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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Forschung an dem groBten und kompliziertesten Enzym der Atmungskette, der
NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex ), hat auf Grund seiner prominenten
Stellung als Ursache fur eine Vielzahl von mitochondrialen Krankheiten und
degenerativen Prozessen in den letzten Jahren signifikant zugenommen. Allerdings
liegen nur wenige Kenntnisse uber die Biogenese und Assemblierung von Komplex |
vor. Bislang wurden funf spezifische Assemblierungsproteine charakterisiert. Da fur
den weit einfacher strukturierten Komplex IV das Verhaltnis von Untereinheiten zu
Hilfsproteinen bei etwa 1:1 liegt, ist die Existenz weiterer Assemblierungsproteine
von Komplex | anzunehmen. Eine Vielzahl von Hilfsproteinen fur die Atmungs-
kettenkomplexe Il und IV wurden durch ungezielte Mutagenese in der Hefe

Saccharomyces cerevisiae identifiziert.

In dieser Arbeit wurde ein Verfahren zur Erzeugung, Selektion und Charakter-
isierung von Komplex I-Mutanten mit dem Ziel der weiteren Aufklarung des
Assemblierungsmechanismus entwickelt und angewandt. Als Modelorganismus
wurde der Hyphenpilz Neurospora crassa gewahlt, der im Gegensatz zur fakultativ
aneroben Hefe S. cerevisiae einen Komplex | aufweist. Auf Grund seiner
verzweigten Atmungskette konnen in diesem apathogenen Organismus genetische

Manipulationen an Komplex | ohne letale Konsequenzen durchgefiihrt werden.

Zur Erzeugung der Mutanten wurde das Verfahren der ungezielten Insertions-
mutagenese eingesetzt. Dazu wurde das bar-Gen, welches eine Resistenz gegen das
Herbizid Basta vermittelt, in das Genom von N. crassa inseriert. Statistisch ware fur
jede 400. Mutante ein Komplex |-Defekt zu erwarten. Da die Uberpriifung der
enzymatischen Aktivitat tausender Mutanten mit einem inakzeptablen Zeit- und
Arbeitsaufwand verbunden ware, besteht die Notwendigkeit fur ein vorgelagertes

Selektionsverfahren.

Eine solche Methode wurde in dieser Arbeit auf der Basis des Wachstumsverhaltens
entwickelt. Dazu wurde auf die chinasaureregulierbare Komplex llI-Mutante cuco5

zurickgegriffen. Die Erzeugung von Komplex |-Defekten fuhrt in cuco5 zu einer
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auffalligen Abhangigkeit des Wachstums von Chinasaure. Ein dreistufiges
Selektionsverfahren fuhrte zu einer effektiven Reduktion der insgesamt 20.160
untersuchten Transformanden auf 351 chinasaureabhangige Mutanten. Unter diesen

wiesen zwolf Mutanten einen spezifischen Komplex I-Defekt auf.

In den identifizierten Komplex I-Mutanten wurden insgesamt 15 Insertionsstellen
fir das bar-Gen durch PCR amplifiziert und sequenziert. Uberwiegend liegen die
Insertionsstellen in kodierenden Abschnitten. Lediglich in drei Fallen fand die
Insertion zwischen zwei Genen statt. Drei der betroffene Gene kodieren bekannte
Untereinheiten von Komplex |. Somit ist die Funktionalitat und Effektivitat des in
dieser Arbeit entwickelten Verfahrens gezeigt, da aus der Fulle von Transfor-
manden die gewunschten Mutanten selektiert wurden. Neben den drei betroffenen
Genen fur Komplex I-Untereinheiten sind in den identifizierten Komplex I-Mutanten
insgesamt 14 Gene durch die erfolgte Insertion des bar-Gens entweder direkt
betroffen oder liegen benachbart zur Insertionsstelle. Das beobachtete Phanomen
der Mehrfachinsertion lasst eine zweifelsfreie Zuordnung der Defekte zu den
identifizierten Genen nicht zu, da weitere, unentdeckte Insertionsstellen moglich
sind. Durch gezieltes Ausschalten der identifizierten Gene muss daher noch

Gewissheit uber ihre Rolle bei der Komplex I-Assemblierung gewonnen werden.



Summary

Summary

Research on the biggest and most complicated enzyme of the respiratory chain, the
NADH:Ubichinon Oxidoreductase (complex I), has increased significantly over the
past years due to its prominent position as cause of a multiple number of mitoch-
ondrial diseases and degenerative processes. However, only little is known about
the biogenesis and assembly of complex |. So far five specific assembly chaperones
have been characterised. As a 1:1 relation of subunits to chaperones has been
found in the much simpler constructed complex IV the necessity of more such
proteins for the assembly of complex | can be assumed. Multiple chaperones were
already identified for the respiratory chain complexes Ill and IV via undirected

mutagenesis in the yeast S. cerevisiae.

For a better understanding of the assembly mechanism a method for the
generation, selection and characterisation of complex I|-mutants has been
developed and applied in this thesis. The fungus Neurospora crassa was used as
model organism as it forms a complex | in contrast to S. cerevisae. Due to its
branched respiratory chain genetic manipulations of complex | can be performed in

N. crassa without lethal consequences.

The generation of mutants was achieved through undirected insertation muta-
genesis. The basta-restistance conferring bar-gene was inserted into the genome of
N. crassa. Statistically a defect in complex | was expected for every 400" mutant.
As the determination of the enzymatic activity of thousands of mutants would

require unacceptable time and effort a preceding selection is needed.

Such a method has been developed on the basis of the growth behaviour. For this
purpose the quinic acid regulated complex Il mutant cuco5 was used. The
generation of complex | defects in these mutants leads to a significant growth
dependence on quinic acid. An effective reduction of the 20.160 examined
transformands to 351 quinic acid dependent mutants was achieved through a three-
step screening procedure. Twelf of these mutants showed a specific complex |
defect.



Summary

In the identified complex | mutants 15 insertion sites of the bar-gene have been
amplified via PCR and sequenced. The insertion sites are mainly located in
encoding domains. Only in three cases the insertion occured between two genes.
Three of the effected genes are encoding known subunits of complex |. Therefore
the functionality and effectivity of the developed procedure have been proven as
the desired mutants were selected out of the high number of transformands. Apart
from the three effected genes for complex | subunits another 14 genes are either
directly affected or adjacent to the insertation of the bar-gene. The observed
phenomenon of multiple insertations doesn’t allow a clear assignment of defects to
the identified genes as further unidentified insertations are possible. To achieve
certainty about the role in the assembly of complex | the direct knock-out of the

identified genes is necessary.
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2 Einleitung

2.1 Das System der oxidativen Phosphorylierung

Eukaryotische, heterotrophe Organismen gewinnen den GroBteil ihrer Energie durch
das System der oxidativen Phosphorylierung. Hierbei wird die Oxidation von NADH
und Ubichinol durch Sauerstoff zum Antrieb der ATP-Synthese verwendet. Die
Enzymkomplexe der oxidativen Phosphorylierung sind bei Eukaryoten in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert. Dabei handelt es sich um die NADH-Ubichinon-
Oxidoreduktase (Komplex ), die Ubichinol-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex
[ll), die Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV) und die ATP-Synthase (Komplex V)
(Abbildung 1).

ADP+P ; ATP

Komplex | Komplex IlI Komplex IV Komplex V
NADH-Ubichinon- Ubichinol-Cytochrom-c- Cytochrom-c-  ATP-Synthase
Oxidoreduktase Oxidoreduktase Oxidase

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Systems der oxidativen Phosphorylierung. Die
dargestellten Strukturen der Komplexe lll, IV und V stammen aus Rontgenbeugungsdaten und
die Komplex I-Struktur wurde von elektronenmikroskopischen Analysen abgeleitet. Q steht fiir
Ubichinon, QH; fiir Ubichinol und Cyt c fiir Cytochrom c (Brors, unverdffentlicht).

Die Atmungskettenkomplexe koppeln den exergonen Elektronentransport von NADH
bzw. Ubichinol auf molekularen Sauerstoff mit der endergonen Protonentrans-
lokation uber die innere Mitochondrienmembran. Dabei erfolgt der Elektronen-
eintritt lber Komplex | durch die Ubertragung von jeweils zwei Elektronen von
NADH (E° = -320 mV) auf das hydrophobe Ubichinon (E° = +100 mV). Ubichinon wird
auch durch die Succinat-Ubichinon-Reduktase (Komplex Il) als Teil des Citratzyklus

und die Acyl-CoA-Dehydrogenase im Zuge der B-Oxidation von Fettsauren reduziert.
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Diese Enzyme sind an der Protonentranslokation nicht beteiligt und spielen fur das
System der oxidativen Phosphorylierung daher keine Rolle. Das durch Reduktion
entstandene Ubichinol diffundiert innerhalb der Mitochondrienmembran zu
Komplex Ill, der die Elektronen einzeln auf [8sliches Cytochrom c (E° = +220 mV)
ubertragt. AnschlieBend katalysiert Komplex IV die Elektronenubertragung von
reduziertem Cytochrom c auf molekularen Sauerstoff (E° = +820 mV), der zu Wasser
reduziert wird. Gleichzeitig werden vier Protonen pro Enzymkomplex aus der
mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum gepumpt. Die resultierende
ungleiche Verteilung der Protonen fuhrt zu einem pH-Gradienten und einem
elektrochemischen Transmembranpotential. Die dadurch erzeugte protonen-
motorische Kraft ermoglicht die Bildung von ATP aus ADP und anorganischem
Phosphat durch die ATP-Synthase (Komplex V) bei gleichzeitigem Protonenruckfluss
in den Matrixraum (Mitchell, 1961; Hatefi, 1985). Fur die Synthese von drei Mol ATP

ist dabei der Ruckfluss von zehn Protonen erforderlich (Boyer, 2001).

Die Aufklarung der Kristallstrukturen von Komplex Il (Xia et al., 1997; Iwata et al.,
1998; Zhang et al., 1998; Hunte et al., 2000), Komplex IV (lwata et al., 1995;
Tsukihara et al., 1996) und Komplex V (Abrahams et al., 1994; Meier et al., 2005)
hat mafgeblich zum Verstandnis der molekularen Mechanismen dieser Enzym-
komplexe beigetragen. Von Komplex | ist bisher nur ein Fragment rontgeno-
graphisch mit einer Auflosung von 3,3 A aufgeklart worden (Sazanov et al., 2006).
Die Struktur des kompletten Komplex | wurde bislang nur grob durch Einzelpartikel-
analyse elektronenmikroskopischer Aufnahmen berechnet (Hofhaus et al., 1991;
Guenebaut et al., 1997; Guenebaut et al., 1998). Insbesondere der Mechanismus

der Kopplung von Elektronen- und Protonentransfer in Komplex | ist unverstanden.

Neben den Atmungskettenkomplexen [, Ill und IV enthalten die Mitochondrien von
hoheren Pflanzen und Pilzen eine Vielzahl alternativer, nicht protonenpumpender
Atmungskettenenzyme (Douce et al., 1989). Dabei unterscheidet man zwischen
alternativen NADH-Ubichinon-Oxidoreduktasen (NADH-Dehydrogenasen), welche die
Oxidation von NADH unter Umgehung von Komplex | katalysieren, und alternativen
Ubichinol-Oxidasen, welche die Elektronen von Ubichinol direkt auf Sauerstoff

Ubertragen und dabei Komplex Il und IV umgehen (Schwitzguébel et al., 1982;
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Mgaller, 2001) Alle bekannten alternativen NADH-Dehydrogenasen sind kernkodiert
und bestehen aus einer einzelnen Polypeptidkette mit einem Molekulargewicht von
etwa 43 - 65 kDa. Die Anzahl und Auspragung der alternativen Dehydrogenasen
variiert stark in verschiedenen Organismen (Kerscher, 2000). So wurde in dem Pilz
Yarrowia lipolytica lediglich ein Komplex gefunden, wahrend in Pflanzen bis zu
sieben bekannt sind (Kerscher et al., 1999; Michalecka et al., 2003). N. crassa
besitzt drei externe und eine interne NADH-Dehydrogenase (Abbildung 2).

alternative alternative

/ NDI 1 \ / QH,oxidase \

._-_Cyt C_"'

NADH— Komplex| - q —

\ alternative /

NDE 1-3

Abbildung 2: Schematische Darstellung der verzweigten, mitochondrialen Atmungskette von
Pilzen. Die protonenpumpenden Komplexe sind hierbei farbig und die alternativen, nicht
energiekonservierenden Komplexe grau unterlegt. Q steht fiir Ubichinon, NDI 1 fiir die interne
NADH-Dehydrogenase, NDE 1-3 fiir die externen NADH-Dehydrogenasen, QH, fiir Ubichinol und
Cyt c fiir Cytochrom c (Tsalastra, 2004).

Die interne NADH-Dehydrogenase NDI1 oxidiert NADH aus der mitochondrialen
Matrix (Melo et al., 1999; Duarte et al., 2003), wahrend die drei externen NADH-
Dehydrogenasen NDE1-NDE3 das NADH aus dem Cytosol umsetzen (Melo et al.,
2001; Carneiro et al., 2004; Carneiro et al., 2007). Die alternativen Enzyme weisen
im Vergleich zu den protonenpumpenden Enzymkomplexen lediglich ein Zehntel
von deren Substrataffinitit auf, was die Funktion als Uberlaufventile fiir iber-
schussige Reduktionsaquivalente nahe legt (Raghavendra et al., 2003). Weitere
Annahmen zur Funktion der alternativen Atmungswege sind die Pravention der
Bildung von Sauerstoffradikalen (Meller, 2001; Fernie et al., 2004) und die
Anpassung an variable Umwelteinflisse (Finnegan et al., 1997; Simons et al., 1999;
Svensson et al., 2001; Michalecka et al., 2003; Escobar et al., 2004). Einige

Organismen, wie z.B. die Hefe Saccharomyces cerevisiae, besitzen ausschlieBlich
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alternative Dehydogenasen zur Oxidation von NADH (de Vries et al., 1988; Melo et
al., 2004).

Aufgrund der Existenz alternativer Enzyme sind die Atmungskettenkomplexe fur
Pilze und Pflanzen nicht essentiell und genetische Manipulationen dieser
Enzymkomplexe moglich (Nehls et al., 1992). Das Fehlen alternativer NADH-
Dehydrogenasen fuhrt bei Menschen mit Komplex |-Defekten zu schwerwiegenden
mitochondrialen bzw. neurodegenerativen Erkrankungen, wie z.B. einige Formen
der Parkinsonschen Krankheit, Alzheimer, Leigh-Syndrom, Lebersche Optikus-
atrophie, Enzephalomyopathie und Kardiomyopathie (Schapira, 1999; Triepels et
al., 2001; Thorburn et al., 2004; Balaban et al., 2005; Wallace, 2005; Schapira,
2006). Durch Verwendung von heterologen NADH-Dehydrogenasen wurden bereits
Komplex |-Defekte in Saugerzellen erfolgreich komplementiert (Yagi et al., 2001;
Park et al., 2007). Erste Schritte hinsichtlich einer funktionsfahigen Gentherapie
sind bei Arbeiten mit lebenden, an Parkinson erkrankten Mausen unter Verwendung
der alternativen Dehydrogenase NDI1 aus S. cerevisiae zu verzeichnen (Seo et al.,
2006). Die erfolgreiche Expression von NDI1 in Komplex |-defekten Fadenwurmern
Caenorhabditis elegans bestarkt die weiteren Bemuhungen, alternative Dehydro-

genasen zur Verwendung in der Gentherapie zu untersuchen (DeCorby et al., 2007).

2.2 Biogenese der mitochondrialen Atmungskettenkomplexe

Die eukaryotischen Atmungskettenkomplexe sind dualgenetischen Ursprungs mit
mindestens 75 kernkodierten und 13 membranstandigen Untereinheiten (Vogel et
al., 2007). Die im Kerngenom kodierten Untereinheiten werden an cytosolischen
Ribosomen synthetisiert und anschlieBend in die Mitochondrien importiert, wahrend
einige besonders hydrophobe membranstandigen Untereinheiten durch das
mitochondriale Genom kodiert werden. Um die Bildung der Komplexe zu
ermoglichen, ist eine Vielzahl von Hilfsproteinen notwendig. Sie werden in drei
Aufgabenbereiche unterteilt: den Transport der kernkodierten Proteine in die

innere Mitochondrienmembran, die Transkription und Translation der mitochon-
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drialen Gene und die Assemblierung der Komplexe mit den Cofaktoren zu

funktionalen Enzymen (Grivell et al., 1999).

Die Analyse der Biogenese und Assemblierung der Atmungskettenkomplexe I, IV
und V wurde erfolgreich an der fakultativ anaeroben Hefe S. cerevisiae durch-
gefuhrt. Bei Anwesenheit von fermentierbaren Kohlenstoffquellen ist die Hefe nicht
auf eine intakte Atmungskette angewiesen. Durch die Analyse ungerichtet
erzeugter Mutanten mit Beeintrachtigungen in der Synthese oder Funktion der
Atmungskettenkomponenten, wurden verschiedene Hilfsproteine fur die Biogenese
der genannten Atmungskettenkomplexe identifiziert (Suzuki et al., 1997; Grivell et
al., 1999; Chacinska et al., 2000). Von den 340 bekannten mitochondrialen
Proteinen in S. cerevisiae sind 127 fur die Synthese, Erhaltung und Expression der
mitochondrialen DNA verantwortlich (Grivell et al., 1999). Defekte in diesen
Proteinen betreffen in der Regel keinen spezifischen Atmungskettenkomplex, da sie
grundsatzliche Funktionen ausfuhren. Hilfsproteine, die erst in einer spateren
Phase der Biogenese auftreten, haben dagegen meist einen spezifischen Einfluss

auf einen einzelnen Atmungskettenkomplex.

Allein fur die Cytochrom-c-Oxidase, die aus 13 Untereinheiten besteht, wurden
bereits mehr als 20 Assemblierungsproteine identifiziert (Fontanesi et al., 2006;
Stiburek et al., 2006) von denen mindestens 14 spezifisch fur die Komplex Ill-
Assemblierung sind (Forsha et al., 2001; Zee et al., 2006). So sind z.B. die Proteine
Cox10p (Tzagoloff et al., 1993) und Cox15p (Barros et al., 2001) in der Biosynthese
der Hame Typ-a involviert. Das Carrierprotein Cox17p (Glerum et al., 1996) liefert
vermutlich Kupfer aus dem Cytosol und ubertragt es auf die beiden Proteine
Cox11p (Carr et al., 2005) und Sco1p (Dickinson et al., 2000), die das Kupfer
endgultig in die mitochondrialen Cytochrom-c-Oxidase-Untereinheiten | und Il
uberfuhren. Zur Regulierung der mitochondrialen Translation dienen die Proteine
Mss51p und Cox14p (Perez-Martinez et al., 2003; Barrientos et al., 2004; Zambrano
et al., 2007). Die Hilfsproteine Shy1p und Pet100p sind fur die Biosynthese der
Intermediate notwendig (Mashkevich et al., 1997; Forsha et al., 2001; Church et
al., 2005). Die groBe Zahl essentieller Hilfsproteine unterstreicht deren Relevanz

fur die Funktionalitat des Komplexes eindrucksvoll.
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2.3 Superkomplexe

Enzymkomplexe der oxidativen Phosphorylierung zeigen nach ihrer Isolierung
immer noch Aktivitat, was zur Postulierung des ,,Liquid-state“-Modells fuhrte (Rich,
1984). Dabei wird von freien Komplexen ausgegangen, die sich unabhangig
voneinander in der Membran bewegen. Durch kinetische Untersuchungen wurde
gezeigt, dass die Konzentration an freibeweglichen Komponenten in der inneren
Mitochondrienmembran und die zwischen ihnen auftretenden Kollisionen
ausreichen, um die beobachtete Atmungsaktivitat zu erhalten (Hackenbrock et al.,
1986; Chazotte et al., 1988). Spatere Untersuchungen deuten jedoch auf ein, dazu
im Widerspruch stehendes, ,Solid-state“-Modell hin, bei dem von permanent
assoziierten Komplexen ausgegangen wird. Diese Superkomplexe wurden in S.
cerevisiae (Arnold et al., 1998; Cruciat et al., 2000), in B. taurus (Schagger et al.,
2000) und in Pflanzen (Eubel et al., 2004; Krause et al., 2004) nachgewiesen.
Abbildung 3 zeigt das Strukturmodell eines Superkomplexes aus Komplex | und
dimerem Komplex Il im stochiometrischen Verhaltnis von 1:1 auf der Basis von

elektronmikrosokopischen Untersuchungen bei 18 A (Dudkina et al., 2005).

Abbildung 3: Strukturmodell des I+lll, Superkomplex in der Pflanze Arabidopsis thaliana auf der
Basis von Rontgenaufnahmen und elektronenmikroskopischen Daten bei 18 A. In (a) ist die
Aufsicht aus dem Matrixraum dargestellt. Komplex I (gelb) liegt im Superkomplex vergroBert vor
(orange) und verbindet sich mit der unteren membranstandigen Halfte von Komplex lll (farbige
Struktur). Der hydrophile Bereich von Komplex Ill im Matrixraum ist durch die gestrichelte
griine Line dargestellt. In (b) ist dieselbe Struktur in einem 45° Winkel zur Membranebene zu
sehen (Dudkina et al., 2005).
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Vergleichbare Komplexe sind bereits seit langerem in Bakterien bekannt, wobei
Stroh et al. den ersten bakteriellen Superkomplex mit Komplex | isolierten (Berry
et al., 1985; Sone et al., 1987; Niebisch et al., 2003; Stroh et al., 2004). In N.
crassa wurden kurzlich neben einem Komplex I-Dimer auch Komplex I-1lI-IV bzw. llI-
IV Superkomplexe in den Deletionsmutanten nuo29.9, nuo21 und nuo51 gefunden
(Marques et al., 2007).

Es werden verschiedene Funktionen fur die gebildeten Respirasomen postuliert:
eine effizientere Leitung der mobilen Elektronentransporter unter Vermeidung von
Konkurrenzreaktionen (Substratchanneling) (Genova et al., 2003), die
Sequestration von reaktiven Intermediaten (Smeitink et al., 2001), die
Stabilisierung der beteiligten Komplexe (Acin-Perez et al., 2004), eine Kapazitats-
steigerung der inneren Mitochondrienmembran fur die Proteininsertion (Arnold et
al., 1998) sowie die Ausbildung der spezifischen Mitochondrienmorphologie
(Paumard et al., 2002).

Fur Komplex | scheint die Bildung von Superkomplexen eine besondere Bedeutung
zu haben, da eine Mutation in Genen, die Untereinheiten von Komplex IIl oder IV
kodieren, die Assemblierung stark beeintrachtigen (Acin-Perez et al., 2004;
Schagger et al., 2004; Diaz et al., 2006; McKenzie et al., 2006). Einen weiteren
Hinweis auf die Rolle der Respirasomen bei der Assemblierung und Stabilisierung
von Komplex | bietet die Integration eines inaktiven Komplex | in einen I-llI-IV
Superkomplex (Marques et al., 2007). In Maus- und Humanzelllinien wurden bei
Inaktivierung von Untereinheiten von Komplex IV eine normale bis Uberregulierte
Komplex Ill-Aktivitat bei gleichzeitig stark reduzierter Komplex I-Assemblierung
beobachtet (Li et al., 2007). Wahrend der Einfluss von Komplex Ill auf Komplex |
durch die raumliche Nahe nicht weiter Uberrascht, deutet die Relevanz des weiter

entfernten Komplex IV auf die Bildung von Superkomplexen hin.

11
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2.4 Die NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase

Die NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase (Komplex |) koppelt den Transfer von zwei
Elektronen von NADH auf Ubichinon mit der Translokation von vier Protonen uber
die Cytoplasma- bzw. Mitochondrienmembran nach folgender Gleichung (Weiss et
al., 1991):

(1) NADH + Qo+ 5H"T S NAD" + QqoHz + 4 H's

I
A positiv geladene AuBenseite der Membran
Qqo = Ubichinon-10
Q10H2 = Ubichinol-10

negativ geladene Innenseite der Membran

Komplex | stellt, mit einer molekularen Masse von ca. 1 MDa bei Eukaryoten und ca.
550 kDa bei Prokaryoten, das groBte Enzym der Atmungskette dar. Durch Einzel-
partikelanalyse elektronenmikroskopischer Aufnahmen von Komplex | aus N. crassa
und E. coli wurde die in Abbildung 4 dargestellte dreidimensionale Struktur

bestimmt.

Abbildung 4: Dreidimensionale Darstellung von Komplex | aus N. crassa und E. coli. Fiir N.
crassa gilt die Gitterstruktur und fiir E. coli der ausgefiillte Bereich. Der Membranarm ist
dunkel und der periphere Arm hell dargestellt (Guenebaut et al., 1998).
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Die resultierende L-formige Struktur kann in zwei zueinander senkrecht stehende
Bereiche von jeweils etwa 23 nm unterteilt werden (Hofhaus et al., 1991;
Guenebaut et al., 1998). Der periphere Arm ragt ins Cytoplasma bzw. in die
mitochondriale Matrix, wahrend der andere Arm in die Membran eingebettet ist.
Der Winkel zwischen beiden Armen ist variabel. Die bei niedrigen Salzkonzentra-
tionen in E. coli gefundene hufeisenformige Struktur (Bottcher et al., 2002) wurde
allerdings in spateren Untersuchungen als Komplex I-Dimer identifiziert (Sazanov et
al., 2003).

