldsung die Phasengrenze zum labilen Bereich nur kurz tberschreiten (Ducruix und

Giege, 1992). Durch des Kiristallwachstum sinkt die Proteinkonzentration in der

Ldsung, und die metastabile Phase wird wieder erreicht. Die entstandenen Keime

kénnen hier weiter wachsen, ohne dal3 neue Keime gebildet werden. Verweilt die

Lésung zu lang im labilen Bereich, so bilden sich viele sehr kleine oder polykristalline
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Kristalle. Gerat die Proteinlésung zu schnell in den labilen Bereich, fallt das Protein
als amorphes Prazipitat aus. Somit entscheidet das Verhdaltnis zwischen
Keimbildungs- und Wachstumsgeschwindigkeit, ob es zur Kristallisation des Proteins

kommt.

Als Standardmethode der Kristallzucht von Proteinen wurde die Gasphasen-

diffusionsmethode angewendet. (Abb. 4).

Deckglas

/

Protein-

_+ l6sung

- =1

o X

Brucke Préazipitantenlésung

Abb. 4: Kristallisationsansatz mit der Gasphasendiffusionsmethode

Bei der Gasphasendiffusionsmethode werden Protein- und Prazipitantenlésung auf
einer Bricke vermischt und stehen mit dem Prazipitantenreservoir Uber die
Gasphase in Verbindung. Der Proteinlésung wird durch die Prazipitantenlésung so
lange Wasser entzogen, bis sich beide Lésungen im Gleichgewicht befinden. Das

Gleichgewicht liegt idealer Weise im Ostwald-Miers-Bereich.

Neben Temperatur, pH-Wert, Protein- und Prazipitantenkonzentration kommen der
Reinheit und Homogenitat des isolierten Proteins grof3e Bedeutung zu. Besonders
die Homogenitat der Oberflachen der Proteine ist direkt von der Isolationsmethode
abhéngig. Sie kann durch jeden zusatzlichen Reinigungsschritt und jede Adsorption
an eine Oberflache negativ beeinflul3t werden. Schnelle Methoden mit wenigen
Schritten sind daher erstrebenswert. Bei der Kristallisation von Proteinen mit
membranstandigen oder transmembranen Anteilen kommt als weiterer Parameter

das verwendete Detergens hinzu. Je nach Art des Detergens und seinem
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Mischungsverhéltnis mit dem Puffer bilden sich verschiedene Phasen, die die
Kristallisation erschweren konnen. Aufgrund der GrofRe, der Komplexitat und der
Notwendigkeit der Verwendung von Detergentien stellt die Kristallisation des

Membranarms von Komplex | eine grol3e Herausforderung dar.

2.6  Affinitatschromatographie mit Tag-Peptiden

Eine verbreitete Methode, um ein Protein selektiv und in wenigen Schritten
aufzureinigen, ist die Affinitdtschromatographie. Bei vielen Enzymen kann dies durch
immobilisierte Substratanaloge realisiert werden. Ist die Affinitat zu Substratanalogen
zu niedrig oder sind hochspezifische Saulenmaterialien nicht verfiigbar, setzt man
Affinitats-Tags ein. Es handelt sich dabei um kleine Aminoséureoligomere, die
gentechnisch an dem zu isolierendem Protein angebracht werden. Hierzu wird das
Gen des Proteins um die fur den Tag kodierende Sequenz erweitert und das
rekombinante Gen exprimiert. Zwei gangige Systeme hierfir stellen der Histidin-Tag

(His-Tag) und das Strep-Tag Il/Strep Tactin System (Strep-1l Tag) dar.

Der His-Tag besteht aus einem mindestens 6 Histidine langen Peptid, das an den C-
oder N-Terminus angefigt werden kann. Als Bindungspartner dient ein
chelatisierendes Séaulenmaterial, das zuvor mit Nickel- oder Cobaltionen beladen
wurde. Uber die freien Elektronenpaare kénnen die Stickstoffatome in den Histidinen
koordinativ an die immobilisierten Metallionen binden. Die Elution erfolgt durch
Zugabe von Imidazol, das um die freien Bindungsplatze der Metallionen konkurriert.
Verfahren, bei denen der Tag an Metallionen adsorbiert wird, bezeichnet man als

immobilisierte Metallionen-Affinitats-Chromatographie (IMAC).

Ein anderes, haufig verwendetes System basiert auf der hohen Affinitat (Kp = 10 M)
von Avidin bzw. Streptavidin zu D-Biotin (Voss und Skerra, 1997). Avidin ist ein aus
vier Untereinheiten bestehendes Glycoprotein, das zum antibakteriellen System des
Huhnereis gehort. Es wirkt durch Entzug des Biotins aus seiner Umgebung
antibiotisch. In dem Strep-lIl Tag System stellt der tragergebundene Ligand, das
Strep Tactin, ein molekulares Abbild des Avidins dar. Die kurze Peptidsequenz aus 8

Aminosauren tragt das Bindungsmuster des Biotins und wird selektiv adsorbiert
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(Schmidt et al., 1996). Die Elution erfolgt mit Desthiobiotin, einer dem Biotin sehr
ahnlichen Verbindung, die sich in anschlieRenden Waschschritten wieder von der
Saule trennen lalt. Der Strep-1l Tag wurde in unserem Institut schon zur Reinigung
des NADH-Dehydrogenasefragments des Komplex | aus E. coli eingesetzt (Bungert,
1999).

2.7 Themader Arbeit

Der Mechanismus der protonenpumpenden NADH:Ubichinon Oxidoreduktase ist
aufgrund fehlender Strukturdaten noch weitgehend unverstanden. Die bisher
bekannte Topologie des Komplex | beruht auf elektronenmikroskopischen
Aufnahmen von Einzelpartikeln und zweidimensionalen Membrankristallen, deren
Auflosung jedoch auf etwa 30 A begrenzt ist. Weder die Lage der einzelnen
Untereinheiten ist bekannt, noch die Anordnung der prostetischen Gruppen. Als
Grundlage fur die Aufklarung des Mechanismus von Elektronen- und
Protonentransport ist die atomar aufgeloste Struktur notwendig, die nur durch
Rontgenstrukturanalyse ermittelt werden kann. Dazu ist es erforderlich, Komplex |

oder Teile des Komplexes zu kristallisieren.

Nach bisher ergebnislosen Bemihungen vieler Gruppen Kristalle von Komplex | zu
zlichten, wird in unserem Institut versucht, die beiden Arme des Komplex | getrennt
zu kristallisieren. Ein Ziel dieser Arbeit war die Kristallisation des durch Spaltung aus
Komplex | gewonnen Membranarms. Zudem sollte parallel zu der etablierten
Praparationsmethode fir den Membranarm die Isolation mit Hilfe der Tag-
Chromatographie ausgearbeitet werden. Ein mit Tag-Chromatographie isoliertes
Fusionsprotein sollte konformativ einheitlich und in grol3en Mengen verfugbar sein,
da es durch Affinitdtschromatographie in wenigen Schritten schnell isolierbar ist.
Durch das Anbringen von Histidin und Strep-lIl Tags an die 20,9 und 21,3 kDa
Untereinheiten in den Doppelmutanten nuo20,9/78 und nuo21,3/78 sollte ein mit Tag
versehener Membranarm erzeugt werden. Heterologe Integration der Gene dieser
modifizierten Untereinheiten in die Einfachmutanten nuo20,9 und nuo21,3 sollte

zudem zur Erzeugung eines mit Tag versehenen Komplex | in den Mitochondrien
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fuhren. Gleichzeitig wurde in unserem Institut an Projekten zum Anbringen von Tags

an den peripheren Arm gearbeitet.

17



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Loésungen und Medien

DNA-

Probenpuffer:

Elektrophorese-

kammerpuffer:

Isolierungspuffer:

Kreuzungsmedium:

Luria-Broth (LB):

Lysepuffer:

PBS:

PBST:

Protein-
Probenpuffer (4x):

50 % (v/v) Glycerin, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau,
0,25 % (w/v) Xylencyanol, 10 mM Ethylendiaminteraessigsaure
(EDTA), 445 mM Tris-Borat, pH8,3

50 mM Tris-Cl, 0,4 M Glycin, 0,1 % (w/v) (SDS)

50 mM Tris-Ac, pH 7,0, 15 % Saccharose, 0,2 mM Phenylmethyl
-sulfonylfluorid (PMSF)

1 g/l KNOs, 0,7 g/l KaHPO4, 0,5 g/l KHoPO4, 0,5 g/l MgSO4% H,0,
0,1 g/l CaCl,2H,0, 0,1 g/l NaCl, 5 ug/l Biotin, 0,1 ml/l Spuren-
elementlésung, 15 g/l Saccharose, 16 g/l Agar, optional 200 mg/I
Hygromycin (Calbiochem) oder 800 mg/I Basta (Aventis
CropScience S.A.)

10 g/l Casein-Hydrolysat (Peptone No. 140, Gibco), 5 g/l NaCl,

5 g/l Hefe-Extrakt (Gibco), optional 16 g/l Agar, optional Ampicilin
(Endkonzentration 50 mg/l)

50 mM EDTA, pH 8,0, 0,2 % SDS, 100 pg/ml RNase A

130 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 6,5 mM K;HPQO4, 1,5 mM KH,P O4

PBS mit 0,1 % Tween-20

4 % (w/v) SDS, 1 M Saccharose, 0,2 % Bromphenolblau,
0,1 M Tris-Acetat, pH6,8, 2,5 mM EDTA, 3,5 mM Dithioerythrit
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SM: 100 mM NacCl, 50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 10 mM MgSOQs,,
0,01 % (w/v) Gelatine

SOB: 20 g/l Casein-Hydrolysat (Peptone No. 140, Gibco), 5 g/l Hefe-
Extrakt (Gibco), 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgSOs.,
10 mM MgCl,

SOC: wie SOB mit 20 mM Glucose

Spurenelement- 50 g/l Citronensaure¥,0, 50 g/l ZnSO,%¥ H,0, 0,5 g/l MNSO4,
l6sung: 10 g/l Fe(NH4)2(S04)2%H20, 2,5 g/l CuSO4%H,0, 0,5 g/l H3BOy,
0,5 g/ NaM00O,2H,0 (Davies und de Serres, 1970)

SSC: 150 mM NacCl, 15 mM Na-Citrat, pH7,0

STET: 0,1 M NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH8,0, 1 mM EDTA,
5 % (w/v) Triton X-100

TBE.: 89 mM Tris-Borat, pH8,3, 1 mM EDTA

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

Transformations- 20 ml/l 50 x Vogelsmedium, 5 pg/l Biotin, 182 g/l Sorbit,

medium: 0,1 ml/l Spurenelementlésung, 15 g/l L-Sorbose, 0,5 g/l Fructose,
0,5 g/l Glucose, 16 g/l Agar, optional 200 mg/l Hygromycin
(Calbiochem) oder 800 mg/l Basta (Aventis CropScience S.A.)

