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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Biogenese von Enzymkomplexen der mitochondrialen Atmungskette benétigt
eine Vielzahl von Hilfsproteine. Grof3e Fortschritte in der Aufklarung der Biogenese
von Komplex Ill und IV konnten durch unspezifisch erzeugte Mutanten von
Saccharomyces cerevisiae, die einen Defekt in den Enzymen aufwiesen, erzielt
werden. Die Hefe S. cerevisiae besitzt jedoch keinen Komplex I. Zur Untersuchung
von Komplex | eignet sich als eukaryotischer Modellorganismus der Hyphenpilz
Neurospora crassa, dessen Komplex | starke Ahnlichkeit zu Sdugerenzymen zeigt.
Eine genetische Manipulation von Atmungskettenenzymen ist maoglich, well
zusatzlich zur Enzymausstattung von Sauger-Atmungsketten alternative nicht-
protonenpumpende Enzyme vorhanden sind. Bis jetzt wurden Komplex I-Mutanten
von N.crassa durch gezielte Inaktivierung von nukledren Genen, die fur eine
Untereinheit kodieren, gebildet. Die gezielte Mutagenese ist jedoch beschrankt auf
bekannte Gene. Einen Zugang zu bisher nicht identifizierten Proteine, die
beispielsweise an der Biosynthese beteiligt sind, erdffnet nur eine ungezielte
Mutagenese. Da Komplex I-Mutanten keinen aufféalligen Phanotyp haben, ist eine
effektive Selektion entsprechender Mutanten aus der Vielzahl von Klonen nach einer

mutagenen Behandlung, Voraussetzung fir die Isolierung der Mutanten.

In dieser Arbeit wurden Bedingungen gesucht, die zu einer Blockierung des
Elektronenweges von Ubichinol auf Sauerstoff Uber die protonenpumpenden
Enzymkomplexe Il und 1V fuhren und daher zur Selektion von Komplex I-Mutanten,
basierend auf einer spezifischen Verzogerung des Wachstums, geeignet sind. Zu
einer Blockierung des Elektronenweges fuhren die Kultivierung in Abwesenheit eines
essentiellen Faktors zur Bildung der Komplexe, wie zum Beispiel Kupfer fir
Komplex IV, Hemmstoffe der Enzyme (Antimycin) oder inaktivierte Gene, die in
einem Enzymdefekt resultieren (KomplexIll- bzw. [V-Mutanten). Diese drei

Stérungen wurden Uberprtft und verglichen.

Als erfolgreich erwies sich eine regulierbare, genetische Inaktivierung von
Komplex Ill. Dafur wurde der Promotor des uco5-Gens, das fur die FeS-Untereinheit
von Komplex Il kodiert, durch den Chinasaure-induzierbaren qa2-Promotor ersetzt.

Diese cuco5-Mutante zeigt bei Anwesenheit von Chinaséaure im Medium eine hohe

1



Zusammenfassung

Komplex llI-Aktivitat, wahrend die Abwesenheit des Induktors eine Beeintrachtigung
hervorruft. Durch Kreuzung mit der Komplex I-Mutante nuo20.9 wurde eine
Doppelmutante isoliert, die als Referenz fungierte. Es wurden Bedingungen
ausgearbeitet, die eine eindeutige Differenzierung im Wachstum zwischen Stdmmen
mit und ohne Komplex I-Defekt gewadhrleisten. Demnach ist eine Selektion von
Komplex I-Mutanten bei Verwendung der cuco5-Mutante, basierend auf das

Wachstum mdglich.
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2. Einleitung

2.1 Die mitochondriale oxidative Phosphorylierung

Heterotrophe eukaryotische Organismen schopfen einen Grofteil ihrer Energie aus
dem in der inneren Mitochondrienmembran gelegenen System der oxidativen
Phosphorylierung (Abb. 1). Es besteht im wesentlichen aus den drei
Atmungskettenkomplexen NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex 1),
Ubichinol:Cytochrom ¢ Oxidoreduktase (Komplex Ill) und Cytochrom c Oxidase
(Komplex 1V), die den exergonen Elektronentransport von NADH auf molekularen
Sauerstoff mit einer endergonen Protonentranslokation Uber die innere
Mitochondrienmembran koppeln (Hatefi, 1985), und dem ATPase-Komplex, der das
elektrochemische Potential des erzeugten Protonengradienten zur Synthese von
ATP aus ADP und Phosphat nutzt (Mitchell, 1961; Abrahams et al., 1994).

ADP+P ; ATP

NADH:Ubichinon Ubichinol:Cytochrom c Cytochrom ¢ FoF1 ATPase
Oxidoreduktase Oxidoreduktase Oxidase
(Komplex 1) (Komplex III) (Komplex V) (Komplex V)

Abb. 1: Schematische Darstellung der mitochondrialen oxidativen Phosphorylierung.
Die Struktur von Komplex| basiert auf einer Rekonstruktion aus
elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Die Kugelmodelle entsprechen der
Kristallstrukturen der Komplexe lll, IV und V. Die Position der Membran ist
durch ein graues Band angedeutet. Q steht fur Ubichinon, QH, fur Ubichinol
und Cyt c fir Cytochrom c.
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Die Strukturen der Komplexe lll und IV und der ATPase sind atomar durch
Kristallstrukturanalyse aufgelost (Yu et al., 1996; Tsukihara et al., 1996; Abrahams et
al., 1994) und ermdglichen eine detaillierte Beschreibung von Elektronentransfer und
Protonentransport. Dagegen ist es noch nicht gelungen Komplex | zu kristallisieren.
Die niedrig aufgeldste Struktur basiert auf elektronenmikroskopischen Aufnahmen

von Komplex | Einzelpartikel (Guénebaut et al., 1998).

2.1.1 NADH:Ubichinon Oxidoreduktase (Komplex I)

Die Rotenon-sensitive NADH:Ubichinon Oxidoreduktase, der sog. Atmungsketten-
komplex |, katalysiert die erste Reaktion in vielen bakteriellen und in der
mitochondrialen Atmungskette, die Dehydrierung von NADH und den Transfer von
zwei Elektronen zu Ubichinon. Damit verbunden ist eine Translokation von vier
Protonen Uber die bakterielle Cytoplasmamembran bzw. die innere

Mitochondrienmembran nach folgender Gleichung:

NADH + Qi + 5 H') O NAD" + QqoHz + 4 H's

In der Gleichung stehen die Indizes | fir die negativ geladene Innenseite der
Membran und A fir die positiv geladene AuRenseite der Membran. Q4o steht fur
Ubichinon-10 und Q4oH> fur Ubichinol-10.

Prokaryotische und eukaryotische Komplexe unterscheiden sich in ihrer
Proteinausstattung, enthalten jedoch im wesentlichen die gleichen prosthetischen
Gruppen (Guénebaut et al., 1998). Durch Einzelpartikelanalyse elektronen-
mikroskopischer Aufnahmen von Komplex | Praparationen aus N. crassa und E. coli
wurde die dreidimensionale Struktur ermittelt (Abb. 2; Guénebaut et al., 1997). Die in
Abbildung 2 dargestellte Uberlagerung der Modelle zeigt in beiden Fallen eine L-
formige Struktur (Hofhaus et al., 1991), dessen beide Arme etwa gleich lang sind und
ungefahr senkrecht zueinander stehen. Ein Arm ist in die Membran eingebettet, der
andere, periphere Arm ragt in die mitochondriale Matrix bzw. in das Cytoplasma.
Neuere elektronenmikroskopische Untersuchungen von E. coli Komplex | zeigen bei
niedrigen Salzkonzentrationen eine hufeisenformig gefaltete Struktur (Bottcher et al.
2002).



Einleitung

Der bakterielle Komplex | stellt eine Minimalform aus 14 Untereinheiten dar (Weidner
et al., 1993; Leif et al., 1993). Sieben Untereinheiten bilden den peripheren Arm und
sieben den Membranarm. Zusatzlich zu den Homologen dieser 14 Untereinheiten
sind im eukaryotischen Komplex | (Schulte und Weiss, 1995; Buchanan und Walker,
1996) bis zu 30 weitere Untereinheiten, auch bezeichnet als ,akzessorische*
Untereinheiten (Weiss et al., 1991; Walker, 1992; Videira und Duarte, 2001),
enthalten. Daraus ergibt sich eine molekulare Masse von etwa 1 MDa gegenuber

etwa 500 kDa des prokaryotischen Komplex |.

Abb. 2: Uberlagerung der dreidimensionalen Bilder von Komplex | aus E. coli
(ausgeflllt) und N. crassa (Gittermodell) errechnet durch Einzelpartikel-
analyse elektronenmikroskopischer Aufnahmen (Guénebaut et al., 1998).
Der Membranarm ist dunkel, der periphere Arm hell dargestellit.

Die Untereinheiten des Membranarms sind dualgenetischen Ursprungs. Die sieben
Homologen zu den bakteriellen Komplex I-Untereinheiten werden von den sog. ND-
Genen auf der mitochondrialen DNA kodiert und in den Mitochondrien synthetisiert.
Die uUbrigen Untereinheiten des Membranarms sind wie alle Untereinheiten des
peripheren Arms kernkodiert und werden aus dem Cytoplasma posttranslational

importiert.

Die NADH Bindestelle und alle bekannten Redoxgruppen sind auf peripheren
Untereinheiten lokalisiert. Es handelt sich dabei um ein Flavinmononukleotid (FMN)

und bis zu acht Eisen-Schwefel Cluster. In N. crassa wurden vier FeS-Cluster ESR-
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spektroskopisch nachgewiesen, das binukleare Cluster N-1 und die tetranuklearen
Cluster N-2, N-3 und N-4 (Wang et. al., 1991). Zwei zusatzliche tetranukleare FeS-
Cluster, N-6a und N-6b, wurden durch UV/VIS-Spektroskopie charakterisiert. Sie
werden von einer Untereinheit mit einem hochkonservierten Sequenzbindemotiv
eines 8 Fe-Ferredoxin gebunden (Rasmussen et al., 2001). Ein weiteres binukleares
FeS-Zentrum N-1a, wurde in B. taurus und ein weiteres tetranukleares Zentrum, N-5,
in B.taurus und Yarrowia lipolytica ESR-spektroskopisch  nachgewiesen
(Djafarzadeh et al., 2000). Die konservierten Bindemotive wurden durch
Sequenzvergleich in Komplex I-Untereinheiten von N. crassa gefunden. Durch
spektroskopische Analysen eines, durch gezielte Mutagenese von zwei
konservierten Cysteinen, veranderten Komplex |, wurde jungst das N-2 Cluster der
19.3-kDa Untereinheit von N. crassa zugeordnet, was lange als unklar galt (Duarte et
al., 2002).

Der Membranarm bildet den Ubichinonreduktionsteil (Friedrich et al., 1990). Zwei
Ubichinon-Bindesstellen werden diskutiert, da zwei Klassen von Hemmstoffen der
Ubichinonreduktion gefunden wurden (Friedrich et al., 1994). Weitere Funktionen
konnte den Untereinheiten des Membranarms bisher nicht eindeutig zugeordnet
werden. Aufgrund der grof3en Potentialspanne zwischen dem FeS-Zentrum N-2 mit
dem hochsten Mittenredoxpotential (En 7 =-160 mV) und Ubichinon (Em7 = +60 mV)
ist eine zusatzliche Redoxgruppe erforderlich, um eine Umkehr des Elektronenweges
zu ermoglichen (Gutman et al., 1972). UV/VIS und FT-IR spektroskopische
Untersuchungen von Komplex| aus N.crassa und E.coli weisen auf das
Vorhandensein einer chinoiden Redoxgruppe mit einem Redoxpotential von -80 mV
(Schulte et al., 1998; Abelmann 2000; Friedrich et al., 2000).

Die akzessorischen Untereinheiten des mitochondrialen Komplex | sind nicht
unmittelbar am Elektronen- und Protonentransfer beteiligt. Sie sind um das
Grundgerist aus den zum bakteriellen Komplex | homologen Untereinheiten
angeordnet (Walker, 1992; Abb. 2). Den meisten von ihnen konnte noch keine
eindeutige Funktion zugewiesen werden. Moglicherweise schirmen manche
Untereinheiten Komplex | vor einem Elektronenverlust ab und verhindern so die

Erzeugung von Sauerstoffradikalen (Robinson, 1998). Andere kénnten in NADH-
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Kanalreaktionen (Fearnley und Warker, 1992) oder in der Bindung von anderen

Atmungskomplexen und Proteinen (Budde et al., 2000) involviert sein.

Bei zwei akzessorischen Untereinheiten wird vermutet, dass sie in Biosynthese-
Wegen mitwirken. Ein Acyl Carrier Protein (Schneider et al., 1995) besitzt eine
acylierte Phosphopantetheingruppe. Eine ca. 40-kDa Untereinheit ist homolog zu
mehreren Reduktasen/Isomerasen auf (Fearnley und Walker, 1992) und besitzt ein
fest gebundenes NADPH Molekul (Schulte et al., 1999). Andere Untereinheiten
scheinen die Komplex I-Aktivitat zu regulieren. Die Phosphorylierung der sog.
AQDQ-Untereinheit des B. taurus-Komplex | steigert die Enzymaktivitat (Scacco et
al., 2000). Eine aquivalente Untereinheit wurde in N. crassa als 21 kDa-Untereinheit
identifiziert (Ferrerinha et al., 1999). AuRerdem wurde kirzlich die Ahnlichkeit
zwischen der 9.8 kDa-Untereinheit von N. crassa bzw. der MWFE Untereinheit in B.
taurus (Au et al., 1999) mit dem C-terminalen Teil einer Untereinheit der bakteriellen
Na*-transportierenden NADH:Ubichinon Oxidoreduktase festgestellt (Marques et al.,
2003).

2.1.2 Ubichinol:Cytochrom ¢ Oxidoreduktase (Komplex III)

Der Komplex Ill, nach den enthaltenen Cytochromen auch bc; Komplex genannt,
koppelt die Elektronenubertragung von Ubichinol zu Cytochrom ¢ mit Translokation
von zwei Protonen Uber die innere Mitochondrienmembran (Gennis et al., 1993;
Brandt and Trumpower, 1994; Brandt, 1997; Crofts and Berry, 1998) nach folgender
Gleichung:

QioHa + 2 cytc® +2H' ) = Qqo+2cytc®™ +4 H'a
In der Gleichung stehen die Indizes | fir die negativ geladene Innenseite der

Membran und A fur die positiv geladene Aulenseite der Membran. Q4o steht fur
Ubichinon-10, Q4oH> fur Ubichinol-10 und cyt ¢ fur Cytochrom c.
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Intermembran-
raum

Abb. 3: Kristallstruktur des Komplex Ill Dimers aus Huhnerherz (Zhang et al., 1998).
Die Position der Membran ist durch ein graues Band angedeutet.

Die Kristallstruktur des mitochondrialen Komplex Ill mehrerer Organismen, Rind (Xia
et al., 1997; Iwata et al., 1998), Huhn (Zhang et al., 1998; Abb. 3) und Hefe (Hunte et
al., 2000), wurde durch Réntgenstrukturanalyse bestimmt. Komplex Il ist ein Dimer
dessen Monomere aus je 10 oder 11 verschiedenen Untereinheiten zusammen-

gesetzt sind.

Allen bc; Komplexen gemeinsam sind drei Untereinheiten mit prosthetischen
Gruppen. Eine Cytochrom b-Untereinheit enthalt zwei nicht kovalent gebundene
Hamgruppen, by und b. (High- und Low-potential Hame Typ b). Sie ist in mehreren
membranspannende Helizes gefaltet und wird als einzige Untereinheit mitochondrial
kodiert. Cytochrom c; enthalt eine kovalent gebundene Ham c-Gruppe und besteht
aus einer peripher gelegenen Domane und einer C-terminalen transmembranen a-
Helix. Die Eisen-Schwefel (FeS)-Untereinheit besteht aus einer N-terminal
verankerten transmembranen a-Helix und einem peripheren Kopf, der ein Fe,S,-
Cluster enthalt (Brandt und Trumpower, 1994). Der Proteinteil an der Matrixseite des
mitochondrialen Komplexes Ill, der etwa die Halfte der Masse des Komplexes
ausmacht, ist zusammengesetzt aus mehreren Untereinheiten ohne prosthetische
Gruppen (Schagger et al, 1995; Cramer et al., 1994; Colson 1993; Trumpower,

1990). Diese Uberzahligen Untereinheiten sind katalytisch nicht essentiell, da sie im
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bakteriellen Enzymkomplex, in dem nur die drei ,Redoxproteine“ prasent sind, fehlen
(Trumpower, 1991). Die meisten dieser Untereinheiten sind kleine Proteine und
ummanteln die katalytischen Untereinheiten. Zwei Untereinheiten (I und Il) sind an

der Prozessierung importierter Proteine beteiligt (Schulte et al., 1989).

Der Reaktionsverlauf im Komplex Ill wird durch das Q-Zyklusmodell beschrieben
(Abb. 4, Michell, 1976; Crofts, 1985). Zwei separate Ubichinon-Reaktionszentren
befinden sich auf der Cytochrom b-Untereinheit, das Ubichinol-Oxidationszentrum
Qo an der positiven Intermembranseite und das Ubichinon-Reduktionszentrum Q; an
der negativen Matrixseite. Ubichinol bindet an die Q, Stelle des Komplexes, wird
oxidiert und gibt zwei Protonen in den Intermembranraum ab. Dabei findet eine
Gabelung des Elektronenweges statt. Das erste Elektron wird auf das Fe,S,-Cluster
(Em7 = 290 mV) Uberfuhrt. Dabei bewegt sich der hydrophile Kopf der FeS-
Untereinheit zwischen einer Position nahe zum Ham b,, wo es mit Ubichinol
interagiert, und einer Position nahe am Ham c;, auf das es das Elektron Ubertragt
(Izrailev et al., 1999). Von da aus erreicht das Elektron anschlieRend das
Cytochrom ¢, das als Elektronen-Shuttle wechselweise an Komplex Il und
Komplex IV bindet (Skulachev, 1998).

Das zweite Elektron wird Uber die Hame b, und by zu einem Ubichinon bzw.
Ubisemichinonanion an der Q; Stelle tbertragen. Zur Bildung des Ubichinol werden
dabei zwei Protonen vom Matrixraum aufgenommen. Als Uberallesreaktion werden
zwei QH, Molekule an der Q, Stelle oxidiert, vier Protonen in den Intermembranraum
freigeben, ein Ubichinon an der Q; Stelle zu Ubichinol reduziert und dazu zwei
Protonen von der Matrix Seite der Membran aufgenommen. Die Kopplung von
Oxidations- und Reduktionsreaktionen mit der Abgabe bzw. Aufnahme von Protonen,

erlaubt dem Komplex Protonen uber die Membran zu transportieren.



Einleitung

Matrix

Intermembran-
raum

Abb. 4: Katalytischer Mechanismus von Komplex Ill. Die Oxidation von zwei QH; an
der Q, Stelle sind erforderlich, um die Reduktion eines Q zu QH, an der
Qi Stelle zu ermdglichen. Der schattierte Bereich stellt die Membran dar.

Die Entdeckung zwei verschiedener Inhibitor-Typen war ausschlaggebend fir die
Entwicklung dieser Q-Zyklus-Hypothese (von Jagow und Link, 1986; Link et al.,
1993). Q; Inhibitoren, z.B. Antimycin A, hemmen spezifisch den Elektronen-
transferweg von Ham b. zu Ubichinon bzw. Ubisemichinon in der Q; Stelle.
Qo Inhibitoren, z.B. Stigmatellin, blockieren die Bindung von Ubichinol an der
Q, Stelle.

2.1.3 Cytochrom c Oxidase (Komplex IV)

Komplex IV Ubertragt als terminales Enzym der Atmungskette Elektronen von
Cytochrom ¢ auf molekularen Sauerstoff verbunden mit dem Aufbau eines
elektrochemischen Protonengradienten (Wikstrom, 1981). Der gesamte Prozess ist

durch die folgende Gleichung beschrieben:

4cytc® + Oy + (4+n) HY, = 4docoytc® + 2 Ho,0 + nH'A

In der Gleichung stehen die Indizes | flir die negativ geladene Innenseite der

Membran, A fir die positiv geladene Aulienseite und cyt c fur Cytochrom c. Der
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reduzierte Sauerstoff bildet mit vier vektoriellen Protonen von der Matrixseite
Wasser. Die Anzahl der von Cytochrom c Oxidase transportierten Protonen pro
umgesetztes Elektron ist bei Prokaryoten konstant 1 H" /e (Solioz et al., 1982),
wahrend das Verhaltnis bei Saugetieren variabel ist (Papa et al., 1991; Capitanio et
al., 1991; Frank und Kadenbach, 1996; Michel, 1999).

Komplex Ill ist ein Mitglied der Superfamilie der Ham-Kupfer-Oxidasen (Saraste,
1990). Die Kiristallstrukturen der Cytochrom c Oxidase aus Thermus thermophilus
(Soulimane et al., 2000), Paracoccus denitrificans (lwata et al., 1995; Ostermeier et
al., 1997) und B. taurus (Tsukihara, 1996; Yoshikawa et al., 1998; Abb. 5) sind
aufgeklart. In Eukaryoten setzt sich Komplex IV aus sieben (Dictyostelium
discoideum) bis dreizehn Untereinheiten (Sauger) zusammen (Bisson und Schiavo,
1986; Kadenbach et al., 1983).

Zwei Untereinheiten (I und Il) enthalten die Cytochrom c Bindestelle und alle
katalytisch aktive Zentren und Redoxgruppen (Capaldi, 1990). In Eukaryoten sind die
drei groRten Untereinheiten I, Il und Ill homolog zu den drei Untereinheiten in
Prokaryoten und werden vom mitochondrialen Genom kodiert (Anderson, 1981). Die
restlichen zehn kleineren, hauptsachlich regulatorischen Untereinheiten (Trueblood
and Poyton, 1987; Schiavo and Bisson, 1989) sind kernkodiert und kommen bei
hdéheren Eukaryoten zum Teil in gewebespezifischen Isoformen vor (Kadenbach et
al., 1986, Ewart et al., 1991).

Die Untereinheit| besteht aus 12 transmembranen Helices und enthalt die
katalytischen Zentren Ham a, Hadm a3z und Cug. Zwei Protonenkanale, bei dem der
erste fur die Wasserbildung und der zweite flir die Pumpaktivitat zustandig ist,
wurden in ihr lokalisiert. Das Ham az bildet mit Cug in enger Nachbarschaft ein
.binukledres Reaktionszentrum®, das an der Reduktion von molekularem Sauerstoff
beteiligt ist. Diese Stelle ist auch empfanglich flir Cyanidanionen oder
Kohlenmonoxid als Liganden, die die Aktivitdt des Komplexes hemmen (Jensen et
al., 1984).
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Abb. 5: Kristallstruktur der dimeren Cytochrom c Oxidase aus Rinderherz. An der
Intermembranseite ist auch die Kristallstruktur von Cytochrom c dargestellt. Im
linken Monomer sind die angenommenen Elektronen- und Protonenwege
dargestellt (Blenkinsop et al., 1996).

Die grolRe extramembrane Doméane der Untereinheitll liegt uUber dem
Intermembranraum-Teil der Untereinheit | und besitzt eine B-Faltblatt Struktur, die
das Cua-Zentrum mit zwei Kupferatomen enthalt (Tsukihara et al., 1995). Zusatzlich
enthalt diese Domane der Untereinheit Il einige konservierte saure Aminosauren, die
an der Bindung des basischen Cytochrom c beteiligt sind (Ferguson-Miller et al.,
1978; Rieder and Bosshard, 1980; Witt et al., 1998). Zwischen den Untereinheiten |
und Il befindet sich ein Kanal, durch den das am Ham as-Zentrum gebildete Wasser

aus dem Enzym gelangen kann (Tsukihara et al., 1996).