Der bakterielle Komplex | stellt mit 13 - 15 Untereinheiten die Minimalform des
Enzyms dar (Yagi et al., 2003; Hinchliffe et al., 2006). Dabei bilden in der Regel
sechs bis acht Untereinheiten den peripheren und sieben den membranstandigen
Arm. Der mitochondriale Komplex | besitzt neben den Homologen zu den Unter-
einheiten der Minimalform noch bis zu 32 weitere, so genannte akzessorische
Untereinheiten (Carroll et al., 2003; Hirst et al., 2003; Gabaldon et al., 2005). Die
sieben Homologen zu den membranstandigen Untereinheiten der Minimalform
werden von der mitochondrialen DNA kodiert und bilden zusammen etwa 52 - 59
Transmembranhelices aus (Brandt, 2006). Sie werden von den mitochondrialen
Genen ND1 bis NDé und ND4L kodiert und an mitochondrialen Ribosomen
synthetisiert. Die ubrigen Untereinheiten des Membranarms, sowie alle Unterein-
heiten des peripheren Arms sind kernkodiert und werden posttranslational in die

Mitochondrien importiert.

Die Funktionen der akzessorischen Untereinheiten sind zum grofiten Teil ungeklart.
Es wird angenommen, dass sie ein isolierendes Gerust um die Minimalform bilden,
um den Verlust von Elektronen und dadurch die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS) zu verhindern (Robinson, 1998). Fur die Bildung von so genannten
Superkomplexen sollen akzessorische Untereinheiten als Andockstellen dienen
(Budde et al., 2000).

Einige der akzessorischen Untereinheiten weisen eine bemerkenswerte Sequenz-

ahnlichkeit zu anderen Proteinen auf. So wird fur zwei Untereinheiten ein

Zusammenhang zum Fettsauremetabolismus postuliert. Die 9.6 kDa-Untereinheit
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des peripheren Arms wurde als Acyl-Carrier-Protein (ACP) mit einer Serin-
gebundenen Phosphopantotheingruppe als Cofaktor identifiziert. Die Inaktivierung
des ACP-Gens fuhrt zu einer gestorten Komplex I-Assemblierung und der Vervier-
fachung der mitochondrialen Lysolipidmenge (Zensen et al., 1992; Schneider et al.,
1995). Die 40 kDa-Untereinheit zeigt Ahnlichkeiten zur Familie der Reduktasen/
Isomerasen und besitzt ein fest gebundenes NAD(P)H-Molekil. Das Fehlen dieser
Untereinheit fuhrt trotz Assemblierung von Komplex | zur Blockierung des

Elektronentransports (Fearnley et al., 1992; Schulte et al., 1999).

Drei weitere Untereinheiten sind vermutlich an der Regulierung der Komplex I-
Aktivitat durch die Phosphorylierung bestimmter Serine beteiligt. So zeigt in B.
taurus das Fehlen der Untereinheit MWFE, welche an Serin 55 phosphoryliert wird,
einen erheblichen Effekt auf die Komplex I-Aktivitat (Chen et al., 2004; Yadava et
al., 2004). AuBerdem erfolgt in B. taurus eine Phosphorylierung am Serin 20 der
Untereinheit ESSS (Chen et al., 2004), statt wie ursprunglich angenommen an der
gleichgroBen 18 kDa groBen Untereinheit AQDQ (Scacco et al., 2000). Die
physiologische Relevanz der Phosphorylierung der in B. taurus vorkommenden 42
kDa-Untereinheit an Serin 59 wird auf Grund ihres Fehlens im Menschen und in

Mausen als gering eingestuft (Schilling et al., 2005).

Die Untereinheiten 11.3, 12.3, 20.8 und 20.9 kDa enthalten mehrere konservierte
Cysteine und scheinen in die Assemblierung von Eisen-Schwefel-Clustern (FeS-
Cluster) involviert zu sein (Videira, 1998; Cardol et al., 2004).

Zwei Untereinheiten, 11.5 und 29.9 kDa in N. crassa, sollen an der Aktivierung und
Deaktivierung von Komplex | beteiligt sein (Marques et al., 2005; Ushakova et al.,
2005). Allerdings zeigten aktuelle Untersuchungen, dass die 11.5 kDa-Untereinheit
lediglich zur Stabilisierung und Assemblierung von Komplex | notwendig ist
(Marques et al., 2007).

Weitere Untereinheiten, die sich durch hydrophobe Transmembranbereiche

auszeichnen, werden fur die Forderung und Koordination der Assemblierung von

mitochondrial kodierten Untereinheiten postuliert (Abdrakhmanova et al., 2004).
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Die NADH-Bindestelle und alle bekannten Redoxgruppen befinden sich im
peripheren Arm (Hinchliffe et al., 2005). Es handelt sich dabei um ein nicht
kovalent gebundenes Flavinmononukleotid (FMN) und neun FeS-Cluster bei
Prokaryoten bzw. acht FeS-Cluster bei Eukaryoten. In N. crassa wurden mittels ESR-
Spektroskopie das binukleare FeS-Zentrum N-1 und die tetranuklearen FeS-Zentren
N-2, N-3 und N-4 (Wang et al., 1991) sowie mittels UV/VIS-Spektroskopie zwei
zusatzliche tetranukleare FeS-Zentren N-6a und N-6b identifiziert (Rasmussen et
al., 2001). Weiterhin wurden die binuklearen FeS-Zentren N-1a und N-1b (Yano et
al., 1996; Ohnishi, 1998) und das tetranukleare FeS-Zentrum N-5 (Djafarzadeh et
al., 2000) charakterisiert. In E. coli wurde schlieBlich das in Eukaryoten vermutlich
fehlende FeS-Zentrum N-7 nachgewiesen (Nakamaru-Ogiso et al., 2005; Uhlmann et
al., 2005). Die in Abbildung 5a dargestellte Rontgenkristallstruktur des peripheren
Arms in T. thermophilius bestatigt und erganzt die spektroskopischen Daten
(Hinchliffe et al., 2006).
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Abbildung 5: Kristallstruktur und Elektronenweg von Komplex I. (a) Kristallstruktur des

peripheren Arms von Komplex | aus T. thermophilus. Proteinogene Untereinheiten sind als
Banderstrukturen dargestellt. Redoxgruppen als eingelagerte Kugeln (FMN: violett; FeS-Zentren:
gelb-rot). Die vermutliche Ubichinon-Bindestelle ist durch ein Q markiert. (b) Elektronenweg
entlang des FMN und der acht FeS-Zentren durch den peripheren Arm (Sazanov et al., 2006).
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Demnach besitzt der periphere Arm eine Y-formige Struktur mit einer Hohe von 140
A. Der gesamte Elektronenweg bis zum FeS-Zentrum N-2 weist eine Distanz von 95
A auf. In der Nahe des FMN ist die NADH-Bindestelle lokalisiert. FMN akzeptiert
zwei Elektronen von NADH, wobei die Elektronen nur nacheinander uber die FeS-
Zentren transportiert werden konnen. Um die Bildung von reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS) am FMN zu verhindern, wird das zweite Elektron auf das konservierte
N-1a ubertragen (Hinchliffe et al., 2005; Sazanov, 2007). Von FMN erfolgt der
Elektronentransfer uber die FeS-Zentren N-3, N-1b, N-4, N-5, N-6a, N-6b auf N-2.
Wie Elektronen auf Ubichinon ubertragen werden, ist bislang unbekannt. Die
Identifizierung der 25 A groRen amphipathischen a-Helix H1 der Untereinheit Nqo6
an der Schnittstelle zwischen peripherem und Membranarm lasst einen Kontakt

zwischen beiden Armen und somit auch eine Elektronenweiterleitung vermuten.

Die Bindung und Reduktion von Ubichinon erfolgt am Membranarm (Friedrich et al.,
1990). Aufgrund der Zuordnung zweier Klassen von Hemmstoffen der Ubichinon-
reduktion werden zwei Ubichinon-Bindestellen diskutiert (Friedrich et al., 1994).
Die groBe Potentialdifferenz zwischen dem FeS-Zentrum N-2 (E; 7 = -160 mV) und
dem Ubichinon (E, 7 = +60 mV) legt die Existenz einer weiteren Redoxgruppe im
Membranarm nahe, da der reverse Elektronentransfer uber eine solche Potential-
differenz nicht moglich ware (Gutman et al., 1972). UV/VIS und FT-IR-spektro-
skopische Untersuchungen deuten auf eine chinoide Redoxgruppe mit einem
Mittenpotential von -80 mV hin (Schulte et al., 1998; Friedrich et al., 2000).

Der Mechanismus der Energiekopplung ist bisher ungeklart. Es wird sowohl eine
direkte, redoxgetriebene als auch eine indirekte, durch Konformationsanderung
hervorgerufene Kopplung diskutiert. Fur eine direkte Kopplung sprechen die pH-
Abhangigkeit des FeS-Zentrums N2, sowie die Lokalisierung mehrerer polarer
Aminosaurereste in dessen direkter Umgebung (Kashani-Poor et al., 2001). Fur die
indirekte Kopplung durch Konformationsanderung sprechen dagegen die grolRe
Distanz zwischen den Redoxgruppen und deren raumliche Trennung zu den
Untereinheiten des Membranarms (Ohnishi et al., 2005). Dabei werden die drei,
vermutlich von K'/H"- oder Na"/H"-Antiportern abstammenden membranstandigen

Untereinheiten ND2, ND4, ND5 fur die Protonentranslokationen verantwortlich
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gemacht (Fearnley et al., 1992; Mathiesen et al., 2003). Die ungewohnliche
Stochiometrie von vier Protonen zu zwei Elektronen lasst eine Kombination beider

Mechanismen vermuten (Friedrich, 2001; Sazanov et al., 2006).

Die Umsetzung der hydrophoben Chinone setzt die Einbettung des Enzyms in
Phosholipidmembranen voraus. In Detergenzlosung wird daher stattdessen die
Katalysation der NADH-Oxidation durch wasserlosliche Oxidationsmittel, wie

Hexacyanoferrat Il (Ferricyanid) als Enzymaktivitat gemessen.

2.5 Assemblierung von Komplex |

In N. crassa wurden durch pulse-chase-Markierung und mit Hilfe von Deletions-
mutanten wichtige Erkenntnisse uber die Assemblierung von Komplex | gewonnen.
Die Assemblierung des peripheren und des membranstandigen Arms erfolgt in N.
crassa unabhangig voneinander, bevor diese zum vollstandigen, intakten Enzym-
komplex assoziiert werden (Tuschen et al., 1990). Defekte in Untereinheiten des
einen Arms fuhren in der Regel zur Anhaufung des anderen Armes. Eine Mutation in
der peripheren 9.6 kDa-Untereinheit oder der 9.8 kDa-Untereinheit des Membran-
arms verhindert allerdings nicht nur die Assemblierung des jeweiligen Arms,
sondern beeintrachtigt auch die Assemblierung des Membranarms bzw. peripheren
Arms (Schneider et al., 1995; Marques et al., 2003). Die Mutanten nuo51, nuo40,
nuo24, nuo21 und nuo21.3b bilden dagegen den kompletten Komplex |, wobei die
jeweils betroffene Untereinheit fehlt (Alves et al., 1994; Fecke et al., 1994;
Almeida et al., 1999; Ferreirinha et al., 1999; Schulte et al., 1999) Die Bezeichnung
von Komplex I-Mutanten setzt sich dabei aus dem Enzymnamen (nuo fur NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase) und der molekularen Masse in kDa, der durch Gen-
disruption fehlenden Untereinheit, zusammen. Die Mutanten nuo57 und nuo21.3b
weisen keinerlei bzw. stark beeintrachtigte NADH-Oxidase-Aktivitat auf, wahrend
die anderen Mutanten eine vom Wildtyp nicht zu unterscheidende Aktivitat zeigen.
Grundsatzlich weisen Komplex |-Mutanten keinen ausgepragten Phanotyp auf,
sondern zeichnen sich lediglich durch verlangsamtes Wachstum und verminderte

Konidienbildung aus.
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Der Membranarm ensteht durch Assoziation einer groBen und einer kleinen
Membranarmvorstufe (Nehls et al., 1992; Schulte et al., 1994). Es wurden zwei
Hilfsproteine identifiziert, welche Bestandteil der groBen Membranarmvorstufe
sind, aber im vollstandig assemblierten Komplex | nicht mehr nachgewiesen werden
konnen. Beide Proteine sind spezifisch fur Komplex | und essentiell fur die
Assemblierung des Membranarms (Kuffner et al., 1998). Entsprechend ihrem
Wirkungsort und ihrer molekularen Masse werden sie als CIA84 und CIA30 (complex |

intermediate associated protein) bezeichnet (Abbildung 6).

CIA 84 CIA 84

ClA 30 CiA 30 Peripherer Arm

ClA30 1 Komplex |

) o
Grossc_">mbranarmy—_—%ufe e \
NS
e
\ M}A)ranarm
Kleine Memh;ana;myc;smfe -:

CIA 84

Abbildung 6: Assemblierungsschema von Komplex | in N. crassa. Die verschiedenen Blautone
stellen den Grad der Assemblierung von Komplex | dar (Schulte, 2001).

Ausgehend von den Erkenntnissen in N. crassa wurde in weiteren Arbeiten die
Identifizierung des Assemblierungsprozesses im Menschen vorangetrieben. Die
Untersuchungen von Muskelproben verschiedener Patienten mit Komplex I-Defekten
ergaben nach Blue-Native-Gelelektrophorese ahnliche Fragmentmuster, aus denen
sieben Vorstufen interpretiert wurden (Antonicka et al., 2003). Dabei wurden auch
Vorstufen identifiziert, die Untereinheiten beider Arme enthalten. Der daraus
abgeleitete Assemblierungsweg steht im direkten Widerspruch zu der in N. crassa
postulierten, unabhangigen Bildung des peripheren und membranstandigen Arms.
Durch Arbeiten in einem konditionierten Komplex [-System mit regulierbarer
Expression der mitochondrialen DNA, konnten die postulierten Assemblierungs-

intermediate allerdings nicht reproduziert werden. Vermutlich hat es sich dabei um
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abgebaute oder fehlerhaft zusammengesetzte Produkte gehandelt (Ugalde et al.,
2004). Zudem entspricht der Assemblierungspfad nach Antonicka et al. nicht der
modularen Evolutionstheorie. Diese Theorie besagt, dass sich Komplex | aus
verschiedenen Vorlauferproteinen entwickelt hat, welche den folgenden drei
Funktionen zugeordnet werden konnen: der Elektronenaufnahme (Dehydrogenase-
modul), dem Elektronentransport (Hydrogenasemodul) und der Protonentrans-
lokation uber die Membran (Transportmodul) (Friedrich et al., 1997). Das von
Ugalde et al. aufgestellte Assemblierungsmodell bestatigt die in N. crassa
postulierte unabhangige Bildung der beiden Arme. In humanen HEK293-Zellen mit
intaktem Komplex | wurde durch GFP-Markierung die modulare Assemblierung auf
der Basis evolutionarer Konservation bestatigt (Vogel et al., 2007). Allerdings zeigt
der in Abbildung 7 dargestellte Assemblierungsweg eine fruhzeitige mitochondriale

Verankerung des Hydrogenasemoduls des peripheren Arms durch ND1.

wﬁ'\\ Hydrogenase module
! Nuclear DNA-encoded 4 ;‘:'J
subunits (NDUFS2,3,7,8) 11;/ "\]
é N ) . y
2
3 NADH dehydrogenase module
Nuclear DNA-encoded subunits
M 7 (NDUFV1,2; NDUFS1)
"

o

Entry of mtDNA- -
encoded subunits (ND1) /\ e 5
31733 I - B E
Nuclear DNA-encoded /\ y/
subunits (NDUFA13) ‘a?
Nuclear DNA-encoded subunits
(NDUFA1,2,6,9; NDUFBS6)

7 Complex |

W N o e,

Abbildung 7: Schematische Darstellung der humanen Komplex I-Assemblierung. Die
Assemblierung wird durch die Bildung des kernkodierten Hydrogenasemoduls initiiert, welches
in weiteren Schritten in der mitochondrialen Membran verankert und durch das NADH-
Dehydrogenasemodul und weitere Membranfragmente erweitert wird (Vogel et al., 2007).

Membrane modules
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Eine weitere Alternative bietet das Assemblierungsmodel in Abbildung 8, bei der
die Assemblierung durch die Synthese von mitochondrial-kodierten Untereinheiten
ausgelost wird (Lazarou et al., 2007). Neben der Neusynthese wird die
Regeneration durch Austausch von vorhandenen mit neu importierten Unterein-
heiten postuliert. Dieser Austausch wurde insbesondere bei Superkomplexen
beobachten und soll der Vermeidung von Zellschaden durch reaktive Sauerstoff-

spezies (ROS) dienen.

proteain
import NDUFV1
NDUFV2
MNOUFY3
NDLUFSE
NOUFS1 NDUES4
NDLUFS2
MOUFST

MO MO MOUFAS
MND2 MNOUFATD Complex |
ND3 NDUFES
MNOE

Abbildung 8: Schematische Darstellung der humanen Komplex I-Assemblierung unter
Stabilisierung durch Komplex il (Clll) und Unterstiitzung durch das Hilfsprotein B17.2L (Lazarou
et al., 2007).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Assemblierung in weiten Teilen
noch ungeklart ist und auch die Frage nach der Ubertragbarkeit von Modellen auf
andere Organismen offen bleibt. Es besteht allerdings Konsens daruber, dass die
Assemblierung durch die Kombination groBerer Vorstufen und nicht durch eine
Aneinanderreihung einzelner Untereinheiten erfolgt. Auch wenn viele Untersuch-
ungen auf die Validitat der modularen Evolutionstheorie hindeuten, sind weitere
Untersuchungen notwendig, um ein besseres Verstandnis der Biogenese von
Komplex | zu erhalten. Aufgrund seiner enormen GroRen sowie der Komplexitat der
mit der Assemblierung der NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase verbunden Prozesse ist

die Notwendigkeit einer groBeren Anzahl Hilfsproteine evident (Vogel et al., 2007).
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2.6 Identifizierte Hilfsproteine fiir die Komplex I-Assemblierung

Bislang wurden funf fur Komplex | spezifische Hilfsproteine in verschiedenen
Organismen identifiziert, von denen zwei bereits auf Grund anderer Funktionen
bekannt waren. Von den oben beschriebenen CIA30 und CIA84 in N. crassa wurde
ein humanes Homolog bislang nur zu CIA30 charakterisiert, welches durch das Gen
NDUFAF1 kodiert wird (Vogel et al., 2005). Die Relevanz dieses Proteins flr die
Assemblierung des humanen Komplex | wurde eindringlich durch die Identifizierung
eines Patienten mit CIA30-Defekt bewiesen (Dunning et al., 2007). Ein humanes
CIA84 wurde bereits auf Sequenzebene identifiziert, aber eine Charakterisierung
steht noch aus (Gabaldon et al., 2005). Auf Grund eines Vergleichs der Genome von
Hefen mit und ohne Komplex | wurde das an der Assemblierung des humanen
Komplex | beteiligte Hilfsprotein B17.2L identifiziert (Ogilvie et al., 2005). Dabei
handelt es sich um ein hochkonserviertes Paralog von B17.2, einer kleinen Unter-
einheit des Membranarms. Die Notwendigkeit des fur den Zelltod verantwortlichen
Flavoprotein AIF (apoptosis inducing factor) fur die korrekte Assemblierung von
Komplex | wurde in Mauszellen gezeigt, allerdings muss der Mechanismus noch
weiter aufgeklart werden (Vahsen et al., 2004). In jungsten Untersuchungen wurde
die Notwendigkeit des mit NDUFAF1 interagierenden Signalproteins Ecsit fur die

Stabilitat und Assemblierung von Komplex | nachgewiesen (Vogel et al., 2007).

2.7 Der Modellorganismus Neurospora crassa

N. crassa ist auf Grund seiner alternativen NADH-Dehydrogenasen fur die
genetische Manipulation des damit nicht essentiellen Komplex | geeignet. Die zur
Charakterisierung der anderen Atmungskettenkomplexe verwendete Hefe S.
cerevisiae besitzt keinen Komplex | und stellt damit keine Alternative dar. Von
Vorteil ist die leichte Kultivierbarkeit und einfache Handhabung des apathogenen
Hyphenpilzes (Perkins et al., 2000). Fur sein Wachstum werden neben einer
Kohlenstoff- und einer Stickstoffquelle lediglich einfache Salze, wenige Spuren-
elemente und das Vitamin Biotin benotigt (Davis et al., 1970). Aufgrund der fast
siebzigjahrigen Verwendung als Modellorganismus existieren vielfaltige Methoden
zur genetischen Manipulation und biochemischen Analyse (Davis et al., 2002). Das

Genom von N. crassa wurde vollstandig sequenziert und durch offentliche
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b zugdnglich gemacht (Mewes et al., 2002; Schulte et al., 2002;

Datenbanken®
Galagan et al., 2003). Es besteht aus etwa 43 MBp, die auf sieben Chromsomen
verteilt sind. Die Anzahl der proteinkodierenden Gene belauft sich auf ca. 10.000
mit einer DurchschnittsgroBRe von 1.700 Bp. Durch das Fungal Genetics Stock Center
der University of Missouri® wird ein umfangreiches Angebot von Wildtyp- und

Mutantenstammen zur Verfiugung gestellt.

N. crassa gehort zu der Klasse der Ascomyceten (Schlauchpilze) und zeichnet sich
durch ein schlauchformiges Sporangium, den Ascus, aus. Der Lebenszyklus von N.
crassa in Abbildung 9 lasst sich in eine vegetative und eine generative Form der

Vermehrung unterteilen.

_ /= Ostiole

Z 3

Perithecial

Y& «— Wl 10 N
Germinating AR
ascospore o)
Vegetative \\\ ML)
hyphae S\

Ascus with
ascospores

Mitosis,
ascospore
formation

Ascospore .
microcolony Meiosis Il
: L)
G :
< L]
/ Asexual cycle Meiosis |
(macroconidiation)
S /9
ﬁ\ Nuclear @)
fusion ©
) Conjugate @
_‘/_‘% division O
—
Sexual cycle  Crozier @

Conidium of opposite Perithecial
mating type

Ascogonial cell
Ascogonial nucleus
Fertilizing nucleus

Protoperithecium

Abbildung 9: Lebenszyklus von N. crassa (Davis, 2000)

@ MNCDB: MIPS Neurospora crassa database (http://mips.gsf.de/projects/fungi/neurospora)

® Broad Institut Neurospora crassa Database (www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora)

¢ FGSC: Fungal Genetics Stock Center (http://www.fgsc.net)
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Die vegetative Form weist verzweigte, mehrkernige und schlauchartige Zellen auf.
Diese so genannten Hyphen werden in ihrer Gesamtheit als Mycel bezeichnet. Dabei
unterscheidet man zwischen Substrathyphen, die zur Stoffaufnahme in das Substrat
eindringen, und Lufthyphen, die sich in den Luftraum erheben und der Ausbreitung
dienen. Beide Vermehrungsarten erfolgen Uuber Sporen, wobei zwischen den
vegetativen Makro- und Mikrokonidien und den generativen Ascosporen unter-
schieden wird. Die durch Abschnurung von Lufthypen gebildeten, orangefarbigen
Makrokonidien besitzen im Durchschnitt zwei bis drei Kerne und haben eine Grole
von 4 - 7 ym (Huebschmann, 1952). Sie stellen die haufigste Verbreitungsform fur
N. crassa dar (Lowry et al., 1967). Die einkernigen Mikrokonidien weisen eine
GroBe von 2,5 - 3,5 pm auf und werden nicht uber den Luftraum Uubertragen,
sondern bleiben traubenformig am Muttermycel haften (Fincham et al., 1979). Sie
werden erst zu einer spateren Entwicklungsphase des Pilzes gebildet und zeichnen
sich durch eine geringere Lebensdauer aus. Der vegetative Lebenszyklus ist in

Abbildung 10 gesondert dargestellt.
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Abbildung 10: Vegetativer Lebenszyklus von N. crassa (Fincham et al., 1979)

Die vegetative Vermehrung ist im Gegensatz zur generativen Vermehrung nicht mit
einem Kernphasenwechsel verknupft und dient lediglich der Ausbreitung des Pilzes.
Die generative Ausbreitung erfolgt durch langlebige Ascosporen, die durch einen
sexuellen Prozess zwischen den Kreuzungstypen A und a von N. crassa gebildet
werden. Die selbst-inkompatiblen Stamme bilden sowohl mannliche wie auch

weibliche Keimzellen aus. Der generative Zyklus wird durch Nahrstoffmangel
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ausgelost und fuhrt zu acht haploiden Ascosporen, welche im schlauchformigen
Ascus entwickelt werden. Nach ihrer Reifung werden die Ascosporen aus dem Ascus
herausgeschleudert. Die Aktivierung der Sporen erfolgt durch Hitze, z.B. durch
Waldbrande (Davis et al., 1970).