Vogelsmedium: 3 g/l NasCitrat, 5 g/l KH2POy4, 2 g/l NHsNO3, 0,2 g/l MgSO4%¥ H,0,
0,1 g/l CaCl,22H,0, 5 ug/l Biotin, 0,1 ml/l Spurenelementlésung,
20 g/l Saccharose, optional 16 g/l Agar (Vogel, 1956)
optional 200 mg/l Hygromycin (Calbiochem) oder 800 mg/l Basta
(Aventis CropScience S.A.)
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Western-Blot-
Puffer:

25 mM Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris, Roth)-Cl,
200 mM Gilycin, 15 % (v/v) Methanol, 0,05 % (w/v) Natrium-
dodecylsulfat (SDS)

3.2 Mikroorganismen, Vektoren, Oligonukleotide

Neurospora crassa:

Wildtyp SL 74 OR23 1a  (FGSC 987)

Mutante nuo20,9
Mutante nuo21,3
Mutante nuo78
Mutante nuo78/20,9

Escherichia coli:
DHb5a:
MB 406:

Vektoren/Genbank:
puUC19

PNGAN-2

| AD5

Oligonucleotide:
EBFNotl
EBFNot2

Not-c20,9-A
20,9-H-Tag
20,9-S-Tag
Not-c21,3-A
21,3-H-Tag

(Krdll, 1995)
(Nehls, 1992)
(Wobschall, 1997)
(Heimlich, 1999)

(Hanahan, 1983)
(Woodcock et al., 1989)

(Yanisch-Perron et al., 1985)
(Krall, 1995)
(Brunelli et al., 1993)

5-TTGCGGCCGCATGTTCCGTTCCGCCGTCGTCC-3¢
5-TTGCGGCCGCGATGGCAGGGAGGTGAAGCTGAAAAGAG
AGG-3'

5-AAGCGGCCGCATGTCCAGCACTTCARCCCCG-3'
S-TTGAATTCTCAATGATGATGATGATGATGCATCGAC-3'
S-TTGAATTCTCACTTTTCGAACTGGGGATGAGACCAC-3'
5-AAGCGGCCGCATGGCGGCTCAAGGGGACGACAC-3!
S-TTGAATTCTCAATGATGATGATGATGATGCATAGCAGAA
GCAACGTTGGGGTCCGCAGAGACGGGCTTGACC-3
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21,3-S-Tag S-TTGAATTCTCACTTTTCGAACTGGGGATGAGACCAAGCA
GAAGCAACGTTGGGGTCCGCAGAGACGGGCTTGACC-3'

3.3 Bezugsquellen verwendeter Materialien

Alle Materialien wurden, wenn im Text nichts anderes erwéhnt ist, von den Firmen
Fluka, VWR, Riedel de Haen, Serva oder SIGMA bezogen. Fir die enzymatischen
Reaktionen wurden Enzyme der Firmen Roche Molecular Biochemicals, MBI
Fermentas, New England Biolabs, Amersham Biosciences, Promega und SIGMA

verwendet. Die verwendeten Antikdrper stammten aus Institutsvorraten.

34 Anzucht der Mikroorganismen

N. crassa: Makrokonidien des Wildtyps wurden auf 3 ml Schragagarrohrchen oder in
300 ml Erlenmeyerkolben mit Vogelsmedium und 1,6 % Agar nach Animpfen mit
Makrokonidien gewonnen. Die Kulturen wurden bei 26-28 °C fur 3—-4 Tage
inkubiert und anschliel3end bei 4 °C gelagert. Die Mutanten wurden nach Zugabe von
200 mg/l Hygromycin (ICN) oder 800 mg/l Basta (Aventis CropScience S.A))
angezogen. Hyphen wuchsen in mit Pref3luft belufteten 81 Batchkulturen mit
Vogelsmedium (Weiss et al.,, 1970; Davis und de Serres, 1970). Nach 28-34h
Wachstum bei 26-28 °C wurde das Myzel Uber einen 40cm Buchnertrichter
abfiltriert und mit 1-2 | Wasser gewaschen. Die abfiltrierten Hyphen wurden in

Aluminiumfolie eingeschlagen und bis zur Weiterverarbeitung bei —70 °C gelagert.

E. coli: E. coli wurde in LB- bzw. LB-Ampicillin Medium auf einem Rotationsschuttler
(180 UpM, Braun, Centromat) bei 37 °C Uber Nacht angezogen. 4 ml Kulturen
wurden mit einer einzelnen Bakterienkolonie angeimpft. Diese Ubernachtkulturen
dienten zur analytischen DNA-Isolierung, zum Animpfen gro3erer Kulturen oder zum
Anlegen von Stammkulturen. Stammkulturen wurden in 50 % (v/v) Glycerin bei

-70 °C gelagert.

21



3. Material und Methoden

3.5 Isolierung des Membranarms von Komplex | aus N. crassa

Isolierung von Mitochondrienmembranen im préaparativen Mal3stab: Alle Arbeits-

schritte wurden bei 4 °C durchgefuhrt. 1,6 kg tiefgefrorene Hyphen wurden
zerkleinert und in 10 | Isolierungspuffer (50 mM Tris-Cl, pH 7,5, 15 % Saccharose) in
einem Kuchenmixer (Braun) homogenisiert. Nach dem Zellaufschlul3 in einer
Korundmduhle (Weiss et al., 1970) wurde in der Zellsuspension eine Endkonzentration
von 0,1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) eingestellt, um Proteasen zu
inhibieren. Mit einer 10 min Zentrifugation bei 6000 g (4500 UpM, Rotor H6000A,
Kihlzentrifuge RC 3B Plus, Du Pont Sorvall) wurden Zellkerne und Hyphenwande
abgetrennt. Die Mitochondrien wurden in 80 min bei 14000g (9000 UpM, Rotor A
6.9, Centrikon Kihlzentrifuge H-401 Kontron) sedimentiert. Das
Mitochondriensediment wurde in 0,2 M Natriumphosphatpuffer pH 7,5 aufgenommen
und in einem Teflon-in-Glas-Homogenisator resuspendiert (insgesamt maximal
520 ml). Die Mitochondrien wurden in einer French Press (SLM Aminco) bei 1100 psi
aufgeschlossen. Durch eine 20 min Zentrifugation bei 50000 g (20000 UpM, Rotor A
8.24, Centrikon Kihlzentrifuge H-401, Kontron) wurden nicht aufgeschlossene
Mitochondrien abgetrennt. Die Mitochondrienmembranen wurden anschliel3end
durch eine 2 h Zentrifugation bei 175000 g (50000 UpM, Rotor 60 Ti, Ultrazentrifuge
L7-65, Beckmann) sedimentiert, zu 40 g (Feuchtmasse) portioniert und bei —70 °C

aufbewahrt.

Isolierung des Komplex I: Alle Arbeitsschritte wurden bei 4 °C durchgefihrt. In einem

Teflon-in-Glas Homogenisator wurden 40 g Membransediment (Feuchtmasse) mit
80 ml 7,5 % (w/v) n-Octyl-b-D-glucopyranosid Qctylglycosid, Glycon Biotech) und
20 mM Tris-Cl, pH 8,0 homogenisiert und nicht solubilisiertes Protein mit einer 20 min
Zentrifugation bei 50000 g (20000 UpM, Rotor A 8.24, Centrikon Kihlzentrifuge H-
401, Kontron) abgetrennt. Der Uberstand wurde auf eine mit 400 ml 20 mM Tris-Cl,
pH8,0, 1 % (w/v) Octylglucosid aquilibrierte 530 ml Sephacryl S-300 Saule (5,5 cm x
22 cm; Amersham Bioschiences) mit einer FluRgeschwindigkeit von 3 ml/min
aufgetragen. Die Fraktionen bis zur halbmaximalen Aktivitat wurden vereinigt und
anschlieBend durch eine Ultrafiltration (400 ml Ultrafiltrationskammer, Amicon) mit
einer Diaflo XM-300 Membran (Amicon) auf 30 ml eingeengt. Die konzentrierte

Lésung wurde auf sechs 40 ml Zuckergradienten aus 15-35 % Saccharose, 1—
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0,1 % n-Dodecyl-b-D-maltosid (Dodecylmaltosid, Calbiochem), 20 mM Tris-Cl, pH
8,0 aufgetragen und 17,5 h bei 150000g (30000 UpM, Rotor 630 Ti, Sorvall,
Ultrazentrifuge L7-65, Beckman) zentrifugiert. Die Gradienten wurden in 2 ml
Portionen fraktioniert. KomplexlI-haltige Fraktionen wurden durch Messung der
NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitdt bestimmt. Alle Fraktionen bis herab zur
halbmaximalen Aktivitat wurden vereinigt (maximal 48 ml) und durch Ultrafiltration in
einer 50 ml Kammer (Amicon) durch eine Diaflo XM-300 Membran (Amicon) auf
18 ml konzentriert. Um die Zuckerkonzentration zu verringern wurde zweimal mit
dem gleichen Volumen 0,05 % Dodecylmaltosid, 50 mM Tris-Cl, pH 8,0 aufgefillt und

erneut auf 18 ml konzentriert.

Isolierung des Membranarms von Komplex |: Die konzentrierte Losung wurde durch

Zugabe von festem KSCN auf 0,5 M eingestellt und auf sechs 40 ml
Zuckergradienten aus 10-30 % (w/v) Saccharose, 50 mM Tris-Cl, pH 8, 0,05 %
Dodecylmaltosid, 0,5 M KSCN gegeben. Nach 19 h Zentrifugation bei 150000 g
(30000 UpM, Rotor 630 Ti, Sorvall, Ultrazentrifuge L7-65, Beckman) wurden die
Gradienten in 1 ml Portionen unter gleichzeitiger Messung der Absorption bei 280 nm
mit einem Diodenarray-Spektrometer mit Durchflul3zelle und Lichtleiteroptik der
Firma J& M Analysetechnik (Aalen) portioniert. Die Fraktionen des Membranarms
mit mindestens halbmaximaler Absorption wurden als Gipfelfraktionen vereinigt. Die
Fraktionen der Flanken der Gipfelfraktionen wurden als Randfraktionen gesammelt.
Die Gipfelfraktionen (ca. 30 ml) wurden durch Ultrafiltration mittels einer Diaflo XM-
300 Membran (Amicon) auf 5 ml konzentriert. Die konzentrierte Losung wurde auf
eine mit 270 ml 10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 0,5M NaCl, 0,05% Dodecylmaltosid
aquilibrierte 340 ml Sephacryl S-300 High Resolution Gelfiltrationssaule (2,6 cm X
64 cm, Amersham Biosciences) mit einer Durchflul3geschwindigkeit von 12 ml/h
gegeben. Die Fraktionen mit mindestens halbmaximaler Absorption wurden als
Gipfelfraktionen vereinigt. Die Fraktionen der Flanken der Gipfelfraktionen wurden als
Randfraktionen gesammelt. Die Gipfelfraktionen wurden zu 20 ml vereinigt und durch
Ultrafiltration durch eine Diaflo XM-300 Membran (Amicon) auf 2— 3 ml konzentriert.
Diese wurden mit einer FluRgeschwindigkeit von 6 ml/h auf eine mit 100 ml 10 mM
Tris-Cl, pH 8,0, 0,5 M NaCl, 0,05 % Dodecylmaltosid aquilibrierte 120 ml Sephacryl
S-300 High Resolution Gelfitrationssaule (1,6 cm x 60 cm, Amersham Biosciences)

gegeben. Es wurden, wie oben beschrieben, Gipfel und Randfraktionen bestimmt.
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Die Gipfelfraktionen (4 —5 ml) wurden vereinigt und durch Ultrafiltration in einer 10 ml
Ultrafiltrationskammer (Amicon) auf 0,5 ml konzentriert. Um die Dodecylmaltosid- und
die NaCl-Konzentration zu verringern, wurde mit 250 ul 10 mM Tris-Cl, pH 8,0
aufgefillt und anschlieRend auf 100ul konzentriert. Zur Messung der
Proteinkonzentration wurden in einem Diodenarray-Spektrometer mit Durchflu3zelle
und Lichtleiteroptik der Firma J&M Analysetechnik (Aalen) 1,5ul der
Membranarmlésung zu 800 pl 10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 0,5 M NaCl, 0,05%
Dodecylmaltosid gegeben, die Absorption im Bereich von 250 — 600 nm gemessen
und bei 280 nm ausgewertet. Die erhaltene Membranarmlésung wurde zur
Kristallisation verwendet. Randfraktionen der nach der Kaliumrhodanid-Spaltung
durchgefuhrten Gelfiltration wurden vereinigt, mittels Druckfiltration auf 2—3 ml
konzentriert und anschlieBend auf eine mit 100 ml 10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 0,5 M
NacCl, 0,05 % Dodecylmaltosid aquilibrierte 120 ml Sephacryl S-300 High Resolution
Gelfitrationssaule (1,6 cm x 60 cm, Amersham Biosciences) gegeben. Je nach
vorhandener Proteinkonzentration wurde die Membranarmlésung entweder direkt

oder nach Konzentrierung durch Ultrafiltration fur die Kristallisation eingesetzt.