Die Funktion der Untereinheit Il ist unklar (Solioz et al., 1982; Haltia et al., 1991). Im
Saugetierenzym stabilisiert sie mdglicherweise das Enzymdimer (Hakvoort et al.,
1987). Das Fehlen der Untereinheit lll fihrt zum Zerfall des Dimers in die
Monomeren (Pentilla, 1983).
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2.2  Verzweigte mitochondriale Atmungskette

In Mitochondrien von Saugern verlauft der Elektronenfluss von NADH auf Sauerstoff
ausschlielBlich durch die drei protonenpumpenden Komplexel, Il und IV. In
Mitochondrien von Pilzen und Pflanzen hingegen ist der Elektronenweg verzweigt.
Neben den energiekonservierenden Atmungskettenkomplexen sind noch alternative,
nicht protonenpumpende Enzyme vorhanden (Douce et al., 1989; Abb. 6). Es handelt
sich dabei um drei NAD(P)H:Ubichinon Oxidoreduktasen (NADH Dehydrogenasen),
die exogenes bzw. endogenes NAD(P)H oxidieren und eine Ubichinol Oxidase, die
Ubichinol durch Sauerstoff oxidiert (Schwitzguébel et al., 1982; Moller, 2001). Die
Affinitaten der alternativen Enzyme zu NADH, NADPH bzw. Ubichinol ist etwa
10-fach geringer als die der protonenpumpenden Atmungskettenkomplexe. Sie
werden deshalb als Uberlaufventile fiir Uberschiissige Reduktionsaquivalente

angesehen (Siedow, 1990).

Defekte in entweder dem Komplex | oder den Komplexen Il und IV sind in diesen
Organismen nicht letal (Nehls et al., 1992). Komplex |-Defekte in Menschen
hingegen sind haufig Ursache von mitochondrialen Erkrankungen. Durch Einsatz von
heterologen, alternativen NADH Dehydrogenasen in Saugerzellen konnten

Komplex |-Defekte komplementiert werden (Yagi et al., 2001).

Die alternativen NADH Dehydrogenasen sind kernkodiert und bestehen aus einer
einzigen Polypeptidkette, mit einer molaren Masse von 50 - 60 kDa. In der inneren
Mitochondrienmembran von Neurospora crassa sind sowohl externe als auch eine
interne NADH Dehydrogenasen vorhanden. Im Genom von N. crassa, wurden drei
NADH Dehydrogenase Gene identifiziert; eines flr eine interne, alternative
NADH Dehydrogenase, die NADH aus der mitochondrialen Matrix oxidiert, und zwei
fur externe, die NADH aus dem Cytosol nutzen kdnnen (Melo et al., 1999; Melo et
al., 2001; Duarte et al., 2003). Eine der externen NAD(P)H Dehydrogenasen wurde
naher charakterisiert und ergab, dass auler den erwarteten NADPH und FAD
Bindemotiven auch eine Ca?* Bindedomaine vorhanden ist. Ihr wird eine
regulatorische Rolle zugeschrieben (Moller und Rasmusson, 1998; Melo et al.,
2001).
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Abb. 6: Schematische  Darstellung der  Atmungskette mit verzweigtem
Elektronenfluss. Pfeile zeigen mogliche Elektronenwege. Protonenpumpende
Enzyme sind dunkel dargestellt und alternative nicht-energiekonservierende
Enzyme hell. NDI1 steht fur interne NADH Dehydrogenase, NDE flur externe
NADH Dehydrogenase, cyt c fur Cytochrom ¢, Q fur Ubichinon und QH; fur
Ubichinol.

Die interne alternative NADH Dehydrogenase von N. crassa tragt als prosthetische
Gruppe ein FAD. Das Vorlauferpolypeptid enthalt eine Mitochondrien-Importsequenz
von 31 Aminosauren. Durch gezielte Disruption des ndil-Gens in N. crassa wurde
eine Mutante dargestellt, in der die Atmungsaktivitat isolierter Mitochondrien mit
Glutamat/Malat als Substrat durch Rotenon gehemmt wurde. Da Kreuzungsversuche
mit Komplex I-Mutanten erfolglos blieben wird angenommen, dass die interne,
alternative NADH Dehydrogenase und der Komplex | funktionell komplementar
zueinander sind und dass die externen NADH Dehydrogenasen einen Komplex I-
Defekt nicht kompensieren. Die Mechanismen zum Austausch von NADH aus dem
Cytosol und der Matrix sind entweder nicht prasent oder nicht effizient in N. crassa
(Duarte et al., 2003). Das Uberleben von Komplex |-defizienten Mutanten I&sst sich
demnach nur durch eine intakte interne, alternative NADH Dehydrogenase

garantieren.

Die alternative Ubichinol Oxidase uUberbrlckt die Komplexe Il und IV, indem sie
Elektronen von Ubichinol direkt auf molekularen Sauerstoff Ubertragt (Moore und

Siedow, 1991). Das Enzym ist kernkodiert und wurde in den Mitochondrien der
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meisten Pilze nachgewiesen (Albury et al.,, 1996). In N. crassa wurde das Gen
kloniert und analysiert (Li et al., 1996). Das Enzym enthalt als prosthetische Gruppe
ein durch Histidin- und Carboxylatreste koordiniertes binukledres Eisenzentrum
(Abb. 7). Es ist gegenlber den Inhibitoren von Komplex Il und IV, Antimycin A und
Cyanid, resistent, zeigt jedoch eine Sensitivitat gegeniber Hydroxamsauren
(Salicylhnydroxamsaure, SHAM) und Alkylgallaten (n-Propylgallat) (Siedow und
Umbach, 1995).

Abb. 7: Kristallstruktur der alternativen Ubichinol Oxidase aus M. grisea (Horne et al.,
2001) integral in die Membran eingebettet.

Unter normalen Wachstumsbedingungen ist in N. crassa nur eine geringe oder gar
keine alternative Ubichinol Oxidaseaktivitat zu beobachten. Bei Blockierung des
Elektronenwegs Uber die Komplexe Ill und IV wird die Expression induziert (Sakajo
et al., 1993; Mizutani et al., 1995). Die Regulation der Induktion ist nicht vollstandig
aufgeklart. Sie zeigt eine grolle Komplexitat mit sowohl transkriptionale als auch
posttranskriptionale Mechanismen (Millar et al., 1993; Mclintosh, 1994; Umbach et
al., 1994; Li et al.,1996; Tanton et al., 2003).

Abweichungen von der Enzymausstattung der Atmungskette weisen die
fermentativen Hefen, wie S. cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe auf (de
Vries und Grivell, 1988). Ihnen fehlt Komplex | und sie besitzen stattdessen nur nicht-
protonenpumpende alternative NADH Dehydrogenasen. Bemerkenswert ist, dass sie

auch keine alternative Ubichinol Oxidase enthalten (Horne et al., 2001).
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2.3 Biosynthese der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe

Die fakultativ anaerobe Hefe S. cerevisiae wird als Modellorganismus zur Aufklarung
der Mitochondrienbiogenese eingesetzt (Graham et al. 1993). Da diese Hefe bei
Anwesenheit von fermentierbaren Kohlenstoffquellen nicht auf eine intakte
Atmungskette angewiesen ist, wurden ungezielt erzeugte Mutanten, die in der
Synthese oder Funktion der Atmungskettenkomponenten beeintrachtigt sind, erzeugt
und mit ihnen grofl3e Fortschritte im Verstandnis der Biogenese und Assemblierung

der Atmungskettenkomplexe Ill und IV und des ATPase-Komplexes erzielt.

Der Prozess ist komplex und bendtigt eine grolde Anzahl an Hilfsproteinen, die in drei
Aufgabenbereiche unterteilt werden kdénnen, den Transport der kernkodierten
Proteine zum richtigen Wirkungsort, die Transkription und Translation der
mitochondrialen Gene und die Assemblierung der Komplexe mit den Cofaktoren zum

funktionalen Enzym.

Die kernkodierten Proteine werden posttranslational in die Mitochondrien importiert.
Anhand einer mitochondrialen Importsequenz werden sie von Rezeptoren an der
Aulenseite der mitochondrialen Aullenmembran erkannt und gebunden. Der
Transport Uber die Membran erfolgt durch ein aus mehreren Proteinkomponenten
aufgebauter Komplex, der die Insertion von Vorstufenproteinen in die
AulRenmembran und die Translokation von Vorstufenproteinen vermittelt (Kiebler et
al., 1990). Er wird TOM-Komplex genannt (Translocase of the Outer Membrane). In
der Innenmembran sitzen zwei aus mehreren Proteinkomponenten aufgebaute
Komplexe, von denen der sog. TIM23-Komplex (Translocase of the Inner
Membrane), Vorstufenproteine durch die Membran in die Matrix transloziert, wahrend
der sog. TIM22- Komplex die Insertion einer Klasse von Membranproteinen in die

Innenmembran vermittelt (Bauer et al., 2000).
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CTIM22- Oxa1- ; .
Konad Matrix

Komplex

Abb. 8: Schematische Darstellung der mitochondrialen Translokasen. TOM
(Translocase of the Quter Membrane) und Tim (Translocase of the Inner
Membrane) importieren kernkodierte Proteine aus dem Cytosol. Oxa1
vermittelt die Insertion von Proteinen aus der Matrix in die Innenmembran.
Ssc1 ist ein Mitglied der Hsp70-Familie. IM steht fir Innenmembran, IMR far
Intermembranraum, AM fir Auflenmembran und Ay fur Membranpotential

Ein weiterer Proteinkomplex in der mitochondrialen Innenmembran, der Oxa1-

Komplex, vermittelt die Insertion von Proteinen aus der Matrix in die Innenmembran

(Abb. 8; Hell et al., 1998; Saint-Georges et al., 2001). Die Importsequenzen werden

in der mitochondrialen Matrix von spezifischen Proteasen, sog. Matrix

Prozessierungspeptidasen (MPP) abgespalten, woraufhin sich das Protein zumeist

mit Hilfe der mitochondrialen Hsp60/Hsp10-Chaperon-Maschinerie in die endgultige

Struktur faltet (Hawlitschek et al., 1988). Es gibt auch Vorstufenproteine mit zwei

aufeinanderfolgenden Prasequenzen. Wahrend die Eine Vorstufenproteine zunachst

in die Matrix dirigiert, ist die Zweite fur die nachfolgende Sortierung aus der Matrix in
den Intermembranraum verantwortlich. Die erste Prasequenz wird in der Matrix, die
zweite im Intermembranraum abgespalten. Ein Beispiel flr ein solches

Vorstufenprotein ist Cytochrom b, aus Hefe (Klaus et al., 1996).

In S. cerevisiae sind insgesamt 340 mitochondriale Proteine bekannt. Neben den
Proteinen der Atmungskette sind davon etwa hundert in der inneren Mitochondrien-

membran lokalisiert. Die grofdte funktionale Klasse nehmen die 63 ribosomalen
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Proteine ein, aber auch die 35 Transporter der mitochondrialen Carrier-Familie, 11
Proteine der translationalen Aktivierung und die 26 Proteine, die bei der

Assemblierung der Atmungsenzyme involviert sind (Grivell et al., 1999).

Etwa 130 Proteine von den insgesamt 340 sind verantwortlich fir die Synthese,
Erhaltung und Transkription der mitochondrialen DNA (Grivell et al., 1999). Viele
dieser Proteine sind nicht spezifisch fur die Biogenese eines Atmungsketten-
komplexes, sondern flihren bei einem Defekt zu einem pleoitropen Phanotyp.
Hilfsproteine, die an einer spaten Phase der Atmungsketten-Biosynthese wirken, sind
dagegen meist fur einen Enzymkomplex spezifisch. Zum Beispiel sind die Proteine
Cox10 und Cox11 in der Biosynthese der Hame Typ-a involviert. lhre Inaktivierung
fuhrt zu einem Komplex IV-Mutanten Phanotyp (Tzagoloff et al., 1993). Cox17 und
Sco1 fungieren als Carrierproteine und liefern Kupfer aus dem Cytosol zu den
mitochondrialen Cytochrom c¢ Oxidase-Untereinheiten | und Il (Beers et al., 1997).
Das ABC1 Genprodukt ist fur die korrekte Faltung und Assemblierung von
Cytochrom b verantwortlich (Brasseur et al., 1997). Die Liste der bekannten
spezifisch wirkenden Hilfsproteine wachst stetig weiter (http://www.genedb.
org/genedb/index.jsp). Sie ist jedoch auf die Hilfsproteine der Atmungskomplexe |l

und IV beschrankt, da S. cerevisiae keinen Komplex | besitzt.

2.4  Der Pilz N. crassa als Modellorganismus

N. crassa enthalt den Komplex | und wird deswegen in unserem Institut zu dessen
Untersuchung verwendet. Der Pilz gehort zur Klasse der Ascomyceten, deren
Hauptmerkmal der Ascus, eine spezielle Art von Sporangium ist. Er schlief3t die
durch die Meiosen und die nachfolgende Mitose entstehenden acht Ascosporen ein.
Der Vegetationskorper besteht aus verzweigten schlauchartigen Zellen, den Hyphen,
die mehrere haploide Kerne enthalten und von einer festen aulleren Zellwand
umhallt sind. Die Gesamtheit der Hyphen wird als Myzel bezeichnet. Man
unterscheidet zwischen Substrathyphen, die zur Stoffaufnahme in das Substrat
(organische Substanzen) eindringen, und Lufthyphen, die sich in den Luftraum

erheben.
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Ascomyceten zahlen zu den hoéheren Pilzen (Eumyceten), da sie senkrecht zur
Hyphenachse Septen bilden, welche eine zellartige Unterteilung des Thallus
vornehmen. Diese Septen besitzen einen Zentralporus mit 0,5 - 1 ym Durchmesser,
der dem Cytoplasma und den Organellen erlaubt, entlang der Hyphen zu flie3en.
Altere Myzelteile haben meist auRer der Weiterleitung des Cytoplasmastromes vom
Nahrmedium zur Hyphenspitze keine vitale Funktion und vakuolisieren stark. Das
Wachstum an der Hyphenspitze ist konstant, so dass ein verstarktes Wachstum nur
uber Verzweigungen erfolgen kann, die etwa 120 um hinter der Hyphenspitze
beginnen. Das exponentielle Wachstum ist also eine Folge der exponentiell
zunehmenden Anzahl der Verzweigungen. Durch Querwande werden Sporangien
abgetrennt, deren Inhalt zum Zweck der Vermehrung, Uberdauerung oder
Fortpflanzung in die Umgebung abgegeben wird. N. crassa bildet drei Sporenarten,
die Makro- und Mikrokonidien, die der vegetativen Vermehrung dienen, und die

Ascosporen als generative Sporen.

&

/ Makrokonidium
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Konidiosporen

S @ o A
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Abb. 9: Lebenszyklus von N. crassa (Fincham et al., 1979). Es ist sowohl der
vegetative Vermehrungszyklus (kleiner Kreis), als auch der generative
Zyklus (grolRer Kreis) dargestellt.
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Die vegetative Vermehrung durch Konidiosporen ist nicht mit einem
Kernphasenwechel verbunden, sondern dient nur der Verbreitung. An den Spitzen
der Lufthyphen entstehen kettenformig in grof3er Zahl ca. 15 um grof3e Sporen, die
Makrokonidien. Sie sind multinuklear, enthalten im Durchschnitt 2,5 Kerne pro Zelle
(Huebschman, 1952) und sind orange gefarbt. Wahrend der Reifung bilden sich
dicke Wande zwischen den Makrokonidien, und durch Luftbewegungen werden sie
leicht getrennt. Die Makrokonidien sind durch den anemochoren (griechisch: Wind-
Raum; Luftweg) Transport die Hauptverbreitungsform des Myzels. Neben den
exogen gebildeten Konidien entstehen endogen in gedrungenen Zellen einkernige
Mikrokonidien (Lowry et al., 1967). Sie bleiben nach Verlassen der Mutterzelle als
traubige Anhaufungen an dieser haften. Mikrokonidien sind kleiner (2 um), werden
spater gebildet und haben eine geringere Lebensfahigkeit. Beide Konidienarten
konnen ohne Ruhephase zu neuen Myzelien auskeimen. Eine vegetative

Vermehrung kann auch durch Hyphen oder Myzelfragmente erfolgen.

Die langlebigen Ascosporen werden am Ende des sexuellen Prozesses gebildet, der
bei Nahrstoffmangel eintritt. Neurospora-Stamme sind selbstinkompatibel. Es gibt
zwei Kreuzungstypen, A und a, die jeweils sowohl mannliche als auch weibliche
Keimzellen ausbilden. Der Lebenszyklus von N. crassa ist in Abbildung 9 dargestellit.
Ein wichtiges Merkmal der generativen Entwicklung ist, dass die Ascosporen zur
Reifung bei 60 °C aktiviert werden mussen. Bei dieser Behandlung werden
gleichzeitig Elternzellen und andere Kontaminanten abgetdtet. Wegen der
unterschiedlichen Ausgangsbedingungen der generativen und vegetativen

Entwicklungszyklen lassen sie sich getrennt ausldosen und anwenden.

Die natlrlichen Habitate von N. crassa sind tropische und subtropische Regionen.
Zuerst dokumentiert wurde der Pilz Mitte des 19. Jahrhunderts (Payen, 1843) in
Mitteleuropa als roter Brotschimmel in Backereien. N. crassa wurde erstmals um
1920 als experimenteller Organismus eingesetzt (Shear und Dodge, 1927). Spatere
Arbeiten durch Beadle und Tatum (1941) etablierten die Beziehung zwischen Genen
und Proteinen, zusammengefasst in der ,ein-Gen-ein-Enzym“ Hypothese.
Inzwischen ist ein groRer Teil der Biologie von N. crassa verstanden. Der Pilz
bendtigt zum Wachstum auler einer Kohlenstoff- und einer Stickstoffquelle nur

einige einfache Salze, Spurenelemente und als Vitamin Biotin (Davis et al., 1970).
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Wegen der einfachen Handhabung und der leichten Kultivierung im Labor hat
N.crassa im Laufe der Jahre eine grolle Bedeutung als eukaryotischer

Modellorganismus erlangt.

Das Erbe von uber 70 Jahren Forschung beinhaltet eine grol’e Anzahl von
ausgearbeiteten Methoden zur biochemischen Analyse und genetischen
Manipulation (Davis und Perkins, 2002; Perkins, 2000). Das gut organisierte Fungal
Genetics Stock Center stellte eine groBRe Sammlung von Wildtyp- und
Mutantenstammen (FGSC 2002) und eine Vielzahl der Methoden zusammen.
Aulerdem haben Wissenschaftler in internationaler Zusammenarbeit das Erbgut von
N. crassa jungst entschlisselt. Der Organismus hat ein Genom von etwa 40 MBp in
sieben Chromosomen, das ungefahr 10 000 proteinkodierende Gene beinhaltet. Es
wurde eine oOffentliche Datenbank der Genomsequenz von Neurospora crassa
angelegt, die MNCDB (MIPS Neurospora crassa database; Mewes et al., 2002;
Schulte et al., 2002) und Analysen der Sequenz durchgefuhrt (Mannhaupt et al.,
2003; Galagan et al., 2003).

N. crassa findet breite Anwendung als Modellorganismus in verschiedenen aktuellen
Themengebieten, z.B. zur Aufklarung der mitochondrialen Biogenese (Mohr et al.,
2002), des RIP-Effekts (Repeat Induced Point Mutation; Singer und Selker, 1995)
und des Gen-Silencing (Cogoni, 2001). Auch fur die Erforschung des
Atmungskettenkomplex | fiel die Wahl auf N. crassa. Man gelangt schnell an grol3e
Mengen Hyphen, deren Mitochondrien gut zuganglich sind. Aus ihnen kann der
Komplex | durch ausgearbeitete Methoden isoliert werden (Schulte et al., 1998). Wie
oben erwahnt, ist der Elektronenweg der Atmungskette verzweigt, was N. crassa
ermoglicht auch ohne intakten Komplex | zu uUberleben. Die Erzeugung von
Mutanten, durch genetische Manipulation von Untereinheiten des Komplex I, fihrten
schon zu Erkenntnissen Uber den modularen Aufbau des Komplexes und die
Bedeutung einzelner Untereinheiten fur seine Assemblierung (Schulte und Weiss,
1995).
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2.5 Komplex I-Mutanten von N. crassa

Komplex I-Mutanten von N. crassa wurden bisher durch gezielte Inaktivierung von
nuklearen Genen von bekannten Untereinheiten erzeugt. Die Geninaktivierung ist
sowohl durch homologe Rekombination als auch durch den sog. RIP-Effekt (Repeat
Induced Point Mutation; Selker, 1990) moglich. Durch homologe Rekombination wird
das Orginalgen gegen eine in vitro inaktivierte Genkopie ausgetauscht, in der der
kodierende Bereich durch einen Transformationsmarker ersetzt ist (Nehls et al.,
1992; Fecke et al.,1994; Schneider et al., 1995). Da homologe Rekombination in
N. crassa nur 5 - 10 % der Integrationsergebnisse (Fincham, 1989) ausmacht, bietet
sich als Alternative die Geninaktivierung mit Hilfe des RIP-Effekts an, welcher nur
eine ektopische Integration an beliebiger Stelle voraussetzt. Der RIP-Effekt aul3ert
sich in einer Inaktivierung duplizierter Sequenzen durch Methylierung und
Punktmutationen in den haploiden Zellkernen von befruchteten, prameiotischen
Zellen. Nach Integration einer Kopie des Zielgens im Genom werden die homologen
Genabschnitte noch vor der Karyogamie inaktiviert (Alves und Videira, 1994;
Harkness et al., 1995).

Als heterologer, dominanter Transformationsmarker wird haufig das bakterielle Gen
fur die Hygromycin B Phosphotransferase (hph) verwendet (Staben et al., 1989). Das
Aminoglycosid-Antibiotikum Hygromycin B hemmt die Proteinsynthese pro- und
eukaryotischer Zellen (Gonzales et al., 1978; Singh et al., 1979). Daneben wird auch
das bar-Gen aus Steptomyces hygroscopicus eingesetzt, das eine Resistenz gegen
das Herbizid Phosphinothricin (Ignit, Basta, Glufosinat-Ammonium) vermittelt (Avalos
et al., 1989; Pall et al., 1993). Phosphinothricin hemmt die Glutamin-Synthase, die
Glutamat mit Ammonium zu Glutamin umsetzt. Dies fihrt zu einem letalen Anstieg
der internen Ammonium-Konzentration. Durch das Genprodukt des bar-Gens, eine
Phosphinothricin-Acetyltransferase, wird Phosphinothricin acetyliert und damit
inaktiviert. Das homologe, mutierte B-Tubulingen (ben') wird als dominanter
Selektionsmarker gegen Benomyl eingesetzt. Benomyl, ein Carbaminsaurederivat,
bindet an B-Tubulin und hemmt dadurch den Aufbau von Mikrotubuli, die essentiell
fur die Kernteilung sind. Das ben'-Gen unterscheidet sich vom Wildtyp-B-Tubulingen
nur in einer Base, die einen Phenylalanin-zu-Tyrosin Austausch verursacht (Orbach

et al., 1986; Yu und Margolin, 1998). Vermutet wird eine Strukturveranderung des -
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Tubulin, die die depolymerisierende Wirkung von Benomyl verhindert (Niini und
Raudaskoski, 1993).

Komplex |I-Mutanten erhalten ihre Bezeichnung nuoX aus dem Enzymnamen
(NADH:Ubichinon Oxidoreduktase) und der molekularen Masse X in kDa der durch
Gendisruption fehlenden Untereinheit. Ein Uberblick der bekannten durch
Gendisruption erzeugten Komplex I-Mutanten und die Assemblierung von
Subkomplexen des Komplex | zeigt Tabelle 2 (Videira und Duarte, 2001). Die
Mutanten zeigen keinen auffalligen Phanotyp, lediglich ein verlangsamtes Wachstum
und eine schwachere Bildung von Konidien. Die Komplexe Ill und IV der
Atmungskette sind in den Komplex I-Mutanten unverandert. In allen Mutanten,
ausgenommen in nuo21, fuhrte der Verlust einer Untereinheit des Enzyms auch zum
Verlust der enzymatischen Aktivitat des Komplex I. Isolierte Mitochondrien aus nuo21

zeigen eine zum Wildtyp erniedrigte Rotenon-sensitive Atmung.