Im Labor kann durch unterschiedliche Ausgangsbedingungen die Ausbildung von
Makro- bzw. Mikrokonidien beeinflusst werden. Dabei wird die Ausbildung von
Makrokonidien durch Reduzierung der Feuchtigkeit und der CO;-Konzentration,
sowie durch standige Beleuchtung bei 28°C gefordert. Im Gegensatz dazu werden
durch Inkubation unter erhohter Luftfeuchtigkeit und verringerter Stickstoffkonzen-
tration bei 20 - 25°C vermehrt Mikrokonidien erhalten (Maheshwari, 1999). Die
Bildung wird durch Zugabe von lodacetat und Inkubation bei Dunkelheit weiter
verstarkt (Ebbole et al., 1990). Durch Genmutation wurden N. crassa-Stamme
erhalten, die bevorzugt eine der beiden Konidienarten ausbilden (Maheshwari,
1991).

2.8 Ungezielte Mutagenese durch Insertion eines Resistenzgens

Die Bedeutung von Hilfsproteinen fur die Assemblierung von Komplex | wird
insbesondere anhand der Auswirkungen auf Grund einer Inaktivierung der sie
kodierenden Gene deutlich. Fur die in 2.6 beschriebenen Proteine geschah dies vor
allem durch gezielte Mutagenese. Alternativ kann die Geninaktivierung auch zur
Identifikation bisher unbekannter Proteine genutzt werden, die fur die
Assemblierung von Komplex | wichtig sind. Dazu wird zunachst eine ungerichtete
Mutagenese durchgefuhrt und anschlieBend die interessanten Mutanten anhand
ihrer Eigenschaften ausgewahlt. Da durch ungezielte Mutagenese eine Vielzahl von
Klonen produziert wird, ist ein effizientes Selektionsverfahren notwendig. Das
Verfahren der Identifizierung von Hilfsproteinen durch ungerichtet erzeugte
Mutanten kann in drei Schritte unterteilt werden: ungezielte Mutagenese,

Selektionsverfahren und Charakterisierung der Mutationen.
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2.8.1 Ungezielte Mutagenese

Fur die ungezielte Mutagenese eignen sich verschiedene Methoden, wie der gut
dosierbare Einsatz von Rontgen- und UV-Strahlen (Beadle et al., 1941; Lindegren et
al., 1941) oder von mutagenen Reagenzien wie Salpetrige Saure und Nitrit
(Sherman, 1964; Malling, 1965). Die anschlieBende Lokalisierung der betroffenen
Gene durch Komplementation mittels cDNA ist allerdings aufwendig und stellt somit
einen groBen Nachteil dieser Methoden dar (Akins et al., 1985). Eine Alternative ist
die Insertionsmutagenese per Transformation mit Fremd-DNA, die eine nach-
folgende Ermittlung der Insertionsstelle mittels PCR ermoglicht (Paietta et al.,
1985). Dazu wird Fremd-DNA, die einen Selektionsmarker enthalt, in das Genom
von N. crassa integriert, so dass das Leseraster gestort ist und zu einer
Inaktivierung des Gens fuhrt. Zur Transformation werden die Zellwande mit
entsprechenden Enzymen lysiert. In der Cytoplasmamembran der Protoplasten
werden mittels elektrischer Impulse hydrophobe Poren gebildet, so dass die Fremd-
DNA von der Zelle aufgenommen werden kann. Dieses Verfahren wird als

Elektroporation bezeichnet (Chakraborty et al., 1990).

In dieser Arbeit wurde als Selektionsmarker das bar-Gen aus dem pKSbar2-Plasmid
verwendet (Abbildung 11).

pKSbar2

- 3000

4014 Bp

Abbildung 11: Schematische Darstellung des pKSbar2-Plasmids. Das Plasmid enthdlt neben dem
bar-Gen (BAR), ein Ampicillin-Resistenzgen (Amp), einen Replikationsursprung (f1(-)ori) aus
dem Bakteriophagen, ColE1 aus E. coli und einen Promotor des Laktose-Operons (lacZ).
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Dieses Gen verleiht durch Acetylierung eine Resistenz gegen das Herbizid
Phosphinothricin Basta® (Avalos et al., 1989) und kommt urspriinglich aus dem
Organismus Streptomyces hygroscopicus. Phosphinothricin wirkt durch Hemmung
der Glutamin-Synthase, welche die Reaktion von Glutamat und Ammonium zu
Glutamin Kkatalysiert. Die Hemmung dieser Reaktion geht mit einer toxisch
ansteigenden Ammoniumkonzentration in der Zelle einher. Auf einem geeigneten
Basta-haltigen Medium konnen somit nur Klone wachsen, bei denen die

Transformation erfolgreich verlaufen ist.

2.8.2 Selektion von Komplex I-Mutanten

Bei statistischer Insertion des bar-Gens kann die Wahrscheinlichkeit einer Mutation
in Komplex | durch ungezielte Mutagenese wie folgt berechnet werden. In N. crassa
sind bislang 39 Komplex |-Untereinheiten kodierende Gene bekannt. Unter der
Annahme von zehn zusatzlichen Genen, welche Hilfsproteine fur die Assemblierung
kodieren, kommt man auf ca. 50 fur Komplex I-spezifische Gene. Da das Genom von
N. crassa aus etwa 10.000 Genen besteht, betrafen nur 0,5 % aller induzierten
Defekte Gene von Komplex |. Bei Annahme von 50 % stillen Mutationen in
intergenischen Bereichen ergibt sich ein Anteil von ca. 0,25 %. Somit ware bei

jeder vierhundertsten Mutante ein Komplex I-Defekt zu erwarten.

Zur eindeutigen Identifizierung eines Komplex |-Defektes ist ein verhaltnismabRig
aufwendiger enzymatischer Test notwendig. Dazu werden isolierte Mitochondrien
solubilisiert und die extrahierten Proteine entsprechend ihrer Sedimentations-
geschwindigkeit  durch  Zuckergradientenzentrifugation  aufgetrennt.  Die
NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitat der einzelnen Fraktionen wird photometrisch
bestimmt. Die entscheidende Voraussetzung zur effizienten Identifizierung
ungerichtet erzeugter Mutanten ist daher ein einfaches und spezifisches Selektions-
verfahren. Das Verfahren muss geeignet sein, mehrere Tausend mutierte Kolonien
in Uberschaubarer Zeit zu analysieren. Ein solches Verfahren wurde auf der Basis
von phanotypischem Wachstumsverhalten in Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe
entwickelt (Tsalastra, 2004; Golestani, 2004).
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Komplex I-Mutanten weisen durch das Vorhandensein der internen, alternativen
NADH-Dehydrogenasen keinen auffalligen Phanotyp auf, d.h. der Verlust bei der
Energiekonservierung aufgrund eines defekten Komplex | hat keine groBen
Auswirkungen auf das Wachstum. Bei gleichzeitiger Storung in den Atmungsketten-
komplexen lll oder IV ist dagegen ein deutlicher Effekt erkennbar. Ein vollstandiger
Verlust der Energiekonservierung in der Atmungskette ist fur den Pilz letal
(Tsalastra, 2004). Fur eine auf Wachstumsunterschieden basierende Selektion ist

daher ein regulierbarer Defekt in einem weiteren Komplex notwendig.

Fur diese Arbeit wurde der Stamm cuco5 verwendet, bei dem die Bildung der FeS-
Untereinheit von Komplex Il durch den Chinasaure-induzierbaren ga2-Promotor
reguliert wird (Tsalastra, 2004). Bei Anwesenheit von Chinasaure im Medium wird
dieser Promotor angeschaltet, indem Chinasaure an den Repressor bindet und
dadurch die Expression der kontrollierten Gene ermoglicht. Bei Abwesenheit von
Chinasaure wird eine Repression der Transkription hervorgerufen (Giles et al.,
1991). Die Komplex lll-Aktivitat des cuco5-Stammes in Abwesenheit von Chinasaure
ist gering und wird durch Chinasaure deutlich gesteigert. Bei Abwesenheit von

Chinasaure wird eine Beeintrachtigung des Wachstums beobachtet.

Die Auswirkungen eines Komplex |-Defekts im Stamm cuco5 lassen sich anhand
einer Komplex I/1ll-Doppelmutante nuo20.9/cuco5 untersuchen. Diese Doppel-
mutante wurde durch Kreuzung der regulierbaren Komplex IlI-Mutante cuco5 und
der Komplex I-Mutante nuo20.9 isoliert. Die Doppelmutante nuo20.9/cuco5 zeigt
hinsichtlich des Wachstumsverhaltens eine deutlich starkere Abhangigkeit von
Chinasaure im Vergleich zu cuco5. Bei Abwesenheit von Chinasaure ist eine

erhebliche Beeintrachtigung im Wachstum der Doppelmutante zu verzeichnen.
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Abbildung 12 zeigt den Wachstumsvergleich der Mutanten cuco5 und nuo20.9/cuco5

auf Sorbosagar mit und ohne Chinasaure.
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Abbildung 12: 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 (Tsalastra, 2004).

Nach Mutagenese von cuco5 sollten sich Mutanten mit einem Komplex |-Defekt

daher auf Grund ihres chinasaureabhangigen Wachstums erkennen lassen.
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2.8.3 Charakterisierung der Insertionsstelle

Der dritte Schritt bei der Identifizierung von Komplex I-Assemblierungsproteinen ist
die Bestimmung der von der Mutation betroffenen Gene. Die in Abbildung 13
dargestellte Vektorette-PCR stellt eine effiziente Methode zur Charakterisierung
von unbekannten Integrationsstellen und somit der Position des bar-Gens im Genom

von Insertionsmutanten dar (Riley et al., 1990; Hagiwara et al., 1996).

Vektorette-Unit verdaute genomische DNA

v-top

5¢ ﬂ 3‘ 5‘ - 3¢

3¢ Bott 5¢ 3 5¢
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5¢ e 3¢
3‘w - 5‘

1. PCR-Durchgang

Vektorette Primer

—

54

weitere PCR-Durchgange

3"\
5 -\ 5

3‘

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Vektorette-PCR (nach Hagiwara et al., 1996).

Die zu untersuchende DNA wird mittels Restriktionsendonukleasen fragmentiert,
welche glatte Enden (,,blunt-ends“) erzeugen. Bei der Wahl der Restriktionsenzyme
ist zu beachten, dass deren Erkennungssequenz nicht zwischen dem

genspezifischen Primer und der unbekannten genomischen DNA lokalisiert ist. An
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die geschnittene DNA wird eine Vektorette-Einheit ligiert. Bei der Vektorette-
Einheit handelt es sich um ein doppelstrangiges Oligonukleotid aus 53 Bp mit
bekannter Sequenz, wovon aber nur die ersten und letzten 12 Bp komplementar
sind, so dass sich in der Mitte eine 29 Bp groRe Blase bildet. Nachdem die
unbekannte DNA von dem Insert und der Vektorette-Einheit flankiert ist, kann der
zur Vektorette-Einheit komplementare Primer an dem in dem ersten PCR-Zyklus
entstehenden Strang binden. Dadurch wird eine unerwunschte Amplifizierung von
DNA-Bereichen, die lediglich zwischen zwei Vektorette-Einheiten lokalisiert sind,

unterdruckt.

Eine Weiterentwicklung der Vektorette-PCR stellt die in Abbildung 14 gezeigte
Splinkerette-PCR dar (Devon et al., 1995; Hui et al., 1998).

Splinkerette-Unit verdaute genomische DNA

splinktop

3¢ 5 T T—" —_—3

- LLLLLLY 5 jcL— LIy 5e
splinkbottom bekannte Sequenz

3¢

Ligation

Genspezifischer Primer
5(
5¢ — 3
—lLLLLL) 5¢

1. PCR-Durchgang

Splinkerette Primer

—-
3 — 5 ¢
5¢ » g 3¢
5¢
+ Genspezifischer Primer

—_— 3

— 5 ¢

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Splinkerette-PCR (nach Devon et al., 1995).
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Dieses Verfahren soll im Vergleich zur Vektorette-PCR die Bildung von Artefakten
reduzieren. Hierzu werden Enzyme verwendet, die einen 5’-Uberhang (,,sticky-
ends“) erzeugen. An die so erzeugten Enden wird die Splinkerette-Einheit ligiert,
die aus zwei Oligonukleotiden besteht. Der untere Strang (,,s-bottom®) bildet am
3’-Ende eine Haarnadelstruktur und am 5’-Ende einen Uberhang aus. Der obere
Strang (,,s-top*) ist zum 5’-Ende von s-bottom zu 1/3 komplementar. In dem ersten
PCR-Zyklus kann, wie bei der Vektorette-PCR, nur der zur Insertion komplementare
Primer anlagern. Der Splinkerette-Primer kann erst an dem neu synthetisierten, zur
s-bottom-Sequenz komplementaren Strang binden. Die charakteristische Haarnadel-
struktur der Splinkerette-Einheit hat eine Verlangerung des 3’-Ende zur Folge,
welches zur Ausbildung einer stabileren Doppelbindung fuhrt und dieses Ende damit
fur weitere PCR-Zyklen ungeeignet macht. Dadurch werden Artefakte verhindert,
die bei der Vektorette-PCR auf Grund von Anlagerung der Enden (,,end-repair-
priming*) auftreten. Durch die zusatzliche Verringerung von Primer-Fehlbindungen
ist die Splinkerette-PCR insbesondere fur die Amplifizierung von langeren DNA-

Fragmenten (= 500 Bp) besser geeignet.

2.9 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Weiterentwicklung und Anwendung des Verfahrens zur
Identifizierung neuer, bislang unbekannter Hilfsproteine fur die Assemblierung der
NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase. Die Relevanz der weiteren Aufklarung der
Komplex I-Assemblierung lasst sich durch medizinische Untersuchungen von
Patienten mit Komplex |-Defekten eindrucksvoll belegen (Smeitink et al., 2001;
Janssen et al., 2002; Thorburn et al., 2004). So waren nur fur etwa 50 % der
untersuchten Mutationen Defekte in bekannten Untereinheiten verantwortlich. Bei
den restlichen Mutationen wurden Storungen von Hilfsproteinen fur Komplex |

angenommen (Dunning et al., 2007).
In dieser Arbeit wurde die ungezielte Mutagenese mittels Insertion eines Selektions-

markers in die genomische DNA von N. crassa durchgefihrt. Der Vorteil dieser

Methode liegt in der Identifizierbarkeit der erzeugten Mutationen durch

31



Einleitung

Sequenzierung der Insertionsstelle. Vorarbeiten lieBen vermuten, dass es fur die
Insertion der DNA bevorzugte Stellen im Genom gibt. Ein Ansatzpunkt fur die

Optimierung der Mutagenese war daher die Gestaltung des Selektionsmarkers.

Entscheidend flir den Erfolg der Identifizierung von Komplex |-Mutanten ist die
zeitlich effiziente Untersuchung der Vielzahl an ungerichtet erzeugten
Transformanden. Als geeigneter Selektionsparameter kommt fur ein solches
Verfahren das Wachstumsverhalten in Frage. Da Komplex I-Mutanten keinen
ausgepragten Phanotyp aufweisen, wurde auf die mit Chinasaure regulierbare
Komplex llI-Mutante cuco5 zuruckgegriffen. Fur eine eindeutige Identifizierung von
Mutanten mit Komplex |-Defekt ist der NADH/Ferricyanid-Redoxaktivtatstest
unumganglich. Auf Grund des hohen Aufwandes mussen die Transformation und das
Selektionsverfahren soweit optimiert werden, dass die Komplex I-Aktivitat
moglichst weniger, interessanter Klone bestimmt werden muss. Zur Uberpriifung
der Eignung eines Selektionsverfahrens stand die Doppelmutanten nuo20.9/cuco5

zur Verfugung.

Bei der Charakterisierung der identifizierten Komplex |-Mutanten steht die
Untersuchung der Insertionsstellen im Vordergrund. Dazu sollten PCR-basierte
Methoden wie Vektorette- und Splinkerette-PCR eingesetzt werden. Zudem war von
besonderem Interesse, ob die Mutationen spezifisch Komplex | betreffen oder auch

Auswirkungen auf andere mitochondriale Funktionen haben.
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3 Material und Methoden

3.1 Mikroorganismen und Plasmide

pKSbar2-Plasmid in E. coli DH5a (Hanahan, 1983)
N. crassa 7089/nuo20.9
N. crassa cucob (Tsalastra, 2004)

N. crassa nuo20.9/cucob (Tsalastra, 2004)

3.2 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide stammen von der Firma MWG-Biotech AG und

wurden auf eine Endkonzentration von 100 pmol/pl eingestellt.

Tabelle 1: Verwendete Oligonukleotide fiir die Vektorette-Einheit

Bezeichnung Sequenz (5°-37)
v-top GAGAGGGAAGAGAGCAGGCAAGGAATGGAAGCTGTCTGTCGCAGGAGAGGAAG
v-bottom CTTCCTCTCCTGTCGCTAAGAGCATGCTTGCCAATGCTAAGCTCTTCCCTCTC

Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide fiir die Splinkerette-Einheit

Bezeichnung Sequenz (5°-37)

s-top CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACCGTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGACACTAGTGC
s-bottom-Xbal GATCCCACTAGTGTCGACACCAGTCTCTAATTTTTTTTTTCAAAAAAA

s-bottom-Hindlll TCGACCACTAGTGTCGACACCAGTCTCTAATTTTTTTTTTCAAAAAAA

s-bottom-EcoRl TTAACCACTAGTGTCGACACCAGTCTCTAATTTTTTTTTTCAAAAAAA

s-bottom-Xmal GGCCCCACTAGTGTCGACACCAGTCTCTAATTTTTTTTTTCAAAAAAA

Tabelle 3: Ubersicht der eingesetzten Primer

Primerbezeichnung Sequenz (5°-37)

ampforneu GACCGAGTTGCTCTT
ampforneu-2 AATACCGCGCCACATAGC
ampforneu-3 ACCGCTGTTGAGATCC

ampforseq GATGCTGAAGATCAGTTG

amprev TCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGG
amprevseq ATAGACTGGATGGAGGC
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Tabelle 4: Ubersicht der eingesetzten Primer (Fortsetzung)
Primerbezeichnung Sequenz (5°-3")

Bar3 GGGATCCACTAGTTTCTCG
barcheckfor CAGCCCACTTGTAAGCAGTAG
barcheckrev CAAGACCGGCAACAGGATTC
barhindfor GGTCTGCACCATCGTCAACCACTACATC
barhindfor-2 GAAGGCACGCAACGCCTACG
barhindrev CGCACAAGTTATCGTGCACCAAGC
barhindrev-2 TGCTCACCGCCTGGACGACTAA
barforneu CCTGCAGATCGTTCAAACATTTGG

barforseq-2005

GCGATGATTATCATATAATTTCTG

barforw-2005

AGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGC

barrev-neu

TCAATTGTTGACCTCCACTAGCTCC

barseq2-2005

CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCGAGTCTAGTTCTAGAG

barseq3-2005 TCGAGTCTAGTTCTAGAGC
b11e5-0 CATTGCGTTCCTGTTATTATTCC
b11e5-1 TGAGCGTAGGTAGCATTAAG
b11e5-2 AGGTCGATACATAGGTACTG
b10c3-1 CTGTCTGTCTCCCTGTAACTCTTG
b10c3-1a GACACTAGCGTACATATTCC
b10c3-2 GGTATCGTGGCGGATGAAGAG
b10c3-3 TCCGTACCCTGTTTACTTGA
contig3.83-1 GCACCAATGGCATGTGATAG
contig3.83-2bi ATCAGGTGTTGGAAAGGGTG
pUC5 GGCGATTAAGTTGGGTAACG

vektop-2005

TGTAAAACGACGGCCAGTGCTGTCTGTCGAAGGTAAGG

vektopamp-2005

AGGAAGGAACGGACGAGAGAAGGGAG

G1-hyp1 CAGGTCTCGGAATGTATTCG

G1-hyp2 CTCTAGTCTCAGATCCGCAATCC

T19-hyp0 TGGCTCCACCGCAAGTTGTC

T19-hyp1 CACTTCTCGGTCTTGATCGTCAAC

T19-hyp1seq CAGTTCGGTGGTGGC

splink 1 CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACC

splink 2 GTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGAC

degen. pUC5 XGGCGATTAAGTTGGGTAACG (x= variable Basensequenz von 25 Bp)
degen. Bar3 XGGGATCCACTAGTTTCTCG (x= variable Basensequenz von 25 Bp)
ribprim GTGCGTGCGCAGAGACCAG

Not20.9A AAGCGGCCGCATGTCCAGCACTTCATCCCCG

3.3 Medien und Losungen

LB/Ampillicin-Medium

10 g/l Caseinhydrolysat
10 g/l NaCl

5 g/l Hefe-Extrakt

100 mg/l Ampillicin
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0,5-fach TBE-Puffer

5-fach DNA Probenpuffer

1,0 % Agarose-Gel

Spurenelementlosung
(Davis et al., 1970)

50-fach Vogelsmedium
(Vogel, 1956)

Kultivierungsagar

89 mM Tris-Borat
1 mM EDTA

10 mM EDTA

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

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

50 g/l Citronensaure

50 g/l ZnSO4*7H,0

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

0,5 g/l H3BO;

10 g/l Fe(NH4)2(S04)2*6H,0
0,5 g/l MnSO4

150 g/l Natriumcitrat

250 g/l KH;PO4

100 g/l NH4NO3

10 g/l MgS04*7H,0

5 g/l CaCl;*2H,0

5 ml/l Spurenelementlosung
0,25 mg/l Biotin

16 g/l Agar

20 g/l Saccharose

20 ml/l 50-fach Vogelsmedium

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

0,5 mg/l Benomyl (nach Autoklavieren)

ggf. mit 1,2 g/l Basta
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Agarboden

Kreuzungsplatten
(Westergaard et al., 1947)

Mikrokonidienplatten
(Westergaard et al., 1947)

18 g/l Agar

10 g/l Glycerin

10 g/l Saccharose

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

1 g/l Caseinhydrolysat

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

10 g/l KNO3

7 ¢/l K;HPO4

5 g/l KHPOy4

5 g/l MgS04*7H,0

1 g/l NaCl

50 pg/l Biotin-Losung

1 ml/l Spurenelementlosung

15 g/l Saccharose

16 g/l Agar

0, 1% (w/v) Chinasaure, pH 6,8
1 g/l CaCl;*2H,0 (nach Autoklavieren)

0,1 g/l KNO;

70 mg/l K;HPO4

50 mg/l KH,PO4

50 mg/l MgS04*7H,0

10 mg/l NaCl

0,5 pg/l Biotin-Losung

10 pl/l Spurenelementlosung
150 mg/l Saccharose

16 g/l Agar

0,1 % (w/v) Chinasaure, pH 6,8
10 mg/l CaCl;*2H,0 (nach Autoklavieren)

1 mM lodacetat (nach Autoklavieren)
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Sorboseagar

Flussigmedium

Elektroporationslosung

Regenerationslosung

Topagarose

Isolationspuffer

Aktivitatspuffer

16 g/l Agar

20 g/l Saccharose

20 ml/l 50-fach Vogelsmedium

15 g/l L(-)-Sorbose

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

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

182 g/l Sorbit
10 g/l PEG 4.000

182 g/l Sorbit

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

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

7 g/l Low Melting Agarose

20 g/l Saccharose

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

15 g/l L(-)-Sorbose

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

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

0,05 % Triton X-100

50 ml/l 1M Tris-HCL, pH 7,5
50 ml/l 1M NaCl-Losung
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Biuret-Reagenz

Zuckergradientenlosung

4 %-iges Sammelgel

16 %-iges Trenngel

Kammerpuffer

Lysispuffer, pH 8,0

5 g/l Kaliumtartrat
3 g/l CuSO4*5H,0

5 g/l Kaliumiodid
8 g/l NaOH

75 bzw. 250 g/l Saccharose
0,05 % Triton X-100

50 ml/l 1M Tris-HCL, pH 7,5
50 ml/l 1M NaCl-Losung

1,1 ml 30 % Acrylamid/0,8 % Bisacrylamid
0,44 ml 1M Tris-Acetat, pH 6,8

66 pl 10 %-ige SDS

auf 6,7 ml mit bidest. Wasser auffullen
44 ul TEMED

22 ul APS

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

350 pl 10 % SDS

auf 35 ml mit bidest. Wasser auffullen

17,5 pl TEMED

100 pl APS

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

40 mM Tris-Acetat

1 mM EDTA

20 mM Natriumacetat
1 % SDS
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4-fach Protein-Probenpuffer

PBS

PBST

Antikorper-Losung

Farbelosung

1 M Saccharose

200 mM Tris-Acetat, pH 6,8
5 mM EDTA

7 mM Dithioerythrol (DTE)
5% (w/v) SDS

0,1 % (w/v) Bromphenolblau

130 mM NacCl
2,7 mM KCL

6,5 mM K;HPO4
1,5 mM KH;PO4

PBS
0,1 % Tween-20

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

10 mM Na;HPOy4, pH 7,4
18 mg DAB
9 mg CoCl;
9 mg NiSO4
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3.4 Erzeugung von Komplex I-Mutanten

3.4.1 Plasmidisolierung

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4°C in der Beckmann Kuhlzentrifuge J2-21
mit dem Rotor JS 13.1 durchgefiihrt.