Isolierung von Mitochondrien im analytischen Mal3stab: 3 -6 g Hyphen aus 250 ml

Flissigkultur (Vogels Medium mit 2 % Saccharose) wurden mit 5 ml Isolierungspuffer
im Morser gleichmafiig zerrieben. Zusammen mit 15 ml Glasperlen wurde die Masse
in ein 70 ml-Kugelmihlengefald gegeben, mit Isolierungspuffer auf 50 ml aufgefllt
und durch 10 s schitteln in der Kugelmiihle aufgeschlossen. Der Uberstand wurde
5 min bei 4 °C und 2500 g (5000 UpM, Rotor JS-13.1, Beckmann Kuhlzentrifuge J2-
21) zentrifugiert, um Zellreste abzutrennen. Eine erneute 20 min Zentrifugation bei
4°C und 17000g (13000 UpM, Rotor JS-13.1, Beckmann Kiihlzentrifuge J2-21)
sedimentierte die Mitochondrien. Nach Aufnahme in 300 ul zuckerfreiem

Isolierungsmedium wurden die Mitochondrien bei —70 °C gelagert.

Isolierung von Komplex | im analytischen Mal3stab: 300 ul Mitochondriensuspension
wurden mit 180 ul 20 % Triton X-100 versetzt und auf 20 ml-Zuckergradienten (7,5 —
25 % Saccharose, 50 mM Tris-Acetat, pH7,5, 50 mM NaCl, 0,1 % Triton X-100,
0,2 MM PMSF) aufgetragen. Nach 16 h Zentrifugation bei 180000g (Kontron
Ultrazentrifuge T-2060, 36000 UpM, Rotor TST 41.14, 4 C) wurden die Gradienten in
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200 pul Fraktionen aliquotiert und die NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitat bestimmt.

Der so gewonnene Komplex | ist fir Western-Blot-Analysen geeignet.

3.6  Kristallisation des Membranarms von Komplex |

Fir Kiristallisationsversuche wurden die vereinigten, durch Ultrafiltration
konzentrierten Gipfelfraktionen eingesetzt. Eine Vorfallung in drei Stufen mit 1%,
2 % und 2,5 % Polyethylenglycol 4000 (PEG 4000, VWR), 20 min Inkubation auf Eis
und 5min Zentrifugation bei 21000 g bei 4 °C (13000 UpM, Eppendorf Centrifuge
9417 R) trennte einen grol3en Teil des Proteins ab. Durch anschlie3endes Einstellen
auf 2,5-2,8 % PEG 4000 wurde die Proteinkonzentration auf etwa ein Viertel der
Ausgangskonzentration eingestellt. Nach der Fallung wurde die Konzentration der
Proteinlésung in einem Diodenarray-Spektrometer mit Durchfluzelle und
Lichtleiteroptik der Firma J& M Analysetechnik (Aalen) durch Vorlage von 800 pl
10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 0,5 M NacCl, 0,05 % Dodecylmaltosid, Zugabe von 1,5 ul der
Membranarmlosung und Messung der Absorbtion bei 280 nm bestimmt. Durch
Zugabe von PEG 4000 in 0,2 % Schritten wurde die Proteinkonzentration weiter
reduziert. Nach jeder Zugabe wurde das ausgefallene Protein wie oben abgetrennt,
die Konzentration bestimmt und weitere 6pl zur Kristallisation abgenommen. Die
Kristallisation mittels Gasphasendiffusion (sitzender Tropfen, Mc Pherson, 1990)
wurde mit 6 pl einer 15-20 mg/ml Proteinlosung angesetzt. Die eingesetzten
Polystyrene Briicken (CIS bio international) wurden mit jeweils 6 ul Proteinldsung
Uber ein Reservoir von 1,5 ml Kristallisationspuffer aus 10 mM Tris-Cl, pH 8,0, 0,5 M
NaCl, 0,05 % Dodecylmaltosid und 10 % (w/v) PEG 4000 in die Vertiefungen von
Zellkulturplatten (Sarstedt) gestellt. Die Vertiefungen der Zellkulturplatten wurden mit
Schliffett (mittelviskos, Bayer) und Glasplattchen gasdicht verschlossen. Die

Kristallisationsansatze wurden bei 6, 12 und 16 °C inkubiert.
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3.7 Verschiedene proteinchemische Methoden

Strep-Il Tag Affinitatschromatographie: Auf eine Saule (10 cm x 0,7 cm, Amersham

Biosciences) mit 1 ml Strep-Taktin Gelbett (IBA) wurden bei einer Flul3-
geschwindigkeit von 0,3 ml/min 2 ml vereinigte Zuckergradientenfraktionen der
Isolierung von Komplex | im analytischen Mal3stab aufgetragen. Nach Waschen mit
6 ml Waschpuffer (50 mM Tris-Acetat, pH7,5, 50 mM NaCl, 0,1 % Triton X-100,
0,2 mM PMSF) wurde mit 1 ml Elutionspuffer (50 mM Tris-Acetat, pH 7,5, 50 mM
NaCl, 0,1 % Triton X-100, 0,2 mM PMSF, 2,5 mM Desthiobiotin) eluiert. Nach
weiterem Waschen mit 6 ml Waschpuffer wurde mit 10 ml Regenerationspuffer
(0, M Tris-Cl, pH 8.0, 0,15M NaCl, 1mM EDTA, 1 mM Hydroxyazophenyl-
benzoesdure) gewaschen bis die Saule tiefrot gefarbt war. Equilibriert wurde die
Saule durch Spilen mit 10 ml Waschpuffer. Durchflul3 und Eluat wurden auf 1 bis
2 ml fraktioniert und durch SDS-PAGE und Western-Blot analysiert.

Bestimmung der NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitdt: Die NADH/Ferricyanid-

Reduktaseaktivitat wurde photometrisch bei Raumtemperatur gemessen (Shimadzu
UV 120-02 Spektralphotometer). Die zeitliche Extinktionsdnderung bei 410 nm wurde
nach Zugabe von 2-5 pl Probe zu 1 ml Testpuffer (50 mM Tris-Cl, pH7,5, 0,1 %
Triton X-100, 1mMKj3[Fe(CN)s], 0,1 mM NADH) verfolgt. Der molare
Extinktionskoeffizient von Kz[Fe(CN)s] betragt e =1 mM™* cm™ (Friedrich et al., 1989).

Proteinbestimmung: Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der

Biuret-Methode (Beisenherz et al., 1953) oder nach der Lowry-Methode (Lowry etal.,
1951) mit Rinderserumalbumin als  Standard. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefuhrt. Zur UVNis-spektroskopischen Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden an einem Diodenarray Spektrometer (Spectrocord S10
UV-VIS, Zeiss) mit dem Programm ASPECT Spektren von 220 bis 800 nm bei
Raumtemperatur mit einer Quarzglaskivette der Schichtdicke 0,2 bzw. 1cm und
dem jeweiligen Puffer als Referenz aufgenommen. Als apparenter molarer
Extinktionskoeffizient von Komplex | bei 280 nm wurde e=1 mM'cm? verwendet
(Amling, 1996). Unter der vereinfachten Annahme der halben Masse des
Membranarms beziglich des Komplex | wurde bei 280 nm ein apparenter molarer

Extinktionskoeffizient von e =0,5 mM™cm™ verwendet
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SDS-Gelelektrophorese: Es wurden je 50 pl Probe mit 20 pl Probenpuffer (2 % SDS,
0,5 M Saccharose, 0,1 % Bromphenolblau, 0,1 M Tris, 2,5 mM EDTA, 3,5 mM Dithio-

erythriol) versetzt, etwa 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und auf ein

diskontinuierliches Gel aus einem 3 % Sammel- und einem 16 % Trenngel (Laemmli,
1970) aufgetragen. Die Proteine wurden bei 180V und 35mA in 16 bis 18 h
aufgetrennt. Der Kammerpuffer bestand aus 0,4 M Glycin, 0,05 M Tris, pH 8,3, 0,1 %
SDS. Um die Proteinbanden sichtbar zu machen, wurde das Gel 2h in 0,1 %
Coomassie-Blau R 250, 25 % Isopropanol und 10 % Essigsdure gefarbt und
anschlieBend in 12,5 % Isopropanol und 10 % Essigsaure uber mehrere Stunden
entfarbt. Zur Silberfarbung wurde das Gel 1 hin 10 % Essigsaure und 30 % Ethanol
fixiert und 3 Mal 15 min in 30 % Ethanol gewaschen. Nach 1 min Inkubation in
0,8 mM Na-thiosulfat wurde das Gel zwei Mal 1min mit Wasser gewaschen und
25 min in einer L6ésung aus 12 mM Silbernitrat und 0,03 % Formaldehyd inkubiert.
Anschlielend wurde das Gel zwei Mal 1 min mit Wasser gewaschen und in einer
Ldésung aus 0,6 M Na-carbonat, 16 uM Na-thiosulfat und 0,02 % Formaldehyd so
lange entwickelt, bis die Proteinbanden sichtbar wurden. Die Entwicklung wurde

durch Zugabe von 10 ml konzentrierter Essigsaure gestoppt (Dunbar, 1987).

Western-Blot-Analyse: 10 -100 pg Protein wurden durch SDS-Page aufgetrennt und

in einer Tank-Blot-Apparatur in Blotpuffer auf Cellulosenitratmembranen (Schleicher
& Schuell) bei 4 °C und 1 mA/cm™ fiir 1— 3 h transferiert (Towbin et al., 1979). Die
Membran wurde anschliel3end 1 h in PBS mit 3 % (w/v) Magermilchpulver und dann
5min mit PBST gewaschen. Die Membran wurde 2—4 h mit den polyklonalen
Antikorpern gegen einzelne Untereinheiten des Komplex | in einer Verdinnung von
1:1000 in PBST mit 3 % (w/v) Rinderserumalbumin inkubiert. Anschliel3end wurde
die Membran grindlich mit PBST gewaschen und dann mit 1:3000 verdinnter
Antikorper-gekoppelter Meerettichperoxidase (Bio-Rad) 1h geschittelt. Nach
Waschen mit PBS und 50 mM Na-phosphatpuffer pH 7,4 wurde die Membran mit
0,05 % (w/v) 3,3'-Diaminobenzidin, 0,03 % (w/v) NiSO4, 0,03 % (w/v) CoSO4 und
0,1 % (v/v) H,O, gefarbt (De Blas et al., 1983).
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3.8 Molekularbiologische Methoden

Isolierung von genomischer DNA aus N. crassa: 300-500 mg (Feuchtmasse)

frisches, in flussigem Stickstoff tiefgefrorenes Mycel wurde fein gemaorsert und in ein
2 ml Eppendorfgefa mit 0,9 ml Lysepuffer versetzt und 5 min geschittelt. Die
wassrige Phase wurde zweimal mit ca. einem Volumen aquilibriertem Phenol (0,1 M
Tris-Cl, pH 8,0) und einmal mit Chloroform extrahiert. AnschlieRend wurde die DNA
mit einem Volumen Isopropanol geféllt und mit einem am Brenner dinn
ausgezogenen Glashaken gefischt. Nach Waschen in 70 % Ethanol und
Abzentrifugieren (30 s, 14000 g Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) wurde das DNA-

Sediment kurz an der Luft getrocknet und in 50 - 100 pl Wasser aufgenommen.