Unterschiede zwischen den einzelnen Mutanten zeigen sich im Grad der
Assemblierung des Komplex | (Tab. 2). Der periphere Arm und der Membranarm
werden unabhangig voneinander assembliert und dann zum vollstandigen Komplex |
zusammengesetzt (Tuschen et al., 1990). Mutanten, denen eine Untereinheit des
Membranarms fehlt, konnen diesen nicht mehr herstellen und haufen
Assemblierungsintermediate an (Abb. 10). Der Membranarm seinerseits wird auch
aus zwei Vorstufen zusammengesetzt, die als grol’e bzw. kleine Membranarm-
vorstufe bezeichnet werden (Nehls et al., 1992; Schulte et al., 1994). In diesen
Mutanten ist der periphere Arm vollstandig assembliert und besitzt mit kinstlichen

Elektronenakzeptoren wie Kaliumhexacyanoferrat NADH-Dehydrogenaseaktivitat.

In Mutanten, denen Untereinheiten des peripheren Arms fehlen, ist haufig keine
NADH-Dehydrogenaseaktivitat mehr nachweisbar. Dagegen ist die Assemblierung
des Membranarms nicht beeintrachtigt. Ausnahmen bilden die Mutanten nuo9.6 und
nuo9.8. Der Mutante nuo09.6 fehlt eine zu Acyl-Carrier-Proteinen homologen
Untereinheit des peripheren Arms. In dieser Mutante werden nur sehr geringe
Mengen des Membranarms gebildet. Der periphere Arm fehlt (Schneider et al.,
1995). In der Mutante nuo9.8 waren keine Intermediate nachweisbar (Marques et al.,
2003).
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Tab. 1: Assemblierung von Subkomplexen des Komplex |

nach Deletion von

Untereinheiten. nuo steht fir NADH:Ubichinon Oxidoreduktase und die Zahl
fur die Molmasse der Untereinheit (modifiziert nach Videira und Duarte, 2001).

N.crassa Lage der . .

Mutante Untereinheit Nachweisbare Supkomplexe Literatur

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

nuo51 peripherer Arm  unvollstandiger Komplex | Fecke et al., 1994
ohne 51 kDa Untereinheit

nuo49 peripherer Arm  Membranarm Sarker, 1997

nuo40 peripherer Arm  unvollstandiger Komplex | Schulte et al., 1999
ohne 40 kDa Untereinheit

nuo30.4 peripherer Arm  Membranarm Duarte et al., 1998

nuo29.9 peripherer Arm  Membranarm Duarte et al., 1995

nuo24 peripherer Arm  unvollstandiger Komplex | Almeida et al., 1999
ohne 24 kDa Untereinheit

nuo21.3a Membranarm peripherer Arm, Nehls et al., 1992
grol’e Membranarmvorstufe

nuo21.3b peripherer Arm  unvollstdndiger Komplex | Alves, Videira, 1994
ohne 21,3 kDa Untereinheit

nuo21.3c peripherer Arm  Membranarm Duarte, Videira ,2000

nuo21 peripherer Arm  unvollstandiger Komplex | Ferreirinha et al., 1999
ohne 21 kDa Untereinheit

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

nuo20.8 Membranarm peripherer Arm; da Silva et al., 1996
Membranarmvorstufen

nuo19.3 peripherer Arm  Membranarm Duarte et al., 2002

nuo12.3 Membranarm peripherer Arm, Membranarm Duarte et al., 1995
ohne 12,3 kDa Untereinheit

nuo10.4 Membranarm peripherer Arm, Krill, Diss., 1995
kleine Membranarmvorstufe

nuo9.8 nicht bekannt Keine nachweisbaren Marques et al., 2003

nuo9.6 peripherer Arm  Unvollstandiger Membranarm Schneider et al., 1995
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Durch Inaktivierung kernkodierter Untereinheiten des Membranarms wurden bisher
funf Mutanten mit einer gestorten Assemblierung des Membranarms hergestellt
(Tab. 2). Der periphere Arm wird noch vollstandig gebildet. Untersuchung dieser
Mutanten zeigte, dass der Membranarm seinerseits aus zwei zueinander
komplementaren Subkomplexen, der gro3en und der kleinen Vorstufe, gebildet wird.
Die grole Membranarmvorstufe umfasst funf mitochondrial kodierte und sechs
kernkodierte Untereinheiten. Zusatzlich ist dieses Assemblierungsintermediat des
Membranarms mit zwei Proteinen assoziiert, die im vollstandigen Komplex | nicht
gefunden wurden. Sie wurden CIA84 und CIA30 (complex | intermediate associated
protein) genannt, gemall des Wirkungsorts und der molekularen Masse (Abb. 10).
Durch Austausch von jeweils einem cia-Gen mit einer defekten Kopie, wurden
Mutanten hergestellt, die eine Anhaufung des peripheren Arms und nur der kleinen

Membranarmvorstufe zeigen (Kuffner et al., 1998).

| ciaa |
R CTED) | ClA84 [ N
P T

~11 UE GroRe Membranarmvorstufe\ _C:] | /

= :] ______ . ]

Kleine Membranarmvorstufe

Membranarm

Abb. 10: Assemblierungsschema von Komplex | in N.crassa (Schulte, 2001;
Erlauterungen siehe Text).

Die gezielte Manipulation des mitochondrialen Genoms ist in N. crassa bisher noch
nicht gelungen. Mutanten, denen einzelne mitochondrial kodierte Untereinheiten von
Komplex | fehlen, liegen nicht vor. Es wurde jedoch eine mitochondriale E35
,stopper® Mutante entdeckt, der zwei mitochondriale Gene (ND2 und ND3) von

Komplex | fehlen (de Vries et al., 1986). Der Mangel an diesen Untereinheiten
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verhindert die Assemblierung des Membranarms, hat jedoch keine Auswirkungen auf

die Bildung des peripheren Arms (Alves und Videira, 1998).

2.6 Ungezielte Mutagenese von Neurospora crassa

Im Gegensatz zur gezielten Mutagenese, die auf eine Geninaktivierung von
bekannten Komplex I-Untereinheiten beschrankt ist, kann die unspezifische
Mutagenese den Zugang zu weiteren Komplex I-Mutanten ermdglichen, die in Genen
betroffen sind, deren Produkte z.B. eine Rolle bei der Assemblierung und

Biosynthese spielen.

Mutationen treten sowohl spontan als auch unter Einfluss mutationsauslésender
Agenzien, sogenannter Mutagene, auf. Diese koénnen entweder energiereiche
Strahlung oder mutagene Chemikalien sein. Bei Pilzen sind vor allem Rontgen- und
UV-Strahlen zur Mutationsauslosung genutzt worden, da sie leichter zu handhaben
und besser zu dosieren sind (Lindegren, 1941). Der Angriff der mutagenen Agenzien
ist nicht auf die Kern-DNA beschrankt. Atmungsketten-Defekte durch Mutationen in
der mitochondrialen DNA wurden bei Neurospora (Malling, 1965), Schizo-
saccharomyces pombe (Raut, 1954) und Aspergillus nidulans (Arst et al., 1973)
erzeugt. Als Mutagene wurden u.a. Salpetrige Saure und N-Methyl-N"-Nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG) eingesetzt. Auch Nitrit bewirkt Mutationen auf der
mitochondrialen DNA (Sherman, 1964).

Als besonders mutagene energiereiche Strahlen haben sich UV-Licht von 280-
200 nm, Réntgen- und a-, B-, y-Strahlen erwiesen. AulRer Punktmutationen werden

dabei auch Chromosomen-Umordnungen ausgeldst (Lindegren, 1941).

Ultraviolette Strahlung ist ein starkes Mutagen, weil sie von den DNA-Basen direkt
absorbiert wird. Hauptsachlich werden kovalente Bindungen zwischen benachbarten
Pyrimidinresten  eines  Strangs  gebildet, wobei  Thymin-Dimere  oder
[6-4] Photoprodukte (Abb. 11; LeClerc et al.,1991; Sinha und Hader, 2002) gebildet
werden. Thymin-Thymin, Thymin-Cytosin und Cytosin-Cytosin Dimere werden mit
einer relativen Haufigkeit von 1,0 : 0,7 : 0,2 gebildet (Grossman et al., 1969). Ein

anderes Strahlungsprodukt, die Cytosinhydrate, tautomerisieren haufig zu einer
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Form, die sich mit Adenin paaren kann, wodurch es zu CG—TA-Transitionen kommt.
Sowohl die dimerisierten Cytosine als auch die Cytosinhydrate neigen durch
Desaminierung zur Uracil-Bildung. Bei direkt folgender Replikation fihrt dies auch zu

einer GC — AT-Transition.
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Abb. 11: Bildung von Photoprodukten benachbarter Pyrimidinbasen durch UV-
Strahlen. Dargestellt ist (A) Thymin-Thymin Zyclobutan-Pyrimidin Dimer, (B)
Thymin-Cytosin Dimer und (C) [6-4] Photoprodukt zweier Thymine.

Auf der Grundlage von Ruckmutations-Analysen einer Gruppe UV-induzierter
auxotropher Mutanten in N. crassa ergaben sich folgende Verhaltnisse der
verschiedenen Mutationsarten: 28 % A-T — G-C Transitionen, 8 % G-C — A-T
Transitionen, 7 % Transversionen, 27 % zuruckfallende Insertionen und Deletionen
(kleine Fragmentverschiebungen), 9 % Deletionen. Auch Segmentmutanten wurden
nach UV-Behandlung nachgewiesen. Bei 50 % Uberlebensrate wiesen ungefahr

10 % der Konidien chromosomale Abweichungen auf (Kilbey et al., 1971).

Einige Mutationen kdénnen in Organismen erkannt und durch Reparatursysteme
wieder ruckgangig gemacht werden. Nach Davis und de Serres (1970) ist in
N. crassa die Wahrscheinlichkeit, dass Mutationen repariert werden, sehr gering.
Neuere Studien bestatigten, dass im Vergleich zu Enzymen von anderen
Organismen, die Photolyaseaktivitdt eingeschrankt ist (Shimura et al., 1999).
Aulerdem fehlt N.crassa das Nucleotide Excision Repair-System (NER), ein
Enzymkomplex aus mehr als zehn Proteinen, das beschadigte DNA-Stellen erkennt
und herausschneidet (Aboussekhra et al., 1995; Takao et al., 1996). Stattdessen
wurde eine ATP-abhangige 5°-Endonuklease als alternativer Reparaturweg postuliert

(UVDE; UV damage endonuclease), der in Schizosaccharomyces pombe zusatzlich
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zum NER-System vorliegt (Takao et al., 1996; Yasui und McCready, 1998; Kanno et
al., 1999).

Die Beziehung zwischen Mutanten-Ausbeute und Strahlen-Dosis ist bei UV-Strahlen
komplexer als bei Rontgenstrahlen. Im niedrigen Dosis-Bereich wird eine nahezu
lineare Zunahme der Mutationshaufigkeit gefunden. Bei hohen Dosen tritt ein
Ruckgang der Mutantenausbeute ein. Das wird mit der Treffertheorie erklart.
Demnach haben UV-Quanten eine zu niedrige Energie, um mit nur einem ,Treffer”
eine letale Mutation zu induzieren. Daher werden letale Mutationen mit einer
grolieren Wahrscheinlichkeit in bereits geschadigten Zellen, als in intakten induziert.
Das bedeutet, dass ab einer bestimmten Strahlen-Dosis mehr Zellen getotet als neue
Mutanten gebildet werden und damit der Anteil an Mutanten unter den Uberlebenden
Zellen abnimmt (Kaplan, 1957). Fur die Festsetzung der Strahlendosis fur eine
ungezielte Mutagenese von N.crassa Makrokonidien muss jedoch auch die

Auspragung der Mutantenphanotypen in Heterokaryoten berucksichtigt werden.

2.6.1 Auspragung der Phanotypen

Theoretisch sind alle erblichen Merkmale eines Organismus mutierbar. Soweit
induzierte Mutationen zu einer phanotypischen Auspragung fuhren, betreffen sie in
der Regel Schadigungen eines Genproduktes und sind daher rezessiv. N. crassa ist
haploid, deshalb werden rezessive Mutationen nicht durch dominante Allele des
selben Kerns maskiert und der Phanotyp der Mutation wird in einkernigen Zellen

sichtbar.

Die Entdeckung von Mutanten wird allerdings durch Dominanzwirkungen in
Heterokaryoten erschwert. Dieser Fall tritt ein, wenn man multinukleare
Makrokonidien von N. crassa zur Erzeugung von Mutanten verwendet. Falls nur ein
Kern der Zelle mutiert ist, kann dessen Phanotyp infolge von Rezessivitat unentdeckt
bleiben. Komplementationen treten auch auf, wenn zwei Kerne, die sich in einer Zelle
befinden, an verschiedenen Stellen des genetischen Materials mutiert sind. Der
durch die Mutation bedingte Funktionsverlust des einen Genoms wird durch die

entsprechende nicht mutierte Stelle des Partner-Genoms ausgeglichen. Das
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heterokaryotische Mycel zeigt dann den Phanotyp der Wildform. Zum ersten Mal
wurde dieses Phanomen bei Mangelmutanten (auxotrophe Mutanten) von N. crassa
beobachtet (Beadle and Coonradt, 1944). Sogar homoallele Mutanten kdnnen sich in
bestimmten Kombinationen komplementieren (Fincham und Pateman, 1957; Suyama
et al., 1959). Als Resultat einer solchen wechselseitigen Erganzung des genetischen
Materials von Defektmutanten entstehen Wildtyp-phanotypische Stamme, und die
Zahl der direkt nachweisbaren Mutationen ist verringert.

Bei N. crassa ist es mdglich, Dominanzeffekte in Heterokaryoten zu vermeiden,
indem man Mutantenstamme verwendet, die nur die einkernigen Mikrokonidien
bilden. Die Mikrokonidien haben jedoch langere Wachstumszeiten und ihre
Handhabung ist durch die dunnere Zellwand und das Aneinanderkleben erschwert
(Fincham et al., 1979; Ebbole und Sachs, 1990).

In fruheren Arbeiten von Beadle und Tatum (1945) wurden Neurospora-Konidien mit
UV-Licht bestrahlt und die Klone, welche sich aus Uberlebenden Konidien
entwickelten, mit dem Wildstamm gekreuzt. Die homokaryoten, haploiden Sporen
eines Ascus wurden durch entsprechende Testverfahren geprift. Eine wesentliche
Arbeitserleichterung bedeutet der Verzicht auf die Kreuzung vor dem Test. Dabei
werden nur solche Myzelien mit dem Wildstamm gekreuzt, fur die auf Grund von
Wachstumtests bereits ein Defekt nachgewiesen ist. Die Anzahl der zu
untersuchenden Klone wird dadurch zwar um ein mehrfaches vergréfRert, was jedoch
in Kauf genommen wird, besonders wenn das Testverfahren leicht durchzuflhren ist,
z.B. bei auxotrophen Mutanten. Die Selektion der mutierten Zellen durch
Einzelprifung unter einer grolen Anzahl von Konidien ist allerdings mihsam. Fur die
effiziente Identifizierung ist die gezielte Anreicherung der gesuchten Mutanten
hilfreich.

2.7 Filtrations-Anreicherungsverfahren

Die Herstellung und lIsolierung von ungezielt erzeugten Mutanten kann in drei
Schritte gegliedert werden: ungerichtete Mutagenese, Anreicherung ausgerichtet auf

den Phanotyp und Identifizierung der gesuchten Mutanten. Zur Anreicherung wurde
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fur N. crassa das ,Filtrations-Anreicherungs“-Verfahren entwickelt (Case, 1963). Es
erfordert ein Selektionsmedium, in dem die Auskeimungsrate der gesuchten
Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp und anderen Mutanten stark vermindert ist. Aus
Flissigkulturen, die mutagenisierte Konidien enthalten, werden die ausgekeimten
und zu Hyphen herangewachsenen Konidien mittels sukzessiver Filtration durch
Glaswolle entfernt, wahrend die noch nicht ausgekeimten Konidien der gewunschten
Mutanten durch die Glaswolle passieren und so im Filtrat angereichert werden.
Anschlie®end werden sie auf Agarplatten, die das fur das Wachstum der Mutanten

erforderliche Medium enthalten, angezogen (Davis und de Serres, 1970).
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2.8 Induzierbarer ga Promotor

In dieser Arbeit wurde ein regulierbarer Promotor flr N. crassa bendtigt. Einer der
wenigen, charakterisierten, induzierbaren Promotoren in N. crassa ist der qa-
Promotor, der die Bildung von Enzymen des Chinasaure-Katabolismus steuert.
Chinat und Shikimat konnen von vielen Pilzen als alternative Kohlenstoffquelle
genutzt werden. Der Abbau dieser Komponenten fuhrt Uber Protocatechuat zu
Succinat und Acetat (Abb. 12; Griffin, 1994; Keller und Hohn, 1997).

. N S— Protocatechuasdure
Chinasaure Shikimisdure

QA SA PCA
COOH
HO COOH COOH
HO :: OH HO/@OH HO
OH OH OH
QA/SA DHS
Dehydrogenase Dehydratase
qa-3 ga-4
COOH
HO COOH
Kathabolische
—
Dehydrochinase
(e} ga-2 ) OH
OH OH
5'-Dehydrochinasaure 5'-Dehydroshikimisdure
DHQ DHS

Abb. 12: Chinat/Shikimat Katabolismus in N. crassa. ga-2, qa-3 und qa-4 stellen die
kodierenden Gene der entsprechenden, induzierbaren Enzyme dar.
Protocatechuasaure wird zunachst zu Carboxymuconat und dann in
weiteren Schritten zu Succinat und Acetat umgesetzt.

In N. crassa sind funf Strukturgene und zwei regulatorische Gene bei der Nutzung

von Chinasaure als Kohlenstoffquelle involviert. Alle sieben Gene sind eng verknUpft

und bilden das qa-Gencluster (Abb. 13; Giles et al., 1985), das ein kontinuierliches

DNA-Segment von 17,3 kBp einnimmt. Drei Genpaare werden divergierend

transkribiert. Die zwei regulatorischen Gene befinden sich am Ende des Clusters und

kodieren einen Aktivator (QA-1F) und einen Repressor (QA-1S). Drei Strukturgene

(ga-2, ga-3 und ga-4) kodieren Enzyme, die den Katabolismus von Chinasaure

katalysieren (Abb. 12). Ein Strukturgen (qa-y) kodiert fur eine Chinat-Permease. Die

Funktion des funften Gens ist noch unklar.
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qa-x qa-2 qa-4 qa-y qa-3 qa-15% qa-1F

— — — — o

s TP |

Abb. 13: Genorganisation im ga Cluster von N. crassa. Kodierende Bereiche sind als
Pfeile dargestellt, zwei regulatorische Gene (schwarze Pfeile) und funf
Strukturgene (weilke Pfeile).

Den groften Beitrag zum Verstandnis der Regulation haben Untersuchungen von
ungezielt erzeugten Mutanten erbracht, die Chinasaure nicht als Kohlenstoffquelle
nutzen koénnen. Mutagenisierte Konidien wurden einer Filtrations-Anreicherung
unterzogen, wobei im Selektionsmedium Chinasaure als einzige Kohlenstoffquelle
zur Verfugung stand. Dabei wurden Mutanten mit Defekten in den verschiedenen
Genen des qa-Clusters, isoliert. Einzig ga-y, das fur eine Chinat-Permease kodiert,
war nicht betroffen. Spatere Studien mit einer ga-y-Mutante, die durch homologe
Rekombination mit einer defekten Genkopie, erzeugt wurde, zeigten einen zwar
eingeschrankten, aber ausreichenden Chinasaure-Transport in die Zelle (Whittington
et al., 1987; Giles et al., 1991).

Die Kontrolle des qa-Systems findet auf der Ebene der Transkription statt (Patel et
al., 1981). Der Aktivator bindet an konservierte, regulatorische Sequenzen 5° von
den ga-Genen und aktiviert die Transkription der Strukturgene, seines eigenen Gens
(autoreguliert) und die des Repressors ga-1S. Bei Abwesenheit des Induktors
Chinasaure bilden der Repressor und der Aktivator einen inaktiven Komplex,
wodurch eine Aktivierung der Transkription unterdrickt wird. Chinasaure bindet an
den Repressor und der Aktivator kann die Expression der ga-Gene einleiten (Giles et
al., 1991).

Das Aktivatorprotein wechselwirkt an spezifischen Bindestellen der DNA. Diese
wurden als symmetrische 16 Bp Sequenzen in den 5 -flankierenden Regionen der ga
Gene identifiziert. Insgesamt wurden 14 Aktivatorbindestellen im Cluster gefunden.
Die Promotoren der ga-Gene in Verbindung mit QA-1F-Bindestellen kdnnen in
N. crassa zur kontrollierten Transkription von klonierten Genen genutzt werden. Der
induzierbare ga-2 Promotor wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen verwendet
(Campell et al., 1994).
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2.9 Ziel und Strategie der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Ausarbeitung eines Verfahrens zur Isolierung ungezielt
erzeugter Komplex I-Mutanten von N. crassa. Dazu ist die effiziente Selektion aus
der Vielfalt von mutierten Konidien nach einer ungezielten Mutagenese notwendig.
Voraussetzung dafur ist zum Einen eine einfach zu bestimmende Eigenschaft von
Komplex I-Mutanten, die eine Unterscheidung von Wildtyp und anderen Mutanten
erlaubt. Zum Anderen ist eine gezielte Anreicherung von Komplex I-Mutanten wichtig
um die Zahl der zu untersuchenden Klone einzuschranken. Fur die Filtrations-
Anreicherung mussen Bedingungen verflugbar sein unter denen das Auskeimen von
Komplex I-Mutanten zunachst moglichst spezifisch unterdrickt wird und nach der

Anreicherung muss die Hemmung wieder aufgehoben werden.

Komplex I-Mutanten besitzen nur einen wenig charakteristischen Phanotyp, da der
Elektronentransfer von NADH zu Ubichinon von der internen, alternativen NADH
Dehydrogenase ubernommen wird. Die fehlende Energiekonservierung fuhrt nur zu
geringen EinbulRen im Wachstum. Das Fehlen von Komplex | hat jedoch deutlichere
Auswirkungen, wenn der Elektronenfluss durch die Atmungskettenkomplexe Il und
IV beeintrachtigt ist. Dann mangelt es den Komplex I-Mutanten an ATP. Gestutzt
durch die schon festgestellte Antimycinsensitivitat von Komplex I-Mutanten (Rakatzi,
Diplomarbeit, 1998), wird dadurch auch die Blockierung der Auskeimung erwartet.
Zur Selektion sollten die Kultivierungsbedingungen deshalb so gewahlt werden, dass
der Elektronenweg von Ubichinon auf Sauerstoff Uber die nicht-protonenpumpende
alternative Ubichinol Oxidase verlauft. Um das zu erreichen, bieten sich der Entzug
eines essentiellen Stoffes zur Bildung der Komplexe, wie z.B. Kupfer fir Komplex 1V,
Hemmstoffe, wie z.B. Antimycin fir Komplex Ill, oder eine genetische Inaktivierung
von Komplex Ill oder IV an. Zur Uberpriifung der Eignung zur Selektion von
Komplex I-Mutanten wurde der Einfluss eines Komplex |-Defekts auf das Wachstum

und Auskeimungsverhalten von Konidien unter diesen Bedingungen untersucht.