Die Isolierung des pKSbar2-Plasmids erfolgte aus dem Bakterium E. coli
DH5a/pKSbar2. Zur Kultivierung wurden zunachst 4 ml LB/Ampillicin-Medium mit
dieser Bakterienkolonie angeimpft und uber Nacht bei 37°C geschuttelt. Mit 500 pl
dieser Vorkultur wurden 80 ml LB/Ampicillin-Medium angeimpft und analog
inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension 15 min bei 7.000 Upm zentrifugiert.
Das Sediment wurde in 4 ml P1-Puffer (150 mM Tris-HCL, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100
Hg/ml RNase) resuspendiert und nach Zugabe von 4 ml P2-Puffer (200 mM NaOH, 1
% (w/v) SDS) fur 5 min bei Raumtemperatur geschuttelt. AnschlieBend wurde die
Suspension mit 4 ml Kaliumacetat-Losung (3M, pH 5,5) versetzt, fur 15 min auf Eis
inkubiert und 30 min bei 13.000 Upm zentrifugiert. Die DNA wurde mittels Plasmid
Midi Kit (Qiagen) aus dem Uberstand isoliert. Dazu wurde die Qiagen 100 Saule mit
4 ml QBT-Puffer equillibriert und anschlieBend der Extrakt aufgetragen. Nach
zweimaligem Waschen mit je 10 ml QC-Puffer wurde die DNA mit 5 ml QF-Puffer
eluiert. Zum Ausfallen der DNA wurde das Eluat mit 3,5 ml Isopropanol versetzt.
Nach einer einstundigen Inkubation auf Eis wurde 30 min bei 12.000 Upm
zentrifugiert. Das Sediment wurde 1 Stunde an der Luft getrocknet und in 200 pl

bidest. Wasser resuspendiert.

3.4.2 Agarose-Gelelektrophorese zur DNA-Analyse

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.
Mit diesem Verfahren wurde auch der Erfolg von lIsolierungen und Restriktionen
uberpruft. Zur Vorbereitung des Gels wurde die Agarose in der Mikrowelle in TBE-
Puffer gelost und nach Abkuhlen auf 60°C mit 70 pl/l Ethidiumbromid-Losung
versetzt. Durch Abkuhlung der Losung in einer entsprechenden GieRform wurden
Gele mit definierten Ausmafen erhalten. Die Aliquots der zu untersuchenden DNA-

Proben wurden mit 2 pl 5-fach DNA-Puffer versetzt und anschlieBend mit bidest.
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Wasser auf ein Endvolumen von 10 pl gebracht. Je nach verwendeter FormgrofRe
wurde die Elektrophorese bei 100 bzw. 180 V fur 30 min durchgefuhrt. Als Standard
wurden wahlweise 5 pl A-DNA/EcoRI+Hindlll Marker (Fermentas) oder 5 pl pUC Mix
Marker, 8 (Fermentas) aufgetragen. Die DNA-Fragmente wurden durch Einlagerung
von Ethidiumbromid unter UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht.

3.4.3 Praparation des bar-Gens zur Transformation

Zur lIsolierung des bar-Resistenzgens aus dem Plasmid pKSbar2 wurden vier
verschiedene Methoden angewendet. Der Erfolg der Restriktion bzw. PCR sowie die
Konzentration des erhaltenen PCR-Produktes wurden mittels Gelelektrophorese

uberpruft.

Restriktion von pKShar2 mit dem Restriktionsenzym BamHI

Zur Linearisierung wurden 20 pl pKSbar2-Plasmidlosung (2 pg/pl) in 290 pl bidest.
Wasser mit 40 pl Puffer A, 40 pl BSA-Losung und 10 pyl BamHI (Fermentas, 10 U/pl)
fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Die Denaturierung des Restriktionsenzyms

erfolgte durch zehnminutige Inkubation bei 80°C.

Restriktion von pKSbhar2 mit den Restriktionsenzymen BamHI| und BssHII

Die Restriktion erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde, wie oben
beschrieben, das pKSbhar2-Plasmid mittels BamHI linearisiert. Im zweiten Schritt
erfolgte die Restriktion des linearisierten Plasmids mit BssHIl. Dazu wurde der
Restriktionsansatz mit 5 pl BssHIl (Roche, 10 U/pl) versetzt und zwei Stunden bei
50°C inkubiert.

Amplifizierung des bar-Gens durch PCR mit den Primern Bar3 und pUC5

Zur PCR wurde ein Kit, bestehend aus Taq-DNA-Polymerase und ThermoPol-Puffer
von Biolabs (B9004S) verwendet. Mittels der Primer Bar3 und pUC5 wurde das bar-
Gen aus dem Plasmid pKSbar2 amplifiziert. Der PCR-Ansatz, bestehend aus 19,3 pl
bidest. Wasser, 2,5 ul ThermoPol-Puffer, 1 uyl dNTPs (10mM), 0,5 pl Primer Bar3,
0,5 pl Primer pUC5, 1 pl pKSbar2 (2 ng/pl) und 0,2 pl Tag-DNA-Polymerase, wurde

dem PCR-Programm entsprechend Tabelle 5 unterworfen.
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Tabelle 5: PCR-Programm unter Verwendung der Taq-Polymerase

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

Annealing 56 0.30 39

Elongation 72 2.00

Elongation 72 7.00 1

Abkuihlung 4 - 1

Fur den spateren Einsatz der DNA wurden die PCR Ansatze in einem 1,5 ml-
ReaktionsgefaB vereinigt, mit dem zweifachen Volumen Ethanol versetzt und fur 30
min bei -20°C inkubiert. Nach einer zehnminutigen Zentrifugation bei 4°C und
14.000 Upm (Eppendorf Tischzentrifuge 5415C) wurde das trockene Sediment in

100 pl sterilem, bidest. Wasser resuspendiert.

Amplifizierung des bar-Gens durch PCR mit degenerierten Primern

Die Amplifizierung erfolgt hierbei analog zu der oben beschriebenen PCR, wobei
hier statt der oben verwendeten Kombination die degenerierte Primer degen. pUC5
und degen. Bar3 verwendet wurden. Wahrend die ersten 20 Bp am 3’-Ende
identisch zum Template sind, weisen diese am 5’-Ende eine variable Basensequenz

von 25 Bp auf.

3.4.4 Kreuzung von N. crassa-Stammen

Zur Kreuzung wurden zwei Makrokonidienstamme, cuco5 und 7089/20.9,
unterschiedlicher Paarungstypen (A/a) gegenuberliegend mit Hilfe einer sterilen
Impfose auf Kreuzungsplatten angeimpft. Dabei ist es sinnvoll, frisch angezogene
Stamme zuverwenden, da sich ein verringerter Kreuzungserfolg bei alteren
Stammen gezeigt hat. Zur Bildung von Perithezien wurden die Platten fur 14 Tagen
bei 25°C im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde weitere sieben Tage bei 25°C
unter Beleuchtung inkubiert. Die Plattendeckel wurden mit Hilfe eines Mikroskops
nach Ascosporen untersucht, um diese anschlieBend mit etwa 2 ml sterilen, bidest.
Wasser zu resuspendieren. Die Suspension wurde auf Sorboseagar mit Chinasaure
ausplattiert. Zur Hitzeaktivierung der Ascosporen erfolgte eine vierstundige

Inkubation bei 60°C. Diese keimten nach 2 - 3 Tagen bei 28°C unter Beleuchtung
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aus. Die gekreuzten Stamme wurden anschlieBend auf ihre Eigenschaften

untersucht und die gewunschten Kreuzungsprodukte selektiert.

3.4.5 Kultivierung von Makrokonidien aus cuco5

Zur Kultivierung des N. crassa-Stammes cuco5 wurden Schragagarrohrchen mit den
entsprechenden Makrokonidien bzw. Hyphen angeimpft und funf bis acht Tage
unter Beleuchtung bei 28°C inkubiert (Sebald et al., 1979). Da zur Transformation
eine Zelldichte von 6*10® Konidien/ml erwiinscht ist, wurde anschlieBend auf
mehreren Agarboden angezogen. Hierzu wurden die zuvor auf Schragagarrohrchen
kultivierten Konidien mit 1 - 2 ml sterilem, bidest. Wasser unter starkem Schutteln
resuspendiert, um die Agarboden anschlieBend mit jeweils 500 pl dieser
Konidiensuspension anzuimpfen. Nach zweitagiger Inkubation bei 20°C im Dunkeln
wurden die Agarboden fur weitere funf Tage zur Kultivierung unter Beleuchtung bei
24°C gelagert. Die Resuspendierung erfolgte durch Zugabe von 40 ml sterilem,
bidest. Wasser. Nach einer zehnminutigen Zentrifugation bei 3.000 Upm wurde das

Konidienpellet zur Transformation eingesetzt.

3.4.6 Kultivierung von Mikrokonidien aus cuco5/7089

Die Kultivierung erfolgt analog zu cuco5 bis einschlieBlich der Anzucht auf Agar-
boden. Zur Erzeugung der Mikrokonidien wurden die mit dem Stamm cuco5/7089
bewachsenen Agarboden in etwa 40 ml sterilem, bidest. Wasser unter Schitteln
gelost. Zur Entfernung von Hyphen wurde die Konidiensuspension uber sterile
Glaswolle filtriert. Mit Hilfe einer Thomazahlkammer wurde die Konidienkonzen-
tration der Suspension bestimmt, um anschlieBend jeweils 60 ml Flussigmedium mit
2*10® Konidien anzuimpfen. Die Fliissigmedien wurden fiir drei Tage bei 20°C im
Dunkeln bei 240 Upm geschuttelt. Durch Filtration wurde eine Mikrokonidien-
Losung mit einem Makrokonidienanteil von unter 10 % erhalten, die anschlieBend
einer zehnminutigen Zentrifugation bei 3.000 Upm unterworfen wurde. Das

erhaltene Mikrokonidienpellet wurde zur Transformation eingesetzt.
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3.4.7 Alternative Erzeugung von Mikrokonidien

Neben der Anzucht in Flussigkulturen konnen Mikrokonidien auch durch Luftaus-
schluB auf Mikrokonidienplatten erzeugt werden (Pandit et al., 1993). Da dieses
Verfahren eine eindeutigere Selektion bei gleichzeitig geringerer Menge an
homokaryonten Konidien bedeutet, wurde es zur Aufreinigung potentieller Klone
angewendet. Die groBe Zahl von Mikrokonidien fur die Transformation ist mit
diesem Verfahren nicht zu erreichen. Die Mikrokonidienagarplatten wurden mit
einer sterilen und in bidest. Wasser gequollen Cellophanfolie luftdicht
abgeschlossen. Anschliefend wurden mit Hilfe eines sterilen Zahnstochers die
entsprechenden Makrokonidien durch die Cellophanfolie in das Medium uberfuhrt.
Nach zehntagiger Inkubation bei 25°C im Dunkeln wurde die Folie mit Hilfe einer
sterilen Pinzette abgezogen, wobei damit auch die darauf gewachsenen
Makrokonidien entfernt wurden. Zur Produktion von Mikrokonidien wurde fur
weitere 24 Stunden bei 25°C im Dunkeln inkubiert. Die Mikrokonidien wurden
schlieBlich mit 2 ml sterilem, bidest. Wasser durch wiederholtes Spuilen der Platte
resuspendiert und zur Abtrennung von Ubrig gebliebenen Hyphen bzw.
Makrokonidien mittels Millipore-Filter (5 pm) filtriert. Die Konzentrations-
bestimmung erfolgte mit Hilfe einer Thomazahlkammer. Fur weitere
Untersuchungen wurden die Mikrokonidien auf Sorboseagarplatten mit Chinasaure

und 1,2 g/l Basta vereinzelt.

3.4.8 Transformation

Zur Transformation wurden die Stamme cuco5 und cuco5/7089 verwendet. Der
Stamm cuco5/7089 wurde durch Kreuzung der N. crassa-Stamme cuco5 und

7089/nu020.9 erhalten und bildet bevorzugt Mikrokonidien in Flussigmedium.

Transformation in Makrokonidien

Das in 1 M Sorbit-Losung resuspendierte Makrokonidienpellet wurde nach der
Konzentrationsbestimmung in einer Thomazahlkammer auf eine Konidienkonzen-
tration von 6*10®° ml" eingestellt. Die Zellwdnde wurden mit 20 mg/ml Lysing
Enzyme (Sigma 1-1412) fur 2 Stunden bei 28°C unter leichtem Schutteln abgebaut.
AnschlieBend wurden die Protoplasten fuir 5 min bei 2.000 Upm und 4°C (Eppendorf
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Tischzentrifuge 5415C) abzentrifugiert, zweimal mit der Sorbit-Losung und einmal
mit der Elektroporationslosung gewaschen. Nach Einstellung der Protoplasten-
konzentration auf 2*10% ml™ wurden jeweils 400 pl der Suspension mit 4 pg Plasmid-
DNA fur 20 min auf Eis inkubiert. Die Plasmid-DNA stammte bei diesen Transfor-
mationen entweder aus Restriktionen mit BamHI oder aus Restriktionen mit BamHI
und BssHII. AnschlieBend wurden im einminutigen Abstand fur 250 ps drei
Elektroporationen bei 750 V durchgefuhrt (Eppendorf Multiporator). Nach einer
zwanzigminutigen Regenerationszeit auf Eis wurde 1 ml Regenerationslosung
zugegeben und anschlieBend fur mindestens 1 Stunde bei 28°C bei 300 Upm
geschuttelt. Die Transformationsansatze wurden mit 10 ml flussiger Topagarose bei
30°C in sterilen Reagenzglasern gemischt und auf Sorbosagar mit 182 g/l Sorbit und

1,2 g/l Basta gegossen.

Transformation in Mikrokonidien

Das Mikrokonidienpellet wurde ebenfalls mittels einer Thomazahlkammer auf eine
Konidienkonzentration von 6*10° ml' eingestellt und analog zu der oben
beschriebenen Transformation in Makrokonidien vorbereitet. Neben der durch die
Restriktion mit BamHI und BssHIl gewonnen Plasmid-DNA wurden hier auch PCR-
Produkte eingesetzt (1,33 pg/Transformation), die durch die Primerkombination
Bar3/pUC5 oder deren degenerierte Form erzeugt wurden. Die Elektroporation
wurde, abweichend von der Transformation in Makrokonidien, dreimal fur 350 ps
bei 1.200 V durchgefuhrt. Alle weiteren Schritte erfolgten wie bei der

Transformation in Makrokonidien.

Nach einer Inkubation von vier bis zehn Tagen wurden, sowohl bei Makro- als auch
Mikrokonidien, einzelne Transformanden mit Hilfe steriler Zahnstocher auf Schrag-
agarrohrchen uUbertragen und 5 - 7 Tage bei 28°C inkubiert. Neben Kultivierungs-
medium enthielten diese das Herbizid Basta, um das Wachstum nicht-resistenter

Kolonien auszuschlieRen.
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3.5 Selektion von Komplex I-Mutanten

3.5.1 Selektionsverfahren

Basta-resistente Transformanden wurden auf Schragagarrohrchen mit Sorbose-
medium ohne Chinasaure uberfuhrt. Nur Klone, die auf diesem Medium ein
beeintrachtigtes Wachstum zeigten, wurden dem Selektionsverfahren weiter
unterzogen. Im nachsten Selektionsschritt wurden diese Klone auf je zwei Sorbose-
medien uberfuhrt, wovon eines zusatzlich Chinasaure enthielt. Nach etwa vier bis
sieben Tagen Inkubationszeit wurden die Schragagarrohrchen miteinander
verglichen. Dabei wurden solche Klone ausgewahlt, die verstarkt auf dem mit
Chinasaure versetzen Sorbosemedium wuchsen. Die Konidien selektierter Klone
wurden resuspendiert und jeweils 50 Konidien auf Sorboseplatten mit Chinasaure
ausplattiert. Nach drei, vier und funf Tagen Inkubation bei 28°C wurden die Groen
der ausgekeimten Kolonien vermessen und mit dem parallel ausplattierten
Referenzstamm nuo20.9/cuco5 verglichen. Die Kolonien mit vergleichbarem
Wachstum wurden fiur weitere Untersuchungen auf Kultivierungsmedium mit

Chinasaure angezogen.

3.5.2 Mitochondrienpraparation aus Neurospora crassa

Die selektierten Klone wurden zur Isolierung der Mitochondrien in 100 ml Flussig-
medium bei 28°C unter Beleuchtung kultiviert. Die so erzeugten Hyphen wurden
durch Filtration geerntet und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.
Maximal 3 g dieser Hyphenmasse wurde mit etwa 5 ml Isolationspuffer im Morser
gleichmablig zerrieben. Die Probe wurde in ein 70 ml-Kugelmuhlengefal® Uberfuhrt,
welches mit 15 ml Glasperlen gefullt und anschliefend mit Isolationspuffer auf ein
Endvolumen von 60 ml gebracht wurde. Der Aufschluss der Zellen erfolgte durch
starkes Schutteln in einem Zellhomogenisator (B. Braun, Melsungen AG) uber 12
Sekunden. Die Zellreste wurden durch zweimalige Zentrifugation des Uberstandes
fur 10 min bei 4°C und 7.000 Upm (Rotor JS-13.1, Beckmann Kiihlzentrifuge J2-21)
abgetrennt. Die Mitochondrien sedimentierten schlieBlich bei einer weiteren
Zentrifugation bei 4°C und 18.000 Upm (Weiss et al., 1970). Das Sediment wurde

anschlieBend in 200 pl zuckerfreiem lIsolationspuffer aufgenommen. Zur Protein-
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konzentrationsbestimmumg nach Biuret wurden zwei 10 pl-Aliquots abgenommen

und der Rest zur Lagerung in 1,5 ml-ReaktionsgefaBe bei -20°C uberfuhrt.

3.5.3 Biuret-Methode

Der Proteingehalt von Hyphen- und Mitochondriensuspensionen wurde mit der
Biuret-Methode bestimmt (Beisenherz et al., 1953). Es wurde eine Standardreihe
mit 0, 10, 20, 40, 60, 80 und 100 pl BSA-Losung (10 mg/ml) in 1,5 ml-Reaktions-
gefalBen erstellt. Zu den 10 pl-Aliquots der Mitochondriensuspension und der
Standardreihe wurden jeweils 1 ml 6 %-ige TCA zugegeben. Nach zehnminutiger
Inkubation bei 4°C wurden ausgefallte Proteine durch funfminutige Zentrifugation
bei 14.000 Upm sedimentiert. Nach Verwerfung des Uberstandes wurde das
Proteinpellet mit 1 ml Biuret-Reagenz versetzt. Diese Mischung wurde fur 30 min
bei Raumtemperatur unter starkem Schutteln inkubiert. Zur Entfernung von
Schwebeteilchen wurden die Proben fir 5 min bei 14.000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand anschlieBend einer Extinktionsmessung bei 546 nm unterzogen. Um den
auf Trubung durch Membranlipiden beruhenden Anteil der Extinktion zu
bestimmen, wurde die Losung durch Zugabe von einigen Kornchen KCN entfarbt und
nach funfminutiger Zentrifugation bei 14.000 Upm erneut vermessen. Aus der

Differenz der beiden Messwerte wurde die exakte Proteinmenge bestimmt.

3.5.4 NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitatstest

Durch Zuckergradientenzentrifugation wurden die Mitochondrienmembranproteine
je nach Sedimentationskoeffizient voneinander getrennt. Aufgrund des hohen
Molekulargewichts von Komplex | sedimentiert dieser durch % des Gradienten.
Vorstufen von Komplex | sedimentieren entsprechend ihrer molekularen Masse

langsamer (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des Zuckergradienten.
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Zur Solubilisierung dieser Proteine wurde zuerst die Mitochondriensuspension mit
dem halben Volumen 20 % (w/v) Triton X-100 versetzt. Nach Zentrifugation bei
14.000 Upm fiir 10 min wurde der Uberstand mit 5 mg Protein auf einen 7,5 bis 25
%-igen (w/v) Saccharosegradienten (4 ml Ultrazentrifugenrohrchen) geschichtet
und bei 30.000 Upm (TST 41.14, Kontron Centrikon 2060 Ultrazentrifuge) fur 16
Stunden zentrifugiert. Der Zuckergradient wurde anschlieBend auf 16 Fraktionen
verteilt. Die Aktivitat von Komplex | wurde mit Hilfe der NADH/Ferricyanid-
Redoxaktivitat bestimmt (Friedrich et al., 1989). Die photometrische Messung der
Oxidation von NADH durch Kaliumhexacyanoferrat (K;[Fe(CN)s]) erfolgte bei 410 nm
bei Raumtemperatur mittels eines Photometers (HeAios &, Thermospectronic). Dazu
wurden in einer Messkuvette 1 ml Aktivitatspuffer, 10 pl K3[Fe(CN)¢] (100 mM) 15 pl
NADH (0,1 mM) vorgelegt und mit 5 - 15 pl Probe versetzt. Der molare Extinktions-
koeffizient fiir Ks[Fe(CN)¢] betragt €410nm = 1 mM ' cm™.

3.6 Charakterisierung von Komplex I-Mutanten

Die Charakterisierung der Komplex I-Mutanten setzt sich aus der Wiederholung des
NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitatstest im groBen MaBstab, der Western-Blot-

Analyse und der spektroskopischen Bestimmung der Cytochrome zusammen.

3.6.1 GroBe Mitochondrienpraparation aus N. crassa

Zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden die erfolgreich selektierten
Mutanten im groBen MaBstab angesetzt. Dazu wurden 7,5 | Flussigmedium in 10 (-
Steilbrustflaschen mit den entsprechenden Makrokonidien aus zwei Agarboden
angeimpft. Die Flussigkulturen wurden wahrend einer Wachstumszeit von zwei
Tagen bei 28°C unter Beleuchtung durch ein zentrales Einleitungsrohr beluftet. Die
Hyphen wurden mit Hilfe eines Buchnertrichters abfiltriert und bis zur Weiter-
verarbeitung bei -70°C gelagert. 150 bis 300 g dieser Hyphen wurden in 500 - 750
ml Isolationspuffer im Mixer (Rotor GT800, Rotor) fur 5 min homogenisiert. Das
Homogenisat wurde in einer Korundmihle (Eigenbau) zur Isolierung der
Mitochondrien aufgeschlossen. Nach einer zehnminutigen Zentrifugation bei 4.500
Upm (Rotor H6000A, Kuhlzentrifuge RC 3B Plus, Du Pont Sorvall) wurde der
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Uberstand erneut bei 7.500 Upm fiir 105 min zentrifugiert (Rotor SLC-6000,
Kuhlzentrifuge Evolution RC, Kendro Sorvall). Das Pellet wurde in einer geringen
Restflussigkeit resuspendiert, in einem Teflon-in-Glas-Homogenisator gepottert und
anschlieBend bei 19.000 Upm fur 20 min zentrifugiert (Rotor A8.24, Centrikon
Kuhlzentrifuge H-401, Kontron). Die Mitochondrienpellets wurden in wenig
zuckerfreiem Isolationspuffer aufgenommen und bei -70°C gelagert. Nach
Bestimmung der Proteinkonzentration mittels der Biuret-Methode wurde die
Mitochondriensuspension mit dem halben Volumen 20 % (w/v) Triton X-100 versetzt
und einer zehnminutigen Zentrifugation bei 14.000 Upm unterworfen. Der
Uberstand, mit einer Proteinmenge von 40 mg, wurde auf einen 7,5 - 25 %-igen
(w/v) Saccharosegradienten (12 ml Ultrazentrifugenrohrchen) geschichtet und bei
36.000 Upm (TST 41.14, Kontron Centrikon 2060 Ultrazentrifuge) fur 16 Stunden
zentrifugiert. AnschlieBend wurde die NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitat analog zu

der Mitochondrienpraparation im kleinen MaBstab durchgeflihrt.

3.6.2 Auftrennung der Proteine durch Gelelektrophorese

Zur Untersuchung des individuellen Sedimentationsverhaltens der Untereinheiten
von Komplex | wurden 80 pl-Aliquots von ausgewahlten Zuckergradientenfraktionen
mit 20 pl 4-fach Probenpuffer versetzt. Die Mischung wurde anschlieBend auf eine
SDS-PAGE, bestehend aus einem 5 %-igen Sammelgel und einem 16 %-igen Trenngel,

aufgetragen. Die Separation der Proteine erfolgte bei 10 mA fur ca. 16 Stunden.