Isolierung von Plasmid DNA: Die Plasmidisolierung erfolgte in Anlehnung an die

Boiling-Lysis-Methode (Holmes et al., 1981). 4 ml LB/Amp-Medium wurde mit einer
einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C geschittelt. 1,5 ml
der Kultur wurden 30 s bei 14000 g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) zentrifugiert
und die sedimentierten Bakterien in 500 pl kaltem STET-Puffer resuspendiert. Nach
Zugabe von 10 pl Lysozymldsung (40 mg/ml) wurde der Ansatz 5 min auf Eis, 2 min
in kochendem Wasser und wieder 5 min auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde
15 min bei 14000 g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefald tberflihrt. Die Plasmid-DNA wurde mit 500 pl Isopropanol 10 min bei
—20 °C gefallt, durch 15 min Zentrifugation bei 14000 g sedimentiert und mit 50 pl
kaltem, 70 % Ethanol gewaschen. Die getrocknet DNA wurde in 30 ul TE-Puffer
aufgenommen. Fir die Plasmidisolierung im grof3en Mal3stab wurden die Zellen aus
einer 50 ml LB/Amp-Ubernachtkultur geerntet, die DNA mit dem Plasmid Midi Kit
(Qiagen) isoliert und in 100 pl TE gelost.

Vermehrung der cDNA-Bank | AD5: Die exprimierende N. crassa CcDNA-

Genbibliothek | AD5 wurde zur Infektion des E. coli Stamms MB 406 verwendet.
Nach Anzucht Gber Nacht in 50 ml LB Medium mit 0,2 % Maltose wurde die Kultur

durch 5 min Zentrifugation bei 5000g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C)
sedimentiert und mit 10 mM MgSO, gewaschen. Das Sediment wurde in 10 mM

MgSO, aufgenommen und auf eine ODgoo Von 1,0 eingestellt. 5 ml der Suspension
wurden mit 2 x10° Phagen in 500 pl SM 30 min inkubiert, mit 100 ml LB Medium mit
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0,2 % Maltose aufgenommen und bei 37 °C geschuttelt (180 rpm, Centromat, Braun)
bis die ODgoo Nach dem ersten Anstieg auf 0,4 gesunken war. Nach kurzer Inkubation

mit 100 pl Chloroform wurde mit der Isolierung der Phagen-DNA fortgefahren.

Isolierung der Phagen-DNA: 100 ml mit Phagen infizierte Bakterienkultur wurden auf

eine Endkonzentration von 0,9 M NaCl eingestellt. Nach 10 min Inkubation auf Eis
wurden die Bakterienreste durch 10 min Zentrifugation bei 10000 g (Eppendorf
Tischzentrifuge 5415C) abgetrennt. Nach Zugabe von 7,5 g PEG 6000 und 30 min
Inkubation auf Eis wurden die préazipitierten Phagen 10 min bei 12000 g (Eppendorf
Tischzentrifuge 5415C) abzentrifugiert. Das Phagensediment wurde in 2,5 ml SM
resuspendiert. Zur Entfernung bakterieller Nukleinsauren wurden 50 pg RNase A und
12,5 pug Dnase | zugegeben und 30 min bei 37 °C inkubiert. Zum Aufschlu3 der
Phagenkopfe wurden 2,5 ml 300 mM Tris-Cl, pH 9,0, 100 mM EDTA, 1,25 % SDS
zugegeben und 10 min bei 65 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 2,5 ml eiskaltes
3 M Kaliumacetat, pH 4,8 zugegeben und 10 min auf Eis inkubiert. Geféllte Proteine
wurden 10 min bei 12000 g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) abzentrifugiert. 7 ml
des Uberstandes wurden mit 5 ml Isopropanol versetzt und die DNA 5 min bei
12000 g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) abzentrifugiert. Das DNA-Sediment

wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und nach den Trocknen in 150 pl TE gel6st.

DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Die Amplifikation

spezifischer DNA-Fragmente wurde im GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer)
vorgenommen (Mullis und Faloona, 1987). Alle Reaktionen wurden als Heil3start-
PCR ([D’Aquila et al., 1991) in einem Gesamtvolumen von 50 ul in dinnwandigen
200 pl Reaktionsgefallen (Biozym Diagnostik GmbH) durchgefiihrt. Verwendet
wurden der 10 x Expand Puffer und der Enzymmix des Expandd High Fidelity PCR
System (Roche). 50-200ng DNA wurden als Matrize mit je 100 pmol
Oligonukleotid-Primer in Expand Puffer mit 1,5 mM MgCL 5min bei 95°C
denaturiert. Nach Abkthlung des Reaktionsgemisches auf die Annelingtemperatur
wurden 0,75 ul Enzymmix zugegen. Es wurden unter variierenden Bedingungen
20-30 Zyklen der Primerhybridisierung, DNA-Synthese und Denaturierung
durchgefuhrt. Nach Beendigung der Zyklen wurde zur vollstandigen DNA-Synthese
10 min bei 72 °C inkubiert. Die amplifizierte DNA wurde aus 0,8 % Agarosegel mit
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dem QIAEX IIKit (Qiagen) gereinigt und isoliert. Als Farbstoff zur Markierung der
DNA diente Gelstar (Biozym).

Restriktion von DNA: Ansatze von 0,2 - 2 pg Plasmid oder genomische DNA wurden

in 15 pl Gesamtvolumen mit 5-10 U Restriktionsenzym fur 1-4 h gespalten.
Restriktionen im groRen Mal3stab wurden in 50 pl Gesamtvolumen mit 5-10 U

Restriktionsenzym pro pg DNA fur 1 —4 h durchgefuhrt.

Southern-Blot-Analyse: Aus Agarosegelen wurden die DNA-Fragmente auf

Nylonmembranen (Biodyne B, Pall) mit 0,4 M NaOH Uber Nacht bei Raumtemperatur
Ubertragen (Southern, 1975). Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran mit
250 mM Na-Phospat, pH7,2, 7 % SDS, 2,5 mM EDTA 1 h bei 65 °C prahybridisiert.
Nach Zugabe von hitzedenaturierter, radioaktiv markierter DNA-Sonde in 10 ml
frischer Hybridisierungslosung wurde tUber Nacht unter den gleichen Bedingungen
hybridisiert (Church, 1984). Die Nylonmembran wurde anschlieRend drei mal mit 2x
SSC, 0,3 % SDS bei Raumtemperatur gewaschen. Die autoradiographische Analyse
wurde mit einer ImagePlate (BAS-IP MP 2025, Fuji) und dem elektronischen
Bioanalyzer Fuji BAS 1800 durchgefuhrt.

Dephosphorylierung und Phosphorylierung von DNA: Die DNA wurde nach

Sambrook et al. (1989) dephosphoryliert. Die linearisierte  DNA wurde in
Dephosphorylierungspuffer (Roche) aufgenommen und mit 1U alkalischer
Phosphatase (Roche) pro 100 pmol DNA 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach erneuter
Enzymzugabe wurde 1h bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch 15 min
Hitzedenaturierung bei 65 °C gestoppt. Zur Phosphorylierung wurde der Ansatz mit
der entsprechenden Menge Polynukleotidkinase 10 x Puffer versetzt, mit einer
Einheit T4 Polynukleotidkinase pro 50 pM 5'-Enden bei 37 °C fur 30 min inkubiert und

anschlieBend durch Gelelektrophorese gereinigt (Sambrook et al., 1989).

Ligation: Linearisierte DNA Fragmente wurden in einem Verhdltnis 3:1 Insert zu
Vektor eingesetzt. Die DNA wurde mit 1-2 pl 10 x Ligationspuffer und 1 U T4 DNA-
Ligase (Roche) in einem Gesamtvolumen von 10-20pul durchgefuhrt. Das

Reaktionsgemisch wurde 4 h oder Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Zu

30



3. Material und Methoden

einer weiteren Inkubation von 1 h bei 37 °C wurde 1 U T4 DNA-Ligase zugegeben.

10 — 30 ng DNA des Ligationsansatzes wurden zur Transformation eingesetzt.

Elektrophoretische Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten: In

Abhangigkeit von der DNA-Fragmentgré3e wurden 0,5-1 % Agarosegele (w/v) in
0,5 x TBE-Puffer bei einer Spannung von 2-8 V/cm verwendet Sambrook et al.,
1989). In analytischen Gelen wurden die DNA-Fragmente durch UV-Fluoreszenz des
Ethidiumbromid-Komplexes bei 254 nm sichtbar gemacht. In préaparativen Gelen
wurde GelStar-Farbstoff (Biozym) verwendet. Nach gelelektrophoretischer Trennung
von 5-20 ug DNA wurden die Gelbereiche der zu isolierenden Fragmente mit einer
Rasierklinge ausgeschnitten. Die DNA wurde nach Herstellerangaben mit dem

QIAEX Il Kit (Qiagen) direkt aus dem Agarosegel isoliert.

Radioaktive Markierung von DNA und Hybridisierung: Die radioaktive Markierung

wurde mit [a%?P]-ATP (3 Ci/mmol) nach der Methode von Feinberg und Vogelstein
(1983) durchgefuhrt. Die Biodyne B Nylonmembran wurde in 250 mM Na-Phosphat,
pH 7,2, 7% SDS, 2,5 mM EDTA 1 h bei 65 °C prahybridisiert. Nach Zugabe von
hitzedenaturierten, radioaktiv. markierte DNA-Sonden und 10ml frischer
Hybridisierungslosung wurde dber Nacht unter den gleichen Bedingungen
hybridisiert (Church & Gilbert, 1984). Die Membran wurde anschlie3end drei mal mit
2xSSC, 0,3% SDS bei Raumtemperatur gewaschen. Die autoradiographische
Analyse wurde mit einer ImagePlate (BAS-IP MP 2025, Fuji) und dem elektronischen

Analyzer Fuji AS 1800 vorgenommen.