FiUr die notwendige Charakterisierung der Klone sollten Tests entwickelt werden, die
eine routinemafige Prufung auch vieler Klone mit vertretbarem Zeitaufwand erlaubt.
Erst nach einer Auswahl interessanter Klone sollte eine zwar eindeutige aber auch

aufwendige Identifizierung von Komplex I-Mutanten in Frage kommen.

33



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Medien und Lésungen

Luria-Broth (LB): 10 g/l Casein-Hydrolysat
10 g/l NaCl
5 g/l Hefe-Extrakt
15 g/l Agar (optional)

LB/Amp: LB-Medium

100 mg/l Ampicillin
Vogels Minimalmedium: 3 g/l Natriumcitrat
(Vogel, 1956) 5 g/l KH,POq4

2 g/l NHsNO3

0,29/l MgS0O47 H,O
0,19/l CaCl,2 H,0O
5 yl Biotin
0,1ml Spurenelementldsung
20 g/l Saccharose

Agarmedium Vogels Minimalmedium
16 g/l Agar
15 g/l Sorbose

Antimycin-Selektionsmedium: Vogels Minimalmedium
5 g/l Saccharose
3 mg/l Antimycin

Antimycin-Agarplatten: Antimycin-Selektionsmedium
4,5 g/l Sorbose (nach Autoklavierung zugegeben)
16 g/l Agar

Kreuzungsmedium: 1 g/l KNO3

(Westergaard, 1947) 0,7g/l KzHPO4

0,59/ MgSO47 H,O

0,19/l CaCl,2 H,0O

0,1g/l NaCl

O,5g/| KH2P04

5 ug/l Biotin

0,1ml Spurenelementldsung
15 g/l Saccharose

16 g/l Agar

pH 6,5

Spurenelementldsung: 50 g/l Citronensaure
(Davis und de Serres, 1970) 50 g/l ZnSO47 H,0O
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Transformationsplatten:

Topagarose:

DNA-Probenpuffer 5x:

Protein-Probenpuffer 4x:

Kammerpuffer:

Isolationspuffer:

Lysepuffer:

PBS:

2,59/I CUSO4'5 Hzo

O,5g/| H3BO3

10 g/l Fe(NH4)(SO4)26 H20
0,5g/l MnSO4

20 ml/I 50 x Vogelsmedium

5 ug/l Biotin

1 M Sorbit

0,1 ml/l Spurenelementldsung
15 g/l L-Sorbose

20 g/l Saccharose

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8
16 g/l Agar

0,5 mg/l Benomyl

0,7 % (w/v) Low Melting Agarose
20 ml/I 50 x Vogelsmedium

5 ug/l Biotin

1 M Sorbit

0,1 ml/l Spurenelementlésung
15 g/l L-Sorbose

20 g/l Saccharose

50 % (v/v) Glycerin

0,25 % (w/v) Bromphenolblau

0,25 % (w/v) Xylencyanol

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

1 M Saccharose

200 mM Tris-Acetat, pH 6,8

5mM EDTA

7 mM Dithioerytritol (DTE)

5 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)
0,1 % (w/v) Bromphenolblau

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

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

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

130 mM NaCl
2,7 mM KCI
6,5 mM K;HPO,
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PBST:

SOB (Hanahan, 1983):

SSC:

STET:

TB :

TBE:

TE:

1,5 mM KH2P04
PBS mit 0,1 % Tween-20

2 % Casein-Hydrolysat
1,5 % Hefe-Extrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOy, pH 6,7-7,0

150 mM NaCl
15 mM Na-Citrat, pH 7,2

8 % Saccharose

50 mM Tris-ClI, pH 8,0
50 mM EDTA

5 % Triton-X-100

10 mM Pipes [1,4 Piperazinbis(ethansulfonsaure)]
55 mM MnCl;

15 mM CaCl,

250 mM KCI

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

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

3.2  Mikroorganismen, Vektoren und Oligonukleotide

Mikroorganismen
E. coli

N. crassa

pd

. Crassa

Z

. Crassa

Z

. Crassa

Vektoren
pCSN43
pMY X2
pUCO5c

DH5a (Hanahan, 1983)

Wildtyp SL 74 OR23 1A (FGSC 987)
Wildtyp SL 74 OR8 1a (FGSC 988)
Mutante nuo20.9 (Krull, 1995)

Mutante uco5 (Nehls, unveroffentlicht)

(Staben et al., 1989)
(Campbell et al., 1994)

(Nehls, unveroffentlicht)
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Oligonukleotide
MYX2-Ascl 1  5-TTGGCGCGCCGGGGATCCACTTAACG-3’
MYX2-Ascl 2 5-TTGGCGCGCCGGGTACCTCTGGTTGG-3"
cDNA-Ascl 1 5-TTGGCGCGCCATGGCGCCCGTCTCGATCG-3"
cDNA-Ascl 2 5-TTGGCGCGCCTTAACCAATGACAAGCTTGCCC-3’
FeS-cDNA | 5-ATGGCGCCCGTCTCGATCG-3’
FeS-cDNA I 5-TTAACCAATGACAAGCTTGCCC-3’

hyg | 5-CTGAACTCACCGCGACGT-3’

hyg Il 5-GGGCGTCGGTTTCCACTAT-3’

ben | 5-GGGATCCACTCGACGAAGTAGG-3’
ben Il 5-TCCAGCTCGAGCGCATGAACG-3’

3.3  Anzucht der Mikroorganismen

Zur Anzucht von E.coli wurden 4 ml LB- bzw. LB/Amp-Medium mit einer
Bakterienkolonie angeimpft und dber Nacht bei 37 °C unter Schutteln inkubiert. Diese
Ubernachtkulturen wurden zum Animpfen groRerer Kulturen zur analytischen
Plasmidisolierung oder zum Anlegen von Stammkulturen verwendet. Stammkulturen

wurden in 50 % (v/v) Glycerin bei -70 °C gelagert.

Zur Gewinnung von N. crassa Makrokonidien wurde 3 ml Vogels-Medium mit 1,5 %
(w/v) Agar in 8 ml Reagenzglasern mit Makrokonidien oder Hyphen angeimpft, 2 - 8
Tage unter Belichtung bei 28 °C inkubiert und anschlieBend bei 4 °C gelagert
(Sebald et al., 1979). Bei Anzucht der Mutante nuo20.9 wurde dem Medium 150 mg/I
Hygromycin B zugegeben. Das Wachstum in Flussigkultur erfolgte in 100 - 1000 ml
Schuttelkulturen (Vogels-Medium) 16 h lang unter Belichtung bei 28 °C (Weiss et al.,
1970; Davis & de Serres, 1970). Durch Abfiltrieren mit einem Buchnertrichter unter
Wasserstrahlvakuum wurden die Hyphen geerntet und zur Lagerung bei -70 °C
eingefroren. Bei einer Kultivierung auf Agarplatten wurde dem Medium 1,5 %
Sorbose zugegeben. Sorbose hemmt das Wachstum des Pilzes und bewirkt ein
koloniales Wachstum auf den Platten (Brockman et al., 1963). Die Kultivierung der
Mutante uco5 bendtigte eine 5 fache Inkubationszeit. Zur Induktion des qa2-

Promotors wurden 0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8 zugesetzt.
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Ascosporen wurden in Petrischalen auf Kreuzungsmedium gewonnen. Die
Agarplatten wurden mit Makrokonidien zweier Stamme mit unterschiedlichem
Paarungstyp angeimpft, fur 14 Tage bei 24 °C im Dunklen kultiviert und anschlie3end
die Petrischalen fur 5 -7 Tage bei 28 °C unter Belichtung inkubiert. Die an den
Deckeln haftenden Ascosporen wurden in sterilem H,O suspendiert und bei 4 °C
gelagert. Sie wurden auf Sorbosemedium ausplattiert, bei 60 °C 2 — 4 h hitzeaktiviert
und anschlie®end fur 2 - 3 Tage bei 28 °C inkubiert. Die gebildeten Kolonien wurden

einzeln in Agarrohrchen Ubertragen.

3.3.1 Kultivierung von N. crassa unter Kupfer-limitierten Bedingungen

Alle Glasgerate fur die Kupfer-limitierten Losungen wurden Uber Nacht in 5%
Detergenziosung (RBS 35, Carl Roth OHG) eingelegt und anschliefend
nacheinander fur 30 min in konzentrierter Salzsdure und 1 % EDTA getaucht. Nach
jedem Schritt wurde mehrmals grindlich mit bidestilliertem Wasser gespult (Schwab,
1973; Giorgio et al.,, 1963). Vogelsminimalmedium (ohne Spurenelementldsung)
wurde in 20-facher Konzentration angesetzt und auf zwei Arten ihres Kupfers
entzogen. AnschlieBRend wurde Spurenelementldosung ohne  Kupfersulfat
hinzugegeben. Die eingesetzten Salze hatten analytischen Reinheitsgrad. Die
verdunnten Saccharose-haltigen sterilen Vogelsmedien wurden mit verminderten

Konidienmengen (5-10* Konidien pro ml) angeimpft.

Zum Kupferentzug wurde als Chelat-Kationen-Austauscher Chelex 100 (200 - 400
mesh, BioRad) verwendet, das nach Herstellervorschrift in die Ca®*-Form Uberfiihrt
wurde (Abdullah et al., 1972). Das Vogelsmedium-Konzentrat wurde mit einer
Flussgeschwindigkeit von 100 ml/h durch die Saule (0,8 x 6 cm) gepumpt (Schwab,
1973). Alternativ wurde Kupfer durch Extraktion nach Martens und Githens (1952) mit
Zink Dibenzyldithiocarbamat (DBDC) in Tetrachlorkohlenstoff aus sauren Losungen
extrahiert. 11 20-fach konzentriertes Medium wurde dafur in einem 2 | Erlenmeyer-
kolben angesetzt und mit 2 ml einer 12 N HCI-Lésung versetzt. Nach Zugabe von
25 ml 0,015 % (w/v) DBDC-LOsung in CCls wurde der Kolben fur 45 min bei 250 upm
geschuttelt. Die untere Phase wurde mit einer Glaspipette abgenommen und die

Extraktion zwei mal wiederholt. Um Reste von DBDC zu extrahieren, wurde die
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wassrige Losung kurz mit 25ml CCls gewaschen. AbschlieBend wurde mit

Ammoniak der pH-Wert eingestellt (Giorgio et al., 1963).

3.3.2 Zuckerbestimmung mittels Dinnschichtchromatographie

Auf Silica-Gel 60 DC-Platten (20-10 cm, Merck) wurden jeweils 2 ul Kulturiberstand
punktférmig mit einem Abstand von ca. 1 cm aufgetragen. AnschlielRend wurde die
DC-Platte einige Minuten an der Luft getrocknet und in eine Trogkammer
(Laufkammer) mit 50 % Ethylacetat, 20 % Ethanol (96 %ig), 10 % Essigsaure
(60 %ig) und 10 % gesattigte Borsaure gestellt. Die Entwicklung der DC-Platte mit
dem Laufmittel dauerte 30 - 40 min. AnschlieBend wurde die Platte getrocknet, bis
kein Essigsaure-Geruch mehr vorhanden war. Zur Visualisierung und Lokalisierung
der Zucker wurde eine Thymol-Losung (0,5 g Thymol; 95 ml Ethanol (96 %ig); 5 ml
konz. HySO4) durch Eintauchen der DC-Platte (3s) aufgetragen. In einem
Trockenschrank wurde die Platte 10 min bei 110 °C erhitzt. Danach erschienen die
Zucker als violette Banden. Durch Auftragung von Saccharoseldsungen mit
definierter Konzentration konnten nach Vergleich der Farbintensitat und der R: -

Werte sowohl qualitative als auch halbquantitative Aussagen gemacht werden.

3.4 Praparation und Auftrennung von Mitochondrienproteinen aus N. crassa

2-3g Hyphen aus 250 ml Flussigkultur (Vogels Medium mit 2 % Saccharose)
wurden mit 5 ml Isolationspuffer im Morser gleichmallig zerrieben. Zusammen mit
15 ml Glasperlen wurde die Masse in ein 70 ml-Kugelmuhlengefaly gegeben, mit
Isolationspuffer auf 50 ml aufgefillt und durch 10 s schitteln in der Kugelmuhle
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 17000 g (13000 upm, Rotor JS-13.1,
Beckmann Kiuhlzentrifuge J2-21) sedimentierte die Mitochondrien (Weiss et al.,
1970). Das Sediment wurde entweder in 300 pl zuckerfreiem Isolationsmedium oder

in 500 pl Reaktionsmedium aufgenommen und bei -70 °C gelagert.
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FUr die Solubilisierung der Mitochondrienmembranproteine wurde 0,8 ml der
Mitochondriensuspension in Isolationsmedium in ein Eppendorfgefald mit 0,4 ml 20 %
(w/v) Triton X-100 versetzt und das Gemisch 10 min bei 14000 upm zentrifugiert. Mit
dem Uberstand wurde ein 5-25% (w/v) Saccharosegradient (12 ml
Ultrazentrifugenrohrchen) Uberschichtet und bei 150000 g (36000 upm, TST 41.14,
Kontron Centrikon 2060 Ultrazentrifuge) 16 h zentrifugiert. Die Zuckergradienten

wurden danach in 1 ml Portionen fraktioniert.

3.5 Verschiedene proteinchemische und analytische Methoden

Die enzymatische Aktivitat des Komplex | wurde mit Hilfe der NADH-Ferricyanid
Redoxaktivitat bestimmt (Friedrich et al.,1989). Dafur wurde die Oxidation von NADH
durch Kaliumhexacyanoferrat (KsFe(CN)s) photometrisch bei 410 nm gemessen. Das
Reaktionsgemisch enthielt 10 pl der Probe in 1 ml Messpuffer (50 mM Tris-Cl pH 7,5;
0,05 % Triton X-100), 1 mM KsFe(CN)s und 0,1 mM NADH. Die zeitliche
Extinktionsanderung wurde bei Raumtemperatur mit einem Shimadzu UV 120-02-
Spektralphotometer bestimmt. Der molare Extinktionskoeffizient fir Ks;Fe(CN)es

betragt €410 nm= 1 mM'cm™.

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.

Zur Bestimmung der Atmungsaktivitdt der isolierten Mitochondrien wurden 0,2 -
1,0 mg Mitochondrienprotein in einem auf 30 °C temperierten 1,5 ml Reaktionsgefaf
mit Succinat (10 mM) als Substrat bei Anwesenheit verschiedener Hemmstoffe
inkubiert und der Sauerstoffverbrauch mit einer Clark-Elektrode (Gilson) verfolgt
(Weiss et al., 1970). Als Hemmstoffe wurden 1 yM Antimycin A, 1 mM KCN oder
2 mM SHAM eingesetzt.

Zur spektroskopischen Bestimmung der Cytochrome a, b und ¢ wurden 300 pl der
Mitochondriensuspension mit 300 uyl 10 % Triton X-100 versetzt, homogenisiert und
12 min bei 14000 g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde 3-fach verdinnt und das Absorptionsspektrum von 500 nm bis 650 nm erst der
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unbehandelten oxidierten Probe und nach Zugabe von einigen Kérnchen Dithionit
der reduzierten Probe aufgenommen. Der Cytochromgehalt wurde aus dem
Differenzspektrum (dithionitreduzierte Form minus Iuftoxidierte Form) mit den
Extinktionskoeffizienten fiir Cytochrom aas, €s0snm =23 mM'cm™, Cytochrom b,

gs6onm = 20 mM'ecm™, und Cytochrom c, €ss50nm = 19 mM™'cm™, berechnet.

Zur Westernblot Analyse wurden zu je 20pl Proben mit 150 -500 ug
Mitochondrienprotein 30 pl Probenpuffer zugegeben, die Suspension etwa 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert, durch SDS-PAGE mit einem 3 % Sammel- und einem
16 % Trenngel (Laemmli, 1970) bei 180 V und 35 mA in 16 bis 18 h aufgetrennt und
in einer Tank-Blot-Apparatur in Blotpuffer auf Cellulosenitratmembranen (Schleicher
& Schuell) bei 4 °C und 1 mA pro cm? fiir 1 - 3 h transferiert (Towbin et al., 1979). Die
Membran wurde anschlie®end 1 h in PBS mit 3 % (w/v) Magermilchpulver, dann
5 min mit PBST gewaschen und anschlieRend 2-4h mit einem polyklonalen
Antiserum gegen die 20,9 kDa Untereinheit des Komplex | in einer Verdinnung von
1:1000 in PBST mit 3 % (w/v) Rinderserumalbumin inkubiert. Nach grindlichem
Waschen mit PBST wurde die Membran, 1 h in PBST mit 1:3000 verdinnten
Protein A-Meerettichperoxidase-Konjugat (Zymed) geschuttelt. Nach erneutem
Waschen mit PBS und 50 mM Natriumphosphatpuffer pH 7,4 wurden die
Proteinbanden 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).

3.6  Transformation von Mikroorganismen

Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen wurden 1000 ml SOB-Medium mit 200 ul
einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 18 °C unter starkem Schitteln bis zu einer
ODeoo von 0,6 angezogen. Die Zellen wurden 10 min auf Eis inkubiert, anschliel3end
durch Zentrifugation (4 °C, 2500 g, 10 min) sedimentiert, in 80 ml TB resuspendiert,
erneut nach zehnminutiger Inkubation auf Eis abzentrifugiert und in 20 ml TB
aufgenommen. Nach Zugabe von Dimethylsulfoxid bis zu einer Endkonzentration von
7 % wurden die Zellen in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei —70 °C
gelagert. Zur Transformation wurden 200 uyl der kompetenten Zellen aufgetaut, mit

10 - 200 ng Plasmid-DNA versetzt und fur mindestens 15 min auf Eis inkubiert. Die
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Transformationsansatze wurden 90 s auf 42 °C erhitzt und auf Eis gekihlt. Nach
Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde 1 h bei 37 °C geschuttelt. Die Bakterien wurden
kurz abzentrifugiert, in 50 - 150 yl LB-Medium resuspendiert und auf LB/Amp-

Agarmedium ausplattiert. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zur Transformation von N. crassa wurden mehrere Schragagarkulturen mit je 2 ml
1 M Sorbit suspendiert. Die Konidienkonzentration wurde durch Zahlen in einer
Thomakammer bestimmt und auf 6:10% Konidien pro ml eingestellt. Die Zellwande
wurden mit 20 mg/ml Lysing Enzymes (Sigma L-1412) fir 2 h bei 28 °C unter
leichtem Schitteln abgebaut, die Protoplasten fir 5 min bei 1000 g (Eppendorf
Tischzentrifuge 5415C) abzentrifugiert und anschliefiend zweimal mit 1 M Sorbit und
einmal mit 1 M Sorbit, 1% PEG 3350 gewaschen. Die Konzentration der
Protoplasten wurde bestimmt und auf 2:10% pro ml eingestellt. Je 400 ul dieser
Suspension wurden mit 4 ug DNA fur 20 min auf Eis inkubiert und 3 mal im Abstand
von je 1 min elektroporiert (750V, t =250 us, Eppendorf Multiporator). Nach
zwanzigminutiger Kuhlung auf Eis wurde 1 ml Vogels-Medium mit 1 M Sorbit
zugegeben und mindestens 1 h bei 28 °C geschduttelt. Die Transformationsansatze
wurden jeweils mit 10 ml Topagarose (0,7 % Low Melting Agarose, BioRad)
gemischt, auf Transformationsplatten ausplattiert und 3 - 7 Tage bei 28 °C inkubiert.
Die einzelnen Transformanden wurden mit einer sterilen Platinnadel auf

Schragagarrohrchen mit Chinasaure ubertragen.

3.7 DNA Isolierung

Die Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli erfolgte in Anlehnung an die Boiling-
Lysis-Methode (Holmes und Quigley, 1981). 1,5 ml einer Ubernachtkultur von E. coli
wurden 30 s bei 14000 g (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) zentrifugiert und die
sedimentierten Bakterien in 500 ul kaltem STET-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe
von 20 pl Lysozymldsung (50 mg/ml in TE-Puffer) wurde der Ansatz 15 min auf Eis,
3 min in kochendem Wasser und wieder 5 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde
15 min bei 14000 g zentrifugiert und das Sediment mit einem Zahnstocher aus den
Eppendorfgefall entfernt. Die Plasmid-DNA wurde mit 500 pl Isopropanol 10 min bei
-20 °C gefallt, durch 15 min Zentrifugation bei 14000 g sedimentiert. Die getrocknete
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DNA wurde in 50 pl Wasser aufgenommen. Fir die Plasmidisolierung im grof3en
MafRstab wurden die Zellen aus einer 50 ml LB/Amp-Ubernachtkultur geerntet und

die DNA mit dem Plasmid Midi Kit (Qiagen) nach Herstellervorschrift isoliert.

Zur |solierung von genomischer DNA aus N. crassa wurde 300 -500 mg
(Feuchtmasse) frisches, in flissigem Stickstoff schockgefrorenes Mycel fein
gemorsert und in ein 2 ml Safelock-Eppendorfgefall mit 0,9 ml Lysepuffer versetzt
und 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.
Die Trennung der Phasen wurde durch 2 minutige Zentrifugation (Eppendorf
Tischzentrifuge 5415C) erhalten. Anschlielfend wurde die DNA mit einem Volumen
Isopropanol gefallt und abzentrifugiert (10 min, 14000 g). Das DNA-Sediment wird
mindestens eine Stunde an der Luft getrocknet und in 50-100 yl Wasser
aufgenommen. Die DNA wird mit zwei Volumen Ethanol und 1/10 Volumen 5 M
NaCl-Lésung erneut gefallt. Nach Sedimentierung und Trocknung wird das DNA-

Sediment anschlie3end in 50 - 100 pyl Wasser mit 1 uyg/ml RNAse A aufgenommen.

3.8 Molekularbiologische Methoden

Zur Southernblot Analyse wurde die DNA elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Agarosegele wurden jeweils 1 h in konz. HCI-L6ésung und anschliellend in 0,4 M
NAOH geschwenkt. Aus Agarosegelen wurden die DNA-Fragmente auf
Nylonmembranen (Biodyne B, Pall) mit 250 mM Na-Phosphat, pH 7,2, Gber Nacht bei
Raumtemperatur Ubertragen (Southern, 1975). Die radioaktive Markierung wurde mit
[0*?P]-ATP (3 Ci/mmol) nach der Methode von Feinberg und Vogelstein (1983)
durchgefuhrt. Nach dem Transfer wurde die Nylonmembran mit 250 mM Na-Phospat,
pH 7,2, 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 Uber Nacht unter den gleichen Bedingungen
hybridisiert (Church und Gilbert, 1984). Die Nylonmembran wurde anschlieend 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 Bioanalyzer Fuji BAS 1800 durchgefuhrt.
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Die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente durch die Polymerase-Kettenreaktion
wurde mit einem GeneAmp 2400 Thermocycler (Perkin-Elmer) in einem
Gesamtvolumen von 50 yl in dinnwandigen 200 pyl Reaktionsgefalien (Biozym
Diagnostik GmbH) durchgefuhrt (Mullis und Faloona, 1987). Verwendet wurden der
10 x Expandpuffer und der Enzymmix des Expand Long Template PCR System
(Roche). 50 - 200 ng DNA wurden als Matrize mit je 100 pmol Oligonukleotid-Primer
und 0,8 pl Enzymmix in Expandpuffer mit 1,75 mM MgCl, 5 min bei 95 °C
denaturiert. Es wurden unter variierenden Bedingungen 20-30 PCR-Zyklen
durchgefuhrt. Nach Beendigung der Zyklen wurde zur vollstandigen DNA-Synthese
10 min bei 72 °C inkubiert. Bei praparativen Ansatzen wurde die amplifizierte DNA

aus einem 0,8 % Agarosegel mit dem QIAEX Il Kit (Qiagen) gereinigt und isoliert.

Zur Restriktion wurden Ansatze von 0,2 -2 uyg Plasmid oder genomischer DNA
wurden in 20 yl Gesamtvolumen mit 5 - 10 U Restriktionsenzym fir 1 - 4 h gespalten.
Restriktionen im groRen Malistab wurden in 50 - 100 yl Gesamtvolumen mit 5-10 U

Restriktionsenzym pro ug DNA fur 1 - 4 h durchgefuhrt.