3.6.3 Western-Blot Analyse

Die Proteine wurden durch Elektroblot vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran
uberfuhrt. Das Blotten wurde durch Anlegen eines Stroms von 400 mA fur zwei
Stunden bei 4°C durchgefuhrt. Die Membran wurde kurz unter leichtem Schwenken
in 50 ml PBS-Losung gewaschen und anschlieBend fur 1 - 2 min mit einer 0,1 %-igen
Ponceau S-Farbelosung angefarbt. Nach Entfernung der Farbelosung wurden die
unbedeckten Nitrocelluloseflachen durch Einwirkung von 1 %-iger Essigsaure
entfarbt, so dass ausschlieBlich die Proteinbanden markiert waren. Durch leichtes
Schwenken der Membran in 50 ml Magermilch-Losung (1,5 g Magermilch in 50 ml

PBS) fur 40 - 60 min bei Raumtemperatur wurde der Hintergrund der Membran

49



Material und Methoden

abgedeckt. Nach funfminutigem Waschen mit 50 ml PBST bei Raumtemperatur
wurde die Membran mit der gewunschten polyklonalen Antikorper-Losung uber
Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Nitrocellulosemembran viermal
mit jeweils 50 ml PBST-Losung bei Raumtemperatur gewaschen. Es folgte eine
Inkubation mit einem verdinnten Protein-A-Meerrettichperoxidase-Konjugat in
PBST (1:15.000). Die Membran wurde zweimal mit je 50 ml PBS-Losung und dann
zweimal mit je 50 ml 10 mM Na;HPO4-Losung (pH 7,4) gewaschen. Jeder Wasch-
schritt wurde bei Raumtemperatur durchgefuhrt und dauerte jeweils 5 min. Die
peroxidasegebundenen Proteine wurden durch Zugabe von 30 ml Farbelosung und
100 pl 5 %-iger H;0,-Losung visuell angefarbt. Nach kurzer Entwicklungsphase

wurde die Membran mit bidest. Wasser gewaschen.

3.6.4 Cytochrombestimmung

Die Bestimmung des Cytochromgehalts von Mitochondrien erfolgte mit einem
Zweistrahlphotometers (Perkin-Elmer). Zur Ermittlung der Basislinie wurden sowohl
Proben- als auch Referenzkivette mit 1 ml Isolationspuffer (5 % Saccharose, 50 mM
Tris-HCL, pH 8,0) beflllt und Uber den Messbereich von 650 bis 500 nm bei einer
Scangeschwindigkeit von 60 nm/min vermessen. Fur die anschlieBenden Messungen
wurden 0,5 ml der zu untersuchenden Mitochondriensuspension mit 0,2 ml 20 %
Triton X-100 und 1,5 ml Isolationspuffer in einem Reagenzglas vermischt. Je 1 ml
dieser Mischung wurde in der Proben- und Referenzkuvette von 650 bis 500 nm
vermessen. Das erhaltene Spektrum stellt die oxidierte Form der Probe dar.
AnschlieBend wurden zur Reduktion einige Kornchen Natriumdithionit in die
Probenklvette eingertuhrt und das Differenzspektrum von dithionitreduzierter
Probe minus luftoxidierter Referenz erstellt. Die Konzentrationen der Cytochrome
a, b und c in der Mitochondriensuspension wurde unter Verwendung der in

Tabelle 6 aufgelisteten Differenz-Extinktionskoeffizienten bestimmt.

Tabelle 6: Differenz-Extinktionskoeffizienten zur Bestimmung der Cytochrome

Cytochrom Wellenlangendifferenz Extinktionskoeffizient
a 605nm - 650 nm 24mM* cm”
b 560 nm - 580 nm 25 MM cm”
c 550 nm -581 nm 20mM " cm”
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3.7 ldentifizierung der Insertionsstellen des bar-Gens

Zur Identifizierung der Insertionsstellen wurden die Methoden der Vektorette-,

Splinkerette- und der direkten PCR verwendet.

3.7.1 Isolierung der genomischen DNA aus N. crassa

Die Isolierung der DNA erfolgte nach Al-Samarrai (Al-Samarrai et al., 2000). Von
den auffalligen Mutanten wurden Hyphen in Flussigmedien kultiviert und durch
Filtration geerntet. AnschlieBend wurden ca. 0,03 g der Hyphenmasse gefrier-
getrocknet und durch Zugabe von flussigem Stickstoff zu einem homogenen Pulver
verarbeitet. Das Hyphenpulver wurde mit 0,5 ml Lysispuffer durch 5 bis 30-faches
Invertieren homogenisiert und nach Zugabe von 2 ul RNase-Losung (10 mg/ml) fur 5
min bei 37°C inkubiert. Zu dieser Suspension wurden 165 pl 5 mM NaCl-Losung
gegeben. Nach wiederholter Invertierung wurde fur 10 min bei 14.000 Upm und 4°C
zentrifugiert. Zur Aufreinigung der DNA wurde der Uberstand mit 0,8 ml
Phenol/Chloroform-Losung versetzt und durch erneutes Invertieren homogenisiert.
Die entstandene Phenol/Chloroform/Wasser-Emulsion wurde durch eine zehn-
minutige Zentrifugation bei 14.000 Upm und 4°C sichtbar voneinander getrennt.
Die wassrige DNA-Losung wurde mit Hilfe einer Pipette von der organischen Phase
separiert und in ein neues Reaktionsgefall uberfuhrt. Die Aufreinigung wurde mit 1
ml  Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch und anschlieBender zweiminutiger
Zentrifugation wiederholt. Durch Zugabe des doppelten Volumens Ethanol (p.a.)
und leichtes Schutteln wurde die DNA in Faden- bzw. Knaulform gefallt. Mit Hilfe
eines sterilen Zahnstochers wurde die DNA in ein steriles 1,5 ml-Reaktionsgefal
uberfuhrt. Nach einer zwanzigminutigen Trocknung der DNA wurde diese in 100 pl 5
mM Tris-HCl (pH 7,8) resuspendiert. Die isolierte DNA wurde bis zur Weiterver-
arbeitung bei -20°C gelagert. Der Erfolg der Isolierung und die Konzentration

wurden mittels Gelelektrophorese uberpruft.

3.7.2 Vektorette-PCR

Proben, die mittels der Vektorette-PCR (Hagiwara et al., 1996) identifiziert werden

sollten, wurden mit den Restriktionsenzymen Afal, Alul, Haelll und Hincll gespalten,
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welche ausschlieBlich glatte Enden erzeugen. Zur Spaltung wurden jeweils 200 ng
der zu untersuchenden, genomischen DNA in 40 pl Spaltungspuffer nach Hersteller-
angaben mit 4 U Restriktionsendonukleasen 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Restriktionsansatze wurden zur Aufreinigung mit dem gleichen Volumen an
Phenol/Chloroform-Losung versetzt und nach starkem Schitteln fuir 5 min bei
14.000 Upm zentrifugiert. Die wassrige Phase wurde mit Hilfe einer Pipette in ein
1,5 ml-ReaktionsgefaB uberfuhrt und mit 1 ml Chloroform/Isoamylalkohol-Gemisch
versetzt. Nach zweiminutiger Zentrifugation bei 4°C und 14.000 Upm wurde der

Uberstand in ein neues Reaktionsgefaf tiberfiihrt.

Zur Fallung der DNA wurden das doppelte Volumen Ethanol (p.a.) und /4 des
Volumens an 5 M NaCl-Losung hinzugegeben. Nach zehnminutiger Inkubation bei
-20°C wurde fir 10 min bei 14.000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das DNA-Pellet solange an der Luft getrocknet bis der alkoholische
Geruch verflogen war. Das Pellet wurde schlieBlich in 13 pl sterilem, bidest. Wasser

resuspendiert.

Zur Erzeugung der Vektorette-Einheit wurden zu 92 pl bidest. Wasser jeweils 4 pl
der Oligonukleotide v-top und v-bottom zugesetzt und fur 10 min bei 65°C
inkubiert. Anschliefend wurde innerhalb von 30 min auf Raumtemperatur
abgekuhlt.

Die in 13 pl bidest. Wasser resuspendierte DNA-Losung wurde mit 2 pl 10-fach
Ligationspuffer, 1 ul ATP-Losung (10 mM), 2 ul PEG 4000 Losung 50 % (w/v), 1 pl
Vektorette-Einheit und 1 pl T4 DNA-Ligase (Fermentas 5 U/pl) versetzt. Die
Ligationsansatze wurden fur 16 Stunden bei 22°C inkubiert. Die T4 DNA-Ligase
wurde bei 65°C fur 10 min denaturiert. Die Ansatze wurden anschlieBend mit 30 pl

bidest. Wasser auf 50 pl aufgefullt.

Fur die PCR wurde das Expand Long Template PCR System von Roche verwendet.
Dieses System besteht aus der Taq-Polymerase und der Pwo-Polymerase und
zeichnet sich durch einen Korrekturmechanismus aus, der eine prazise Amplifi-

zierung sehr langer DNA-Fragmente ermoglicht. Neben 0,5 ul der entsprechenden
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Primer bestand jeder Ansatz aus 17,3 pl bidest. Wasser, 2,5 ml Puffer P3, 1 pl dNTP
(10mM), 0,4 ul Long Template Expand Polymerase Mix und 2,5 pl der ligierten DNA.
Entsprechend der verwendeten Restriktionsenzyme wurden die in Tabelle 7

dargestellten Primer-Kombinationen gewahlt.

Tabelle 7: Primerkombinationen fiir den ersten Durchgang der Vektorette-PCR

Ansatz Restriktion mit Primer 1 Primer 2
1 Afal barrev-2005 vektop-2005
2 Alul barforneu vektop-2005
3 Haelll barforneu vektop-2005
4 Haelll ampforneu vektop-2005
5 Hincll ampforseq-2005 vektop-2005
6 Hincll barrev-2005 vektop-2005

Die PCR wurde im Mastercycler Gradient von Eppendorf durchgefuhrt. Es wurde das

in Tabelle 8 dargestellte PCR-Programm verwendet.

Tabelle 8: PCR-Programm fiir die Vektorette-PCR

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

Annealing 56 0.30 39

Elongation 68 2.00 + 0.10

Elongation 68 7.00 1

Abkuihlung 4 - 1

Der Erfolg der PCR und die Konzentration wurden mittels Gelelektrophorese uber-
pruft. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt in ein 1,5 ml-Reaktionsgefall uberfuhrt
und mit dem doppelten Volumen Ethanol (p.a.) gefallt und in 20 pl sterilem,

bidest. Wasser resuspendiert.

In einem zweiten Durchgang der Vektorette-PCR wurde nochmals 1 pl des DNA-
Produktes amplifiziert, um das vorhergehende Ergebnis zu bestatigen und die fur
eine Sequenzierung notwendige DNA-Menge zu erhalten. Fiur eine erfolgreiche
Sequenzierung wurden 40 ng DNA pro 100 Basenpaare und 30 pl des entsprechenden

Sequenzierungsprimers (10 pmol/pul) benotigt. Bei der Amplifizierung ist die Wahl
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der Primerkombination abhangig von den im ersten PCR-Durchgang verwendeten
Primern (Tabelle 9).

Tabelle 9: PCR-Ansatze fiir den zweiten Durchgang mit Sequenzierungsprimern

Ansatz Primer 1 Primer 2 Sequenzierungsprimer
1 barseq2-2005 vektopamp-2005 ampforseq
2 barforw-2005 vektopamp-2005 barforseq2-2005
3 barforw-2005 vektopamp-2005 barforseq-2005
4 ampforneu2 vektopamp-2005 ampforneu3
5 amprev vektopamp-2005 amprevseq
6 barseq2-2005 vektopamp-2005 barseq3-2005

Das erhaltene Produkt wurde nach Fallung mit Ethanol in 20 pl 10 mM Tris-HCl (pH
8,2) resuspendiert oder uber eine Spinsaule (Qiaquick Spin Column, Qiagen)
aufgereinigt und in 30 pl 10 mM Tris-HCL (pH 8,2) aufgenommen. Die Sequenzierung
erfolgte durch die MWG Biotech AG in Martinsried.

3.7.3 Splinkerette-PCR

Fur die Probenpraparation bei der Splinkerette-PCR (Devon et al., 1995) wurden die
Restriktionsenzyme EcoRI, Hindlll, Xbal und Xmal verwendet, welche Uberhangende
Enden erzeugen. Hierzu wurde 300 ng genomische DNA in 5 pl Spaltungspuffer nach
Herstellerangaben mit 4 U Restriktionsendonukleasen 3 Stunden bei 37°C inkubiert.

Die Restriktionsansatze wurden anschlieBend 20 min bei 80°C deaktiviert.

Zur Erzeugung der Splinkerette-Einheit wurden 10 pl der Olgionukleotide s-top mit
10 pl des schnittstellenabhangigen s-bottom im Thermocycler fur 3 min auf 95°C
inkubiert und anschliefend sehr langsam (1°C pro 15 sek) auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Die hochkonzentrierte Splinkerette-Mischung wurde mit sterilem,
bidest. Wasser von 100 pmol/pl auf 4 pmol/pul verdunnt.

Zur Ligation wurden 12 pl steriles, bidest. Wasser, 2 pl Ligationspuffer, 1 pul ATP-
Losung (10 mM), 5 pl DNA-Losung (300 ng), 0,5 ul T4 DNA-Ligase (Fermentas 5 U/pl)
und 0,3 pl Splinkerette-Einheit zugesetzt. Die Ligationsansatze wurden fur 16
Stunden bei 22°C inkubiert und analog zur Restriktion bei der Vektorette-PCR
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aufgereingt. Das Pellet wurde schlieBlich in 30 pl sterilem, bidest. Wasser

resuspendiert.

Es wurde ebenfalls von dem Expand Long Template PCR System von Roche
Gebrauch gemacht. Abhangig von der Wahl des Restriktionsenzyms, mit dem die
genomische DNA zuvor geschnitten wurde, muss eine bestimmte Primerkombination

gewahlt werden (Tabelle 10).

Tabelle 10: Primer fiir den ersten Durchgang der Splinkerette-PCR

Ansatz Restriktion mit Primer 1 Primer2
1 EcoRl barrev-2005 splink1
2 EcoRlI barhindfor splink1
3 EcoRlI barforneu splink1
4 Hindlll barhindfor splink1
5 Hindlll barhindrev splink1
6 Xbal barhindfor splink1
7 Xmal barhindfor splink1
8 Xmal barhindrev splink1
9 Xmal barforneu splink1

Die PCR-Ansatze, bestehend aus 19,3 pul bidest. Wasser, 2,5 ul Puffer P3, 1 pl dNTP-
Mix (10 mM), jeweils 0,5 pl der entsprechenden Primer, 5 pl DNA-Losung und 0,4 pl
Long Template Expand Polymerase Mix, wurden dem in Tabelle 11 dargestellten

PCR-Programm unterworfen.

Tabelle 11: PCR-Programm fiir Splinkerette-PCR

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen
Denaturierung 94 3.00 1
Denaturierung 94 0.15

Annealing 62 0.30 10

Elongation 68 5.00

Elongation 94 0.15

Annealing 62 0,3 20

Elongation 68 5.00 + 0,20

Elongation 68 7 1

Abkiihlung 4 - 1

Der Erfolg der Amplifizierung und die Konzentration wurden mittels Gelelektro-

phorese uberprift. Das PCR-Produkt wurde mit dem doppelten Volumen Ethanol
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(p.a.) gefallt und schlieBlich in 20 pl bidest. Wasser resuspendiert. Aus der ersten
PCR wurde 0,2 pl der DNA-Losung in einem zweiten Durchgang erneut amplifiziert,
um das vorhergehende Ergebnis zu bestatigen und die fur die Sequenzierung bei der
MWG Biotech AG in Martinsried notwendige DNA-Menge zu erhalten. Die
Praparation der Sequenzierungsproben ist identisch mit der fur die durch
Vektorette-PCR erhaltenen Produkte. In Tabelle 12 sind die Primerkombinationen

fur die einzelnen Ansatze zusammengefasst.

Tabelle 12: PCR-Ansatze fir den zweiten Durchgang mit Sequenzierungsprimern

Ansatz Primer 1 Primer 2 Sequenzierungsprimer

1 barseq2-2005 splink2 barseq3-2005

2 barhindfor2 splink2 barforseq-2005

3 barforw-2005 splink2 barforseq-2005

4 barhindfor2 splink2 barforseq-2005

5 barhindrev2 splink2 barseq2-2005

6 barhindfor2 splink2 barseq2-2005

7 barhindfor2 splink2 barforseq2-2005

8 barhindrev2 splink2 barseq2-2005

9 barforw-2005 splink2 barseq2-2005

3.7.4 PCR auf genomischer DNA

Zur Bestatigung der Insertionsstellen wurde auch die Methode der direkten PCR
verwendet. Dazu wurden genspezifische Primer sowie Primer, die an das Insert
binden, eingesetzt. Die Zusammensetzung der Ansatze erfolgte analog zur
Amplifizierung des bar-Gens. Es wurde das in Tabelle 13 beschriebene PCR-

Programm angewendet.

Tabelle 13: PCR-Programm fiir die direkte PCR

PCR-Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen
Denaturierung 94 5.00 1
Denaturierung 94 0.30

Annealing 54 0.30 30

Elongation 72 5.00

Elongation 72 5.00 1

Abkiihlung 4 - 1
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4 Ergebnisse

4.1 Entwicklung des Selektionverfahrens

Die Chinasaureabhangigkeit des Wachstums von Komplex |/1llI-Doppelmutanten
wurde als Basis fur die Entwicklung eines effizienten Selektionsverfahrens
verwendet (Tsalastra, 2004). Das fur diese Arbeit entwickelte Anreicherungs-
verfahren von Komplex |-Mutanten nach der Transformation des cuco5-Stammes
besteht aus drei Stufen: der Praselektion, der Selektion und der Postselektion
(Abbildung 16).

Transformation

1 Selektion
Enzymatischer

= A ]

Vereinzelung
mit
—_ — Chinaséaure . @

Kultivierung Préselektion Postselektion
mit ohne — oder
Chinasaure Chinasaure

erneute Selektion
ohne

Chinaséaure

Abbildung 16: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte des Selektionsverfahrens.

Durch die mehrfache Uberpriifung der chinasdureabhangigen Wachstumsraten in
den einzelnen Selektionsschritten ist eine effiziente Reduktion der Transformanden
auf wenige potentielle Mutanten moglich. Dabei stellt jeder Schritt eine

Verfeinerung der vorausgehenden Untersuchung dar.

Die einzelnen Transformanden wurden nach dem Auskeimen von den Transforma-
tionsplatten auf chinasaurehaltige Kultivierungsrohrchen mit Basta uberfiihrt. Nach
einer maximalen Inkubationszeit von 14 Tagen wurden nur jene Transformanden
einer Praselektion unterworfen, die ein deutliches Wachstum und damit eine

Resistenz gegen das Herbizid Basta aufwiesen. Alle restlichen Transformanden
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wurden aussortiert. Somit war sichergestellt, dass nur Transformanden mit dem

inserierten bar-Gen weiter untersucht wurden.

Fur die Praselektion wurden die Transformanden auf chinasaurefreie Sorbose-
rohrchen Ubertragen und fur funf Tage inkubiert. Nur die Transformanden, die ein
schlechtes bzw. gar kein Wachstum auf dem chinasaurefreien Medium aufwiesen,
wurden fur die Selektion weiter verwendet. Durch diesen Schritt wurden die
Transformanden auf die zur Komplex [|/1ll-Doppelmutante phanotypischen Klone

reduziert.

Im nachgelagerten Schritt erfolgte die Selektion durch einen direkten Wachstums-
vergleich der Klone, die jeweils auf Sorboserohrchen mit und ohne Chinasaure
uberfuhrt wurden. Durch die Wachstumsunterschiede auf den jeweiligen Medien
wurde die Chinasaureabhangigkeit der Klone uberpruft und dadurch die, in der
Praselektion durchgefiihrte Auslese verfeinert. Zeigten die Klone ein deutliches
chinasaureabhangiges Wachstum, wurden diese einem dritten Schritt, der Post-

selektion, unterzogen.

Dazu wurden die Konidien auf Agar mit Chinasaure ausplattiert. Die Postselektion
erfolgte durch GroBenvergleich der ausgekeimten Kolonien mit der parallel
ausplattierten Doppelmutante nuo20.9/cuco5. Nach vier bis funf Tagen wurden die
entstandenen Kolonien vermessen. Nur Klone mit einem der Doppelmutante

ahnlichen Wachstumsverhalten wurden dem enzymatischen Test unterzogen.

Der Vorteil der visuellen Unterscheidbarkeit durch die Verwendung einer china-
saureregulierbaren Komplex llI-Mutante als Ausgangsstamm fur die Transformation
geht mit einem langsameren Wachstum der zu selektierenden Doppelmutanten
einher. Da die starker wachsenden cuco5-Kolonien bereits nach drei bis funf Tagen
auskeimen und die Kolonien der Doppelmutante nuo20.9/cuco5 etwa vier bis sechs
Tage benotigten, bestand fur die durch ungezielte Mutagenese erhaltenen
Doppelmutanten die Gefahr des Uberwachsens durch den Ausgangsstamm. Um die
Anwendbarkeit des Verfahrens zu uberprufen wurde ein 1:1 Gemisch von cuco5-

und nuo20.9/cuco5-Konidien in Suspension erstellt und ausplattiert. Da sich die
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beiden eingesetzten Stamme eindeutig im Wachstum unterscheiden ist fur ein
einwandfreies Selektionsverfahren die Bestatigung der in der Praselektion
erhaltenen Zahl in den weiteren Selektionschritten notwendig. Es wurden 66
Kolonien isoliert und in Schragagarrohrchen mit chinasaurehaltigem Kultivier-
ungsmedium mit Basta angezogen. Jede angezogene Kolonie wurde dem oben

beschriebenen Selektionsverfahren unterzogen (Tabelle 14).

Tabelle 14: Uberpriifung der Anwendbarkeit des Selektionsverfahrens

Selektionsschritte Anzahl %

isolierte Klone 66 100,0
gewachsene Transformanden 66 100,0
Praselektion bestanden 30 45,5
Selektion bestanden 30 45,5
Postselektion bestanden 30 45,5

Auf Grund des Wachstumsverhaltens sind also 30 der isolierten Kolonien als
chinasaureabhangig und 36 als chinasaureunabhangig identifiziert worden. Zur
Verifizierung der durch das Selektionsverfahren erhaltenen Zuordnung wurde fur je
eine chinasaureunabhangige bzw. abhangige Kolonie die NADH/Ferricyanid-
Redoxaktivitat des Komplex | mit der Aktivitat des jeweiligen Referenzstamms

cucob bzw. nuo20.9/cuco5 verglichen (Abbildung 17).

cuco5 nuo20.9/cuco5
10,00 10,00
—, 800 - —, 800
E 600 = E 600
é. 4004 - §. 4,00
2,00 2,00
0,00 +——— '."."."...'. o.oo.'-.'-..-.-'.".".'.'.
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Fraktion Fraktion
Chinasaureunabhangige Kolonie Chinasaureabhangige Kolonie
10,00 10,00
—, 800 800
E 600 = E 600
S~ [ ] S~
2. 4,00 - ] 2. 4,00
e L B ol """ e e 4 " .
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Fraktion Fraktion

Abbildung 17: Enzymatischer Test zur Uberpriifung des Selektionsverfahrens.
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Dazu wurden die solubilisierten Mitochondrienproteine mittels Zuckergradienten-
zentrifugation entsprechend ihrer Sedimentationskoeffizienten aufgetrennt.
Proteine mit hoherem Molekulargewicht sind dabei in den niedrigeren Fraktionen
des Zuckergradienten zu finden. Fur einen intakten Komplex | wird ein Gipfel der
enzymatischen Aktivitat innerhalb der ersten funf Fraktionen erwartet. Die
erhaltenen Aktivitatsprofile bestatigen die Korrelation von Chinasaureabhangigkeit

und Komplex |-Defekt.

Das durch Selektion erhaltene Verhaltnis von 36:30 entspricht in etwa dem
eingesetzten Verhaltnis von 1:1. Die Effizienz des Selektionsverfahrens wurde somit
gezeigt. Das Uberwachsen der langsameren Doppelmutante spielte in dem fiir die
Selektion notwendigen Zeitraum keine Rolle. Bei einer hoheren Koloniendichte
muss allerdings die Isolierung der einzelnen Transformanden frihzeitig nach der

Auskeimung erfolgen, um das Ineinanderwachsen der Kolonien zu verhindern.

Im Verlauf der Arbeit wurde die Postselektion durch einen erneuten direkten
Vergleich des Wachstumsverhaltens analog zur Selektion ersetzt. Zum einen hatte
sich die Postselektion als uneindeutig aufgrund der stark variablen Koloniegrofen
eines Durchganges erwiesen und zum anderen war die erneute Selektion sowohl

zeitlich als auch von der Handhabung her effektiver.

4.2 Erzeugung von Komplex I-Mutanten durch Transformation

Im Folgenden wird die durchgefuhrte Mutagenese von Makro- und Mikrokonidien mit
verschiedenen DNA-Fragmenten beschrieben. Dabei wurde in Makrokonidien
ausschlieBlich das durch BamHI bzw. BamHI und BssHIl fragmentierte Plasmid
pKSbar2 eingesetzt, wahrend in Mikrokonidien sowohl das mit BamHI und BssHII
fragmentierte Plasmid pKSbar2 als auch das durch PCR mit den Primern pUC5 und
Bar3 bzw. deren degenerierter Form amplifizierte bar-Gen verwendet wurde.
Neben der jeweiligen Selektionsbilanz wird auf die Insertion in Hinblick auf die
Zusammensetzung der inserierten Plasmid-DNA eingegangen. Eine ausfuhrliche
Erlauterung zu den verwendeten PCR-Methoden und Insertionsstellen in den

identifizierten Komplex I-Mutanten erfolgt in Kapitel 4.4.
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4.2.1 Transformation und Selektion von cuco5

Restriktion des pKSbar2-Plasmids mit BamHI

Zur Erzeugung von Komplex |-Mutanten wurde der Makrokonidienstamm cuco5 mit
dem linearisierten pKSbar2-Plasmid transformiert. Durch die Aufnahme des im
Plasmid enthaltenen bar-Gens erhalten die Mutanten eine Resistenz gegen das
Herbizid Basta. Das inserierte Gen dient somit als Selektionsmarker. Die
Linearisierung des pKSbar2-Plasmids erfolgte durch Restriktion mit dem Enzym
BamHI (Abbildung 18).