Transformation von E. coli: E. coli-Zellen wurden durch Elektroporation transformiert
(Potter, 1988). Die Bakterien wurden bei 37 °C in 200 ml LB Medium bis zu einer
ODsggo Von 0,6 angezogen, 15 min auf Eis gekuhlt und 10 min bei 2500 g (Eppendorf

Tischzentrifuge 5415C) und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Bakterien
drei mal mit kaltem, sterilem und bidestiliertem Wasser gewaschen und im 1,5 fachen
Eigenvolumen Wasser aufgenommen. 60 pl der Zellsuspension wurden mit
10 - 30 ng DNA versetzt und mit einem Stromstof3 von 5 ms und 1700 V behandelt
(Multiporator, Eppendorf). Direkt nach der Elektroporation wurden die Zellen in 500 pl
SOC Medium aufgenommen und 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach Abzentrifugieren
bei 2500g Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) fur 5 min und Aufnehmen in 200 pl
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sterilem Wasser wurden die Zellen auf vorgewarmten LB Platten ausplattiert (optional
mit Ampicillin, X-Gal oder IPTG). Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Transformation von N. crassa und Kreuzung der Mutanten: Die Makrokonidien von 2

Agarboden wurden in 50 ml sterilem Wasser aufgenommen und Uber sterile
Glaswolle von Hyphen abgetrennt. Durch 10 min Zentrifugation bei 1000g
(Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) wurden die Konidien sedimentiert und mit 1M
Sorbit aufgenommen, so daR die Konzentration der Konidien 6 x10® pro ml betrug.
20 min Inkubation mit 20 mg/ml Lysing Enzymes (Sigma L-1412) erzeugte die zur
Transformation benétigten Protoplasten. Diese wurden durch Zentrifugation bei
1000 g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) sedimentiert, 2x mit 1 M Sorbit und
einmal mit 1 M Sorbit und 1 % PEG 4000 gewaschen. Nach Aufnehmen in 1 M Sorbit
mit 1% PEG 4000 wurde die Konzentration der Konidien auf 2 x10® pro ml
eingestellt. 400 pl der Protoplastensuspension wurden mit 4 ug DNA versetzt und
nach 20 min Inkubation auf Eis 3x im Abstand von je 1min elektroporiert (750 V
,t =250 ps, Eppendorf Multiporator). Nach 20 min Inkubation auf Eis wurde 1 ml
Vogelsmedium mit 1 M Sorbit zugegeben und 60 min bei 28 °C geschiittelt.
Ausplattiert wurde auf Platten mit Vogels Medium und 20 g/l Sorbose, 1 M Sorbit und
1,2 g/l Basta durch Aufnehmen in 10 ml Topagarose (0,7 % Low Melting Agarose,
BioRad) mit 20 g/l Sorbose, 1 M Sorbit und 1,2 g/l Basta. Zur Kreuzung der Mutanten
wurden Agaroseplatten mit Kreuzungsmedium mit  Makrokonidien aus
Schragagarrohrchen an gegenuberliegenden Seiten angeimpft. Die Platten wurden
zwei Wochen bei 25 °C in Dunkelheit inkubiert und anschlie3end 10 Tage bei 28 °C
beleuchtet. Die an den Deckeln der Petrischalen haftenden Ascosporen wurden mit
0,5 ml sterilem Wasser abgewaschen und durch Ausstreichen auf Sorboseplatten
vereinzelt. Durch eine Inkubation von 2 h bei 60 °C wurden die Ascosporen aktiviert
und fremde Mikroorganismen abgetttet. Nach Inkubation fir 2 Tage bei 28 °C
konnten von den Kulturen Proben auf Schréagagarrohrchen mit Selektionsmarker

Uberflhrt werden. Nach 2 Tagen bei 28 °C bildeten sich Makrokonidien.
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4.  Ergebnisse

4.1 Isolierung des Membranarms von Komplex | aus N. crassa

Der Membranarm von Komplex | wurde aus den Mitochondrien von N. crassa wie
folgt isoliert (Schulte et al., 1998): In einer French Press wurden die Mitochondrien

aufgeschlossen und durch Ultrazentrifugation in Membranen und Matrix getrennt.

Extinktion (280 nm)
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Abb.5: Sedimentationsprofil der Zuckergradientenzentrifugation
von Komplexl. Die Extinktion bei 280 nm im Sedimentations-
bereich von Komplex| wurde vergrof3ert dargestellt. In der
Auftragung stellt t=0 min das untere Ende und t=20 min das obere
Ende des Gradienten dar. Komplexl sedimentierte unter den
gegebenen Bedingungen in das untere Drittel des Gradienten. Die
Extinktion bei 280 nm wurde in einer DurchfluBkuvette mit der
Schichtdicke 0,05 cm bestimmit.
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Die mitochondrialen Membranproteine wurden durch einen groRen Uberschul? des
Detergens Octylglukosid solubilisiert. Durch eine erste Grof3enausschlul-
chromatographie wurden das Uberschissige Detergens und Kkleinere Proteine
abgetrennt. Die vereinigten Gipfelfraktionen von Komplexl, die mit Hilfe der
NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitat bestimmt wurden, wurden durch Ultrafiltration
konzentriert und durch Zuckergradientenzentrifugation weiter gereinigt. Abbildung 5

zeigt das Sedimentationsrofil des Zuckergradienten.

Nach erneutem Einengen und Auswaschen eines grof3en Teils des Zuckers durch
Ultrafiltration wurde zu der Praparation des Komplex | Kaliumrhodanid gegeben. Der
damit freigesetzte Membranarm wurde durch eine folgende Zuckergradienten-

zentrifugatin in Rhodanid-haltigem Puffer weiter gereinigt (Abb. 6).

Extiktion (280 nm)

0,75

0,50

0,25

0100 | | | ! | ! | I !

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 175 20,0 22,5
t [min]

Abb.6: Sedimentationsprofil der Zuckergradientenzentrifugation
des Membranarms in Rhodanid-haltigen Losung. Die Auftragung
entspricht der von Abbildung 5. Der Membranarm sedimentierte
unter den gegebenen Bedingungen bis zur Haélfte des Gradienten
(etwa 10 min). Die Extinktion bei 280 nm wurde bei einer

Schichtdicke von 0,05 cm bestimmt.
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4. Ergebnisse

Nach anschlieRender GréflRenausschlufichromatographie in NaCl-haltigem Puffer
(Abb.7) lag der Membranarm des Komplex| in etwa 95 % Reinheit vor. Die

Ausbeuten der einzelnen Reinigungsschritte sind in Tabelle 2 wiedergegeben.

Extiktion (280 nm)

0,15
0,10
0,05 —
0,00 | | | | | | | T |
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
t [min]
Abb.7: Elutionsprofil des Membranarms nach Grof3enausschluf3-
chromatographie im NaCl-haltigem Puffer. Die Extinktion bei
280 nm wurde bei einer Schichtdicke von 0,05 cm bestimmit.
Tab.2: Reinigung des Membranarms von Komplex| aus N.
crassa aus 1,6 kg Hyphen (Feuchtmasse).
Praparations- Volumen Protein- _NADH/Ferricyanid Reduktaseaktivitat
schritt menge gesamt Ausbeute
[ml] [mg] [umol/min] [%0]
Membranextrakt 100 20400 100
GroRRenausschlul- 150 14400 71
chromatographie
Zuckergradienten- 48 7488 31
zentrifugation
Spaltungsgradienten- 30 18
zentrifugation
GroRRenausschlul3- 6 12,6

chromatographie
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Der gereinigte Membranarm wurde durch SDS-Page charakterisiert. Ein typisches

Proteinmuster und eine Gegenuberstellung mit dem des Komplex| zeigt Abbildung 8.

1 2 3 4 5 6 7 8 K

- 70kDa-

- 50 kDa - S

- 40 kDa -
- 30 kDa -
| g——
b - 20 kDa -
S
—
e
m— - 10 kDa -

Abb.8: SDS-Page von Membranarm und Komplexl. In den
Spuren 1-8 sind die Gipfelfraktionen der GroélRenausschlul3-
chromatographie (Abb. 7) aufgetragen, Spur K zeigt Komplex |. Bei
den stark diffusen, nur schwach anfarbbaren Banden handelt es

sich um die hydrophoben, mitochondrial kodierten Untereinheiten.
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4.2 Kristalle des Membranarms von Komplex |

In einer Proteinlésung mit einer Konzentration von 16 mg/ml die durch dreifache
Vorfallung mit einer PEG 4000 Endkonzentration von 2,6 % erhalten wurde, bildeten
sich nach 10 Tagen bei 12°C stabchenformige Kristalle (Abb.9). Als
Préazipitantenlésung diente der Puffer der GroRenausschluRchromatographie mit
10 % PEG 4000. Die Kristallisation erwies sich als schlecht reproduzierbar und das
Kristallwachstum lies sich nicht Gber eine Grof3e von 20 um x 2 um hinaus anregen.

Eine Rontgenstrukturanalyse war damit nicht méglich.

Abb.9: Stédbchenférmige Kristalle des Membranarms von

Komplex| in einem Gasphasendiffusionsansatz mit einer
Proteinkonzentration von 16 mg/ml. Der Balken entspricht
0,1 mm.

Nachdem mit dem oben beschriebenen Vorgehen der Proteinreinigung und

Kristallisation keine Fortschritte erzielt werden konnten, wurde eine schonendere
Proteinisolierung durch Affinitaitschromatographie versucht.
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4.3 Strategie zur Einfuhrung von Affinitats-Tags in Untereinheiten des

Membranarms vom Komplex |

Zur Einfuhrung von Affinitdts-Tags an Untereinheiten des Membranarms mit dem Ziel

der Reinigung durch Affinitatschromatographie wurde folgende Strategien gewabhit.

Ausgegangen wurde von den in unserem Institut vorhandenen Mutanten (siehe
Tab. 1, Seite 9) nuo20,9 (Kuffner et al., 1998), nuo21,3 (Nehls et al., 1992,), nuo78
(Wobschall, Dissertation 1997) und nuo20,9/78 (Heimlich, Diplomarbeit 1999), in
denen die Gene der genannten Untereinheiten zerstdrt worden waren.
Genkonstrukte aus Promotor, kodierender Sequenz der jeweiligen Untereinheit und

der His- oder Strep-Il Tag-Sequenz wurden in vitro hergestellt.

Durch heterologe Integration sollten die Konstrukte in das Genom der
Doppelmutanten, denen neben der Untereinheit des Membranarms auch noch eine
Untereinheit des peripheren Arms fehlt, eingebracht werden. Die Integration des
modifizierten Gens sollte zur Ausbildung eines mit Tag versehenen Membranarms
fuhren. Da eine der Doppelmutante noch nicht vorlag, sollte sie durch Kreuzung der
Mutanten nuo21,3 und nuo78 erzeugt werden. Die 20,9 kDa und die 23,1 kDa
Untereinheit liegen im Membranarm und die 78 kDa Untereinheit liegt im peripheren

Arm.

Um die Genkonstrukte zu erstellen, muf3ten Vektoren mit einem Promotor, dem
kodierenden Bereich der Untereinheiten, der jeweiligen Tag-Sequenz und einem
Selektionsmarker hergestellt werden. In unserem Institut lag als Vektor das Plasmid
PNGAN-2 (Abb. 11, Krll, 1995) vor, das die Gene flur die BASTA-Resistenz und das
mitochondriale Acylcarrierprotein (mtACP) aus Aspergillus niger enthielt. Dieses
Plasmid hat eine Lange von 7,2 kBp. Zur Einfihrung einer geeigneten Schnittstelle
muldte das Plasmid Uber PCR amplifiziert werden. Um hierbei Fehler zu vermeiden,
erschien es sinnvoll mit kurzen Sequenzen zu arbeiten. Zudem erschwerte die grol3e
Zahl der vorhandenen Restriktionsschnittstellen das Klonieren. Es wurde daher mit
dem Erstellen des 3,6 kBp Plasmids pl9EBF aus dem Plasmid pUC19 (Yanisch-
Perron et al., 1985) begonnen, das ein 1,2 kBp EcoRI-BamHI-Fragment aus pNGAN-

2 enthielt. Dieses Fragment umfal3t das Ende des Promotors sowie die gesamte
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kodierenden Sequenz fur das mtACP. Durch eine Mutagenese sollte es mdglich sein,
zwischen dem Ende des Promotors und dem einleitenden ATG des mtACP eine
neue Notl-Schnittstelle einzufligen, die zum Klonieren der cDNA der Untereinheiten
an Stelle der kodierenden Sequenz des mtACP genutzt werden kénnte, wahrend der

Promotor erhalten bliebe.

Da die Aminosauresequenzen der 20,9 kDa und 21,3 kDa Untereinheiten und die
DNA-Sequenzen ihrer Gene bekannt waren, sollte der kodierende Bereich der
jeweiligen cDNA aus der cDNA Genbank | AD5 durch PCR amplifiziert werden
konnen. Die Primer sollten so gewahlt werden, daR durch ihre Uberhange eine Notl-
Schnittstelle vor dem ATG, die Tag-Sequenz vor dem Stopkodon und eine EcoRI-
Erkennungssequenz hinter dem Stopkodon in einem Schritt eingefigt werden
konnen. Die PCR-Produkte mit diesen Schnittstellen sollten direkt durch Austausch
gegen die Sequenz des mtACP in pl9EBF kloniert werden kodnnen. Durch
anschlieBendes Ruckklonieren der modifizierten EcoRI-BamHI-Fragmente in
PNGAN-2 sollten die Expressionsvektoren pN209H, pN209S, pN213H und pN213S
entstehen, die zur Transformation in die jeweiligen Mutanten eingesetzt werden

sollten.