Zur Dephosphorylierung (Sambrook et al., 1989) wurde linearisierte DNA in
Dephosphorylierungspuffer (Roche) aufgenommen und mit 1 U alkalischer
Phosphatase (Roche) pro 100 pmol DNA 1 h bei 37 °C inkubiert. Nach erneuter
Enzymzugabe wurde 1 h 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 pmol 5'-Enden bei 37 °C fur 30 min inkubiert
und anschlie3end durch Gelelektrophorese gereinigt (Sambrook et al., 1989).

Zur Ligation wurden linearisierte DNA-Fragmente in einem molaren Verhaltnis des
Inserts zu Vektor von 3:1 eingesetzt. Die DNA wurde mit 1-2pul 10 x
Ligationspuffer und 1 U T4 DNA-Ligase (Roche) in einem Gesamtvolumen von 10 -
20 pl durchgefuhrt. Das Reaktionsgemisch wurde 4 h— 16 h oder Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. 10-30ng DNA des Ligationsansatzes wurden zur

Transformation eingesetzt.
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Zur elektrophoretische Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten wurden in
Abhangigkeit von der Fragmentgrolle 0,8 - 1 % Agarosegele (w/v) in 0,5 x TBE-
Puffer bei einer Spannung von 2 - 8 V/cm verwendet (Sambrook et al., 1989). Dabei
wurden die DNA-Fragmente durch UV-Fluoreszenz des Ethidiumbromid-Komplexes
bei 254 nm sichtbar gemacht. Bei praparativen Gelen wurde nach
gelelektrophoretischer Trennung von 5-20ug DNA 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.

3.9 Mutagenese von N. crassa mit ultravioletter Strahlung und Filtrations-

Anreicherung

Aus dem in Schragagarrohrchen Kkultivierten Stamm wurde eine Suspension
hergestellt. Zur Konzentrationsbestimmung der Konidiensuspension wurde eine
Neubauer- oder Thoma-Zahlkammer verwendet. Fur die Mutagenese wurde
zunachst 5 ml einer 2-10° miI™ Suspension aus Makrokonidien und sterilem Wasser in
eine Petrischale gegeben. Die Bestrahlung wurde Uber offenen Schalen bei einer
Wellenlange von 254 nm durchgefuhrt (Davis und de Serres, 1970). Durch
Behandlung in unregelmaliigen Zeitintervallen (bis hochstens 30 Minuten) konnte
eine Zeit-Effekt-Beziehung aufgestellt werden. Dafur wurde jeweils ein Aliquot der
behandelten Suspensionen ausplattiert und die gewachsenen Kolonien gezahlt. Als

Referenz wurden nicht bestrahlte Konidien verwendet.

Die Konzentration der lebensfahigen Konidien wurde mit Hilfe der Dosis-Effekt-
Beziehung und der Behandlungszeit berechnet. 1,5:10° der lebensfahigen Konidien
wurden in 50 ml Selektionsmedium aufgenommen (3-10* Konidien pro ml
Endkonzentration) und bei 28 °C geschuttelt. Die ausgekeimten Konidien wurden
durch einen sterilen Trichter mit Glaswolle abfiltriert. Nach der Filtration wurde ein
Aliquot auf Vogels-Minimalmedium Agarplatten ausplattiert, die das Wachstum von
Komplex [-Mutanten gewahrleisten. Nach zwei bis sechs Tagen wurden die

entstandenen Kolonien ausgestochen und einzeln in Schragagarrohrchen kultiviert.
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4. Ergebnisse

4.1 Auswirkungen defekter Atmungskettenkomplexe auf das Wachstum von

N. crassa

Die Entwicklung eines Selektionsverfahrens fur Komplex I-Mutanten von N. crassa
basiert auf einem verzogerten Wachstum durch Blockierung der protonenpumpenden
Elektronenwege in der Atmungskette. Dazu wurden die Auswirkungen defekter
Atmungskettenkomplexe auf das Wachstum untersucht. Komplex I-Mutanten von
N. crassa wurden bereits intensiv charakterisiert. Sie zeigen kein auffalliges
Wachstumsverhalten im Vergleich zum Wildtyp (vgl. 2.5). Zur Bestimmung des
Phanotyps von N. crassa-Mutanten, die durch einen Enzymdefekt die Elektronen von
Ubichinol zu Sauerstoff Uber die alternative Ubichinol Oxidase Ubertragen, wurde
eine Komplex llI-Mutante (uco5) herangezogen. Bei einer Kombination der Defekte in
Komplex | und KomplexIll ist die Atmung vollkommen von der energie-
konservierenden Protonentranslokation entkoppelt. Zur Untersuchung der
Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten von N. crassa wurden Kreuzungen

zwischen Komplex I- und Komplex llI-Mutanten durchgefuhrt.

4.1.1 Genausstattung, Wachstum und Atmungsaktivitat einer Komplex Ill-

Mutante von N. crassa

Die Komplex IlI-Mutante uco5 wurde freundlicherweise von Dr. Uwe Nehls zur
Verfugung gestellt. Sie war durch homologe Rekombination des uco5-Gens mit einer
defekten Genkopie hergestellt worden. Das uco5-Gen kodiert fur die FeS-
Untereinheit, Untereinheit5 des Atmungskettenkomplex Ill, der Ubichinol:
Cytochrom ¢ Oxidoreduktase. Es lagen zwei Isolate vor (uco5-a und uco5-b), dessen
Unterschiede nicht bekannt waren. Beide Stadmme wurden zunachst auf ihr

Wachstumsverhalten und die Atmungsaktivitat inrer Mitochondrien untersucht.

Im Vergleich zum Wildtyp wuchsen sie in Vogels Minimalmedien sowohl auf

Agarplatten als auch in FlUssigkulturen 5 fach langsamer. In Anwesenheit von
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Hygromycin wuchsen sie nicht, obwohl das Hygromycinresistenzgen (hph-Gen) bei
der Herstellung der Mutanten als dominanter Transformationsmarker eingesetzt
worden war. Durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit genomischer DNA der
Mutanten als Template und den Primern hyg | und hyg Il wurde ein 990 Bp grofes
Fragment amplifiziert, das in der GroRe dem hph-Gen entspricht. In Ansatzen mit

genomischer DNA des Wildtyps trat dieses Fragment nicht auf.

Deswegen wurde die Anwesenheit des hph-Gens auch durch Southern-Analyse
Uberpruft. Dafur wurde die genomische DNA mit Hind Ill und Bam HI verdaut und mit
dem hph-Gen, das durch PCR mit den Primern hyg | und hyg Il aus dem Plasmid
pCSN43 amplifiziert wurde, hybridisiert. Die Sonde markierte wie erwartet in der
genomischen DNA von nuo20.9 ein 2,8 kBp-Fragment und kein Fragment in Wildtyp-
DNA (Abb. 14). Bei den uco5-Mutanten wurden zwei DNA-Fragmente erkannt
(2,5 kBp und 3,5 kBp). Da das hph-Gen keine Hind Ill- oder Bam HI-Schnittstelle
enthalt, ist es entweder doppelt vorhanden oder es besitzt eine Mutation, die zu einer
weiteren Schnittstelle fuhrt. Fur letztere Begrundung spricht die Intensitatsverteilung
der Banden in Abbildung 14. Die Doppelbande trat nur bei Verwendung vom Hind Il

auf.

WT nuo uco5- ucob-

20.9 a b
e Wl | — 3,5 kBp
_— — 2,5kBp

Abb. 14: Southern-Analyse von genomischer DNA des Wildtyps (WT) und der
Mutanten nuo20.9, uco5-a und uco5-b von N. crassa. Die DNA wurde mit
Hind Ill und Bam HI geschnitten und mit einer hph-Gen Sonde hybridisiert.

Die fehlende Hygromycinresistenz der uco5-Mutante ist demnach entweder auf einen

Defekt im hph-Gen zurlck zu fihren oder auf die geringe Vitalitat der Mutanten.

Zur Untersuchung des Komplex lll-Defekts wurde die Atmungsaktivitat und
Inhibitorsensitivitat isolierter Mitochondrien des Wildtyps (74A) und der uco5-
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Mutanten mit Succinat als Substrat polarographisch bestimmt (Tab. 2). Die
Succinatatmung wurde nahezu vollstandig durch Salicylhydroxamsaure (SHAM)
gehemmt, was eindeutig zeigte, dass in beiden uco5-Mutanten Komplex Il defekt ist

und Succinat Uber die alternative Ubichinol Oxidase veratment wird.

Tab. 2: Antimycin- und Salicylhnydroxamatsensitivitdt der Succinatatmung von
Mitochondrien aus N. crassa Wildtyp bzw. Mutanten uco5. Die Antimycin-
sensitive Atmung erfolgt Uber Komplex Ill, die Salicylhydroxamat-sensitive
Atmung Uber die alternative Ubichinol Oxidase.

Succinatatmung in Anwesenheit von

Stamme Antimycin Salicylhydroxamat
[U/g Protein]
WT 42 1
uco5-a 2 43
uco5-b 2 32

4.2 Letalitdt von Komplex I-/Komplex llI-Doppelmutanten

Beantwortung der Frage, ob N. crassa mit einer ausschlieBlich alternativen, also
nicht-protonenpumpenden Atmungskette Uber die alternative NADH Dehydrogenase
und Ubichinol Oxidase, lebensfahig ist, wurden Kreuzungen zwischen einer
Komplex I-Mutante und den uco5-Mutanten durchgefuhrt und die erhaltenen

Ascosporen durch Southern-Analyse untersucht.

Da die Paarungstypen der Mutanten uco5-a und uco5-b nicht bekannt waren, wurden
jeweils Kreuzungen mit den Komplex I-Mutanten nuo20.9, Paarungstyp a, und
nuo78, Paarungstyp A, angesetzt. Beide uco5-Mutanten bildeten mit nuo20.9
Ascosporen, die auf Sorboseplatten ohne Hygromycin ausplattiert wurden. Auf die
Resistenzselektion wurde wegen der vermuteten Vitalitatsschwachung der
Doppelmutanten verzichtet. Insgesamt 245 Kolonien wurden auf Schragagar-
rohrchen Uberfihrt. Davon zeigten 17 Klone im Vergleich zur uco5-Mutante ein

verlangsamtes Wachstum. Bei vier Kulturen blieb die Konidienbildung ganzlich aus.
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Zur Genotypbestimmung der 17 langsam wachsenden Klone wurde ein Southernblot
der genomischen DNA, die mit den Restriktionsenzymen Hind lll und Bam HI
geschnitten wurde, mit einer radioaktiven hph-Sonde durchgefuhrt. Da das
Hygromycinresistenzgen in den Ausgangsmutanten in unterschiedlicher Umgebung
vorliegt, ermoglicht der Southernblot die Identifizierung von Doppelmutanten (Abb. 14
und 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

— 3,5kBp

- __,m . mmﬁ -  sie

Abb. 15: Southern-Analyse langsam wachsender Kreuzungsmutanten aus den
Ausgangsstammen nuo20.9 und uco5. Die genomische DNA wurde mit
Hind Ill und Bam HI geschnitten und mit einer hph-Sonde hybridisiert. Durch
Vergleich mit dem Bandenmuster der Ausgangsmutanten nuo20.9 und uco5
(Abb. 14) wurde der Genotyp der Klone festgestellt.

Keiner der ausgewahlten Stamme zeigte eine Kombination der Gendefekte aus den
Ausgangsmutanten, was darauf schlieBen lasst, dass Komplex I-/Komplex IlI-
Doppelmutanten nicht (oder fast nicht) lebensfahig sind. Die Ergebnisse zeigen, dass
eine vollstandige Stérung der protonenpumpenden Atmungskette nicht ausreichend
kompensiert werden kann. Die mitochondriale Atmung kann also nicht ausschlieflich

uber alternative Enzyme erfolgen.

4.2 Versuch der Selektion von Komplex I-Mutanten in Kupfer-mangel Medium

Komplex IV, die Cytochrom c Oxidase, enthalt drei Kupferionen als Redoxgruppen
und Kupfermangel im Kulturmedium hat eine verminderte Synthese des Komplex IV
und eine vermehrte Synthese der alternativen Ubichinol Oxidase zur Folge (Schwab,
1973). Es wurde deshalb Uberprift, ob Kupfermangel zur Selektion von Komplex I-
Mutanten geeignet ist. Dazu wurde unter Kupfer-limitierten Bedingungen das
Wachstum der Komplex I-Mutante nuo20.9 mit dem des Wildtyps verglichen. Kupfer-

limitiertes Medium wurde entweder durch Extraktion mit einem spezifischen
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Komplexbildner oder durch Chelat-Kationen-Austausch-Chromatographie hergestellt.
Zur Kontrolle wurden Wildtyp und Komplex I-Mutante auch in Kupfer-haltigen Medien
kultiviert.

Tab. 3: Wachstum von N. crassa Wildtyp und Komplex I-Mutante unter Kupfer-
limitierten und Kupfer-reichen Bedingungen. Zur Kultivierung wurden jeweils
0,51 Vogels-Minimalmedium mit 5-10* Konidien pro ml angeimpft und 24 h
kultiviert. Chelex 100 steht fur den verwendeten Chelat-Kationen-
Austauscher und DBDC (Dibenzyldithiocarbamat) fur einen Kupfer-
spezifischen Komplexbildner, die zum Entzug von Kupferionen aus den
Medien eingesetzt wurden.

Hyphengewicht [g]

Stamme Cu-limitiertes Medium Cu-reiches
Chelex 100 DBDC Medium
Wildtyp 74 A 3,1 33 3.2
Komplex I-Mutante 2.7 25 2.8

nuo20.9

Weder mit dem Wildtyp noch mit der Komplex I-Mutante waren die Hyphenausbeuten
unter Kupfer-limitierten Bedingungen signifikant niedriger als die unter Kupfer-

supplementierten Bedingungen (Tab. 3).

Die Auswirkung des Kupfermangels auf die Cytochromausstattung und die
Atmungsaktivitat wurde mit  isolierten = Mitochondrien  untersucht.  Die
Differenzspektren von dithionitreduzierten zu luftoxidierten Mitochondrien aus Kupfer-
limitierend gewachsenen Hyphen zeigten sowohl beim Wildtyp als auch bei der
Komplex I-Mutante einen stark (> 90 %) erniedrigten Cytochrom aas-Gipfel bei
605 nm auf, bei normalen Absorptionsgipfel der Cytochrome b und ¢ bei 560 nm und
550 nm (Abb. 16).
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A
A=0.005
B
A=0.005
I I i A [nm]
520 560 600 640

Abb. 16: Differenzspektren von reduzierten minus oxidierten Mitochondrien aus der
Komplex I-Mutante nuo20.9, die (A) unter Cu-limitierten Bedingungen und
(B) unter Normalbedingungen kultiviert wurde. Reduziert wurde mit
Natriumdithionit, oxidiert mit Luftsauerstoff.

Die polarographisch bestimmte Succinatatmung der Mitochondrien aus Kupfer-
limitierten Kulturen war vergleichbar mit der Succinatatmung der Mitochondrien aus
Kupfer-reichen Kulturen. Die Sensitivitat gegenuber SHAM, einem Hemmstoff der
alternativen Ubichinol Oxidase, war in den Mitochondrien aus den Kupfermangel-
Hyphen nur wenig (~15 %) erhdéht (Tab.4). Demnach flhrte die starke
Verminderung der Komplex IV-Konzentration in den Mitochondrien nur zu einer
geringen Verminderung der Succinatatmung und nur zu einer leichten Induktion der
Ubichinol Oxidase. In der Kette von Succinat Dehydrogenase, Komplex Il und
Komplex IV scheint eine Erniedrigung von Komplex IV um 90 % noch zu keiner

grolRen Erniedrigung der gesamten Atmungsaktivitat zu fuhren.
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Tab. 4: Atmungsaktivitdt und Inhibitorsensitivitdt der Mitochondrien aus der unter
Kupfer-limitierten Bedingungen gewachsenen Komplex |I-Mutante nuo020.9.
Chelex 100 steht fur den verwendeten Chelat-Kationen-Austauscher und
DBDC (Dibenzyldithiocarbamat) fur einen Cu-spezifischen Komplexbildner,
die zum Entzug von Kupferionen aus den Medien eingesetzt wurden. Succinat
und die Hemmstoffe wurden wahrend einer Messung nacheinander

zugegeben.
Substrat und Atmungsaktivitat [U/g]
Hemmstoffe ¢y DBDC  Chelex 100
Succinat 47 51 72
+SHAM 38 32 49
+KCN 0 1 0

Wegen dieser nur unwesentlich verminderten Atmungsaktivitat hatte die stark
verminderte Synthese des Komplex IV keine Einschrankung des Wachstums der
Komplex |-Mutante zur Folge. Erwartungsgemal® ergab auch die Filtrations-
Anreicherungs-Methode unter Kupfer-limitierten Bedingungen mit einer Mischung von

Wildtyp und Komplex I-Mutante keine Anreicherung der Mutantenkonidien.

4.3 Versuch der Selektion von Komplex I-Mutanten in Antimycin-haltigem

Medium

Um die mitochondriale Atmung an den Komplexen lll und IV vorbei uber die
alternative Oxidase zu leiten und damit Komplex | als alleinige Protonenpumpe
wirken zu lassen, wurden N. crassa Wildtyp und Komplex |I-Mutante nuo20.9 in
Gegenwart des Komplex lll-Hemmstoffs Antimycin kultiviert. Im Einklang mit den
Ergebnissen von Rakatzi (1998) war das Wachstum der Komplex |-Mutante

reduziert.

Darauf wurde die Eignung des Antimycinmediums zur Anreicherung von Komplex I-
Mutanten durch die Filtrations-Anreicherungs-Methode uberpruft, indem Komplex |-
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp in Selektionsmedium mit Antimycin und die

Anreicherung von Antimycin-sensitiven Mutanten aus UV-behandelten Wildtypsporen
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untersucht wurden. Dazu wurde Antimycinmedium mit Konidien von Wildtyp und
Hygromycin-resistenter Komplex [-Mutante nuo20.9 in einem Verhaltnis von 1:1
angeimpft. Die Suspensionen wurden im 8 - 15 Stundentakt zur Entfernung der
gebildeten Hyphen sukzessiv filtriert. Nach jeder Filtration wurden Konidien aus dem
Filtrat ausplattiert und einzeln auf Hygromycinresistenz getestet. Es wurde jedoch
kein Anstieg des Anteils von nuo20.9 mit fortlaufender Zeit nach den Filtrationen
festgestellt. Auch Veranderungen der Kultivierungsbedingungen, wie Temperatur,

Sorbosezusatz, Antimycin- oder Saccharosekonzentration anderte daran nichts.

Entweder zeigte die Komplex I-Mutante im Antimycinmedium kein verzogertes
Auskeimen im Vergleich zum Wildtyp oder es fand keine Regenerierung der nuo20.9-
Konidien auf den Platten ohne Antimycin statt. Zur Uberpriifung des Wachstums in
Flissigmedium wurden die Stdmme getrennt voneinander in  hoher
Konidienkonzentration (1:10° pro ml) kultiviert. Nach 30 Stunden Inkubation bei 28 °C
wurden die Suspensionen filtriert und eine Zuckerbestimmung des Filtrates
durchgefuhrt.

WT ;g% 0,5% 04% 03% 02% 0,1% 0,05%

Saccharose-Vergleichslosung

Abb. 17: Dunnschichtchromatographie zur Bestimmung von Zuckergehalten in
Kulturiiberstiande. Jeweils 1-10° Wildtyp (WT)- und nuo20.9-Konidien pro ml
wurden in Antimycinmedium inkubiert. Zum Vergleich wurden gleiche
Volumina von Saccharoseldsungen definierter Konzentration aufgetragen.

Das in Abbildung 17 dargestellte Chromatogramm zeigt eine erhebliche Differenz der
Zuckergehalte von Wildtyp- und nuo20.9-Konidiensuspensionen. Der geringere
Zuckerverbrauch von Komplex I-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp, bestatigt ein

verzogertes Wachstum im Antimycinmedium. Somit scheint eine irreversible
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Hemmung der Auskeimung durch Antimycin stattzufinden. Auch durch Erhéhung der
Waschschritte zur besseren Entfernung des Antimycins aus der Konidiensuspension

wurde keine Verbesserung der Auskeimungsrate erreicht.

Zur ungezielten Mutagenese wurden Wildtypkonidien (74A) nach ausgearbeiteten
Bedingungen (Tsalastra, Diplomarbeit, 1998) mit UV-Strahlen behandelt. Die
Konidien wurden 30 bzw. 45 h in Antimycinmedium inkubiert und anschlielend die
Hyphen abfiltriert. Nach der Filtration wurden mehrere Sorbose-Agarbdden mit
Konidien aus dem Filtrat angeimpft. Insgesamt 230 Kolonien wurden ausgestochen
und in Schragagarrohrchen kultiviert. Diese Klone wurden auf Antimycinsensitivitat
untersucht (Abb. 18).

langsam
wachsend
32%
WT-Phanotyp
56%
Antimycin
sensitiv

12%

Abb. 18: Wachstumsverhalten selektierter Klone. Es wurde das Wachstumsverhalten
von 230 Klonen nach Filtrations-Anreicherung in Antimycinmedium auf
Selektionsmedien-Platten mit bzw. ohne Antimycin untersucht.

Mehr als die Halfte der untersuchten Klone =zeigte ein Wildtyp-ahnliches
Wachstumsverhalten. Da die Auskeimung dieser Konidien als Folge der mutagenen
Behandlung moglicherweise verzdogert wurde, wurde die Inkubationszeit der
behandelten Konidien in Antimycin-Selektionsmedium auf 70 Stunden verlangert.
Diese Untersuchung ergab jedoch keine grofdere Anreicherung von Antimycin-

sensitiven Konidien.

Die 28 der insgesamt 230 untersuchten Klone mit Antimycinsensitivitat (Abb. 18)
wurden auf einen moglichen Komplex I-Defekt untersucht. Dazu wurden die isolierten
Mitochondrienmembranen mit Detergenz solubilisiert, die Membranproteine durch
Zuckergradientenzentrifugation nach ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit
aufgetrennt und die Verteilung der NADH-Ferricyanid-Redoxaktivitat im Gradienten

bestimmt. Komplex I-Mutanten, in denen noch der periphere Arm des Komplex |
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gebildet wird, zeigen eine Aktivitat in der Mitte des Gradienten. Der intakte Komplex |
aus Wildtypmitochondrien hingegen sedimentiert durch etwa % des Gradienten. Alle

28 Kulturen zeigten bei diesem Untersuchungsverfahren einen intakten Komplex I.

4.4 Versuch der Selektion von Komplex I-Mutanten durch transkriptionale
Regulation von Komplex Il

Kreuzungsversuche zwischen der Komplex Ill-Mutante uco5 und der Komplex I-
Mutante nuo20.9 (4.1.2) wiesen auf eine letale Wirkung der Kombination beider
Gendefekte hin. Das entspricht das der gesuchten, charakteristischen Auspragung
eines Komplex I-Defekts. Zur Identifizierung von Komplex I-Mutanten l1asst sich der
Komplex llI-Defekt aber nur nutzen, wenn die letale Wirkung der Doppelmutationen
aufhebbar ist. Dazu wurde in der Komplex IlI-Mutante das defekte uco5-Gen durch
ein intaktes Gen hinter einem regulierbaren Promotor erganzt. Genkonstrukte aus
dem Chinasaure induzierbaren ga2-Promotor und der intakten cDNA des in der
uco5-Mutante ausgeschalteten Gens der FeS-Untereinheit wurden in vitro hergestellt
durch ektopische Integration in das Genom der uco5-Mutante eingebracht. Die
Integration der intakten cDNA mit induzierbarem Promotor sollte bei Induktion eine
Komplementation des Komplex IlI-Defekts zur Folge haben. Die Abwesenheit des
Induktors Chinasaure hingegen sollte eine Repression der Transkription bewirken
und dadurch zu einem Komplex llI-Defekt fuhren. Komplex I-Mutationen, die durch
Mutagenese der regulierbaren Komplex IlI-Mutante erzeugt wurden, waren unter
Repressionsbedingung im Wachstum gehemmt aber unter Komplementations-

bedingungen lebensfahig.