Standard pKSbar

21226 Bp u

5148 Bp -
4268Bp . Bt 4014 Bp

2027 Bp
1904 Bp
1584 Bp

1375 Bp

947 Bp
831 Bp

BamHI

Abbildung 18: Uberpriifung der erfolgreichen Restriktion von pKSbar2 mit BamHI durch
Gelelektrophorese (links). Schematische Darstellung der Schnittstelle im Plasmid (rechts).

Die durch Insertion des linearisierten Plasmids erhaltenen Transformanden wurden
dem Selektionsverfahren unterzogen. Dadurch wurde die Zahl der dem
aufwendigeren enzymatischen Aktivitatstest zu unterziehenden Mutanten von 5.190
auf 54 reduziert (Tabelle 15).

Tabelle 15: Selektionsbilanz fiir die Restriktion mit BamHI in Makrokonidien.

Selektionsschritte Anzahl %
isolierte Transformanden 7.487 144,3
gewachsene Transformanden 5.190 100,0
Praselektion bestanden 552 10,6
Selektion bestanden 231 4.5
Postselektion bestanden 54 1,0
Enzymatischen Test bestanden 1 0,02
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Basierend auf den statistischen Berechnungen (siehe Abschnitt 2.8.2) mussten etwa
zwolf dieser Klone eine Komplex I-Mutation aufweisen. Es wurde allerdings nur eine
Mutante ohne Komplex I|-Aktivitat identifiziert (siehe Abschnitt 4.2.2). Neben der
geringeren Ausbeute erwies sich die weitgehende Fragmentierung des Plasmids als
zusatzlicher Nachteil dieser Methode. Durch die Linearisierung wurde ein 4014 Bp
langes Fragment mit einem Ubergang an der BamHI-Schnittstelle sowohl am 3’- wie
auch am 5’-Ende erzeugt. In der untersuchten Mutante wurden zwei Insertionsstel-
len gefunden (siehe Abschnitt 4.4). In beiden Fallen wurden weder die erwartete
Lange noch die entsprechenden Fragmentenden identifiziert. Offensichtlich war vor
oder wahrend der Insertion eine zusatzliche Verkurzung des linearisierten Plasmids
erfolgt, die die Bestimmung der Insertionsstellen erschwerte. Im Folgenden wurde

das Plasmid daher mit zwei Restriktionsenzymen fragmentiert.

Restriktion des pKSbar2-Plasmids mit BamHI und BssHII

Die gewahlten Restriktionsenzyme BamHI und BssHIl schneiden 5’ und 3’ in der
Nahe des bar-Gens und bilden drei Fragmente: das bar-Gen enthaltene Fragment
mit 1.162 Bp und zwei weitere Fragmente mit 2.788 Bp und 64 Bp (Abbildung 19).
Fur die Transformation wurde die durch Spaltung erzeugte Mischung der Fragmente
eingesetzt. Da eine weitere Verkiurzung des bar-Gens die Funktion als
Selektionsmarker unterbindet, ist zu erwarten, dass Basta-resistente Klone das

weitgehend intakte Fragment inseriert haben.

Standard pKSbar

21226 Bp -

5148 Bp
4268 Bp s

S 2738 Bp
2027 Bp
1904 Bp
1584 Bp

1375 Bp
— 1162 Bp

947 Bp
831 Bp

BssHII

Abbildung 19: Uberpriifung der erfolgreichen Restriktion von pKShar2 mit BamHI und BssHII
durch Gelelektrophorese (links). Schematische Darstellung der Schnittstellen im Plasmid
(rechts)
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Die erhaltenen Transformanden wurden ebenfalls dem Selektionsverfahren
unterworfen. Die in Tabelle 16 zusammengefassten Ergebnisse zeigen eine
deutliche Verbesserung der Ausbeute an Komplex |-Mutanten im Vergleich zur
Restriktion mit BamHI, wobei das Ergebnis immer noch um den Faktor 4 niedriger

als theoretisch erwartet ist.

Tabelle 16: Selektionbilanz fiir die Restriktion mit BamHI und BssHIl in Makrokonidien.

Selektionsschritte Anzahl %
isolierte Transformanden 8.949 153,6
gewachsene Transformanden 5.825 100,0
Praselektion bestanden 838 14,4
Selektion bestanden 258 4,4
Postselektion bestanden 72 1,2
Enzymatischen Test bestanden 3 0,05

Die durchgefuhrten Aktivitatstests sind im folgenden Abschnitt 4.2.2

zusammengefasst.

4.2.2 Enzymatischer Test der Mutanten aus Makrokonidien

Beide Restriktionsansatze ergeben eine Gesamtzahl von 16.436 Transformanden,
von denen 11.015 Klone dem Selektionsverfahren unterworfen wurden. 126 Klone
haben die verschiedenen Selektionsschritte Uberstanden. Zur Unterscheidung der
Klone wurde eine systematische Bezeichnung eingefiihrt. Der erste Teil der
Bezeichnung z.B. T8 steht fluir den jeweiligen Transformationsdurchgang und die
darauffolgende, mit einem Bindestrich getrennte Zahl fir die jeweilige Kolonie aus
diesem Durchgang. Somit steht z.B. T8-207 fur die 207te isolierte Kolonie des

Transformationsdurchgangs T8.

Im Aktivitatstest zeigten nur vier der 126 selektierten Klone (T8-207, T19-26, T32-
21 und P2-204) keine Komplex I-Aktivitat. Von diesen vier Proben war
ausschlieBlich der Klon T8-207 durch Insertion des mit BamHI linearisierten
pKSbar2-Plasmid entstanden. Alle anderen Klone stammten aus Transformation mit

dem BamHI und BssHII geschnittenen pKSbar2.
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Bei einer erneuten Untersuchung zur Bestatigung der Ergebnisse zeigten die Klone
T8-207 und T19-26 unerwartet Komplex |-Aktivitat, wahrend die anderen Klone
weiterhin inaktiv blieben. In Abbildung 20 sind die Elutionsprofile fur die vier
Klone, sowie die Wiederholungen fur T8-207 und T19-26 dargestellt.

T8-207 T8-207 (Wiederholung)
10,00 10,00
—, 800 __, 800
E o0 g 600 s " "
>, 400 é 4001 u .
2004 — . . 2,00 - - -
0,00 4 T T T T T T —5 0,00 T T T T T T T |
0 2 4 6 8 1 1 ® 1B 0 2 4 6 8 10 1 #U 1®
Fraktion Fraktion
T19-26 T19-26 (Wiederholung)
10,00 10,00
=" 8,00 8,00
c =
5 6,00 £ 600 [ L]
= 400 S 4,00 -
S | ]
2,00 - 2,00 -
o,oo.'..--. . LI . 0~00-- - =
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Fraktion Fraktion
T32-21 P2-204
10,00 10,00
8,00 —, 800
= 6,00
E 6,00 E
S 4,00 a 4,00
= 200 2,00
oo0d T "w? w @ @ u 0,00........'. = . = =
0 2 4 6 8 1 T ® 1 0 2 4 6 8 10 1 # 1®
Fraktion Fraktion

Abbildung 20: Doppelter enzymatischer Test der cuco5-Transformanden T8-207 und T19-26 zu
zwei verschiedenen Zeitpunkten. Da sich die Werte fiir T32-21 und P2-204 nicht andern, ist nur
jeweils eine Messung angefiigt.

Die wechselhaften enzymatischen Aktivitaten sind vermutlich auf die Multi-
nuklearitat der Konidien zuriickzufuihren. Das Nebeneinander unterschiedlicher, in
diesem Fall transformierter und nicht-transformierter, Kerne fuhrte zu instabilen
Phanotypen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden homokaryonte Klone

durch Vereinzelung von Mikrokonidien erzeugt.
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4.2.3 Erzeugung homokaryonter Klone

Mikrokonidien enstehen bei Inkubation auf geeigneten Medien und unter
spezifischen Umweltbedingungen. Sie sind einkernig und ergeben daher
homokaryonte Klone. Da bei der Erzeugung auf Mikrokonidienplatten auch
vereinzelt Makrokonidien enstehen, ist zur vollstandigen Trennung der beiden
Konidienarten eine Filtration unerlasslich. Die Konzentration der erhaltenen
Mikrokonidien durch Anzucht auf Plattenmedien ist sehr gering und stark
schwankend. Durch die Filtration wird die Anzahl der erhaltenen Konidien noch
weiter reduziert. Die Erzeugung und Uberpriifung der Mikrokonidien wird am
Beispiel der Mutante T8-207 erklart. Zur Unterscheidung der vereinzelten
homokaryonten Kolonien wird an die Bezeichnung die jeweilige Zahl mit einem
Schragstrich angehangt. Es wurden vier homokaryonte Klone der Probe T8-207
isoliert und zweimal auf ihre Chinasaureabhangigkeit uberpruft (Selektion).
AnschlieBend wurde von allen vier Klonen die Komplex I|-Aktivitat vermessen
(Abbildung 21).
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Abbildung 21: Enzymatischer Test der vier homokaryonten Klone von T8-207. Die beiden Klone
T8-207/1 und T8-207/2 zeigen keine Komplex I-Aktivitat, wahrend die Klone T8-207/3 und T8-
207/4 in den Fraktionen 3 bzw. 4 einen charakteristischen Komplex I-Gipfel aufweisen.
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Die Ergebnisse der Selektion und der Aktivitatsmessungen sind koherent und in

Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: Untersuchung der isolierten, homokaryonten Kolonien von T8-207

Nr. Wachstum mit QA Wachstum ohne QA Komplex I-Aktivitat
1 + inaktiv

2 + inaktiv

3 + + aktiv

4 + + aktiv

Die anderen drei Komplex I-Mutanten wurden analog zu der Probe T8-207
vereinzelt und zweifach auf eine Chinasaureabhangigkeit gepruft. Zur Bestatigung
wurden ebenfalls Komplex I-Aktivitatstests der positiv selektierten Mikrokonidien
durchgefuhrt. Die Ergebnisse bestatigen die fur T8-207 gemachten Beobachtungen

und damit die Problematik von Kompensationseffekten bei Makrokonidien.

Um diesen unerwunschten Kompensationseffekt zu vermeiden und somit
eindeutigere Ergebnisse zu erhalten, ist es sinnvoll in einen homokaryonten
Mikrokonidienstamm zu transformieren. Da zur Transformation eine hohe
Konidienzahl von 6*10® Konidien/ml benétigt wird, ist das in diesem Abschnitt
angewendete Verfahren zur Erzeugung von homokaryonten Stammen nicht
geeignet. Spezielle Stamme von N. crassa, mit Mutationen in den Genen mbc bzw.
mcm, bilden in Flussigmedien Mikrokonidien mit konstanten Konzentrationen von
etwa 2*10” Konidien/ml (Maheshwari, 1991). Dies entspricht einer um den Faktor

10 bis 100 hoheren Ausbeute im Vergleich zu der Anzucht auf Agar.

Um das Selektionsverfahren auf den Mikrokonidienstamm anwenden zu konnen,
muss dieser ebenfalls einen regulierbaren Komplex IlI-Defekt enthalten. Durch
Kreuzung des cuco5-Stammes mit dem Mikrokonidienstamm 7089/nuo20.9 sollte ein
geeigneter Ausgangsstamm fur die Transformation in Mikrokonidien erhalten

werden.
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4.2.4 Erzeugung des Mikrokonidienstammes cuco5/7089

In Zusammenarbeit mit Petra Kiuppers wurde die Kreuzung von der regulierbaren
Komplex llI-Mutante cuco5 und der mcm-Mutante 7089/nuo020.9 durchgefuhrt. Bei
Letzteren ist die Komplex I|-Untereinheit 20.9 kDa durch das hph-Gen ersetzt
worden, welches eine Resistenz gegenuber dem Antibotikum Hygromycin B ver-
leiht. Nach der Kreuzung wurden die erzeugten Klone aufgrund der vermittelten
Resistenzen und Abhangigkeiten selektiert. Die gewlnschten cuco5/7089-Klone
mussen eine Benomylresistenz bei gleichzeitiger moderater Chinasaureabhangigkeit
aufweisen und dirfen nicht auf hygromycinhaltigen Medien wachsen. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 18 zusammengefasst.

Tabelle 18: Selektion der Kreuzungsmutanten auf Basis der vermittelten Resistenzen

Selektionsschritte Anzahl %
isolierte Klone 109 100,0
benomylresistente Klone 33 30,3
nicht hygromycinresistente Klone 14 12,8
chinasaureabhangige Klone 10 9,2

Die zehn selektierten Klone wurden auf ihre Fahigkeit zur Bildung von Mikrokoni-
dien Uberpruft. Als Referenz wurden die jeweiligen Ausgangsstamme cuco5 und
7089/nu020.9 verwendet. Mal} fur die Starke der Mikrokonidienkonzentration ist die
Intensitat der mit deren Bildung einhergehenden griin-braunen Farbung, so dass die

Selektion des geeigneten Stammes bereits visuell moglich ist (Abbildung 22).

7089/nuo20.9 7089 cucob cuco5/7089

Abbildung 22: Fliissigkulturen der Referenzstamme 7089/nuo20.9, 7089, cuco5 und die Fliissig-
kultur der gewiinschten Doppelmutante cuco5/7089.
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Bei der Untersuchung der zehn Stamme wies nur einer die fur den Mikrokoniden-
stamm 7089 charakteristische Farbung auf. Die visuelle Selektion wurde durch eine
Konzentrationsbestimmung der Flussigkulturen im Verdunnungsverhaltnis 1:100 mit

Hilfe einer Thomazahlkammer uUberprift und bestatigt (Tabelle 19).

Tabelle 19: Konidienbildung in Fliissigkulturen.

Kultur Konzentration [Konidien/ml]
7089/nu020.9 0,17 * 10°
7089 0,43 * 10°
cucob 0,09 * 108
cuco5/7089 0,63 * 10°

4.2.5 Transformation in Mikrokonidien

Restriktion von pKSbhar2-Plasmid mit BamHI und BssHII

Die Bedingungen fur die Transformation in Mikrokonidien basieren auf einer
Versuchsreihe mit dem Stamm 7089, welche an unserem Institut durchgefihrt
wurde. Zur Transformation wurde wiederum das mit BamHI und BssHIl fragmen-
tierte pKSbar2 verwendet. Die erhaltenen Transformanden wurden dem Selektions-
verfahren unterworfen. Die Ergebnisse in Tabelle 20 zeigen eine leichte Erhohung
der verbliebenen Klone nach der Postselektion gegenuiber den Ergebnissen bei

Verwendung von Makrokonidien.

Tabelle 20: Selektionsbilanz fiir Restriktion mit BamHI und BssHIl in Mikrokonidien

Selektionsschritte Anzahl %
isolierte Transformanden 7.333 124,6
gewachsene Transformanden 5.887 100,0
Praselektion bestanden 1.300 22,1
Selektion bestanden 434 7,4
Postselektion bestanden 87 1,5
Enzymatischen Test bestanden 2 0,03

Besonders auffillig ist die um etwa 10 % hohere Uberlebensquote der isolierten
Transformanden im Vergleich zur Transformation in den Makrokonidienstamm

cucos.
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Die erhoffte, vereinfachte Charakterisierung der Insertionsstelle bei Verwendung
von BamHI/BssHII-Fragmenten bestatigte sich nur teilweise. Sowohl transformierte
Makro- als auch Mikrokonidien wiesen in mehreren Fallen unerwartete Rekombina-
tionen an den Insertionsstellen auf, in die neben dem bar-Gen-Fragment auch Teile
der anderen Fragmente von pKSbar2 einbezogen waren. Dies legt die Vermutung
nahe, dass die transformierten Zellen mehrere Fragmente aufgenommen haben.
Somit besteht die Gefahr mehrerer unabhangiger Mutationen im Genom, die bei der
Suche nach Insertionen des bar-Gens unentdeckt bleiben wurden. Um nur das
gewunschte Fragment in der Transformation einzusetzten, ware eine arbeits- und
zeitintensive Aufreinigung notwendig. Die Restriktion stellt somit keine geeignete
Praparationsmethode des bar-Gens fur die Insertionsmutagenese dar. Geeigneter

ist die Amplifizierung mittels PCR.

Zwei der 87 auf enzymatische Aktivitat untersuchten Klone (G1-99, M3-515) wurden
als Komplex I-Mutanten identifiziert. Der Klon M3-515 zeigt im Laufe der Zeit
wechselhafte enzymatische Aktivitat, so dass man auch in diesem Fall davon
ausgehen kann, dass trotz der Transformation in Mikrokonidien keine

homokaryonten Kerne vorliegen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Doppelter enzymatischer Test der cuco5/7089-Transformanden G1-99 und
M3-515 zu zwei verschiedenen Zeitpunkten.
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Um eine eindeutige Aussage zu treffen, wurden Mikrokonidien von M3-515
vereinzelt und die isolierten Kolonien einer doppelten Selektion unterzogen. Von
den 19 isolierten Kolonien zeigten neun eine Chinasaureabhangigkeit, drei Kolonien
wiesen eindeutig keine Abhangigkeit von Chinasaure auf, wahrend die restlichen
sieben kein klares Wachstumsverhalten zeigten. Durch die Bestimmung der
enzymatischen Aktivitat wurden die Selektionsergebnisse bestatigt. Somit zeigt
sich, dass die Transformation in Mikrokonidien fur die Erzeugung homokaryonter
Mutanten nicht ausreicht. Vermutlich ist durch die dichte Anordnung der Kolonien
auf den Transformationsplatten eine Isolierung einzelner Klone schwer moglich, so
dass haufig eine Mischung verschiedener Klone selektiert wird. Eine an das
Selektionsverfahren anschlieBende Vereinzelung der Kerne ist fur die Reproduzier-

barkeit und Eindeutigkeit der Ergebnisse somit unumganglich.

Amplifizierung des bar-Gens mittels PCR

Um die ausschlieBliche Inserierung des bar-Gens sicherzustellen wurde es fur die
Transformation mittels PCR amplifiziert. Dazu wurden als Template pKSbar2 und
die flankierenden Primer Bar3 und pUC5 verwendet. Das PCR-Produkt hatte eine
Lange von 1233 Bp und tragt die komplette genetische Information zur Vermittlung
der Basta-Resistenz (Abbildung 24).

Standard pKSbar

21226 Bp _
5148 Bp 4
4268 Bp -

2027 Bp
1904 Bp
1584 Bp

1375 Bp

947 Bp
831 Bp

564 Bp

S 1233 Bp

Abbildung 24: Amplifizierung des bar-Gens durch PCR. Das PCR-Produkt hat eine Lange von
1233 Bp (links). Schematische Darstellung der Primerbindenstellen pUC5 und Bar3 im
Plasmid pKSbhar2 (rechts).
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Die Ergebnisse in Tabelle 21 zeigen eine deutlich verbesserte Bilanz bei der

Transformation in Mikrokonidien unter Verwendung des PCR-Fragments.

Tabelle 21: Selektionsbilanz fiir Transformationen mit pUC5/Bar3-PCR-Produkt

Selektionsschritte Anzahl %

isolierte Transformanden 3.378 123,5
gewachsene Transformanden 2.736 100,0
Praselektion bestanden 831 30,4
Selektion bestanden 359 13,1
Postselektion bestanden 112 4,1

Enzymatischen Test bestanden 5 0,18

Zudem wurde kaum eine willkurliche Aneinanderreihung oder Fragmentierung der
inserierten Plasmid-DNA beobachtet, so dass der Einsatz von PCR-Produkt auch im
Hinblick auf die Insertion eine Verbesserung darstellt. Von den 92 Klonen wurden
nach wiederholtem enzymatischem Test funf Klone als Komplex |-Mutanten
identifiziert (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Enzymatische Aktivitdat der homokaryonten Klone aus Mikrokonidien.
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Nach der in Abschnitt 2.8.2 aufgestellten Berechnung zur Erzeugung von Komplex I-
Mutanten wurden fur die 2.736 untersuchten Transformanden sechs Komplex |-
Mutanten erwartet. Damit ist die Ausbeute an Mutanten bei Verwendung des PCR-

Produkts in der Nahe des Erwartungswerts.

Die Insertion von Fremd-DNA erfolgt an einigen Stellen des Genoms mit erhohter
Wahrscheinlichkeit (Fernau, 2005). Um die unerwinschte Haufung einzelner
Insertionsstellen zu reduzieren, wurden auch degenerierte Primer zur
Amplifizierung des bar-Gens eingesetzt. Diese Primer entsprachen den bereits
verwendeten Primern Bar3 und pUC5, wurden aber am 5’-Ende mit 25
Zufallsnukleotiden versehen. Die gebildeten PCR-Produkte wiesen dadurch
zusatzliche zu den 1.233 amplifizierten Basen von pKSbar2 an beiden Enden je 25
unterschiedliche Basen auf. In Tabelle 22 ist die Selektionsbilanz fur die so

erzeugten Transformanden wiedergegeben.

Tabelle 22: Selektionsbilanz fiir PCR mit degen. pUC5 und degen. Bar3

Selektionsschritte Anzahl %
isolierte Transformanden 537 102,9
gewachsene Transformanden 522 100,0
Praselektion bestanden 148 28,4
Selektion bestanden 67 12,8
Postselektion bestanden 26 5,0
Enzymatischen Test bestanden 1 0,19

Die Uberlebensrate der angezogenen Transformanden ist gegeniiber der Uber-
lebensrate der Transformation mit dem einheitlicheren PCR-Produkt deutlich
verbessert. Aus diesem Transformationsdurchgang ist, wie theoretisch erwartet,

ein Komplex I-Klon (Y28-55/7) hervorgegangen (Abbildung 26).

Y28-55/7
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Abbildung 26: Enzymatische Aktivitat des Klons Y28-55/7
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4.3 Charakterisierung der Komplex I-Klone

Zur Bestatigung der erfolgreichen Selektion sowie zur eindeutigen
Charakterisierung des Komplex |-Defektes wurde der enzymatische Test fur die
zwolf Mutanten im groBen MaBstab wiederholt. Die weitere Charakterisierung des
Defektes erfolgte mittels Western-Blot-Analyse und der Bestimmung des

Cytochromgehaltes.

4.3.1 Uberpriifung der erzeugten Komplex I-Mutanten

Von den zwolf selektierten Komplex I-Klonen wurden in Zusammenarbeit mit Garlef
Ehlig im vergroBerten MaBstab Mitochondrien isoliert und jeweils 40 mg Protein auf
12 ml-Zuckergradienten aufgetragen. Die Proteine wurden nach ihrem Sedimenta-
tionskoeffizienten aufgetrennt. Um eine geignete Referenz zu erhalten, wurden die
Stammme cuco5 und nuo20.9/cuco5 im selben MafBstab ebenfalls vermessen
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Elutionsprofil der Referenzstamme cuco5 und nuo20.9/cuco5.

In der Mutante nuo20.9/cuco5 wird der periphere Arm vollstandig assembliert. Auf
Grund seiner Grole sedimentiert er langsamer als der vollstandige Komplex | und

fuhrt zu einem Aktivitatsgipfel im Bereich mittlerer Fraktionen.

Aktivitatstest der aus Makrokonidien entstandenen Transformanden

In Abbildung 28 sind die Elutionsprofile der vier potentiellen Komplex I-Klone
dargestellt, die ursprunglich durch Transformation des Makrokonidienstammes

cuco5 entstanden sind und anschlieBend homokaryont gemacht wurden.
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Abbildung 28: Elutionsprofile der Transformanden aus Makrokonidien.

Von den vier untersuchten Klonen zeigen nur die Proben T8-207/2 und T32-21/11
keine Komplex I|-Aktivitat in den niedrigeren Fraktionen. Die Proben P2-204/1 und

T19-26/6 zeigen eine verringerte Aktivitat mit einem leicht verschobenen Maximum
im Vergleich zu cuco5.

Aktivitatstest der aus Mikrokonidien entstandenen Transformanden

Von den acht erhaltenen Mutanten besitzen Y23-57/11, Y23-241/20, Y28-55/7 und

Y28-136/3 keine Komplex I-Aktivitat (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Elutionsprofile der Transformanden aus Mikrokonidien ohne Komplex I-Aktivitat
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Bei M9-227/1 und Y23-278/1 zeigt sich eine leichte Zunahme zu hoheren
Fraktionen. Die Proben G1-99/1 und M3-515/1 zeigen eine leicht bis deutlich
verringerte Komplex I-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Elutionsprofile der weiteren Transformanden aus Mikrokonidien.