4.4  Erzeugung der Doppelmutante nuo21,3/78

Die Mutanten nuo21,3 (Nehls, 1992) und nuo78 (Wobschall, 1997) lagen im
Paarungstyp A vor, so das ihre direkte Kreuzung nicht mdglich war. Daher wurde
zunachst die Mutante nuo21,3 mit dem Paarungstyp a des Wildtyps gekreuzt. Durch
Ausplattieren auf Hygromycin-haltigen Sorboseplatten wurde auf den Erhalt der
Gendeletion selektioniert. 6 Kolonien wurden ausgewahlt und ohne vorherige
Bestimmung des Paarungstyps mit der Mutante nuo78 gekreuzt. Auf 2 der 6
Kreuzungsplatten wurden Perithezien und Ascosporen gebildet. Da die Anzucht von
Kolonien aus den Ascosporen auf Hygromycin-haltigen Sorboseplatten nicht gelang,
wurden die Ascosporen auf Sorboseplatten ohne Hygromycin ausplattierten. In
Abwesenheit von Hygromycin wuchsen sie nach Hitzeaktivierung schnell an. Nach 3
Tagen wurden Kolonien zur weiteren Vermehrung in 50 ml Vogelsmedium mit

Hygromycin und zur Aufbewahrung auf Schragagarrérchen mit Hygromycin
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Uberfihrt. Alle Klone erwiesen sich als hygromycinresistent. Zur weiteren
Untersuchung wurden 7 Kolonien unterschiedlicher Wachstumsgeschwindigkeit

ausgewahlt.

4.5 Analyse der Doppelmutanten

Zur Bestimmung des Genotyps der 7 durch Kreuzung von nuo78 A mit nuo21,3 a
erhaltenen Kolonien wurde die genomische DNA isoliert, mit dem Restriktionsenzym
EcoRI geschnitten und durch Elektrophorese auf einem Agarosegel getrennt. Die
DNA wurde auf eine geladene Nylonmembran tbertragen und mit einer aus dem
2,4kBp Sall Fragment des Plasmids pCSN43 (Staben et al., 1989) erstellten,
radioaktiven Sonde hybridisiert. Die Sonde markierte auf Southern-Blots die
Fragmente des Hygromycinresistenzgens, das in den Ausgangsmutanten in
unterschiedlicher Umgebung vorliegt. Die Identifizierung der Doppelmutante erfolgte
durch Vergleich mit EcoRI geschnittener DNA der beiden Einfachmutanten. Die
Ausgangsmutante nuo21,3 zeigte zwei Banden von 2,6 und 1,4 kBp Groél3e, bei
nuo78 zeigten sich zwei Banden bei 3,5 und 2,6 kBp. Bei der Doppelmutante muf3ten
somit 3 Banden mit 3,5, 2,6 und 1,4 kBp markiert werden (Abb.10). Als
GrolRenstandard diente mit EcoRI und Hindlll geschnittene | -DNA (Marker 3, MBI
Fermentas). Unter den 7 untersuchten Kolonien wurden 2 als die gesuchte

Doppeldeletionsmutante identifiziert.
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Fragment- I A B C nuo  nuo D E F G
groiRe 78 21,3

20 kBp _p

51 kBp —p

20 kBp —»
. —
1,0 kBp —p

Abb.10: Southern-Blot-Analyse des Genoms der Doppelmutanten
nuo21,3/78 und der Ausgangsmutanten nuo21,3 und nuo78 nach
Restriktion mit EcoRI. | zeigt den Marker 3 (MBI Fermentas) der
nach Markierung mit Ethidiumbromid unter UV Licht
aufgenommen und in der passenden GroR3e in das Bild eingefugt
wurde. Die Spuren D und E zeigen die gesuchte Doppelmutante
nuo21,3/78 (siehe Text). In den Spuren A, B, C, F und G erkennt
man die Ausgangsmutanten.

4.6 Erzeugung des Plasmids p19EBF

Zur besseren Handhabung wurde aus dem 7,2 kBp Plasmid pNGAN-2 (Krdll, 1995)
ein 1,2 kBp EcoRI/BamHI Fragment in den pucl9 Vektor tuberfiihrt, und das Plasmid
pl9EBF erzeugt (Abb. 11). Durch PCR mit den Primern EBFNotl und EBFNot2
wurde der Vektor p19EBF amplifiziert. Nach einem Restriktionsschnitt mit Notl und
einer Abtrennung der gesuchten DNA von den kleinen Restriktionsfragmenten durch
Ethanolfallung wurde der modifizierte Vektor durch Ligation mit T4 DNA-Ligase
geschlossen. Der so modifizierte p19EBF besald zwischen dem Ende des Promotors
und dem Beginn der kodierenden Sequenz des mtACP-Gens aus A. niger eine neue

und in dem Plasmid nur einmal vorhandene Notl-Schnittstelle.
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BamHI (800)

. BamHI (1)
Notl
Promm . (300)

pNGAN-2 (7,2 kbp) . P19EBF ACP

ACP

Amp'

"EcoRl
(1950)

Abb.11: Erstellung des Plasmids pl9EBF aus pNGAN-2. Eine
Schnittstelle fur Notl wurde zwischen dem Ende des Promotors
und dem Beginn der kodierenden Sequenz des mtACP-Gens aus

A. niger eingefuhrt.

4.7  Amplifikation und Mutation der cDNA der 20,9 und 21,3 kDa

Untereinheiten

Mit Hilfe der cDNA Genbank | AD5 von N. crassa (Brunelli et al., 1993) wurde DNA
Template fur die PCR gewonnen. Die Primer 20,9-H-Tag bzw. 20,9-S-Tag auf der
einen und Not-c20,9-A auf der anderen Seite ermdglichten die Amplifikation der
cDNA der 20,9 kDa Untereinheit mit einer Notl Schnittstelle vor dem einleitenden
ATG, der kodierenden Sequenz, einer His- bzw. Strep-ll Tag-Sequenz vor und einer
EcoRI-Schnittstelle hinter ihrem Stopkodon in jeweils einem Schritt. Das Gleiche
gelang mit den Primern 21,3-H-Tag, 21,3-S-Tag und Not-c21,3-A fir die cDNA der
21,3 kDa Untereinheit (Abb.12).
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Fragment- I c213H c209H c213S c209S
grofde

20 kBp
5,1 kBp

2,0 kBp

1,0 kBp

VYooY oy

0,6 kBp

Abb.12: Restriktion der PCR-Produkte nach der Amplifikation aus
der cDNA-Genbank. Der Restriktionsschnitt mit EcoRI und Notl
zeigt die mit Tag-Sequenz amplifizierte cDNA der Untereinheiten
mit der Sequenz des entsprechenden Tags. Die Spuren zeigen:
| , Marker 3 (MBI Fermentas); c213H und c209H kodierende DNA
der Untereinheiten mit His-Tag-Sequenz; ¢213S und ¢209S
kodierende DNA der Untereinheiten mit Strep-1l Tag-Sequenz

Die cDNA der 21,3kDa Untereinheit enthielt kurz vor ihrem Ende eine
Erkennungssequenz fir BamHI. Diese hatte das Umklonieren in den
Expressionsvektor pNGAN-2 unmoglich gemacht. Die Wahl der Primer 21,3-H-Tag
und 21,3-S-Tag ermoéglichte es diese Schnittstelle durch eine Punktmutation zu
entfernen. Nach einem Restriktionsschnitt mit den Endonucleasen EcoRI und Notl
und Abtrennung der kleinen Restriktionsfragmente wurden die erhaltenen PCR-
Produkte in das Plasmid pl19EBF eingesetzt, wodurch die Vektoren p209Htag,
p209Stag, p213Htag und p213Stag entstanden (Abb. 13). Die Sequenzen der Tags
wurden so gewahlt, dall neue Restriktionsschnittstellen zur Erkennung der
gelungenen Mutationen in die Vektoren eingefuihrt wurden. Bei der Einfiihrung der
His-Tags wurde eine Peptidsequenz aus einem Alanin und 6 Histidinen gewahlt,
deren Nucleotidsequenz eine Erkennungssequenz fir Nsil enthielt. Die Sequenz des

Strep-1l Tags wurde so gewabhlt, dafl? sie eine Sful Schnittstelle beinhaltete.
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- BamHI (1) - BamHI (1)
- Sful (160) - Sful (160)

Promm . Notl (300) Promm Notl (300)

X (900) X (900)
EcoRlI EcoRlI
(920) (920)

Abb.13: Die Vektoren p20,9-Tag und p21,3-Tag. Sie enthielten
die cDNA der jeweiligen Untereinheit und die His- bzw. die Strep-
Il Tag-Sequenz. Mit dem His-Tag wurde eine Nsil- und mit dem

Strep-1l Tag eine Sful-Schnittstelle (X) eingefuhrt.

Die bei den Mutationen neu eingefligten Schnittstellen erméglichte die Identifikation
der transformierten PCR-Produkte (Abb. 14) durch Restriktionsanalyse mit Notl und
Nsil bzw. durch Notl und Sful. Nach Restriktion und Gelextraktion wurde das EcoRI-

BamHI-Fragment fiir die Klonierung in pNGAN-2 erhalten.
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Fragment- p209H p213H p209S p213S
groiRe

20 kBp —> S

51kBp —p & —

uuw"’

20kBp —»

10kBp —p

06kBp —p e —— —

Abb. 14: Identifizierung der gewinschten Plasmide. Durch
Restriktionsschnitt mit Notl und Nsil beim His- bzw. Notl und Sful
beim Strep-Il Tag wurden die Plasmide identifiziert, die die etwa
600 Bp lange Sequenz der cDNA der Untereinheit und die
Sequenz des Affinitdts-Tags enthielten. Die Spuren zeigen:
|, Marker 3 (MBI Fermentas); p209H und p213H, Plasmide mit
der cDNA der Untereinheiten 20,9 und 21,3 und der His-Tag-
Sequenz; p209S und 213S, Plasmide mit der cDNA der
Untereinheiten 20,9 und 21,3 und der Strep-ll Tag-Sequenz.