4.4.1 Konstruktion des pMUCO5c¢c

Zur Erstellung des Genkonstrukts wurde der Expressionsvektor pMYX2 verwendet,
der die induzierbare ga2-Promotorregion und ein Benomylresistenzgen enthalt
(Campbell et al., 1994). Zur besseren Handhabung wurde in die Position 928 des
Vektors pMYX2 eine singulare Asc |-Schnittstelle, durch PCR mit den Primern MY X2-
Ascl 1 und 2, eingefiigt (5-*°GGCGCGCC**'-3"; Abb. 19). Die cDNA des uco5-
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Gens wurde durch PCR mit den Primern cDNA-Ascl 1 und 2 und mit pUCO5c als
Template, amplifiziert. Dabei wurden Asc I-Schnittstellen flankierend zum
kodierenden Bereich eingefugt. Zur Konstruktion von pMUCO5c wurde das 704 Bp
grolRe Asc I-Fragment, das die cDNA des uco5-Gens enthalt, in die Ascl-
Schnittstelle von pMYX2 zwischen Promotor und Terminator insertiert. Durch
Restriktionsanalysen mit Hind Il wurde die Orientierung der uco5-cDNA in pMUCO5c¢c
Uberpraft.

Dralll,

trpC-Term _Hindlll

uco5 cDNA

pUCO5c
3800 Bp

...Hindlll

pMYX2-Ascl
7423 Bp

Hindlll”

Dralll,

\ sl
qa-2p Y

uco5 cD

trpC-Term

JHindlll
" Ascl

pMUCO5c
8127 Bp

“Hindlll

Hindlll”

Abb.19: Konstruktion des Expressionsvektors pMUCO5c. Der Vektor pMYX2-Ascl
wurde durch Einfugen einer Asc |-Schnittstelle an Position 928 des Vektors
pMYX2 erstellt. Zur Konstruktion von pMUCO5¢c wurde pMYX2-Ascl durch
Asc | gespalten und ein 704 Bp Asc I-Fragment mit der cDNA der FeS-
Untereinheit, insertiert. Das 704 Bp-Insert wurde durch PCR mit den Primern
cDNA-Ascl 1 und 2 aus pUCO5c erhalten. Dabei wurden flankierend zum
kodierenden Bereich Asc |-Schnittstellen eingefugt.
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4.4.2 Transformation der uco5-Mutante mit pMUCO5c

Der Vektor pMUCOS5c¢ wurde mit Dra lll linearisiert und zur Transformation der uco5-
Mutante eingesetzt. Auf Medien mit Benomyl ohne Chinasaure bildeten sich keine
Kolonien. Bei Anwesenheit von Chinasaure (pH 6,8) in den Medien und Abwesenheit
von Benomyl in der Topagarose wurden nach 5 — 14 Tagen Inkubation vier Kolonien
pro Ansatz (4 ug Vektor-DNA) isoliert. Davon zeigten 50 % keine Benomylresistenz,
was auf die lange Inkubationszeit und das Fehlen von Benomyl in der Topagarose
zuriickzufiihren ist. Zur Uberpriifung, ob die geringe Transformandenausbeute mit
einem Defekt im Benomylresistenzgen zusammenhangt, wurde der Wildtyp (74A) mit
dem Konstrukt pMUCOS5c transformiert. Pro Ansatz ergaben sich durchschnittlich 40
Benomyl-resistente Transformanden. Die Bestimmung der Uberlebensrate von uco5-
Mutanten Konidien nach der Lysing-Enzyme Behandlung ergab nur 1-2%
wachstumsfahige Protoplasten. Dies deutet darauf, dass die uco5-Mutante wegen
ihrer starken VitalitdtseinbuRen das Transformationsverfahren nur selten Uberlebt.
Durch Erniedrigung der Lysing-Enzyme-Konzentration und der Elektroporations-

spannung wurde keine Verbesserung der Ausbeute erreicht.

Von 10 Benomyl-resistenten Transformanden des uco5-Stammes wurde genomische
DNA prapariert, mit den Restriktionsenzymen Hind Ill und Bam HI verdaut und durch
Southern-Analyse untersucht. Als Sonde wurde ein DNA-Fragment durch PCR mit
den Primern FeS-cDNA | und Il und mit genomischer DNA des Wildtyps als Template
amplifiziert. Dieses Fragment stellt den ORF (open reading frame) des uco5-Gens
dar. Zur besseren Ubersicht wurde nicht der vollstandige uco5-ORF als Sonde
eingesetzt, sondern ein 685 Bp grolRes Bam HI-Fragment verwendet. Alle isolierten
Transformanden zeigten das Bandenmuster der uco5-Mutante und besitzen somit
ein defektes uco5-Gen (Abb. 20). Bei sechs der 10 untersuchten Transformanden
wurde durch das Auftreten einer zusatzlichen Bande eine ektopische Integration des

Konstruktes in das Genom nachgewiesen.
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3kBp — W-mﬂ
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950 Bp —
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Abb. 20: Southern-Analyse isolierter Transformanden der uco5-Mutante. Die
genomische DNA der Transformanden wurde mit Hind Ill und Bam Hi
gespalten und mit dem radioaktiv markierten 685 Bp Bam HI-Fragment des
FeS-Gens als Sonde hybridisiert (uco5-Sonde). Die DNA des Ausgangs-
stammes wurde in Spur uco5 und die zehn Benomyl-resistenten
Transformanden in den Spuren 1 - 10 aufgetragen. Als Vergleich wurden in
Spur WT der Wildtyp und in Spurl eine Transformande des Wildtyps
aufgetragen. In Hind Ill/Bam HI gespaltener genomischer DNA des Wildtyps
reprasentieren die 1,9kBp und 385 Bp Fragmente den Teil des uco5-
Orginalgens, vom Startkodon bis zur Bam HI-Schnittstelle. In dem
enthaltenden Intron ist eine Hind llI-Schnittstelle vorhanden, weshalb in der
cDNA der UCOS5-Untereinheit nur eine Bande erkannt wird. Das Banden-
muster der uco5-Mutante ist unverstanden. Das markierte 950 Bp Fragment
deutet auf den Verlust einer Bam HI-Schnittstelle. Der Vergleich des
Bandenmusters der uco5-Mutante und der Transformanden zeigte bei sechs
von zehn Transformanden eine zusatzliche Bande und somit eine heterologe
Integration des Konstruktes.

Da weitere zuséatzliche Banden durch Uberlappung mit den Banden des Defektgens
unerkannt geblieben sein kénnten, wurde eine weitere Southern-Analyse unter
Verwendung eines Fragmentes des Benomylresistenzgens (ben'-Gen) als Sonde

durchgefuhrt. Das 1040 Bp grofRe Fragment wurde durch PCR mit den Primern ben |
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und Il und mit dem Vektor pMYX2 als Template amplifiziert. Das im Genom
integrierte MUCO5c Konstrukt bildet bei einer Restriktion mit Hind [Il und Bam HI ein
mit der Sonde hybridisierendes 2 kBp Fragment. Das Benomylresistenzgen ist ein
homologer Transformationsmarker. Es unterscheidet sich vom N. crassa Tubulingen
nur durch einen Basenpaaraustausch. In Hind [l und Bam HI gespaltener
genomischer DNA reprasentierte ein 2,5kBp Fragment den von der Sonde

erkannten Teil des Tubulingens (Abb. 21).

WT | uco5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

2,5kBp — - - W g R e fe ama e
2 kBp — .- o man Mo ol en e et w—

Abb. 21: Southern-Analyse Benomyl-resistente Transformanden der uco5-Mutante.
Die genomische DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Hind Ill und Bam HI
verdaut und mit einem 1040 Bp Fragment des Benomylresistenzgens als
Sonde hybridisiert. Fur die Sonde wurde ein DNA-Fragment durch PCR mit
den Primern ben | und Il und dem Vektor pMYX2 als Template amplifiziert
(ben'-Sonde). Die DNA des Ausgangsstammes (uco5-Mutante) wurde in
Spur uco5 und der zehn Benomyl-resistenten Transformanden in den Spuren
1 - 10 aufgetragen. Aullerdem wurden in Spur WT die DNA des Wildtyps und
in Spur| die einer Transformande des Wildtyps aufgetragen. Die Sonde
erkennt in einer mit Hind lll/Bam HI gespaltenen genomischen DNA ein
25kBp Fragment, das ein Teil des Tubulingens darstellt. Bei
Transformanden, die das Konstrukt MUCOS5c integriert hatten, wird zusatzlich
ein 2kBp Fragment erkannt, das ein Teil des Benomylresistenzgens
reprasentiert.

Bei acht der zehn untersuchten Transformanden wurde das Konstrukt in das Genom
integriert. Zwei Transformanden zeigten keine Aufnahme des Konstruktes. Trotzdem
wuchsen sie auf Benomyl-enthaltenden Medien. Vermutlich fiihrte eine spontane
Mutation des Tubulingens zu dieser Resistenz. Acht Transformanden, deren
genomische DNA in den Spuren1-8 aufgetragen wurden, wurden auf die
Induzierbarkeit der uco5-cDNA Expression und die damit verbundene

Komplementation des Komplex Ill-Defektes untersucht.
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4.4.3 Eigenschaften der Transformanden

Zur Untersuchung der Induktion und Repression des uco5-Gens wurden die
Transformanden in Flussigmedien mit und ohne Chinasaure Kkultiviert. Aus den
Hyphen wurden Mitochondrien isoliert und zur polarographischen Bestimmung der
Salicylhnydroxamsaure (SHAM)- und Antimycin-sensitiven Atmung, eingesetzt. Die
acht untersuchten Transformanden wurden vier verschiedenen Phanotypen
zugeordnet (Tab.6). Eine Transformande (Abb. 20, Spur 1) zeigte bei Kultivierung mit
Chinasaure den erwarteten Anstieg der Antimycin-sensitiven Atmung und damit eine
Induktion der uco5-cDNA-Transkription (Tab.6, Nr.1). Sie wurde im weiteren als
Mutante cuco5 bezeichnet (complementation of uco5). Bei  Kultivierung in
Abwesenheit von Chinasaure war die Atmung zu 70 % mit SHAM hemmbar. Eine
vollstandige Repression der Transkription findet demnach nicht statt. Bei Chinasaure-
Abwesenheit wurde ein 4fach geringeres Wachstum beobachtet. Allerdings wuchs

auch bei Chinasaure-Anwesenheit die Transformande langsamer als der Wildtyp.

Tab.5: Atmungsaktivitaten isolierter Mitochondrien der Transformanden. Es sind je
Phanotyp eine stellvertretende Messung dargestellt. Die Nummerierung
entspricht der Spurnummer der Transformanden in Abb. 20. In Klammern sind
die Transformanden angegeben, die den gleichen Phanotyp zeigten.

Succinatatmung [U/g Protein]

Hemmestoff-
1 7(2,6,8) 3(9) 4
zusatz
- +QA - +QA - +QA - +QA

- 10 33 34 24 21 20 10 11

SHAM 3 31 1 1 21 20 3 2
Antimycin 7 2 24 18 2 2 6 8
SHAM+Antimycin 1 2 1 1 1 0 0 0

Eine Gruppe von vier Transformanden (Abb. 20, Spuren 2, 6, 7 und 8) zeigte eine
nahezu vollstdndige Hemmung der Succinatatmung durch SHAM ohne Einfluss des
Induktors Chinasaure. Der Komplex Ill-Defekt wird in diesen Transformanden nicht
komplementiert. Sie zeigen einen uco5-Mutanten Phanotyp mit einem stark

beeintrachtigten Wachstum. Zwei Transformanden (Abb. 20, Spuren 3 und 5) zeigten

60



Ergebnisse

hingegen ein von Chinasaure unabhangiges starkes Wachstum. Die Succinatatmung
ihrer Mitochondrien war nahezu vollstandig SHAM-resistent. Der Komplex IlI-Defekt
war in ihnen vollstandig komplementiert. Die achte Transformande (Abb. 20, Spur 4)
zeigt auch keine Regulation durch Chinasaure, jedoch war die Succinatatmung ihrer
Mitochondrien zu 70 - 80 % durch SHAM hemmbar. Bei dieser Transformande fand
nur eine eingeschrankte, nicht-regulierbare Komplementation statt. Chinasaure
beeinflusste das Wachstum dieser Transformande (Abb. 20, Nr. 4) nicht und eine

Verzogerung im Gegensatz zum Wildtyp wurde beobachtet.

Zur Untersuchung der Hygromycinresistenz der Transformanden wurden
Hygromycin-enthaltende Agarmedien mit Konidien der Transformanden angeimpft
und eine Southern-Analyse mit dem hph-Gen als Sonde durchgefuhrt. Keine der
Transformanden zeigten ein Wachstum auf Agarmedien mit Hygromycin. Bei allen
Transformanden wurden, wie bei der genomischen DNA der uco5-Mutante (Abb. 14),
zwei Fragmente (2,5 kBp und 3,5 kBp) von der hph-Sonde erkannt. Da sogar die
Transformanden, die eine vollstandige Komplementation des Komplex Ill-Defekts
aufwiesen (Tab. 5, Nr. 3 und 5) keine Hygromycinresistenz zeigten, ist das aus der

Ausgangsmutante uco5 stammende hph-Gen defekt.
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4.4.4 Kreuzung der regulierbaren Komplex lll-Mutante cuco5 mit der

Komplex I-Mutante nuo20.9

Ob sich die regulierbare Komplex lll-Mutante cuco5 flur die Isolierung ungerichtet
erzeugter Komplex I-Mutanten eignet, wurde zunachst mit einer Referenzmutante mit
einem zusatzlichen Komplex I-Defekt untersucht. Zur Erzeugung dieser Mutante
wurde die cuco5-Mutante mit der Komplex I-Mutante nuo20.9 gekreuzt. Die
gebildeten Ascosporen wurden auf Medium mit Chinasaure ausplattiert, 53 Kolonien
auf Schragagarréhrchen kultiviert und auf Benomyl- bzw. Hygromycinresistenz
getestet. Von Sechs Klonen, die beide Resistenzen zeigten, wurde genomische DNA
prapariert, mit den Restriktionsenzymen Hind Ill und Bam HI gespalten und durch
Southernblot untersucht. Zur Bestimmung der Genotypen wurden nacheinander drei
Sonden eingesetzt (Abb. 19). Zwischen den Hybridisierungsschritten wurde die

Membran durch ,strippen” von der radioaktiven Sonde befreit.

Erste Sonde war ein Fragment des hph-Gens, das die Disruption des nuo20.9- und
des uco5-Gens durch das Hygromycinresistenzgen anzeigt (vgl.4.1.1). Die
Hygromycinresistenz der Stamme setzt das Vorhandensein des von der nuo20.9-
Mutante abstammenden intakten hph-Gens voraus. Durch die zweite Sonde, ben',
wurde Uberpruft, ob die Benomylresistenz der Mutanten auf dem Resistenzgen aus
dem MUCOS5c-Konstrukt oder einer spontanen Mutation im Tubulingen beruhte
(vgl. Abb. 21). Abschlieend wurde mit der uco5-Sonde das integrierte MUCO5c-
Konstrukt im Genom und das defekte uco5-Gen identifiziert (vgl. Abb. 20). Bei allen
sechs Mutanten wurden die erwarteten Resistenzgene und damit das defekte
nuo20.9-Gen und das integrierte MUCOSc-Konstrukt nachgewiesen. Vier Mutanten
zeigten zusatzlich ein defektes uco5-Gen (Abb. 22), was sie als nuo020.9/cuco5-

Doppelmutanten nachwies.

Zum Vergleich wurden Ascosporen ohne Chinasaure ausplattiert und die
entstandenen Kolonien wie oben beschrieben auf Resistenzen untersucht. Von
insgesamt 106 isolierten Kolonien zeigten 11 Klone ein Wachstum auf Hygromycin-
und auf Benomyl-enthaltenden Agarmedien. Die Southern-Analysen zeigten kein
defektes uco5-Gen. Demnach ist die Anwesenheit des Induktors Chinasaure

essentiell fur das Auskeimen und Anwachsen der nuo20.9/cuco5-Doppelmutante.
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Abb. 22: Southernblot von DNA aus Hygromycin- und Benomyl-resistenter
Kreuzungsmutanten (Spuren|-VI) und der Ausgangsmutanten (nuo20.9 und
cuco5). Die DNA wurde mit den Restriktionsenzymen Hind Ill und Bam Hi
geschnitten und den Sonden hph, ben" und uco5 nacheinander hybridisiert. Mit
der hph-Sonde werden die defekten nuo20.9- und uco5-Gene nachgewiesen.
Die Hygromycinresistenz der Stamme erfordert mindestens die Erkennung des
3 kBp-Fragmentes durch die hph-Sonde. Die ben"-Sonde wurde zur Uberpriifung
des integrierten MUCOS5c-Konstruktes eingesetzt. Die Benomylresistenz der
Stamme kann durch das Resistenzgen des Konstruktes oder durch spontane
Mutation des Tubulingens auftreten (vgl. Abb.21). Zum Nachweis des
integrierten MUCOSc-Konstruktes wird neben dem Tubulingen-enthaltenden
2,5 kBp-Fagment ein zusatzliches 2 kBp-Frangment von der ben'-Sonde
erkannt. Die Hybridisierung der uco5-Sonde mit Fragmenten der genomischen
DNA sollte die Anwesenheit des integrierten MUCO5c-Konstruktes, durch
Erkennung des uco5-cDNA enthaltenden 2,8 kBp-Frangmentes bestatigen und
den Defekt des uco5-Gens zeigen (vgl. Abb. 20).

Zur Untersuchung des Komplex I-Defektes in den Doppelmutanten wurde das
Mitochondrienprotein  durch  SDS-Gelelektrophorese  aufgetrennt, auf eine
Cellulosenitrat-Membran geblottet und mit dem Antiserum gegen die 20,9 kDa
Untereinheit des Komplex | inkubiert (Abb. 23). Erwartungsgemall wurde in den

Mutanten cuco5 und uco5 wie im Wildtyp die 20,9 kDa Untereinheit von dem
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Antiserum erkannt, in den Mitochondrien der Doppelmutante nuo020.9/cuco5

hingegen wurde diese Untereinheit nicht gefunden.

nuo20.9 cuco5 1 2 3 4 A WT uco5

L g N, | - 20,9 kDa

Abb. 23: Westernblot von Mitochondrien auf die 20,9 kDa Komplex I-Untereinheit der
nuo20.9/cuco5-Doppelmutanten (1 -4), der Einzelmutanten nuo20.9 und
cuco5, des Wildtyps WT, der Komplex Ill-Mutante uco5 und einer sehr
langsam wachsenden Kreuzungsmutante A, die keine Hygromycinresistenz
aufwies.

Die Regulation der Expression von Komplex Il in den Doppelmutanten wurde durch
polarographische Bestimmung der Succinatatmung und der Inhibitorsensitivitat
isolierter Mitochondrien aus Kulturen mit und ohne Chinasdure, Uberprift.
Entsprechend den Ergebnissen mit dem Ausgangsstamm cuco5 (Tab.5, Nr.1)
zeigten die vier untersuchten Doppelmutanten, die in Anwesenheit von Chinasaure
kultiviert wurden, eine vollstandige Komplementation des uco5-Gendefektes. Bei
Abwesenheit von Chinasaure verblieb eine eingeschrankte Antimycin-sensitive
Atmung. Alle vier nuo20.9/cuco5 Doppelmutanten zeigten also eine eingeschrankte

Repression bei Abwesenheit des Induktors.
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4.45 Einfluss des Komplex I-Defektes auf das Wachstum der cuco5-Mutante

Zur Entwicklung eines Selektionsverfahrens fur Komplex |I-Mutanten wurde das
Wachstumsverhalten der Mutanten cuco5 und nuo20.9/cuco5 bei verschiedenen
Kultivierungsbedingungen mit und ohne Chinasaure Uberprift. Gesucht wurden

Bedingungen, die einen moglichst grolen Einfluss des Komplex I-Defektes zeigen.

Zunachst wurden die Mutanten cuco5 und nuo20.9/cuco5 in Flussigmedien mit 2 %,
1% und 0,5 % Saccharose jeweils mit und ohne Chinasdure mit der gleichen

Konidienanzahl angeimpft und nach drei Tagen geerntet (Abb. 24).

1,5

0,5

Hyphenfeuchtgewicht [g]

+QA
ohne

cucob ‘ nuo20.9/

cuco5
0,5%

cucob ‘ nuo20.9/
cucob
1%

(]

cuco5 ‘ nuo20.9/
cucod
20
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Saccharose

Abb. 24: Chinasaure-abhangiges Wachstum von cuco5 und nuo20.9/cuco5 in
Vogelsmedien mit 2 %, 1 % bzw. 0,5 % Saccharose. Es wurden jeweils 100 ml
Medium mit 7,5-10° Konidien angeimpft. Nach drei Tagen Schiitteln bei 28 °C
wurden die Hyphen geerntet und das Feuchtgewicht bestimmt. (+QA) steht fur
einen Zusatz von 0,1 % Chinasadure (dunkle Balken) und (ohne) fur die
Abwesenheit von Chinasaure im Medium (helle Balken).

Beide Mutanten wuchsen in Anwesenheit von Chinasaure besser als in Abwesenheit
des Induktors. Bei der Doppelmutante war die Chinasaureabhangigkeit aber starker
ausgepragt. Das Wachstum der cuco5-Mutante war mit und ohne Chinasaure
abhangig von der Saccharosekonzentration, dagegen zeigte das Wachstum der
Doppelmutante bei Abwesenheit von Chinasaure keine Abhangigkeit von der
Zuckerkonzentration. Fur eine Selektion eignet sich deshalb eine hdhere

Saccharosekonzentration besser.
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Das Wachstum der Mutanten cuco5 und nuo20.9/cuco5 mit bzw. ohne Chinasaure
wurde aulerdem in Abhangigkeit von der Menge der eingesetzten Konidien
bestimmt. Vogelsmedium mit 2 % Saccharose wurden mit 1,5 - 30-10* Konidien
pro ml bzw. mit einer unbestimmten Anzahl an Konidien, die mit einem sterilen
Zahnstocher aufgenommen wurden, angeimpft. Nach vier Tagen wurden die Hyphen
geerntet und gewogen (Abb. 25). Bei geringen Konidienkonzentrationen zeigt die
Ausgangsmutante cuco5 ein Chinasaure-abhangiges Wachstum. Ab einer
Konzentration von 7,5-10* Konidien pro ml war diese Abhangigkeit nicht mehr
erkennbar. Bei der Doppelmutante nuo20.9/cuco5 war die Chinasaureabhangigkeit

jedoch unabhangig von der Konidienzahl.

0,3
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cuco5 nuo20.9/cuco5

Abb. 25: Vergleich des Wachstums mit und ohne Chinasaure der Mutanten cuco5
und nuo20.9/cuco5 in Abhangigkeit von der Konidienkonzentration. Es wurden
jeweils 4 ml Vogelsmedium (2 % Saccharose) mit 1,5 - 30-10* Konidien pro ml
bzw. einen Uberschuss an Konidien (> 30) angeimpft und nach vier Tagen
Inkubation geerntet. Die weilRen Balken stellen die Hyphenmassen aus
Kulturen ohne Chinasaure und die dunklen Balken die aus Kulturen mit
Chinasaure dar.

Zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens auf festem Medium wurden Agarplatten
mit und ohne Chinasaure sowohl punktférmig als auch flachig angeimpft. In
Abbildung 26 sind die punktférmig angeimpften Platten nach 4, 5, 7 und 14 Tagen
Inkubation dargestellt. Dabei wurde ein stark verzogertes Wachstum der
nuo20.9/cuco5-Doppelmutante auf der Platte ohne Chinasaure beobachtet. Nach
zwei Wochen hatten sich noch keine Lufthyphen und Makrokonidien gebildet. Im
Gegensatz dazu wurde auf den Platten mit Chinasaure bereits nach sieben Tagen

eine starke Konidienbildung beobachtet.
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cuco5 nuo20.9/cuco5
ohne +QA ohne +QA
4d
5d
7d
14d

Abb. 26: Wachstumsvergleich der Mutanten cuco5 und nuo20.9/cuco5 auf
Sorboseplatten mit (+QA) und ohne Chinasaure. Pro Platte wurden
150 Konidien zentral aufgetragen. Dargestellt sind die Platten nach 4, 5, 7 und
14 Tagen.

Gegenuber der Mutante cucob, die auf Platten ohne Chinasaure nur eine leichte
Verzdégerung des Wachstums zeigte, wurde die Chinasaure-Abhangigkeit der

Doppelmutante nuo20.9/cuco5 deutlich.

In Abbildung 27 ist die Zunahme der Kolonienanzahl bei flachigem Animpfen der

Agarplatten in Abhangigkeit von der Saccharosekonzentration dargestelit.
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Abb. 27: Wachstum der Mutanten cuco5 und nuo20.9/cuco5 auf Platten ohne (A) und
mit (B) Chinasaure in Abhangigkeit von der Saccharosekonzentration (2 %,
1 %, 0,5 %). Die cuco5-Kolonienanzahl auf den Platten mit 1 % und 2 %
Saccharose mit Chinasaure (B) konnten wegen des starken Wachstums ab
vier Tagen nicht mehr bestimmt werden (fehlende Balken).

Bei Abwesenheit von Chinasaure zeigt die Doppelmutante eine starke Saccharose-
abhangigkeit der Kolonienbildung. Bei 0,5 % Saccharose bildete nuo20.9/cuco5 erst
nach sechs Tagen Kolonien. Bei der cuco5-Mutante wuchsen die Kolonien schnell
ineinander, wodurch die Bestimmung der Kolonienzunahme erschwert wurde
(Abb. 27).

In Abwesenheit von Chinasaure bildete die Doppelmutante nuo20.9/cuco5 keine
Lufthyphen mit Konidien. Zur Uberprifung dieses Befundes wurden Schragagar-
réhrchen mit einer groRen Anzahl von Konidien angeimpft. In Abbildung 28 sind die

Kulturen nach einer Woche dargestelit.
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Abb. 28: Schragagarkulturen der Mutanten cuco5- und nuo20.9/cuco5. Gezeigt sind
Schragagarréhrchen mit 1,5 % Sorbosemedien (A) ohne bzw. mit (+QA)
Chinasaure. Zum Vergleich ist in (B) eine nuo20.9/cuco5-Kultur auf Sorbose-
freiem Medium ohne Chinasaure dargestellt. Die Konidien sind als dunkle
Bereiche in Hohe der Pfeile erkennbar.

Die Ausgangsmutante cuco5 bildete in An- und Abwesenheit von Chinasaure viele
Konidien. Die Doppelmutante nuo20.9/cuco5 zeigte bei Anwesenheit von Chinasaure
eine starke Konidienbildung, die mit einer dunklen Ausscheidung begleitet wurde. Bei
Abwesenheit von Chinasaure war das Wachstum verzdgert und die Konidienbildung
blieb aus. Zum Vergleich wurde die Doppelmutante auch in einer Schragagarkultur
ohne Sorbose angezogen (Abb. 28, B). Die Konidienbildung war ohne Sorbose

etwas starker.

4.4.6 Anwendung der Filtrations-Anreicherung zur Selektion von Komplex I-

Mutanten

Fir das Filtrations-Anreicherungs-Verfahren wurde ein Selektionsmedium gesucht, in
dem das Auskeimen der Doppelmutante nuo20.9/cuco5 gegenuber der regulierbaren
Komplex lllI-Einfachmutante cuco5 stark verzogert ist. Flussigkulturen mit Konidien
der beiden Mutanten wurden jeweils getrennt angesehen und die Hyphen nach 8, 14,
24, 32, 38, 48 und 58 h Wachstum durch Glaswolle abfiltriert. Ein konstantes
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Volumen des Filtrates wurde auf Chinasaure-Platten verteilt. In Abbildung 31 ist die

Kolonienzahl gegen die Wachstumszeit in der Flussigkultur aufgetragen.
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Abb. 31: Abnahme wachstumsfahiger Konidien der Mutanten cuco5 (A, gestrichelte
Linie) und nuo20.9/cuco5 (e, durchgezogene Linie) im Filtrations-
Anreicherungs-Verfahren. Jeweils 50 ml Vogelsmedium mit 2 % Saccharose
wurden pro Stamm mit 3:10% Konidien/ml angeimpft. Die Zahl der
wachstumsfahigen Konidien wurde durch Ausplattieren eines Aliquots (10 ul)
nach jeder Filtration bestimmt. Zu Beginn (Inkubationszeit 0 h) wurden Aliquots
vor (A bzw. 0)und nach der Filtration ausplattiert.

Uber die Anzahl der Kolonien nach jeder Filtration konnte auf den Anteil
ausgekeimter Konidien, die am Filter zurickgehalten wurden, geschlossen werden.
Die Doppelmutante nuo20.9/cuco5 zeigte im Vergleich zur Einfachmutante cuco5
kein verzogertes Auskeimen trotz Chinasaureabwesenheit. Die Erwartung, dass die

Kurve mit der Doppelmutante flacher verlauft, erfillte sich nicht.

Auffallig ist die starke Abnahme der Konidienzahl im Filtrat beider Ansatze schon
nach acht Stunden. Zur Uberprifung ob die Konidien unabhangig von GréRe und
Auskeimungsstadium von Filter zurickgehalten werden, wurden Proben aus nicht
inkubierten Ansatzen vor und nach einer Filtration auf Agarplatten ausplattiert. Dabei
wurde keine Abnahme der Konidien im Filtrat festgestellt (Abb. 31). Durch
Herabsetzung der Saccharosekonzentration im Medium wurde untersucht, ob der
hohe Zuckergehalt ein differenziertes Auskeimen der Konidien unterdriickt. Daflr
wurden Saccharosegehalte von 1% und 0,5% gewahlt und wie oben beschrieben
eingesetzt (Abb. 32, A bzw. C).
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Abb. 32: Abnahme wachstumsfahiger Konidien der Mutanten cuco5 (A, gestrichelte
Linie) und nuo20.9/cuco5 (e, durchgezogene Linie) im Filtrations-
Anreicherungs-Verfahren mit 1 % (A) bzw. 0,5 % (C) Saccharose Medien.
Zum Vergleich wurden der Wildtyp (x, gestrichelte Linie) und die Komplex |-
Mutante nuo20.9 (m, durchgezogene Linie) in (B) mit 0,5 % Saccharose und in
(D) mit 1 % Saccharose angesetzt.

Das Auskeimen der Konidien wurde durch geringere Saccharosegehalte nicht stark
beeinflusst. Es wurde zwar ein leicht verzégertes Auskeimen von Doppelmutanten-
Konidien festgestellt, was jedoch im Rahmen der MefRungenauigkeiten blieb. Zum
Vergleich wurden Konidien des Wildtyps und der nuo20.9-Mutante in Medien mit
erniedrigten Saccharosegehalten angesetzt. Schon nach funf Stunden wurden im
Filtrat nicht mehr als 4 % der Ausgangskonzentration von Konidien beider Stamme

nachgewiesen.

Die Chinasaureabhangigkeit der nuo20.9/cuco5-Mutante wurde, im Vergleich zur
Ausgangsmutante cuco5, durch Zusatz von Sorbose verstarkt (4.4.5). Zur
Uberprifung, ob Sorbose auch die Konidienauskeimung beeinflusst, wurde dem

Kultivierungsmedium 3 % bzw. 6 % Sorbose beigefugt (Abb. 33).
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Abb. 33: Sorboseeinfluss auf die Auskeimung von cuco5- (A, gestrichelte Linie) und
nuo20.9/cuco5- (e, durchgezogene Linie) Konidien. Es wurden 2 %
Saccharose-Vogelsmedien mit 3 % (A) und 6 % (B) Sorbose eingesetzt.

Das Auskeimen der Konidien beider Mutanten wurde durch Sorbose im Medium
verzogert. Bei 6 % Sorbose wird der Effekt im Vergleich zu 3 % Sorbose-Ansatzen
nur leicht verstarkt. Beim Vergleich der beiden Mutanten scheint eine groRere
Verzdgerung der cuco5-Konidien Auskeimung stattzufinden. Das widerspricht den
Ergebnissen auf Agarmedium (Abb. 26) und kdnnte auf eine gréliere Anfalligkeit der

Doppelmutanten-Konidien auf die Toxizitat von Sorbose zurickzuflhren sein.

Trotz des groRen Wachstumsunterschiedes zwischen den Mutanten cuco5 und
nuo20.9/cuco5 bei Abwesenheit von Chinasaure, konnte kein differenziertes
Auskeimen erreicht werden, das bei einer Mischung der Stamme zu einer

Anreicherung der Doppelmutante-Konidien fuhren wirde.

4.4.7 Mutagenisierung der regulierbaren Komplex lll-Mutante cuco5 durch UV-
Behandlung

Zur Untersuchung der Chinasaureabhangigkeit der mutagenisierten cuco5-Mutante

wurden Konidien durch UV-Strahlung behandelt und ihr Wachstumsverhalten in An-

bzw. Abwesenheit von Chinasaure untersucht.
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Zur Bestimmung der optimalen Bestrahlungszeit wurde eine Dosis-Effekt-Beziehung
aufgestellt (Abb. 29). Dazu wurden Uberlebensraten von Konidiensuspensionen mit
unterschiedlichen Behandlungszeiten bestimmt. Von David und de Serres (1970)
wurde eine Uberlebensrate von hochstens 50 % und mindestens 20 % bei UV-
Mutagenese von N. crassa Makrokonidien vorgeschlagen, um einen moglichst hohen
Anteil mutierter Konidien zu erhalten. Die optimale Behandlungszeit der cuco5-

Mutante liegt dementsprechend zwischen 22 min und 14 min.
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Abb. 29: Dosis-Effekt-Beziehung der UV-Bestrahlung von cuco5-Mutanten Konidien.
Aufgetragen ist die Behandlungszeit mit UV-Licht (254 nm) gegen die Anzahl
gewachsener Kolonien, wobei jeweils von 200 Konidien ausgegangen wurde.
Zur Berechnung der Uberlebensrate wurde die Zahl gewachsener Kolonien
der unbehandelten Suspension als Bezugsgrofie verwendet. Dargestellt ist der
Bereich der optimalen Uberlebensrate und der sich daraus ergebende
optimale Bestrahlungszeit-Bereich von 14 bis 22 Minuten.

Eine Konidiensuspension wurde 17,5 min bestrahlt, auf Chinasaure-Agarplatten
vereinzelt und die gewachsenen Kolonien auf Schragagarrohrchen mit Chinasaure
kultiviert. Zur Uberpriifung der Chinasdureabhéngigkeit wurde jeweils Vogelsmedium
(2 % Saccharose) mit bzw. ohne Chinasaure mit einer unbestimmten Konidienanzahl
von 45 isolierten Klonen angeimpft. Die Verhaltnisse der Feuchtgewichte
Chinasaure-freier Kulturen zu Chinasaure-haltigen Kulturen lagen in einem Bereich
von 0,6 bis 1,5. Wie erwartet zeigten die meisten Klone ein Verhaltnis um 1 (x 0,2,

70 %), was den Ansatzen mit der regulierbaren Komplex lll-Mutante cuco5
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entspricht. Kein Klon zeigte ein Massenverhaltnis unter 0,5, wie es flur die

Doppelmutante nuo20.9/cuco5 bestimmt worden war.

Bestrahlte Konidien wurden auflerdem in Chinasdure-freiem Flussigmedium
suspendiert und flr 76 Stunden geschuttelt. Durch sukzessive Filtration wurden die
ausgekeimten Konidien entfernt und jeweils gleiche Volumen des Filtrates auf
Chinasaure-Agarplatten ausplattiert (Abb. 30). Die erste Filtration wurde nach einer
Stunde durchgefuhrt und deutete einen Anstieg der Konidien im Filtrat an, da einige
mutagen behandelte Konidien eine Regenerierungszeit bendtigen, um anwachsen zu
kénnen (Abb. 30). Nach 24 Stunden war die Zahl der Kolonie-bildenden Konidien auf
ein Zehntel gesunken. Insgesamt 59 Kolonien wurden isoliert und auf
Chinasauresensitivitat untersucht. Dazu wurde wieder das Verhaltnis der
Feuchtgewichte aus Kulturen mit und ohne Chinasaure bestimmt. Die meisten Klone
zeigten unabhangig von der Inkubationszeit ein Massenverhaltnis um 1. Zwei Klone,
die aus dem Filtrat nach 58 bzw. 76 Stunden stammen, zeigten ein Massenverhaltnis

von unter 0,5, wie es fur eine Komplex I-Mutation zu erwarten ist.

Zur Uberpriifung der Zuverlassigkeit dieser Phanotyp-Bestimmung wurden die
59 Klone nach einer Woche erneut untersucht. Dabei zeigten 34 Kulturen eine
Abweichung von Uber 20 % und 10 Klone sogar eine Abweichung von uber 50 %.
Auch die beiden Chinasaure-abhangigen Klone, die bei der ersten Bestimmung ein
Massenverhaltnis unter 0,5 zeigten, ergaben bei der zweiten Bestimmung ein
Verhaltnis von Uber 0,8. Die Reproduzierbarkeit des Wachstumsverhaltens ist
offensichtlich noch unzureichend. Andererseits ist die Methode bei der Mutante
cuco5 und der Doppelmutante sehr zuverlassig (< 12 % Abweichung) und keiner der
106 untersuchten Klone zeigte ein Massenverhaltnis von unter 0,5, wie es bei der
nuo20.9/cuco5-Doppelmutante der Fall ist. Die Chinasaureabhangigkeit der cuco5-
Mutante mit zusatzlichem Komplex I-Defekt, scheint, zumindest nach dem Vergleich

mit einer geringen Anzahl von ungezielt erzeugten Mutanten, spezifisch zu sein.
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Abb. 30: Abnahme der Konidienkonzentration einer mutagen behandelten cuco5-
Mutanten Suspension durch sukzessive Filtration. Die Konidien wurden nach
17,5 Minuten UV-Bestrahlung in Vogelsmedium (2 % Saccharose) bei einer
Konzentration von 3-10* Konidien pro ml inkubiert. Es wurden parallel zwei
Kolben angesetzt (o und A), nach je 7 - 10 Stunden Inkubation wurden die
Konidiensuspensionen sukzessiv durch Glaswolle filtriert und mehrere
Chinasaure-Platten mit einem konstanten Volumen des Filtrates angeimpft.
Vor der Inkubation wurden Agarplatten der unfiltrierten Konidiensuspension
ausplattiert (o und m). Aufgetragen sind die gewachsenen Kolonien gegen die
Inkubationszeit der Konidiensuspensionen.

Das durchgefiihrte Filtrations-Anreicherungs-Verfahren mit Chinasaure-freiem
Medium und anschlieBender Regenerierung auf Chinasaure-enthaltendem Medium,
zeigte keine Anreicherung von Chinasaure-abhangigen Mutanten. Sogar nach
76 Stunden zeigten 70 % der isolieten Klone ein Wachstum, wie die

Ausgangsmutante cucob.
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5. Diskussion

5.1 Randbedingungen zur Identifizierung ungezielt erzeugter Komplex I-

Mutanten

Komplex | besteht aus etwa 38 Untereinheiten, von denen 7 mitochondrial kodiert
sind. Es ist zu erwarten, dass zuséatzliche Proteine benotigt werden, die spezifisch an
der Expression und Assemblierung der Komplex I-Untereinheiten beteiligt sind. Zwei
Proteine, CIA84 und CIA30, die fur die Bildung des Membranarms von Komplex |
essentiell sind, wurden bereits identifiziert. Die Charakterisierung von
atmungsdefekten Mutanten der Hefe S. cerevisiae zeigte, dass die Atmungsketten-
komplexe eine erhebliche Zahl von Hilfsproteine fir die Bildung der funktionalen
Enzyme bendétigen (Suzuki et al., 1997; Grivell et al., 1999; Chacinska und Boguta,
2000). Postuliert man die Notwendigkeit von etwa zehn zuséatzlichen Genen fur die
Biosynthese von Komplex | kommt man in der Summe auf etwa 50 spezifische Gene
zur Bildung des aktiven Komplex I. Da die Gesamtzahl der Gene von N. crassa etwa
10000 betragt, betrafen 0,5 % aller induzierten Gendefekte Gene von Komplex I.
Komplex I-Mutationen sind rezessiv, da sie durch Fehlen oder Schéadigung eines
Genproduktes entstehen. Das Vorkommen von dominanten Allelen im selben Kern
durch paraloge Proteine kann vernachlassigt werden, da N.crassa vermutlich
aufgrund des RIP-Effekts nur einen sehr geringen Anteil paraloger Proteine aufweist
(Mannhaupt et al., 2003). Es muss jedoch bertcksichtigt werden, dass in
Heterokaryoten durch Komplementation die Anzahl der Komplex I-Mutationen, die
durch ihren Phanotyp in Erscheinung treten, verringert werden. Dadurch wird nicht
der Anteil von Komplex I-Mutanten an der Gesamtheit induzierter Mutanten
verringert, sondern nur die Haufigkeit der selektierbaren Mutanten in der behandelten

Konidiensuspension.

Das Genom von N. crassa ist etwa 40 MBp grof3, wobei etwa die Halfte kodierend ist
(Schulte et al., 2002). Bei einer statistischen Verteilung von einer Mutation pro Zelle,
wurde die Halfte der Konidien eine Mutation in einem kodierenden Bereich
aufweisen. Des weiteren fuhren nicht alle Mutationen, die in einem Gen vorliegen zu

einem Gendefekt. Die Ausbeute von Mutanten wére dabei sehr gering. Somit musste
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die mutagene Dosis erhoht werden, damit der Anteil an Heterokaryoten verringert
und die Anzahl an Mutationen, die zu einem Gendefekt fuhren erhdht wird.

Um eine optimale Mutantenausbeute zu erhalten, wurden Rickmutations-Analysen
mit spezifischen, auxotrophen Mutanten von N. crassa durchgefuhrt. Dabei wurde
durch Variierung der Strahlendosis eine Beziehung von Mutanten pro tberlebende
Zelle aufgestellt. Es wurde jedoch nur der maximale, riickmutierte Konidienanteil der
Uberlebenden Zellen bestimmt, was keine Aussagen Uber den absoluten Anteil an
Wildtyp-phanotypischen Konidien zulasst (David und de Serres, 1970). Die
Strahlendosis ist bei einer UV-Mutagenese nicht linear mit der Mutantenausbeute
verknlipft. Eine wahllose Erhéhung der Bestrahlungszeit fuhrt schliel3lich zur

Abnahme der Mutantenausbeute.

Geht man davon aus, dass der Mutantenanteil unter optimalen Uberlebensraten 50-
30 % betragt, ist der Anteil an Komplex I-Mutanten nach einer mutagenen
Behandlung nur 0,25 - 0,1 %, d.h. nur ca. jede tausendste lebensfahige Konidie ist
eine Komplex I-Mutante. Die Isolierung der gesuchten Mutanten wird durch eine
spezifische Anreicherung, basierend auf ein verzogertes Auskeimen der gesuchten
Konidien, vereinfacht. Bei einer 10fachen Anreicherung der Mutanten mussten

durchschnittlich nur noch etwa hundert Klone je Komplex I-Mutante Uberprtft werden.

Die enzymologische Charakterisierung jeder einzelnen Mutante wére auch nach
einer Anreicherung zu aufwendig, um eine Isolierung mehrerer Komplex I-Mutanten
zu ermdglichen. Eine vereinfachte Identifizierung von Komplex I-Mutanten, basierend
auf ihrem Wachstumsverhalten misste auch bei 10facher Anreicherung eine

Untersuchung von einigen Tausend Klonen zulassen.

5.2 Die Auswirkung von defekten Atmungskettenkomplexen in N. crassa

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Selektionsverfahrens zur
Identifizierung ungerichtet erzeugter Komplex I-Mutanten von N. crassa. Komplex I-
Mutanten von N. crassa, die durch gezielte Inaktivierung eines Strukturgens erzeugt

wurden (vgl. 2.5), zeigen unter normalen Kultivierungsbedingungen kein auffallig
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differenziertes Wachstum im Vergleich zum Wildtyp. Der Bypass des
Elektronenflusses von NADH auf Ubichinon durch die nicht-protonenpumpende,
alternative NADH Dehydrogenase fihrt zwar zu einer EinbulB3e von 40 % der
Energiekonservierung pro Elektronentransfer von NADH auf Sauerstoff, verzogert
das Wachstum aber nur geringfligig. Die Komplex IlI-Mutante uco5 (4.1.1) hingegen
zeigt ein sechsfach langsameres Wachstum. Bei einem Komplex lll-Defekt verlauft
der Elektronenweg durch die Atmungskette Uber Komplex| und die nicht
protonenpumpende alternative Ubichinol Oxidase. Dabei ist die Effizienz fur den
Aufbau des Membranpotentials zwar um 60 % niedriger als im Wildtyp, jedoch im
Vergleich zur Komplex I-Mutante nur um ein Drittel erniedrigt. Die verringerte ATP-
Ausbeute in der uco5-Mutante scheint daher keine hinreichende Erklarung der

beobachteten Vitalitdatsbeeintrachtigung zu sein.

In ungezielt erzeugten Mutanten von N. crassa, die den Verlust eines oder mehrerer
Cytochrome aufweisen, ist eine erhtéhte Konzentration der alternativen Ubichinol
Oxidase anhand der Antimycin-resistenten Atmung nachweisbar (Slayman et al.,
1974; Stade und Brambl, 1981). Ein Grol3teil dieser Cytochrom-defizienten Mutanten
zeigen einen ahnlichen Phéanotyp, wie die uco5-Mutante. Einige jedoch, wie zum
Beispiel die cyb-1-1 Mutante, zeigen nur ein leichtes Wachstumsdefizit gegentber
dem Wildtyp (Bertrand und Collins, 1978). Der cyb-1-1 Mutante fehlt ein Teil der
Cytochrom b-Untereinheit, wobei der restliche Komplex Il gebildet wird. Es wurde
postuliert, dass einige Mutationen, die zu einem Defekt in den Cytochromkomplexen
fuhren, auch die Regulation der alternativen Oxidase-Induktion beeintrachtigen
konnen. Bestarkt wird diese Aussage durch die Tatsache, dass in Pilzen wie z.B.
Candida albicans, die neben der induzierbaren alternativen Ubichinol Oxidase ein
konstitutives Enzym enthalten, ein Defekt der Chytochromkomplexe keine
Beeintrachtigung der Vitalitéat hervorruft (Huh und Kang, 1998; Joseph-Horne et al.,
1998). In der uco5-Mutante konnte durch Messung der SHAM-sensitiven Atmung
isolierter Mitochondrien jedoch keine Erniedrigung der alternativen Ubichinol
Oxidaseaktivitat festgestellt werden.