4.3.2 Charakterisierung durch Western Blot-Analyse

Zur Bestatigung und Erganzung der Ergebnisse wurde das Sedimentationsverhalten
von Komplex I-Untereinheiten aller zwolf potentiellen Komplex I-Mutanten sowie
der Referenzstamme cuco5 und cuco5/7089 mittels Western-Blot-Analyse unter-
sucht. Es wurden spezifische Antikorper gegen Untereinheiten des peripheren (78,
51, 49, 40 und 21 kDa) und des membranstandigen Arms (21.3a, 20.9 und 20.8 kDa)
eingesetzt. Ein intakter Komplex | zeigt die starkste Intensitat der markierten
Untereinheiten bei niedrigen Fraktionszahlen. Die Intensitat nimmt zu hoheren

Fraktionszahlen stark ab.
Die Western-Blots zu den aus cuco5 erhaltenen Stammen P2-204/1 und T19-26/6

zeigen das fur den intakten Komplex | charakteristische Bandenmuster. In

Abbildung 31 ist zum Vergleich der Ausgangsstamm cucob5 dargestellt.
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kKba 1 4 7 1013 16 kPa 1 4 7 10 13 16 kDa
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cuco5 P2-204/1 T19-26/6

Abbildung 31: Western Blot-Analyse der Stamme cuco5, P2-204/1 und T19-26/6.

Die aus dem Mikrokonidienstamm cuco5/7089 erzeugten Mutanten M3-515/1 und
G1-99/1 zeigen ebenfalls das charakteristische Bandenmuster eines intakten
Komplex I. Fur M3-515/1 ist analog zum Aktivitatstest eine leichte Verschiebung
des Maximum zu beobachten, die aber auf periphere und membranstandige
Untereinheiten gleichermaBen zutrifft (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Western Blot-Analyse von M3-515/1 und G1-99/1.
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Bei T8-207/2 und Y23-278/1 sind die Untereinheiten des peripheren Arms in den
Fraktionen 7 bis 13 konzentriert, wahrend die Untereinheit 20.9 kDa der groBen
Membranarmvorstufe fehlt. In Y23-278/1 kann die 21.3 kDa Untereinheit der
kleinen Membranarmvorstufe am starksten in Fraktion 13 nachgewiesen werden.
Bei T8-207/2 ist die Bande im gleichen Bereich nur sehr undeutlich zu sehen. Es
kann auf einen vollstandig assemblierten peripheren und einen teilassemblierten

bzw. fehlenden Membranarm geschlossen werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Western Blot-Analyse von T8-207/2 und Y23-278//1.

In Abbildung 34 sind die Western-Blot-Analysen der Komplex I-Mutanten Y23-
241/20, Y28-55/7 und Y28-136/3 dargestellt.
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Abbildung 34: Western Blot-Analyse von Y23-241/20, Y28-55/7 und Y28-136/3.
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Die Mutante Y23-241/20 zeigt, dass sowohl die membranstandigen Untereinheiten,
als auch die periphere Untereinheit 40 kDa zu hoheren Fraktionen verschoben sind,
allerdings ist die periphere Untereinheit in viel geringerer Konzentration
vorhanden. Vermutlich stellt der periphere Arm den limitierenden Faktor fur die

Assemblierung des intakten Komplex | dar.

Im Gradienten der Mutante Y28-55/7 kommen die membranstandigen
Untereinheiten mit der starksten Konzentration in den Fraktionen 7 bis 10 vor und
die peripheren Untereinheiten fehlen. Vermutlich kann bei dieser Mutante nur der

membranstandige Arm vollstandig assembliert werden.

Die Mutante Y28-136/3 zeigt eine gleichmalige Verteilung der membranstandigen
Untereinheit 20.9 in den Fraktionen 4 bis 16, wahrend nur die periphere
Untereinheit 40 deutlich konzentriert in den Fraktion 4 bis 7 vorliegt. Die anderen
peripheren Untereinheiten sind kaum sichtbar. Vermutlich stellt der periphere Arm

den limitierenden Faktor fur die Assemblierung des intakten Komplex | dar.

Die Western-Blot-Analysen der Mutanten T32-21/11, M9-227/1 und Y23-57/11 sind
in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35: Western Blot-Analyse von T32-21/11, M9-227/1 und Y23-57/11.
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Die Mutante T32-21/11 zeichnet sich trotz vergleichbarer Proteinkonzentration
durch sehr geringe Intensitaten aus, so dass keine Assemblierungsintermediate

identifiziert werden konnen.

Die Mutante M9-227/1 zeigt eine deutliche Verschiebung aller untersuchten
Unterheiten zu hoheren Fraktionen. Es ist keine Aussage Uber die entstehenden

Assemblierungsintermediate moglich.

Bei Mutante Y23-57/11 liegen die Untereinheiten des peripheren Arms in Fraktion
10 konzentriert vor, wahrend die membranstandigen Untereinheiten in allen
Fraktionen nahezu gleichmalBig und sehr schwach vorhanden sind. Vermutlich ist
diese Mutante nur zur Assemblierung des peripheren Arms in der Lage. Eine genaue

Aussage kann allerdings nicht getroffen werden.

4.3.3 Charakterisierung durch Cytochrom-Bestimmung

Um die Spezifitat der erzeugten Mutationen fur Komplex | zu untersuchen, wurde
der Gehalt der Atmungskettenkomplexe Ill und IV in den Mitochondrien der
Mutanten bestimmt. Dazu wurde der Cytochromgehalt der zwolf potentiellen
Komplex [|-Mutanten mittels Differenzspektroskopie bestimmt, da eine
beeintrachtigte Assemblierung von Komplex Il oder Komplex IV zu einem

verminderten Gehalt an Cytochrom a oder b fuhrt.

Die drei Cytochrome a, b und ¢ unterscheiden sich in ihren
Lichtabsorptionsspektren. Bei Cytochrom a liegt die langwelligste Bande bei 605
nm, bei Cytochrom b bei 560 nm und bei Cytochrom c bei 550 nm. Zur Bestimmung
der einzelnen Cytochromgehalte wurden die in Abschnitt 3.6.4 beschriebenen
Wellenlangendifferenzen mit den entsprechenden Extinktionskoeffizienten

verwendet.

Als Referenz wurden die Ausgangsstamme cucob5 und cuco5/7089 vermessen. An den
Messwerten in Tabelle 23 kann man bereits erkennen, dass die Werte des
Cytochromgehalts uberwiegend den Cytochromgehalten der Ausgangsstamme

ahneln.
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Tabelle 23: Ermittelter Cytochromgehalt der untersuchten Stamme

Stamm Cytochroma a Cytochrom b Cytochrom ¢
[nmol/mg] [nmol/mg] [nmol/mg]
cuco5 0,07 0,10 0,26
P2-204/1 0,05 0,07 0,13
T8-207/2 0,10 0,07 0,28
T19-26/6 0,06 0,12 0,24
T32-21/11 0,14 0,44 1,58
cuco5/7089 0,09 0,11 0,16
G1-99/1 0,09 0,17 0,33
M3-515/1 0,07 0,10 0,14
M9-227/1 0,12 0,12 0,37
Y23-241/20 0,03 0,09 0,20
Y23-278/1 0,03 0,07 0,28
Y23-57/11 0,09 0,08 0,12
Y28-55/7 0,05 0,07 0,11
Y28-136/3 0,15 0,08 0,13

Es wurden jedoch vereinzelt deutliche Schwankungen beobachtet, wie z.B. fur die
Mutante T32-21/11. Es ist deshalb sinnvoll, den qualitativen Absorptionsverlauf der
Spektren als zusatzlichen Anhaltspunkt in Betracht zu ziehen. Fur die qualitative
Betrachtung der Kurven, wurden diese zur besseren Vergleichbarkeit normiert.
Somit liegt das jeweilige Maximum der Graphen bei 1 und das jeweilige Minimum
bei 0. In Abbildung 36 sind die Spektren der fur die Transformation verwendeten

Ausgangsstamme cuco5 und cuco5/7089 dargestellt.
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Abbildung 36: Differenzspektren der Referenzstamme cuco5 und cuco5/7089.
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Abbildung 37 und 38 zeigen, dass die Spektren der zwolf ausgewahlten Klone dem

Absorptionsverlauf der Referenzstamme cuco5 und cuco5/7089 entsprechen.
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Abbildung 37: Differenzspektren der Mutanten aus Makrokonidien.
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Abbildung 38: Differenzspektren der Mutanten aus Mikrokonidien.

Zusammenfassend kann, auf Grund des charakteristischen Absorptionsverlaufs

beziiglich der Maxima und ,Schultern“ sowie dem zu den Referenzstammen

vergleichbaren Gehalt an Cytochromen, auf die intakten Atmungskettenkomplexe

[l und IV geschlossen werden.
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4.4 ldentifizierung der Insertionsstellen durch PCR

Die Insertionsstellen des bar-Gens wurden in zwolf selektierten Klonen mittels PCR
bestimmt. Dazu wurde in dieser Arbeit neben der Vektorette-PCR als Alternative
die Splinkerette-PCR angewendet, um eine mogliche Verbesserung der Identifi-
zierung langerer DNA-Fragmente zu erreichen. Bei beiden Methoden wird die
genomische DNA der potentiellen Komplex I-Klone mit Restriktionsendonukleasen
geschnitten und anschlieBend mit der Vektorette- bzw. Splinkerette-Einheit ligiert.
Zur spezifischen Amplifizierung der Insertionsstelle muss eine Kombination aus
Primern fur das 5’- bzw. das 3’-Ende des bar-Gens und Primern fur die Vektorette-
bzw. Splinkerette-Einheit verwendet werden. Dabei ist zu beachten, dass die
Schnittstelle der eingesetzten Restriktionsendonukleasen nicht zwischen der

Primerbindestelle und der benachbarten genomischen DNA lokalisiert sein darf.

Bei der Vektorette-PCR wurde die genomische DNA der potentiellen Komplex I-
Klone mit den Restriktionsendonukleasen Afal, Alul, Haelll und Hincll geschnitten,
welche glatte Enden erzeugen. Afal kann dabei nur mit Primern des 5’-Endes
kombiniert werden, wahrend die anderen drei Restriktionsenzyme nur mit Primern
des 3’-Endes kombinierbar sind (Abbildung 39).

Alul

Alul i Haelll Haelll Haelll
i Haelll P4 Haingdl i Haelll i Al
Alul { i & Hinell §{ iHincll i i Afal
1 { Hincll Hinell; i i i Afal i i Afal i i3 Hincll Afal
il i i i i il i il I i
== Ep
lacZ" BAR
¢ @ » D
hs3 br bf bfw
¢= P
bs2 bfs

Abbildung 39: bar-Gen fiir die Vektorette-PCR mit Bindestellen der bar-Primer und Restriktions-
schnittstellen der Enzyme Alul, Afal, Haelll und Hincll. Abkiirzungen fiir die verwendeten
Primer: barrev (br), barseq2-2005 (bs2), barseq3-2005 (bs3), barforneu (bf), barforw-2005
(bfw) und barforseq-2005 (bfs).
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Fur die Splinkerette-PCR wird die genomische DNA mit den Restriktionsendo-
nukleasen Hindlll, EcoRI, Xbal und Xmal geschnitten. Diese Enzyme erzeugen
uberhangende Enden, die mit der Splinkerette-Einheit ligiert werden konnen. Da
Xbal im Bereich der Primerbindestelle fur das 5’-Ende schneidet, konnen fur dieses
Enzym lediglich Primer fur das 3’-Ende verwendet werden. EcoRI und Xmal haben
keine Schnittstelle im bar-Gen und stehen somit ebenso fur beide Richtungen zur

Verfugung wie Hindlll, welches das bar-Gen mittig schneidet (Abbildung 40).

Xbal Hindlll
i =t
lacZ" BAR '
¢ @ | = » » D
bs3 bhr2 bhr bhf bhf2 bf bfw
= e >
hs2 br bfs

Abbildung 40: bar-Gen fiir die Splinkerette-PCR mit Bindestelle der bar-Primer und Restriktions-
schnittstellen der Enzyme Xbal und Hindlll. Abkiirzungen fiir die verwendeten Primer: barrev
(br), barseq2-2005 (bs2), barseq3-2005 (bs3), barhindrev (bhr), barhindrev2 (bhr2), barhindfor
(bhf), barhindfor2 (bhf2), barforneu (bf), barforw-2005 (bfw) und barforseq-2005 (bfs).

Fur den ersten PCR-Durchgang wurden die Primerkombinationen fur das 3’-Ende
und 5’-Ende entsprechend der verwendeten Restriktionsenzymen gewahlt. Zur
Bestatigung des ersten PCR-Durchgangs und Erzeugung der fir eine Sequenzierung
notwendigen DNA-Menge wurde in einem zweiten Durchgang mittels weiter innen
liegender Primer amplifiziert (Fernau, 2005). Zur Sequenzierung der PCR-Produkte

wurde jeweils ein dritter noch weiter innen liegender Primer verwendet.

Die erhaltene Sequenz setzt sich im Erfolgsfall aus drei unterschiedlichen Bereichen
zusammen: der dem Sequenzierungsprimer folgende Teil des bar-Gens, der
anschlieBenden genomischen DNA bis zur erzeugten Schnittstelle und der
Vektorette- bzw. Splinkerette-Einheit. Der Ubergang zwischen bar-Gen und
genomischer DNA sollte bei Transformanden aus PCR-Produkt die Bar3 bzw. pUC5-
Bindestelle und fiur Transformanden aus den Restriktionsfragmenten die BamHI
bzw. BssHII-Schnittstelle aufweisen. Die Zuordnung der erhaltenen Sequenzen und

die anschlieBende ldentifizierung der Gene erfolgte unter Verwendung der MIPS
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Neurospora crassa Database® und der Neurospora crassa Database am Broad
Institute® (Mewes et al., 2002; Galagan et al., 2003).

Die identifizierten Insertionsstellen lassen sich in drei Gruppen unterteilen: die
Insertion in Gene, welche bekannte Untereinheiten von Komplex | kodieren,
Insertionen die mehrfach in verschiedenen Mutanten auftreten, sowie einmalig
auftretende Insertionsstellen. Im Folgenden ist eine Zusammenfassung und
Erlauterung der Sequenzierungsergebnisse gegeben. Fur jede Insertionsstelle ist
neben der betroffenen Mutante und der zur Transformation eingesetzten Plasmid-
DNA das verwendete Restriktionsenzym, die PCR-Methode und die Richtung der

vom bar-Gen ausgehenden Sequenzierung aufgefuhrt.

4.4.1 Gene fiir Untereinheiten von Komplex |

In den Mutanten Y28-136/3, Y23-57/11 und T8-207/2 erfolgte die Insertion in Gene,
die Untereinheiten von Komplex | kodieren. Es handelt sich dabei um die 78, 21.3b
und 20.9 kDa-Unterheiten. In allen drei Fallen wurde die Insertionsstelle mittels
Splinkerette-PCR amplifiziert. Tabelle 24 fasst die Daten fur die Charakterisierung

der Insertionsstellen zusammen.

Tabelle 24: Ubersicht fiir die Insertion in Gene fiir bekannte Untereinheiten

Identifiziertes Kodierte Mutanten- In Transformation Restriktions- | Sequenzierungs-
Gen Untereinheit stamm eingesetztes Plasmid enzym richtung
b17¢10_090 78 kDa Y28-136/3 PCR-Produkt Hindlll 3'-Seite
b13d24_010 21.3b kDa Y23-57/11 PCR-Produkt Xmal 5'-Seite
1nc307_040 20.9 kDa T8-207/2 Restriktion mit BamHI Xmal 5'-Seite

Gen b17¢10_090
Die Sequenzierung der Insertionstelle in Mutante Y28-136/3 zeigte, dass das Gen
b17c10_090 direkt betroffen ist. Dieses Gen kodiert fur die 78 kDa-Untereinheit des

peripheren Arms von Komplex I. Die erhaltene Sequenz entspricht den Basen 26.915

bis 25.942 des Contigs b17c10 der Genomsequenz, so dass zumindest die letzten

2.218 Bp des Gens vorhanden sind. Da eine Sequenzierung zum 5’-Ende des bar-

4 MNCDB: MIPS Neurospora crassa Database (http://mips.gsf.de/projects/fungi/neurospora)

¢ Broad Institut Neurospora crassa Database (www.broad.mit.edu/annotation/genome/neurospora)
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Gens noch aussteht, kann keine Aussage uber den Verbleib der ersten 484 Bp des
Gens getroffen werden. Der Ubergang am 3’-Ende erfolgt wie erwartet an der Bar3-
Primerbindestelle bei Position 1.759 des Plasmids pKSbar2. Abbildung 41 zeigt die
schematische Darstellung der Insertion unter der Annahme, dass keine Basenpaare

des betroffenen Gens deletiert wurden.

Mffffffffffﬂ ----------

b17¢10_090 bar b17¢10_090
[24.697 - 26.915] [1.759 - 5557]  [26.916 - 27.399]

Abbildung 41: Insertionsstelle in Mutante Y28-136/3 (Erlauterung im Text).

In dieser sowie den folgenden Abbildungen ist die genomische DNA als blaue Linie
und die jeweiligen kodierenden Gene in Transkriptionsrichtung als roter Pfeil
dargestellt. Im Fall einer Trennung des Gens durch Insertion wird die Anfangs-
sequenz als roter Kasten abgebildet. Das bar-Gen wird durch den grinen Pfeil
symbolisiert, wobei die Pfeilspitze fur das 3’-Ende steht. Die jeweilige Sequenz in
Basenpaaren ist unter der Bezeichnung in Klammern angeben, dabei beziehen sich
die Zahlen des Inserts auf die Stelle im Plasmid (vgl. Abbildung 11). Postulierte
Bereiche, die nicht durch eine Sequenzierung bestatigt wurden, sind schraffiert

dargestellt.

Gen b13d24_010
Die Insertion in Mutante Y23-57/11 erfolgte in das Gen b13d24_010, das fur die
21.3b kDa-Untereinheit des Komplex | kodiert. Der Bereich 3.602 bis 3.397 Bp

wurde sequenziert, so dass die ersten 303 Bp wahrscheinlich intakt sind. Das

Vorhandensein der letzten 656 Bp kann auf Grund der noch ausstehenden
Sequenzierung in 3’-Richtung nur angenommen werden. Der Ubergang von Plasmid-
DNA auf genomische DNA erfolgt nicht wie erwartet an der pUC5-Primerbindestelle
(Position 555 von pKShar2), sondern etwa 150 Bp spater (Abbildung 42).
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—_-:rffffffff;ﬁjf;fffffffffffffﬁ;}y ------------
b13d24_010 bar b13d24_010
[3.299 - 3.602] [690 - 1.7887] [3.603 - 4.258]

Abbildung 42: 1. Insertionsstelle in Mutante Y23-57/11.

Gen 1nc307 040

Das Sequenzierungsergebnis zeigt nur ein Fragment des mit BamHI linearisierten

Plasmids. Der sequenzierte Bereich von 11.411 bis 11.772 Bp liegt zwischen den
Genen 1nc307_040 und 1nc307_050. 1nc307_040 kodiert fur die 20.9 kDa-
Untereinheit des Komplex |, wahrend 1nc307_050 fur ein konserviertes hypo-
thetisches Protein mit einer Mitochondrienimportsequenz kodiert. Durch direkte
PCR mit zwei spezifischen Primern und eine anschlieBende Sequenzierung wurde
gezeigt, dass nur die ersten 590 Bp des Gens 1nc307_040 vorhanden sind. Der
Ubergang erfolgt allerdings nicht direkt von der genomischen DNA zu der Plasmid-

sequenz, sondern uber eine Vektorsequenz unbekannter Herkunft (Abbildung 43).

» 3 £
e «—ﬁ—
1nc307_040 ? bar 1nc307_050
[9.602 - 10.192] [1.053 - 886] [11.718 - 13.496]

Abbildung 43: 1. Insertionsstelle in Mutante T8-207/2. Die unbekannte Vektorsequenz (?) ist
hellgriin gekennzeichnet. Die direkte PCR erfolgte mit den Primern Not20.9A (1) und
contig3.83-1 (3). Fiir die Sequenzierung wurde der Primer contig3.83-2bi (2) verwendet.

Das inserierte bar-Gen weist lediglich 167 Bp auf und zeigt somit die fur BamHI
bereits erwahnte willkurliche Fragmentierung. Es ist davon auszugehen, dass durch

diese Insertion keine Basta-Resistenz vermittelt wurde.
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4.4.2 Bevorzugte Insertionsstellen

Die Insertion des bar-Gens in die Gene b8g12_390 und b10c3_130 wurde in
mehreren Mutanten nachgewiesen. b8g12_390 kodiert fiur ein konserviertes
hypothetisches Protein mit einer Mitochondrienimportsequenz und b10c3_130
wahrscheinlich fur eine Glutathion-Reduktase. Im Folgenden sind die Ergebnisse fur

die einzelnen Gene zusammengefasst.

Gen b8g12_390
In den Mutanten T19-26/6, T32-21/11 und M3-515/3 lag eine Insertion in das Gen

b8g12_390 vor. Tabelle 25 zeigt die verschiedenen Sequenzierungsvorgange.

Tabelle 25: Ubersicht fiir die Insertion in das Gen b8g12_390

Mutanten- In Transformation Restriktions- PCR- Sequenz- Position der
stamm eingesetztes Plasmid enzym Methode richtung Integration

T19-26/6 BamHI/BssHII-Restriktion Haelll Vektorette 3'-Seite 118.165 - 118.169

T32-21/11 BamHI/BssHII-Restriktion Alul Vektorette 3'-Seite 118.165 - 118.272

T32-21/11 BamHI/BssHII-Restriktion EcoRlI Splinkerette 5'-Seite

M3-515/3 BamHI/BssHII-Restriktion Xmal Splinkerette 3'-Seite 118.165 - 118.166

In Abbildung 44 ist schematische die Insertion des bar-Gens in der Mutante T19-
26/6 dargestellt.

1 <L S
b8g12_390 pKSbar2 b8g12_390 b8g12_400
[117.334 - 118.165] [1.781 - 3.161] [118.169 - 118.238][118.582 - 119.638]

2634 Bp

Abbildung 44: Insertionsstelle des bar-Gens in b8g12_390 in der Mutante T19-26/6. Als Primer
fiir direkte PCR wurden barhindrev (1) und T19-hypO (4) verwendet. Fiir die Sequenzierung der
5’-Seite wurden die Primer T19-hyp1seq (2) und T19-hyp1 (3) verwendet.

In der Mutante T19-26/6 erfolgte der Ubergang am 3’-Ende von der BamHlI-
Schnittstelle des Plasmids auf die genomische Sequenz 118.165 - 117.302. Durch
direkte PCR mit den Primern barhindrev (1) und T19-hyp1 (3) und einer

anschlieBenden Sequenzierung mit T19-hyp1seq (2) wurde am 5’-Ende des Plasmids
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der Ubergang auf die letzten 70 Bp des Gens gezeigt. Das inserierte Plasmid ist
dabei um etwa 1.500 Bp langer als erwartet. Da drei Basenpaare des Gens durch
die Insertion deletiert wurden, kann das Gen bis auf die letzten 73 bp (118.166 -

118.238) korrekt abgelesen werden.

Die Sequenzierungsergebnisse fiir T32-21/11 zeigen den gleichen Ubergang an der
3’-Seite von der BamHI-Schnittstelle zur genomischen DNA. An der 5’-Seite fehlen
die letzten 73 Bp des Gens sowie weitere 34 Bp der nachfolgenden, nicht-
kodierenden DNA. Das inserierte Plasmid ist dabei um etwa 200 Bp langer als

erwartet.

Fiir M3-515/1 wurde ebenfalls der Ubergang der BamHI-Schnittstelle des Plasmids
auf das Gen am Basenpaar 118.165 identifiziert. PCR mit den Primern barhindrev
(1) und T19-hyp0 (4) und anschlieBende Sequenzierung mit T19-hyp1 (3) zeigte,
dass die Insertion ohne Basenpaarverlust der genomischen DNA erfolgt war. Die

inserierte Plasmidsequenz ist dabei identisch zu der von Mutante T19-26/6.

Gen b10c3_130
Die Mutanten Y23-57/11, M9-227/1 und Y23-278/1 wurden entsprechend Tabelle 26

untersucht und weisen alle eine Insertion in das Gen b10c3_130 auf.

Tabelle 26: Ubersicht fiir die Insertion in das Gen b10c3_130

Mutanten- In Transformation Restriktions- PCR- Sequenz Position der
stamm eingesetztes Plasmid enzym Methode richtung Integration

M9-227/1 PCR-Produkt Xmal Splinkerette 3'-Seite

Y23-278/1 PCR-Produkt Xmal Splinkerette 3'-Seite 51.241 - 52.912

Y23-57/11 PCR-Produkt Xmal Splinkerette 3'-Seite

Y23-57/11 PCR-Produkt Hindlll Splinkerette 5'-Seite

Die Insertionsstellen zeigen bei allen Mutanten den identischen Ubergang an der 3’-
Seite des PCR-Produkts auf die genomische DNA im Sequenzbereich 51.241 bis
50.348. In Abbildung 45 werden die Insertionen in das Gen mittels Vergleich zum

Wildtyp erlautert.
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Wildtyp 1 8 &
| b10c3_120 b10c3_130 I

[48.033 - 49.526] [51.271 - 52.756]

Mutante

. N 2 &

b10c3_120 bar

[48.033 - 49.526] [1.788 - 555]

Abbildung 45: Insertionsstelle des bar-Gens in b10c3_130 im Vergleich zum Wildtyp. Die direkte
PCR erfolgte mit den Primern b10c3-1 (1), barhindrev (2), b10c3-2 (3) und b10c3-4 (4).