4.8 Erstellen der Expressionsvektoren

Aus den Plasmiden p209Htag, p209Stag, p213Htag und p213Stag wurde das EcoRI-
BamHI-Fragment ausgeschnitten und in den Vektor pNGAN-2 Uberfuhrt. Es
entstanden Plasmide mit der vollstandigen Promtorsequenz, der cDNA der jeweiligen
Untereinheit und der Tag-Sequenz. Die Plasmide wurden als pN209H, pNZ209S,
pN213H und pN213S bezeichnet (Abb. 15). Sie wurden durch eine Restriktion mit
EcoRI und Notl auf die Integration des richtigen Fragmentes Uberpruft (Abb. 16).
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~BamHI (800)
Px N

romotor \:

N

BAR - Notl(1200)
PN209H, pN209S

PN213H, pN213S cDNA

(7,1 kbp)

Tag
EcoRI (1750)

Amp

Abb.15: Expressionsvektoren pN209H, pN209S, pN213H,
pN213S. Die Vektoren unterschieden sich in der fir die jeweilige

Untereinheit kodierenden cDNA- und der Tag-Sequenz.
Fragment- PNGAN-2 pN209H pN213H pN209S pN213S

gréiRe
-
R

20 kBp
—— S O o

vy

51 kBp

2,0 kBp

v

1,0 kBp

v

v

0,6 KkBp

Abb.16: Restriktionsanalyse der Expressionsvektoren. Restriktion
mit EcoRIl und Notl bestatigte die Integration der 600 Bp langen
Sequenzen. Die Spuren zeigen: |, Marker 3 (MBI Fermentas);
PNGAN-2, Expressionsvektor ohne cDNA-Tag-Sequenz-Konstrukt;
pN209H, pN213H, pN209S und pN209S, Transformationsvektor
mit cDNA-Tag-Sequenz-Konstrukt.
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4.9 Transformation von N. crassa und Analyse der Transformanten

Die gewonnenen Expressionsvektoren wurden zur Transformation von N.crassa
eingesetzt. Es wurden parallel die Einfachmutanten nuo20,9 und nuo21,3 und die
Doppelmutanten  nuo20,9/78 und nuo2l1,3/78 transformiert. Es wurden
Transformationsraten von 2 bis 20 pro pg Vektor-DNA erreicht. Die Kolonien wurden
nach 3 Tagen bei 28°C von den Platten gepickt und auf BASTA-haltige
Schragagarrorchen tberfuhrt. Die Analyse der Transformanten erfolgte nach Anzucht
in 100 ml BASTA-haltigem Vogelsmedium durch Western-Blot und Bestimmung des
Sedimentationsverhaltens der NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitdt nach Zucker-

gradientenzentrifugationen von Triton X-100 solubilisierten Mitochondrien.

Die Western-Blot-Analyse von Mutanten nach Transformationen der Einfachmutante
nuo20,9 mit pN209H und pN209S zeigte zwei unterschiedliche Ergebnisse. Bei Typ |
(Abb.17, B) war die 20,9 kDa Untereinheit weder im Cytosol noch in den
Mitochondrien nachweisbar. Sowohl bei der Transformation der Doppelmutante
nuo20,9/78 mit pN209H als auch bei der Transformation der beiden Mutanten mit
dem Vektor pN209S wurden in den 8 untersuchten Kolonien nur Transformanten
vom Typ | gefunden.

A B WT nuo20,9 C

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
kDa i

209 —> IS L - o

Abb.17: Western-Blot-Untersuchung transformierter Mutanten
nuo20.9. Die Spuren zeigen Auftragungen von Proteinen aus:
A und C, Transformanten von Typ II; B, Transformante von Typ I,
WT, N. crassa Wildtyp; nuo20,9, nicht transformierte Mutante
nuo20.9. Die Indices der Spuren stehen fur Fraktionen der
Mitochondrienisolation: 1, Sediment nach Zellaufschluf3; 2,
Uberstand nach Abzentrifugation der Mitochondrien; 3,

Mitochondrien. (Weitere Erlauterungen im Text.)
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Transformanten vom Typ Il (Abb.17 A und C) exprimierten die Untereinheit nuo20,9,
importierten diese aber nicht in die Mitochondrien. Die Untereinheit war nur im
Cytosol und in den leicht abzentrifugierbaren, schweren Zellfragmenten nachweisbar.
Um die Assemblierung von Komplex | in den Transformanten zu untersuchen wurden
die Proteine der Mitochondrien der Transformanten vom Typ Il mit Triton-X 100
solubilisiert und durch Zuckergradientenzentrifugation nach ihrer
Sedimentationsgeschwindigkeit aufgetrennt. Die Lage von Komplex| bzw. des
peripheren Arms von Komplex| im Gradienten wurde durch Messung der
NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitat bestimmt. Der Vergleich der Aktivitats-
verteilung vom Wildtyp, in dem der ca. 1 MDa Komplex| gebildet wird, mit der
Mutante nuo20,9, in der nur der peripherer Arm gebildet wird, und der transformierten
Mutante nuo20,9 |aRt erkennen, daf in der Transformante weiterhin nur der

periphere Arm vorliegt, der Komplex I also nicht reassembliert wurde (Abb. 18).

10 ~

— 8
o E
==

>~ E ]

53 °
L3

58 4
I3
Zx

< 2

0

0

Fraktion

Abb.18: Verteilung der NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitat nach
Zuckergradientenzentrifugation ~ Triton ~ X-100  solubilisierter
Mitochondrienproteine. Wildtyp (@—m=m), Mutante nuo20,9

(A———A), transformierte Mutante nuo20,9 (x——X)
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Die Western-Blot-Analyse der transformierten Mutanten nuo21,3 und nuo21,3/78
zeigte, dal3 die Untereinheit nuo21,3 exprimiert und in die Mitochondrien importiert
wird (Abb. 19).

nuo21,3/78Snuo21,3S WT nuo20,9 nuo21,3/78H nuo21,3H

kDa 2

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1
n: — di—- .

Abb.19: Western-Blot-Analyse der Transformanten mit pN213H
und pN213S.:. Die Spuren zeigen Proteine aus: nuo21,3/78S und
nuo21,3S, Zellen die mit pN213S transformiert wurden; WT, N.
crassa Wildtyp; nuo20,9, nicht transformierte Mutante nuo20,9;
nuo21,3/78H und nuo21,3H, Zellen die mit pN213H transformiert
wurden. Die Indices der Spuren stehen fir: 1, Sediment nach dem

Zellaufschluf3; 2, Mitochondrien.

Nachdem die 21,3 kDa Untereinheit in den Mitochondrien der Mutanten
nachgewiesen  wurde, wurden die in  Triton-X 100  solubilisierten
Mitochondrienproteine durch Zuckergradientenzentrifugation aufgetrennt und die
Verteilung der NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitat Gber den Gradienten bestimmt
(Abb. 20). Die Aktivitatsverteilung der transformierten Mutanten nuo21,3 zeigt den
peripheren Arm. Die anschlieende Analyse der Verteilung der Untereinheiten im
Zuckergradienten durch Western-Blot-Analyse zeigt, dal3 die Maxima der 10,4 kDa
Untereinheit der grof3en Vorstufe und der komplementierten 21,3 kDa Untereinheit
der kleinen Vorstufe von einander abweichen. Dies zeigt sich sowohl bei den
Transformanten mit Strep-Il Tag (Abb. 21) als auch bei denen mit Histidin Tag
(Abb.22).
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NADH-Ferricyanid
Reduktaseaktivitat [umol/min ml]

o

kDa
21,3
10,4

N
]

=
|

10
Fraktion

Abb. 20: NADH/Ferricyanid-Reduktaseaktivitatsprofil nach
Zuckergradientenzentrifugation der solubilisierten Mitochondrien-
proteine der transformierten Mutante nuo21,3 (A---A ). Das Profil

ahnelt dem der Ausgangsmutante (Abb. 18).

Fraktionen 21,3 Strep-1l Tag Fraktionen Wildtyp
1 2 3 4567891011 123456 7 8910

o —

—>
—>

e —

Abb.21: Western-Blot-Analyse der Zuckergradienten der mit
Strep-Il Tag transformierten Mutante nuo21,3 und des Wildtyps.
Die 21,3 kDa 10,4 kDa
Untereinheiten der transformierten Mutante liegen eine Fraktion

Konzentrationsmaxima der und

auseinander. Im Wildtyp mit vollstandig assemblierten Komplex |
befinden sie sich in den gleichen Fraktionen. Fur die Western-

Blot-Analysen  wurden immer  zwei Fraktionen der

Zuckergradienten vereinigt.

11
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Fraktionen 21,3 His-Tag Fraktionen nuo 20,9
kDa 1234567 891011 12345678 91011

104 —p»

Abb.22: Western-Blot der Zuckergradienten der mit His-Tag
transformierten Mutanten nuo21,3 und nuo20,9. Bei der mit His-
Tag transformierten Mutante liegen die Konzentrationsmaxima der
21,3 kDa und 10,4 kDa Untereinheiten versetzt vor. In der Mutante
nuo20,9, die keine kleine Membranarmvorstufe bildet verteilt sich
die 10,4 kDa Untereinheit durch Aggregation auf die zwei unteren
Drittel des Gradienten. Fur die Western-Blot-Analysen wurden

immer zwei Fraktionen der Zuckergradienten vereinigt.

Die Western-Blot-Untersuchungen der Zuckergradienten und der Affinitats-
chromatographie zeigen, dal? Komplex I trotz des erfolgreichen Importes der um den

Tag verlangerten 21,3 kDa Untereinheit in die Mitochondrien nicht assembliert wurde.

4.10 Affinitatschromatographie der Transformanten von nuo21,3

Durch Untersuchung des Elutionsverhaltens der um den Strep-lIl Tag verlangerten
Untereinheit nuo21,3 wurde Uberprift, ob der eingeflhrte Affinitats-Tag am Strep-
Taktin Saulenmaterial (IBA) bindet. Gleichzeitig wurde Uberprift, ob die grol3e
Vorstufe des Membranarms mit der 10,4 kDa Untereinheit und die kleine Vorstufe

des Membranarms mit der 21,3 kDa Untereinheit untereinander assoziiert sind.

Auf eine Saule mit 1 ml Gelbett wurden je 300 ul der Fraktionen 6 bis 11 des
Zuckergradienten der mit Strep-ll Tag transformierten Mutante nuo21,3 aufgetragen.
Nach Spilen mit 6 ml Desthiobiotin-freiem Puffer wurden die gebundenen Proteine
mit 2 ml Desthiobiotin-haltigem Puffer eluiert (Abb. 23).

51



4. Ergebnisse

Fraktionen 21,3 Strep-1l Tag

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8
213 —» *
104 —» —

Abb.23: Affinitaitschromatographie der durch Zuckergradienten-
zentrifugation aufgetrennten Mitochondrienproteine der
transformierten Mutante nuo21,3. Die Spuren zeigen folgende
Schritte: 1, Auftrag der Probe; 2 bis 4, Spulen; 5, Auftrag des
Elutionspuffers; 6 bis 8, Spulen. Die 21,3 kDa Untereinheit wurde
zu einem Teil vom Saulenmaterial gebunden, wahrend die

10,4 kDa Untereinheit nicht zurtickgehalten wurde.

Die unabhéangige Elution der vom Saulenmaterial gebundenen 21,3 kDa Untereinheit
von der 10,4 kDa Untereinheit zeigt, dall der Membranarm nicht vollstandig
assembliert wurde. Statt dessen wurden sowohl die kleine Vorstufe des
Membranarms mit der modifizierten 21,3 kDa Untereinheit, als auch die groR3e
Vorstufe mit der 10,4 kDa Untereinheit gebildet. Diese liegen in den Mitochondrien
unabhéngig von einander vor. Dies zeigen auch die unterschiedlichen
Sedimentationsprofile der 10,4 kDa und der 21,3 kDa Untereinheit. Auf eine
Affinitatschromatographie der mit dem His-Tag komplementierten Mutanten wurde

aufgrund dieser Daten verzichtet.
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5. Diskussion

5.1 Kristallisation des Membranarms von Komplex |

Die Aufklarung der Mechanismen des Elektronen- und Protonentransports durch
Komplex | wird letztlich nur auf der Grundlage der atomar aufgelosten Struktur
maoglich sein. Dies konnte in den letzten Jahren beispielhaft an anderen Komplexen
der Atmungskette gezeigt werden. Die Ubichinol:Cytochromc Oxidoreduktase
(Komplex Il1), die Cytochrom ¢ Oxidase (Komplex IV) und der periphere F;-Teil der
ATPase (Komplex V) aus verschiedenen Organismen wurden kristallisiert und ihre
Strukturen mit atomarer Auflésung bestimmt. Die dadurch bekannt gewordene
Anordnung der Redoxgruppen und der ihnen benachbarten Aminosaureseitenketten
waren die Grundlagen fur experimentell Uberprifbare Modelle der einzelnen
Reaktionsschritte (Abrahams et al., 1994; Michel, 1998; Mills, 1998; Pomes et
al.,1998; Zhang et al.,1998; Yu et al., 1999; Lange und Hunte, 2002). Die Aufklarung
der atomaren Struktur von Komplex| scheiterte dagegen an der Schwierigkeit,

geeignete Kristalle fur die Rontgendiffraktion zu ztchten.