Ob der Pilz eine vollstandig entkoppelte Atmung kompensieren kann und welche
Auswirkungen die Entkopplung gegebenenfalls auf das Wachstum von N. crassa hat,
sollte durch Untersuchung einer Komplex I/lll-Doppelmutante beantworten werden.
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Da Kreuzungsversuche zwischen der Komplex I-Mutante nuo20.9- und der
Komplex llI-Mutante uco5 keine Komplex I/lll-Doppelmutanten (4.1.1) ergaben,
scheit eine gekoppelte Atmung essentiell fir das Auskeimen und Anwachsen von
N. crassa Ascosporen zu sein. Bestatigt wurde dieser Befund bei Kreuzungen
zwischen einer Komplex I-Mutante und der regulierbaren Komplex Ill-Mutante cuco5.
Alle Nachkommen, die eine Kombination der Defekte von Komplex | und Komplex IlI
aufwiesen, enthielten das cDNA-Konstrukt, das den Komplex llI-Defekt
komplementieren kann (4.4.4). Die alternativen Atmungskettenenzyme sind demnach
nur in Verbindung mit protonenpumpenden Enzymkomplexen effizient. Es sind auch
keine Pilze bekannt, in denen Komplex | abwesend und die alternative Ubichinol

Oxidase anwesend ist (Joseph-Horne et al., 2001).

In N. crassa ist unter normalen Wachstumsbedingungen wenig oder keine alternative
Oxidaseaktivitat vorhanden. Erst bei Stérung des Cytochrom-Elektronenweges wird
die Bildung der alternativen Ubichinol Oxidase induziert (Li et al., 1996). Daraus
ergibt sich, dass N.crassa unter Bedingungen, die zu einer Expression der
alternativen Oxidase fuhren, auf einen intakten Komplex | angewiesen ist. In dieser
Arbeit wurde gepruft, wie solche Bedingungen zur Selektion von Komplex I-Mutanten
genutzt werden kdnnen. Daflr wurde das Wachstums- und Auskeimungsverhalten
von Komplex I-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Es wurden
Bedingungen gesucht, die eine effektive Anreicherung von Komplex I-Mutanten aus
der Vielfalt von ungezielt erzeugten Mutanten gewdhrleisten und Methoden, die

Einzeluberprifungen von vielen Klonen in kirzester Zeit ermdglichen.

5.3 Kupfer-limitiertes Medium zur Selektion von Komplex I-Mutanten

Kupfermangel hat eine stark verminderte Synthese des Komplex IV und eine
Induktion der alternativen Ubichinol Oxidase zur Folge (Schwab, 1973). Durch
Differenzspektren von Mitochondrien aus Kupfer-limitierend gewachsenen Hyphen
wurde kein Cytochrom a bzw. az nachgewiesen, was auf ein nicht oder nur in Spuren
vorhandenen Komplex IV schlieBen liel3 (4.2). Eine Kultivierung von Komplex I-
Mutanten unter Kupfer-limitierten Bedingungen zeigte jedoch keine Beeintrachtigung
des Wachstums (Tab. 3). Die Bestimmung der Atmungsaktivitaten isolierter
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Mitochondrien zeigten zwar eine Induktion der alternativen Ubichinol Oxidase, jedoch
wurde noch 75 % der Atmung durch Cyanid gehemmt. Die starke Verringerung von
Komplex IV in den Mitochondrien fihrte zu keiner gravierenden Stérung des
Elektronenweges durch die Cytochromkomplexe. Die durch Komplex IV katalysierte
Teilreaktion ist in der Atmungskette nicht geschwindigkeitsbestimmend. Die
Komplex IV-Konzentration spiegelt sich deshalb nicht in der gemessenen

Umsatzgeschwindigkeit wieder.

Obwohl die Induktion der alternativen Ubichinol Oxidase eine Stdrung des
Elektronenweges anzeigt macht sich ein zusatzlicher Komplex I-Defekt nicht
signifikant im Wachstum bemerkbar. Auch die Minimierung des Kupfers in den
Konidien, indem die eingesetzten Konidien schon bei Kupfer-limitierten Bedingungen
gewonnen wurden, zeigte bei anschlielender Kultivierung der Komplex I-Mutante
keinen Unterschied. Kupfer-limitiertes Medium eignet sich somit nicht zur Selektion

von Komplex I-Mutanten, da keine Differenzierung zum Wildtyp erreichbar war.

5.4  Selektion von Komplex I-Mutanten durch Hemmung von Atmungsketten-

enzymen

Ein differenziertes Wachstum von Komplex I-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp bei
Anwesenheit von Antimycin, als Komplex IlI-Inhibitor, wurde schon in einer friheren
Arbeit festgestellt. Eine Differenzierung durch Hemmung des Komplex IV durch
Cyanid im Selektionsmedium wurde dagegen nicht beobachtet (Rakatzi, 1998).
Basierend auf den ausgearbeiteten Kultivierungsbedingungen wurde die
Kolonienbildung auf Agarmedien von Komplex I-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp
bei Antimycin-Anwesenheit untersucht und eine Differenzierung des Wachstums auf
Agarmedien erzielt (4.3). Eine Vereinfachung der Methode durch Auftragung von
Suspensionstropfen hat trotz Variierung der eingesetzten Konidienzahl keinen
eindeutigen Wachstumsunterschied zwischen den Stammen gezeigt. Eine Erklarung
fur diesen Widerspruch wurde nicht klar. Vermutlich ist die Antimycinsensitivitat von
Komplex I-Mutanten auf Agarplatten abhangig von der eingesetzten Konidienmenge.

Die Uberpriifung einer groRen Anzahl von Klonen ware aufwendig, da von jedem
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Stamm eine Gehaltsbestimmung der Konidiensuspension durchgefuhrt werden

musste.

Das Wachstum der Stamme in Antimycin-Flissigkulturen wurde durch Zucker-
umsatzbestimmungen untersucht und die Antimycinsensitivitat von Komplex I-
Mutanten bestatigt (4.3). Obwohl Komplex I-Mutanten im Selektionsmedium ein stark
verzogertes Wachstum zeigen, fuhrte das nicht zu einer Anreicherung im
Filtrationsverfahren. Eine Erklarung ist, dass die Ausbildung der Mutantenkolonien
nach einer Antimycinbehandlung eingeschrankt ist. Dies lasst eine irreversible

Hemmung der Auskeimung vermuten.

Im Verlauf der Experimente wurden mehrere Antimycin-sensitive Mutanten
identifiziert, die jedoch nicht Komplex I-defizient waren (4.3). Die Ursache fur eine
erhohte Empfindlichkeit gegen Antimycin konnte ein Defekt in der alternativen
Ubichinol Oxidase sein. Da dieses Enzym von einem Gen kodiert wird und nur ein
weiteres essentielles regulatorisches Gen bekannt ist, ist die Haufigkeit solcher
Mutanten eher gering. Eine erh6hte Antimycinsensitivitat ist ebenfalls zu erwarten bei
Mutanten, die einen verlangsamten Zuckerumsatz aufweisen, da sie fir ein schnelles
Wachstum stéarker auf eine effiziente Nutzung der umgesetzten Energiequellen
angewiesen sind. Diese Mutanten wirden auf Stérungen der Atmungskette etwa
durch Antimycin empfindlicher reagieren als der Wildtyp. Schlief3lich ist nicht bekannt
ob Antimycin ausschlief3lich auf den Komplex Ill der Atmungskette wirkt. Bei hoheren
Konzentrationen hemmt Antimycin auch das Wachstum des Wildtyps, so dass eine
Selektion von Mutanten, die bisher unbekannte Zielstellen des Antimycins treffen,

vorstellbar ist.

Von Bertrand et al. (1983) wurden Antimycinmedien zur Selektion von ungezielt
erzeugten alternative Ubichinol Oxidase-Mutanten von N. crassa erfolgreich
eingesetzt. Das Selektionsmedium enthielt eine Antimycinkonzentration von
0,05- 0,1 pg/ml. Komplex I-Mutanten zeigen unter diesen Bedingungen Kkein
verzogertes Wachstum. Erst bei hoheren Antimycinkonzentrationen (ab 2 pg/ml) und
verringertem Saccharosegehalt (0,5 %) wurde ein differenziertes Wachstum
beobachtet (Rakatzi, 1998). Eine vollstandige Blockierung des Elektronenweges von
Ubichinol zu Sauerstoff hat demnach grof3ere Auswirkungen auf das Auskeimen von
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Konidien als eine Entkoppelung von Elektronen- und Protonentransfer. Ein
entsprechendes Vorgehen zur Selektion von Komplex I-Mutanten wirde eine
Hemmung der internen, alternativen NADH-Dehydrogenase (NDI1) voraussetzen.
Nach Duarte et al. (2003) blieben Kreuzungen zwischen Komplex I-Mutanten von
N.crassa und einer Mutante, die eine defekte interne alternative NADH
Dehydrogenase aufwies, erfolglos. AufRerdem konnten Komplex I-Mutanten von
Yarrowia lipolytica erst dargestellt werden, nachdem der einzigen externen NADH
Dehydrogenase eine mitochondriale Importsequenz angefligt wurde, da die aerobe
Hefe keine interne, alternative NADH Dehydrogenase besitzt (Kerscher et al., 2001).
Da jedoch kein Inhibitor fur das NDI1-Enzym bekannt ist, konnte die Hemmung der
internen, alternativen NADH Dehydrogenase als Selektionsfaktor fur Komplex I-

Mutanten nicht untersucht werden.

Antimycin eignet sich nicht zur Identifizierung von Komplex I-Mutanten, da die
Sensitivitat zu wenig charakteristisch ist. AuRerdem erfordert der Test auf Antimycin-
sensitivitat eine Bestimmung der eingesetzten Konidienmenge, was bei einer grof3en

Anzahl von Klonen sehr zeitaufwendig ist.

5.5 Transkriptionale Regulation der Komplex Ill-Aktivitat

Eine vollstandige Blockierung des Elektronenweges durch die Komplexe Il und IV
kann durch einen Gendefekt in einer Untereinheit der Komplexe Il oder IV erfolgen.
Da die Mutante uco5 bereits existierte, wurde ein Komplex llI-Defekt untersucht. Zur
Nutzung fir die Selektion von Komplex I-Mutanten muss eine Aufhebung des
Komplex IlI-Defekts ermdglicht werden, da eine Kombination der Gendefekte letal
wirkt. Dafir wurde die Mutante cuco5 hergestellt. Sie entstand durch ektopische
Integration einer uco5-cDNA mit vorgeschaltetem induzierbarem ga2-Promotor, in
das Genom der uco5-Mutante. Durch An- und Abwesenheit des Induktors
Chinasaure im Kultivierungsmedium sollte die Expression der intakten cDNA und

damit die Komplementation des Komplex IlI-Defekts gesteuert werden.
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5.5.1 cuco5-Mutante

Das System der transkriptionalen Regulation einer Genexpression durch den ga2-
Promotor ist komplex und abhangig von mehreren Faktoren (2.8). Die Tatsache,
dass von acht Transformanden, die durch die Genotypbestimmung identifiziert
wurden, nur eine durch Chinasaure eine Induktion der Komplex Ill-Aktivitat zeigte,
unterstreicht das. Vier Transformanden zeigten einen uco5-Mutanten Phanotyp
(Tab.5; Nr.2, 6, 7 und 8), was entweder von einer ausbleibenden Transkription oder
von einem inaktiven Genprodukt herrthrte. Vermutlich wurde nur ein Teil des
MUCOb5c Konstrukts in das Genom integriert. Bei zwei der vier Transformanden
wurde zwar das Benomylresistenzgen durch Southernblot Analysen im Genom
nachgewiesen, die uco5-cDNA jedoch nicht (4.4.2; Nr. 2 und 7). Bei den anderen
beiden wurde ein zusatzliches Fragment von der uco5-Sonde erkannt, allerdings
wurde die Vollstdndigkeit der uco5-cDNA nicht Uberprift. Nach Giles et al. (1991)
werden auch bei Repression die ga-Genprodukte in geringer Rate exprimiert. Diesen
Phanotyp zeigt eine andere Transformande (Tab.6, Nr.4). Unabhéngig von
Chinasaure wird dabei eine eingeschrankte Komplementation gezeigt. Vermutlich ist
die Aktivator-Bindestelle des gqa2-Promotors beschadigt und das QA-1F-Protein kann
keine Wechselwirkung mit der DNA zur Aktivierung der Transkription eingehen. Zwei
weitere Transformanden zeigten einen Wildtyp-Phanotyp. Zwar war das Wachstum
dieser Transformanden nur halb so schnell wie das des Wildtyp aber die Messung
der Atmung zeigte eine vollstandige Komplementation des Komplex lll-Defektes. In
diesen Mutanten scheint die Promotorregion modifiziert zu sein und eine

Transkription ohne Aktivierung zu erlauben.

Bei den hier angenommenen Urspringen der Defekte wurde von einem intakten ga-
Gencluster ausgegangen. Allerdings kdnnen die erhaltenen Phanotypen auch durch
spontane Mutationen im Aktivator- oder Repressorgen im Ausgangsgenom, die zu

fehlerhaften Interaktionen der Proteine fuhren, hervorgerufen werden.

Die verschiedenen Phéanotypen der Transformanden spiegeln sich in den
Eigenschaften der regulierbaren Transformande, cuco5 wieder. Bei Abwesenheit von
Chinasaure zeigt sie den Phanotyp der Transformande Nr.4 (Tab.6). Die
unvolistandige Unterdriickung der Expression scheint in der Natur des qga2-
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Promotors zu liegen und nicht an einem Defekt in der cuco5-Mutante. Bei
Anwesenheit des Induktors Chinasdure wurde bei cuco5 eine vollstandige
Komplementation des Komplex IlI-Defekts durch Messung der Atmungsaktivitaten
nachgewiesen. Trotzdem wurde ein im Gegensatz zum Wildtyp verlangsamtes
Wachstum festgestellt. Da in den Transformanden 3 und 5 eine Induktor-
unabhéangige Transkription der cDNA gemessen wurde, stammt das behinderte
Wachstum der cuco5-Mutante bei Chinasdure-Anwesenheit anscheinend nicht von

einem Regulationsdefekt, sondern moglicherweise aus der Ausgangsmutante ucob.

5.5.2 Einfluss eines Komplex I-Defekts in cuco5-Mutanten

Zur Uberpriifung ob sich die cuco5-Mutante zur Selektion von ungezielt erzeugten
Komplex I-Mutanten eignet, wurde eine Referenzmutante mit einem zusétzlichen
Komplex I-Defekt durch Kreuzung der Stdmme cuco5 und nuo20.9 erzeugt. Dadurch
wurde der Einfluss eines Komplex I-Defekts auf das Wachstum und die Auskeimung

von Konidien der cuco5-Mutante untersucht.

Die cuco5-Mutante zeigte nur bedingt ein Chinasaure-abhangiges Wachstum. Durch
einen Komplex I-Defekt wurde diese Abhangigkeit verstarkt und lie3 eine eindeutige

Differenzierung zwischen Stammen mit und ohne intaktem Komplex | zu (4.4.5).

Das Wachstum der cuco5-Mutante und der Doppelmutante nuo20.9/cuco5 wurde
sowohl in Flussigmedien als auch auf Agarplatten untersucht. In beiden Fallen wurde
eine starke Chinasaureabhéngigkeit der Doppelmutante und eine Differenzierung der
Stamme festgestellt. Bei Anwesenheit des Induktors Chinaséure in Flissigkulturen
zeigten die geernteten Hyphenmassen der Stamme eine Differenz von 12 %, bei
Chinasaureentzug eine Differenz von 75 % (Abb.24). Dieser Effekt wurde auch bei
zentral aufgetragenen Konidien auf Agarplatten beobachtet (Abb. 26). Nach einer
Woche Inkubation zeigten die cuco5-Agarkulturen unabhangig von Chinasaure eine
starke Sporulation. Die Doppelmutante zeigte nur bei Anwesenheit von Chinasaure
eine Konidienbildung. Ohne Chinaséaure wurde ein verzégertes Wachstum und das

Ausbleiben von Lufthyphen- und Konidienbildung beobachtet.
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Bei Chinasaure-Anwesenheit wird demnach die Transkription der uco5-cDNA
induziert und eine Komplementation des Komplex lll-Defekts findet statt. Dadurch
werden Protonen durch Komplex Il und IV zum Aufbau des Membranpotentials Uber
die Membran gepumpt und der Komplex I-Defekt wird kompensiert. Bei Chinasaure-
Entzug wird die Komplementation des Komplex Ill-Defekts so stark verringert, dass
die Kombination mit einem Komplex I-Defekt die Bildung der protonenmotorischen
Kraft vermindert und dadurch einen Effekt auf das Wachstum zeigt. Das Wachstum
der Doppelmutante nuo20.9/cuco5 wird bei Abwesenheit des Induktors stark
verzogert jedoch nicht vollkommen unterdrickt. Dies ist auf die unvollstandige
Repression der Transkription und dadurch teilweisen Komplementation des

Komplex llI-Defekts zurtickzufihren.

5.5.3 Anwendung der Mutante cuco5 zur Selektion von Komplex I-Mutanten

Da ein Komplex I-Defekt in der Mutante cuco5 zu signifikanten Veranderungen im
Wachstum fuhrt, galt es Bedingungen auszuarbeiten, die eine effektive Selektion
ungerichtet erzeugter Komplex I-Mutanten ermdglichen. Das umfasste zum Einen ein
einfaches, moglichst spezifisches Verfahren zur Durchmusterung (Screening)
zahlreicher Klone zu entwickeln. Zum Anderen war das Ziel ein Anreicherungs-

verfahren, das die Zahl der zu charakterisierenden Klone deutlich reduziert.

Eine Moglichkeit zur Identifizierung von Komplex I-Mutanten ist die Bestimmung des
Wachstums in Flussigmedium mit und ohne Chinasaure. Durch Animpfen kleiner
Volumina Medien mit einer unbestimmten Konidienanzahl, die mit Hilfe eines
Zahnstochers aufgenommen wurden, ist ein einfaches Animpfen maoglich. Bei einer
Konidienkonzentration gréRer 7,5-10° pro ml war die gebildete Hyphenmasse
unabhangig vom Inokkulum. Bei der Anwendung dieses Tests auf mutagen
behandelte Konidien zeigte keiner der Klone, wie die Doppelmutante ein
Massenverhaltnis (monne/M+ga) von unter 0,5 (4.4.7), was fur eine hohe Spezifitat
spricht. Diese Methode zur Bestimmung der Chinasdureabhangigkeit erfordert
allerdings das Ernten und Wiegen der Hyphen zweier Kultivierungsansatze pro

untersuchtem Klon, was bei einer Uberpriifung von mehreren tausend Klonen sehr
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aufwendig ist. Der Vorteil ist, dass Abstufungen der Chinasaureabhangigkeit von

Stdmmen durch Berechnung von Massenverhaltnisse bestimmt werden kénnten.

Eine einfachere Methode zur Selektion von Komplex I-Mutanten kdénnte die Sorbose-
sensitive Lufthyphen- und Konidienbildung durch Animpfen von Sorbose-
enthaltenden Schragagarréhrchen mit einer unbestimmten Anzahl von Konidien sein
(Abb. 28). Bei Chinasaureanwesenheit wurde die Sorbosesensitivitat des Komplex I-
defekten Stammes aufgehoben. Die Uberpriifung einer groRen Anzahl von Klonen ist
in diesem Test durch Betrachtung der Kulturen mdglich. Kulturen, die keine oder
kaum Konidien bilden zeigen einen Komplex I-Defekt an.

Zur Entwicklung eines Anreicherungsverfahrens wurde nach Bedingungen gesucht,
die eine Differenzierung der Auskeimung zeigen. Die zeitabh&ngige Kolonienbildung
der Stamme auf Sorboseplatten ergab keinen grol3en Effekt. Die Chinasaure-
abhéangigkeit der Doppelmutante hatte sich vorwiegend im Wachstum des
Koloniendurchmessers gezeigt (Abb.24). Durch Erniedrigung der Saccharose-
konzentration in den Medien auf 0,5 % zeigten die Kulturen der Doppelmutante nach
funf Tagen bei Abwesenheit von Chinaséaure nur eine Kolonienanzahl von 6 % zu
Kulturen von der cuco5-Mutante. Dies deutete auf eine Saccharosegehalts-

abhangige Auskeimung.

Ein differenziertes Auskeimen der Stamme bei Chinasaure-Abwesenheit wurde
jedoch auch bei Erniedrigung der Saccharosekonzentration im Kultivierungsmedium
nicht beobachtet (4.4.6). Auffallig ist die schnelle Abnahme der Komplex I-defizienten
Konidien. Bereits nach acht Stunden werden 75 % der eingesetzten Konidienmenge
durch Filtration der Suspensionen entfernt. Auch durch Zugabe von Sorbose ins

Medium wurde die Auskeimung nicht differenziert.

5.6 Ausblick

Bisher ist es gelungen Selektionsbedingungen zu erarbeiten, die eine Uberpriifung
von bis zu zweihundert Klonen pro Tag ermdglichen. Eine Vorselektion von Klonen,

die ein langsames Wachstum auf Sorbose-enthaltenden, Chinaséurefreien
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Agarmedien zeigen, vermindert den Aufwand. Diese Klone missten des weiteren auf
ihre Chinasaureabhéangigkeit untersucht werden, um eine Auswahl von interessanten
Klone zu erhalten. Klone, die aufgrund ihres Phanotyps auf einen Komplex I-Defekt
deuten, muissten durch einen enzymologischen Nachweis auf Komplex I-

Anwesenheit untersucht werden.

Auch durch die vereinfachte Uberprifung des Phanotyps, ist der Aufwand fir die
Isolierung von Komplex I-Mutanten sehr hoch, da durchschnittlich pro isolierter
Komplex I-Mutante tausend Klone uberpruft werden missten. Eine Anreicherung
ware demnach immer noch von grofRem Interesse. Obwohl das Wachstum der
cuco5-Mutante durch einen Komplex I-Defekt erheblich eingeschrankt wird, gelang
eine Filtrationsanreicherung nicht. Das konnte daran liegen, dass der Komplex I-
Defekt starker auf das Wachstum wirkt als auf das Auskeimen der Konidien. Auch
langsam wachsende, bereits ausgekeimte Konidien werden durch die Filtration
entfernt. Eine Verbesserung kénnte durch Anwendung von Filtern mit definierten
PorengréRen, die ausgekeimte Konidien erst ab einer bestimmten GroRRe

zuruckhalten, erzielt werden.

Die Identifizierung von Komplex I-Mutanten ware nur der erste Schritt. Anschlielend
missten die erhaltenen Komplex I-defekten Mutanten mit dem Wildtyp gekreuzt
werden um Homokaryoten zu erhalten. Diese Klone muissten weiter charakterisiert
werden, da nicht alle erhaltenen Komplex I-Mutanten von Interesse sind. Besonders
Komplex I-Mutanten, die in gleichen Genen einen Defekt vorweisen, wie die durch
gezielte Gendisruption erzeugten Mutanten, wirden keine neuen Erkenntnisse
bringen. Nur ein kleiner Teil der mdglichen Komplex I-Mutanten beruhen auf bisher
unbekannten Genen. Die Mutanten bekannter Gene lassen sich durch Kreuzung
aussortieren. Die Lokalisierung der Mutationen kann durch Kreuzungen mit ,linkage
tester“-Stamme eingegrenzt werden. Das betroffene Gen musste anschliel3end durch
Einzeluberprifung der in Frage kommenden Gene identifiziert werden. Ein weitere
Moglichkeit zur Bestimmung des betroffenen Gens bei Mutanten mit unbekannten
defekten ist der Einsatz einer cDNA-Bank, basierend auf die Identifizierung von
cDNAs, die durch Dominanzwirkung die Mutation kompensieren. Eine Erleichterung
bei der Identifizierung der mutierten Gene ware eine alternative Mutagenese-

strategie. Statt der UV-Mutagenese wére es moglich Mutanten durch Transformation
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mit einem dominanten Selektionsmarker zu erzeugen. Die ektopische Integration des
Markers in fremde Gene fuhrt in der Regel zu deren Inaktivierung. Die
Integrationsstelle lieBe sich bei identifizierten Mutanten leicht durch PCR
charakterisieren. Anhand der bekannten Genomsequenz ergibt sich daraus

unmittelbar das betroffene Gen.
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