Die ohnehin komplizierte Kristallisation von Membranproteinen wird bei Komplex |
durch die ungewoOhnliche L-formige Anordnung von peripheren und
membranstandigen Untereinheiten erschwert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
zeigten, dal3 der Komplex | keine starre Struktur hat und der Winkel zwischen
peripherem und Membranarm variiert. Wahrend bei friheren
Einzelpartikelaufnahmen des Komplex| aus N. crassa (Hofhaus et al., 1991)
Proteine mit einem von 90 ° abweichendem Winkel fur Artefakte gehalten wurden
beweisen die Aufnahmen des Komplex| aus E. coli, dal3 die Beweglichkeit eine

intrinsische Eigenschaft des Proteinkomplexes ist (Bottcher et al., 2002).

Ein alternativer Weg zur Kristallisation des offensichtlich beweglichen Komplex | ist
die getrennte Kristallisation seines peripheren Arms und Membranarms. Ein
entsprechender Ansatz wurde bereits erfolgreich bei dem ATPase-Komplex

angewandt (Abrahams et al., 1994).
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Der Membranarm wurde zunéchst durch Spaltung von Komplex I mit Kaliumrhodanid
und anschlieBender Zuckergradientenzentrifugation und  GroRRenausschlul3-
chromatographie isoliert. Wie in dieser Arbeit beschrieben wurde, konnten von dem
so isolierten Membranarm unter Zusatz von PEG 4000 als Prazipitant Kristalle

erhalten werden, die allerdings fir eine Rontgenstrukturanalyse zu klein waren.

Nachdem bei der Kiristallisation des durch Kaliumrhodanid-Spaltung von KomplexI
erhaltenen Membranarms keine ausreichenden Fortschritte erzielt wurden, sollten als
Grundlage fur eine schonendere Praparation durch Affinititschromatographie
Affinitats-Tags an Untereinheiten des Membranarms durch DNA-rekombinante
Methoden angebracht werden. Durch Affinitdtschromatographie sollte der
Membranarm schneller, in gré3erer Menge und schonender isoliert werden kénnen.
Dies sollte die Homogenitat der Probe steigern und eine grol3ere Anzahl von
Kristallisationsansatzen mit einer hoheren Varianz der Kristallisationsbedingungen

ermoglichen.

N. crassa eignet sich aufgrund seiner alternativen, nicht protonenpumpenden
NADH:Ubichinon Oxidoreduktase gut als Ausgangsorganismus fur solche
Untersuchungen. Bei ausreichender Zuckerversorgung kann der Pilz ohne einen
funktionstichtigen Komplex| angezogen werden. Dies ermoglicht es, die
Assemblierung des Gesamtkomplexes durch die Deletion von Untereinheiten zu
verhindern und die einzelnen Komplex I-Arme aus den entsprechenden Mutanten zu

isolieren.

5.2  Affinitats-Tags fur Untereinheiten des Membranarms

Aufgrund der in unserem Institut schon vorhandenen einfachen Deletionsmutanten
nuo20,9, nuo21,3 und der Doppelmutanten nuo20,9/78 wurden die 20,9 und
21,3 kDa Untereinheiten fur das Anbringen von His- oder Strep-ll Tags ausgewahlt.
Durch Erzeugung der zuséatzlichen Doppelmutante nuo21,3/78 bestand die
Maglichkeit durch heterologe Integration von entsprechend ausgestatteter cDNA die
20,9 und 21,3 kDa Untereinheiten jeweils mit Tags zu versehen und damit den

Membranarm durch Affinitatschromatographie zu isolieren.
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Die bendtigten Vektoren erforderten Selektionsmarker, einen Promotor und die
jeweilige, um die Tag-Sequenz erweiterte kodierende Sequenz der Untereinheit. Als
Selektionsmarker wurde das Resistenzgen gegen Ampicilin fir eine Selektion in
E.coli und gegen BASTA fur eine Selektion in N. crassa eingesetzt. Als
eukaryotischer Promotor diente der Promoter des mitochondrialen Acylcarrierproteins
aus A. niger. Die bendétigten kodierenden DNA-Sequenzen der beide Untereinheiten
wurden durch PCR aus einer cDNA Genbank erhalten. Durch die Wahl der Primer
wurden alle nétigen Mutationen durchgefihrt. Die notwendigen Mutationen umfal3ten
das Erweitern um die Tag-Sequenz, das Einfiuhren der benétigten
Restriktionsschnittstellen und die Beseitigung einer stérenden Schnittstelle in der
cDNA der 21,3 kDa Untereinheit.

Keine der so erzeugten Mutanten fihrte zur Assemblierung des mit Affinitats-Tag
versehenen Membranarms. Die Mutanten konnten in drei Typen eingeteilt werden. In
Typ | wurde keine nachweisbare Menge der veranderten Untereinheit gebildet, in
Typ Il wurde die mit Tag versehene Untereinheit synthetisiert, aber nicht in die
Mitochondrien transportiert und in Typ Il wurde die Untereinheit mit Tag synthetisiert
und von den Mitochondrien importiert, der Membranarm wurde aber nicht

assembliert.

Mutanten der Typen | und Il (Abb. 17) wurden nur bei Transformanten mit der
modifizierten cDNA der 20,9 kDa Untereinheit erhalten. Sowohl die transformierten
Einfachmutanten vom Typ | als auch die vom Typ Il bildeten nur den peripheren Arm
(Abb. 18). Beim Typ | war die 20,9 kDa Untereinheit weder im Cytosol noch in den
Mitochondrien nachweisbar. Dieses negative Ergebnis kann auf eine Integration des
Vektors in einen fur die RNA-Polymerase schwer zugénglichen Teil des Genoms
oder auf einen teilweisen Abbau des Vektors zuriickgefuihrt werden. Bei bisherigen
Komplementationen von N. crassa durch Ersatz eines defekten Gens durch eine
ektopisch integrierte cDNA wurde dieser Fall nicht beobachtet. Diese Versuche
beschrankten sich jedoch auf Untereinheiten des peripheren Arms. Womaglich spielt
bei der Komplementation die Hydrophobizitat der Untereinheit, oder die Tatsache,
daf3 es sich beim Ziel der Untereinheit um die innere Mitochondrienmembran handelt,

eine erschwerende Rolle.
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Wie die am carboxyterminalen Ende angebrachte Tag-Sequenz bei den Mutanten
von Typ Il mit den Importmechanismen der Mitochondrien in Wechselwirkung tritt und
den Import verhindert, wurde im Zuge dieser Arbeit nicht untersucht. Der
mitochondriale Import von Proteinen wird in der Regel von aminoterminalen
Importsequenzen dirigiert. Diese zeichnen sich durch eine Haufung positiv geladener
Aminosaureseitenketten am Aminoterminus in  Verbindung mit Serin- und
Threoninresten aus. Zusammen mit den fir solche Sequenzen typischen
hydrophoben Resten bilden sie eine amphipathische a-Helix- oder b-Faltblattstruktur,
welche den Import initiiert (Heijne, 1986). Es wurde auch ein mitochondrialer Import
Uber eine carboxyterminale Sequenz gleicher Eigenschaften beschrieben (Lee et al.,
1999). Die Sequenz der 20,9 kDa Untereinheit weist an ihrem Aminoterminus
zahlreiche Serin- und Threoninreste auf, zusammen mit unpolaren und postiv
geladenen Resten ergibt sich das typische Bild einer mitochondrialen Importsequenz.
Der Carboxyterminus weil3t mehr negativ geladene Aminosaureseitenketten auf als
positive und Serin wie auch Threonin kommen nur selten in den terminalen 35
Aminosauren vor. Es war daher anzunehmen, dal3 die 20,9 kDa Untereinheit regular
Uber ihren Aminoterminus dirigiert wird. Eine Beeintrachtigung des Imports durch
eine Erweiterung des Carboxyterminus um 6 bzw. 8 Aminosduren war nicht zu
erwarten. Da Proteine nur dann in die Mitochondrien gelangen, wenn sie nicht in
einer stabilen Konformation gefaltet sind, kdnnte es sein, dal3 die Aminosaurereste
des His-Tags in Verbindung mit der Sequenz der 20,9 kDa Untereinheit zur
spontanen Ausbildung einer stabilen Sekundarstruktur fihren, durch die der Import

verhindert wird.

Mutanten des Typ Ill (Abb. 19) wurde bei Transformationen mit der veranderten
cDNA der 21,3 kDa Untereinheit beobachtet. Die um die Tag-Sequenz verlangerte
Untereinheit wurde in die Mitochondrien importiert, der Membranarm wurde aber
nicht Gber seine zwei Vorstufen hinaus assembliert und konnte damit auch nicht mit
dem peripheren Arm zum Komplex | vereinigt werden. Die 21,3 kDa Untereinheit der
kleinen und die 10,4 kDa Untereinheit der grol3en Vorstufe lassen sich durch
Affinitatschromatographie von einander trennen. Dabei wird am S&ulenmaterial nur
ein geringer Teil der Uber den Western-Blot nachweisbaren 21,3 kDa Untereinheit
gebunden. Ob dies an einer verborgenen Lage der Tag-Sequenz im Protein oder an

einer geringen Affinitdt mit unglnstiger Gleichgewichtslage liegt, wurde nicht
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untersucht. Offenbar befindet sich das carboxyterminale Ende der 21,3 kDa
Untereinheit an einer fur die Assemblierung kritischen Stelle, so dal3 schon eine
kleine Veranderung um 6 bzw. 8 Aminosauren den ordnungsgemaéfien Einbau

verhindert.

Das Anbringen sowohl von Strep-Il Tags als auch von His-Tags an unterschiedliche
Untereinheiten des peripheren Arms von Komplex| aus N. crassa fiuhrte zur
Assemblierung der mit Tag versehen Proteinkomplexe. Diese wurden aber mit nur
sehr geringer Ausbeute von dem S&ulenmaterial gebunden, so dald sich eine
Reinigung auf diesem Weg als wenig vorteilhaft erwies (Heimlich, 1999; Ailyati,
2001). Erfolgreicher waren die Versuche mit anderen Organismen, sie fuhrten zu
einem Komplex | bzw. zu einem Subkomplex der durch Affinitatschromatographie gut
zu reinigen war. Der mit einem His-Tag versehene Komplex | aus Yarrowia lipolytica
lies sich durch Affinitatschromatographie rein gewinnen (Kashani-Poor et al., 2001).
Ebenso ist es gelungen das NADH-Dehydrogenasefragment des Komplex| aus
E.coli nach Einfihrung eines Strep-ll Tags durch AffinitAtschromatographie zu
isolieren (Bungert, 1999). In Beiden Féllen wurde mit Untereinheiten gearbeitet, die
denen des peripheren Arms in N. crassa entsprechen. Ob der Membranarm
besonders empfindlich auf Veranderungen seiner Untereinheiten reagiert, bleibt nach
der Untersuchung von nur zwei Untereinheiten unbeantwortet. Um dies zu
untermauern oder zu widerlegen kénnte ein Tag an die 10,4 kDa Untereinheit des
Membranarms angebracht werden, da auch zu dieser Untereinheit in unserem

Institut eine Deletionsmutante vorliegt.
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