Der sequenzierte Bereich liegt genau 30 Bp vor dem Gen b10c3_130. Fur Y23-57/11
wurde gezeigt, dass das Gen ganzlich deletiert wurde. Der 5’-Ubergang des
Plasmids erfolgte auf die genomische DNA am Basenpaar 52.912, d.h. 166 Bp nach
dem Ende des Gens. Durch direkte PCR mit verschiedenen Primern wurde auch fur
die anderen Mutanten nachgewiesen, dass das Gen direkt betroffen wurde (Tabelle
27).

Tabelle 27: Charakterisierung der Insertionsstelle in b10c3_130

Primer 1 Primer 2 Wildtyp M9-227/1 Y23-278/1 Y23-57/11
b10c3-1 b10c3-2 1.485 Bp - - -
b10c3-4 barhindrev 1.200 Bp 1.200 Bp 1.200 Bp

Fur den Fall einer verlustfreien Insertion hatte durch die Primerkombination b10c3-
4 und barhindrev ein PCR-Produkt mit einer Lange von 2.900 Bp erhalten werden
mussen. Erstaunlicherweise ergibt sich fur alle Mutante die gleiche FragmentgroBe,
so dass von einer nahezu identischen Inserierung auszugehen ist. Neben der
Deletion des Gens b10c3_130 kann die Beeintrachtigung der Promotorregion des
Gens b10c3_120, welches fur ein konserviertes hypothetisches Protein kodiert,

nicht ausgeschlossen werden.
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4.4.3 Einfach auftretende Insertionsstellen

Im Folgenden werden Insertionsstellen erlautert, die nur einmal bei der
Untersuchung der Mutanten aufgetreten sind. Dabei wurde fur T8-207/2, T32-21/11
und Y23-57/11 je eine weitere Insertionsstelle identifiziert. Die Mutanten G1-99/3,
P2-204/1 und Y28-55/7 weisen lediglich eine einmalige Insertion in die genomische

DNA auf. Fur Mutante Y23-241/20 erfolgte bisher keine eindeutige Sequenzierung.

Tabelle 28: Ubersicht fiir die einmalig erfolgten Insertionen

Identifizierte Stelle Mutanten- Restriktions- PCR- Sequenz
in der genomischen DNA stamm enzym Methode richtung
b11h7_100 - b11h7_090 T8-207/2 Haelll Vektorette 3'-Seite

b11e5_140-b11e5_150 T32-21/11 EcoRl Splinkerette 3'-Seite
7nc448_190 Y23-57/11 Haelll Vektorette 3'-Seite
b22k18_190 P2-204/1 Haelll Vektorette 3'-Seite
b22k18_190 P2-204/1 Afal Vektorette 5'-Seite
1nc425_020 G1-99/3 Hincll Vektorette 5'-Seite
ncu10033.1 Y28-55/7 Hindlll Splinkerette 5'-Seite

DNA-Sequenz zwischen b11h7 100 und b11h7 090

Fur die Mutagenese wurde mit BamHI linearisierte Plasmid-DNA verwendet. In der

Sequenzierung erfolgt der Ubergang von Plasmid auf genomische DNA nicht wie
erwartet an der BamHI-Schnittstelle sondern etwa 2.300 Bp davon entfernt. Das 5’-
Ende des Inserts konnte nicht identifiziert werden. Das 3’-Ende liegt, fur den Fall
der einfachen Insertion ohne Basenpaarverlust, 4.991 Bp von dem Gen b11h7_090,
welches fur eine mogliche Glutamin-Synthetase kodiert, und nur 778 Bp von dem
fur ein konserviertes hypothetisches Protein kodierende Gen b11h7_100 entfernt.
Auf Grund der in Abbildung 46 dargestellten Lage des pKSbar2-Plasmids kann
sowohl das Gen b11h7_100 direkt als auch die Promotor-Region des Gens
b11h7_090 betroffen sein.

h «'ﬁm& ------ A e
4

b11h7_090 pKSbar2 b11h7_100
[39.324 - 41.521] [4.000 - 7] [47.290 - 50.190]

Abbildung 46: 2. Insertionsstelle des bar-Gens in T8-207/2.

91



Ergebnisse

DNA-Sequenz zwischen b11e5 140 und b11e5 150

Fur die Restriktion des Plasmids wurden die Enzyme BamHI und BssHIl verwendet.

Die Sequenzierung zeigt, dass der Ubergang vom Plasmid zur genomischen DNA bei
1.685 Bp erfolgt. Das Plasmid bricht also ca. 100 Bp vor der BamHI-Schnittstelle ab.
Das 3’-Ende des Inserts liegt dabei 1.977 Bp von dem fur ein konserviertes
hypothetisches Protein kodierende Gen b11e5_140 und 2.449 Bp von b11e5_150
entfernt, welches fur ein mit dem Transkriptionsaktivator Mut3p verwandtes
Protein kodiert (Abbildung 47).

N a3 ¢
.-\:-._"-.."-.."-.."-..‘-.._w..ﬁ:.,"-.,x ................ .-l-.ﬁ.’ *
b11e5_140 bar b11e5_150
[57.298 - 59.297] [6207 - 1685] [63.723 - 65.959]

Abbildung 47: 2. Insertionsstelle des bar-Gens in T32-21/11. Die direkte PCR wurde mit den
Primern b11e5-0 (1), b11e5-1 (2), barforneu (3) und b11e5-2 (4) durchgefiihrt.

Auch hierbei wurde der Fall einer einfachen Insertion ohne Basenpaarverlust der
genomischen DNA bei erfolgreicher Restriktion des Plasmids an der BssHII-
Schnittstelle angenommen. Durch direkte PCR wurde versucht die Insertionsstelle
auf der 5’-Seite des bar-Gens zu charakterisieren. Dazu wurden die in Tabelle 29

zusammengefassten Primerkombinationen verwendet.

Tabelle 29: Direkte PCR auf das Gen b11e5_140

Primer 1 Primer 2 Wildtyp T32-21/11
barforneu b11e5-2 - 773 Bp
b11e5-0 b11e5-2 3.483 Bp

b11e5-1 b11e5-2 907 Bp

Da nur der Primer barforneu ein PCR-Produkt mit dem genspezifischen Primer
b11e5-2 bildet, ist von einer Deletion der beiden anderen Primerbindestellen
auszugehen. Der Primer b11e5-0 bindet im Gen b11e5_140, so dass dieses Gen
offensichtlich betroffen ist. Zusatzlich ist eine Beeintrachtigung der Promotor-

region des Gens b11e5_150 nicht auszuschlieBen.
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Gen 7nc448 190

Die Sequenzierung zeigt, dass die Insertionsstelle in der Mitte des Gens 7nc448_190

liegt. Das Gen kodiert wahrscheinlich einen Elongationsfaktor. Zur Mutagenese
wurde dabei das mit pUC5 und Bar3 erstellte PCR-Produkt verwendet. Der
Ubergang auf die genomische DNA erfolgt am 3’-Ende wie erwartet nach der Bar3-
Primerbindestelle. Da bislang keine Sequenzierung der 5’-Seite durchgeflihrt
wurde, stellt Abbildung 48 den Fall fur die verlustfreie Insertion des PCR-Produktes

dar.

—*&1&1&1&1&1&1&1&1&1&1&‘&}* -----------------

7nc448_190 bar 7nc448_190
[48.754 - 49.339] [1.780 - 5557] [49.340 - 49.844]

Abbildung 48: 2. Insertionsstelle des bar-Gens in Y23-57/11.

Gen b22k18 190

Durch Sequenzierung in beide Richtungen wurde die Insertion des Restriktions-

produkts aus BamHI und BssHIl in das Gen charakterisiert. Eine anschlieBende
direkte PCR bestatigt, dass durch die Insertion die ersten 72 Bp des fur ein
wahrscheinlich ribosomales Protein kodierenden Gens b22k18_190 deletiert
wurden. Zwischen bar-Gen und genomischer DNA wurden weitere Fragmente des
Plasmids inseriert. Dabei wurde am 3’-Ende die Plasmidsequenz 2.910 - 3.130 Bp
und am 5’-Ende die Plasmidsequenz 3.666 - 619 Bp identifiziert. Da weitere 62 Bp
der auf das Gen folgenden nicht-kodierenden DNA fehlen, ist eine Beeintrachtigung
des Promotorbereichs fur das 425 Bp entfernte Gen b22k18_200, welches ebenfalls

fur ein ribosomales Protein kodiert, nicht auszuschliefen (Abbildung 49).

1 2
b22k18_190 pKSbar2 b22k18_200
[71.134 - 71.603] [3.666 - 3.746; [72.162 - 73.211]
690 - 1.780;
2.910 - 3.130]

Abbildung 49: Insertionsstelle des bar-Gens in P2-204/1. Die direkte PCR erfolgte mit den
Primern barforw-2005 (1) und ribprim (2).
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Gen 1nc425 020

Das Sequenzierungsergebnis zeigte bereits, dass das Gen direkt betroffen ist.

1nc425_020 kodiert fur ein konserviertes hypothetisches Protein. Durch direkte PCR
wurde bestatigt, dass die Insertion des aus der Restriktion mit BamHI und BssHII

stammenden Plasmids das Gen teilt. Der Ubergang erfolgt (Abbildung 50).

3, <
—_&xxxxxxxxxx@u‘w—
1nc425_020 pKSbar2 1nc425_020
[1.842 - 4.564] [2882 - 17817] [4.564 - 4.694]

2913 Bp

Abbildung 50: Insertion des bar-Gens in G1-99/1. Es wurden die Primer G1-hyp1 (1) und G1-
hyp2 (2) verwendet. Fiir den Wildtyp wurde eine PCR-Fragment von 1.107 Bp erwartet. Fiir die
Mutante wurde ein PCR-Produkt mit einer Lange von 4.020 amplifiziert.

Der 3’-Ubergang des inserierten bar-Gens konnte bisher noch nicht sequenziert
werden. Allerdings konnte durch die direkte PCR ein im Vergleich zum Wildtyp um
2.900 Bp groBeres Fragment amplifiziert werden. Das Plasmid weist vermutlich den
erwarteten Ubergang auf der 3’-Seite an der BamHI-Schnittstelle auf. Die Insertion

ist damit wahrscheinlich ohne Verlust von genomischer DNA erfolgt.

Gen ncu10033.1

In der Mutante Y28-55/7 wurde mittels degenerierter Primer erzeugtes PCR-

Produkt integriert. Das Sequenzierungsergebnis zeigt die fur das PCR-Produkt
erwartete pUC5-Bindestelle am 5’-Ende. AnschlieBend folgt eine nicht kodierende
Sequenz die 802 bp vor dem offenen Leseraster (ORF) ncu10033.1 liegt (Abbildung
51).

_—hxxxxxxxxx‘q:&t N EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE mﬁxxxﬂ -------------
bar ncu10033.1
[555 - 1.788?] [1.101 - 1.437]

Abbildung 51: Insertion des bar-Gens in Y28-55/7.
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In Tabelle 30 ist eine Auflistung aller identifizierten Insertionsstellen gegeben,
wobei zwischen direkt betroffenen Genen und der moglichen Beeintrachtigung
einer Promotorregion unterschieden wird. Die mit * gekennzeichneten Bereiche

konnen auf Grund fehlender Daten nur vermutet werden.

Tabelle 30: Ubersicht der Insertionsstellen’

Gen Beschreibung mit TargetP Bereich
b17c10_090 |NADH dehydrogenase (ubiquinone) 78K chain precursor direkt
b13d24_010 |NADH2 dehydrogenase (ubiquinone) 21.3K chain direkt
1nc307_040 |NADH-ubiquinone oxidoreductase 21 kDa subunit direkt
1nc307_050 |conserved hypothetical protein, Mitochondrion RC=3 Promotor
b8g12_390 [hypothetical protein, Mitochondrion RC=5 direkt
b10c3_130 [probable glutathione reductase, NADPH direkt
b10c3_120 [conserved hypothetical protein Promotor
b11h7_100 ([conserved hypothetical protein direkt*
b11h7_090 [probable glutamine synthetase Promotor
b11e5_140 [hypothetical protein direkt
b11e5_150 ([related to transcriptional activator Mut3p Promotor
7nc448_190 [probable translation elongation factor eEF-1 beta chain, Secretory pathway RC =5 direkt
7nc448_200 [hypothetical protein Promotor*
b22k18_190 [probable ribosomal protein S25.e.c7 direkt
b22k18_200 [probable 40S ribosomal protein S5 Promotor
1nc425-020 |[conserved hypothetical protein direkt
ncu10033.1 [questionable orf direkt*

65 % der identifizierten Insertionen erfolgten direkt in ein Gen und fur 35 % wird

die Beeintrachtigung einer Promotorregion angenommen.

4.5 Untersuchung von Knockout-Mutanten

Auf Grund der beobachteten Mehrfachinsertion in einzelnen Mutanten, kann das
Vorhandensein weitere unentdeckter Insertionsstellen nicht ausgeschlossen
werden. Zur Verifizierung der identifizierten Insertionsstellen als Ursache fur den
Komplex I-Defekt ist daher die Untersuchung von Knockout-Mutanten notwendig.
Dabei handelt es sich um Stamme von N. crassa, bei denen Gene gezielt durch

homologe Rekombination ausgeschaltet wurden (Colot et al., 2006). Uber das

f TargetP ist ein Programm zur Bestimmung der Lokalisation von eukaryotischen Proteinen aufgrund
ihrer N-terminalen Sequenz. Dabei gibt RC (reliability class) die Zuverlassigkeit der Vorhersage von 1

bis 5 nach dem Schulnotenprinzip an (Emanuelsson et al. 2007).
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Fungal Genetic Stock Center besteht die Moglichkeit solche Knockout-Stamme zu
beziehen, da im Rahmen des Neurospora Genome Project alle Gene ausgeschaltet
werden sollen. Auf Grund der Fille liegen zum jetzigen Zeitpunkt allerdings nicht

fur alle Gene entsprechende Stamme vor.

Von den 14 zu untersuchenden Genen wurden fur zwei bereits Knockout-Stammen
untersucht. Dabei handelt es sich um die Gene b11e5_150, welches mit dem
Transkriptionsaktivator Mut3p verwandt ist, und 1nc307_050, welches fur ein
konserviertes hypothetisches Protein mit Mitochondrienimportsequenz kodiert. Fur
beide Gene wurde keine direkte Insertion gefunden, sondern lediglich eine
mogliche Beeintrachtigung der Promotorregion vermutet. Im enzymatischen Test
wiesen die Knockout-Mutanten der Gene den charakteristischen Kurvenverlauf

eines intakten Komplex | auf (Abbildung 52).

b11e5_150 1nc307_050

20,00 20,00
— 15,00 15,00 [}

10,00

[U/ml]

Z 10,00

o)
— 5,00 - 5,00 " (]

0,00 4 x . . . . . . , 0,00 4 . . . . . T T .
0 2 4 6 8 1 12 1 16 o 2 4 6 8 10 12 ¥ 16

Fraktion Fraktion

Abbildung 52: Elutionsprofile der Knockout-Mutanten.

Damit sind beide Gene nachweislich nicht fur den beobachteten Komplex I-Defekt

verantwortlich.
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5 Diskussion

5.1 Erzeugung von Komplex I-Mutanten

In dieser Arbeit wurde die Methode der Insertionsmutagenese zur Erzeugung von
Komplex [|-Mutanten angewendet. Diese Methode ist im Vergleich zur weit
verbreiten UV-Mutagenese relativ aufwendig. Zum einen wird eine hohe Ausgangs-
zahl an Konidien benotigt und zum anderen sind die einzelnen Schritte sowohl
arbeits- als auch zeitintensiver. Dafur besteht auf Grund der Insertion eines
Selektionsmarkers, die Moglichkeit der gezielten Anzucht von erfolgreich
transformierten Mutanten. Im Vergleich zur Mutagenese mit UV-Strahlung ist somit
ein erster Selektionsschritt in die Methode integriert. Die nachfolgende
Bestimmung der Insertionsstellen durch verschiedene PCR-Varianten auf
genomische und inserierte DNA stellt dabei den eigentlichen Vorteil dieses

Verfahrens dar.

Das zu inserierende bar-Gen wurde im Laufe der Arbeit auf unterschiedliche Weise,
Restriktion oder Amplifizierung mittels PCR, prapariert. Die Linearisierung mit dem
Enzym BamHI fuhrte vermutlich auf Grund der Lange von 4.014 Bp zur Insertion
unterschiedlich verkurzter Fragmente des pKSbar2-Plasmids, was durch die
identifizierten Insertionsstellen in Mutante T8-207/2 belegbar ist. Keine der beiden
Plasmidsequenzen wies die erwartet BamHI-Schnittstelle als Ubergang auf. Zur
Optimierung wurde das Plasmid zusatzlich zu dem Enzym BamHI mit BssHII
geschnitten. Dabei verbleibt das bar-Gen in einem Fragment von 1.162 Bp. Die
Basta-Resistenz wird nur bei einem weitgehend intakten bar-Gen vermittelt, so
dass durch die Kultivierung auf Basta-haltigem Medium eine Selektion auf
weitgehend intakt inserierte Fragmente erfolgen sollte. Auf Grund der bereits bei
Restriktion mit BamHI beobachteten Mehrfachinsertion verschiedener Plasmid-
Fragmente kann die Resistenz allerdings unabhangig von dem beobachteten
Komplex |-Defekt vermittelt werden. In der mit BamHI/BssHII-Fragmenten
transformierten Mutante T32-21/11 wurden zwei Insertionsstellen gefunden.
Arbeiten von Marco Bauer zeigten zudem komplex zusammengesetzte

Plasmidfragmente, die in die genomische DNA inseriert wurden. Es wurde
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postuliert, dass diese Konstrukte durch mehrfache Insertion an der gleichen Stelle
im Genom entstanden sind (Bauer, 2006). Diese Sekundarinsertionen wurden durch
die hier untersuchten Insertionsstellen bestatigt, wie am Beispiel der Mutante P2-
204/1 gezeigt wurde. Falls diese willkurlichen Plasmid-Fragmente nicht in direkter
Nahe zum bar-Gen inserieren, bleiben diese auf Grund der Identifizierungsmethodik
unentdeckt. Wenn der beobachtete Komplex I-Defekt durch eine solche Insertion
verursacht wird, wurde dieser falschlicherweise mit einem identifizierbaren, aber
fur Komplex | irrelevanten Gen in Verbindung gebracht. In jeder durch Restriktions-
produkt erzeugten Mutante wurden entweder Sekundarinsertionen oder eine
willkurliche Fragmentierung beobachtet. Durch geeignete Primerwahl besteht die
Moglichkeit auch andere inserierte Fragmente zu identifizieren, was jedoch mit
einem erheblichen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden ware. Eine Isolierung des
bar-Fragments aus dem Restriktionsgemisch, um ausschlieBlich das bar-Gen
enthaltende Fragmente fur die Transformation einzusetzen, ist gleichermalien
umstandlich. Die Praparation des Plasmids durch Restriktion wirkt somit dem

Vorteil der Insertionsmutagenese entgegen.

Zur Vermeidung der Insertion von willkirlichen und dadurch unidentifizierbaren
Fragmenten wurde das bar-Gen mittels geeigneter Primer amplifiziert. Bei Einsatz
von 2 ng Plasmid wurde nach erfolgreicher PCR eine etwa 2.500-fache Menge an
PCR-Produkt erhalten, so dass die Inserierung des Ausgangsplasmids zu vernach-
lassigen ist. Sekundarinsertionen wurden hier nicht beobachtet, allerdings wurden
bei zwei von sieben Insertionen ein um 150 Bp verlangertes und ein um 100 Bp
verkurztes PCR-Produkte gefunden. Da diese Abweichungen keinerlei Einfluss auf
die Identifizierbarkeit der Insertionsstellen hatten, ist die Verwendung von PCR-
Produkt, auch unter Einbezug der Ergebnisse von Marco Bauer, eine deutliche

Verbesserung.

Die charakterisierten Insertionsstellen von PCR- sowie Restriktionsfragmenten
deuten auf eine bevorzugte Inserierung des bar-Gens auf Grund von homologer
Rekombination hin, da in den beobachteten Fallen jeweils kurze Sequenzuber-
einstimmungen von Plasmid und genomischer DNA an den Insertionsstellen

vorlagen. Um eine Quantifizierung dieses Effekts zu erreichen, wurden von Niklas
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Fernau willkurlich ausgesuchte Transformanden einer Vektorette-PCR unterzogen
(Fernau, 2005). Dabei wurden fur 75 % der Mutanten haufig auftretende
Bandenmuster erhalten. An Hand dieser Erkenntnisse wurde postuliert, dass nur
etwa 25 % der Insertionen willkiurlich erfolgt. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigen unabhangig von der Praparationsmethode eine bevorzugte Insertion der
DNA bei 40 % der Falle. Da die Wahrscheinlichkeit einer Komplex I-Mutation durch
bevorzugte Insertion verringert wird, musste eine Alternative zur Unterdrickung
dieses Effektes gefunden werden. Der Einsatz von degenerierten Primern bei der
Amplifizierung des bar-Gens fuhrt zu variablen Basenabfolgen an beiden Enden, so
dass eine bevorzugte Insertion durch homologe Rekombination vermutlich
vermindert wird. Bislang wurden etwa 500 Mutanten auf diese Weise erzeugt und
ein Mutante mit Komplex |-Defekt identifiziert, so dass zu diesem Zeitpunkt keine

experimentelle Bestatigung dieser Annahme moglich ist.

Obwohl die Menge der zur Transformation eingesetzten bar-Gen-Fragmente bei
Verwendung von Restriktionsfragmenten bzw. PCR-Produkten gleich groB war,
wurden in Transformationsansatzen mit PCR-Produkten deutlich hohere und
gleichmaBigere Transformationszahlen erreicht. Mit einer Uberlebensrate von 97 %
ist der Einsatz von degenerierten Primern zudem mit Abstand die erfolgreichste

Methode zur Inserierung des bar-Gens mittels Elektroporation.

5.2 Selektion der Komplex I-Mutanten

Fur die Untersuchung der hohen Anzahl der Transformanden ist ein geeignetes und
zeitlich vertretbares Anreicherungsverfahren notwendig, um die Zahl der Mutanten
die dem spezifischen, aber auch aufwendigen enzymatischen Test zu unterziehen
sind, auf wenige potentielle Klone zu reduzieren. Dazu wurde in dieser Arbeit das
Selektionsverfahren entwickelt, welches auf der Chinasaureabhangigkeit des
Wachstumsverhaltens der regulierbaren Komplex llI-Mutante cuco5 basiert. Diese
Mutante war in einer vorgehenden Doktorarbeit von Wasiliki Tsalastra zu diesem
Zweck konstruiert worden. Wie Vortests zeigten, wird die Chinasaureabhangigkeit

von cuco5 durch einen zusatzlichen Defekt in Komplex | deutlich verstarkt. Die
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Moglichkeit Komplex I/1lI-Doppelmutanten anhand ihrer Chinasaureabhangigkeit zu
selektieren wurde durch eine Testreihe mit einem 1:1-Gemisch der beiden Stamme
cuco5 und nuo20.9/cuco5 gezeigt. Nach Durchfiuhrung der einzelnen

Selektionsschritte ergab sich eine klare Trennung beider Stamme.

Das Selektionsverfahren setzt sich aus drei Stufen zusammen: der Praselektion, der
Selektion und der Postselektion. Dieses Selektionsverfahren hat sich, wie gezeigt
wurde, als eine geeignete Methode zur Reduzierung der Transformanden auf
wenige potentielle Komplex I|-Klone bewahrt. Da es sich bei dieser Methode um
eine subjektive Bewertung des chinasaureabhangigen Wachstumsverhaltens
handelt, ist die Selektion jedoch stark vom jeweiligen Experimentator abhangig. So
besteht die Moglichkeit, dass Komplex I-Mutanten falschlicherweise nicht erkannt
und daher aussortiert wurden. Es bietet sich an, uneindeutige Mutanten in den
ersten Selektionsschritten bestehen zu lassen, um erst in der abschlieBenden
Postselektion nur noch eindeutige Kolonien auszuwahlen. Die Reduzierung der
Transformanden durch die Praselektion auf durchschnittlich 18 % ist so effektiv,

dass die weniger strikte Auslese in den ersten Schritten vertretbar ist.

Zur zeitlichen und qualitativen Optimierung wurde die ursprungliche Postselektion
durch einen erneuten direkten Vergleich des Wachstumsverhaltens ersetzt. Die
Effizienz des Selektionsverfahrens wurde sowohl von den zur Transformation

eingesetzten Zellen, als auch von der verwendeten DNA mafBgeblich beeinfluft.

5.2.1 Transformation der Makrokonidien cuco5

Durch Insertionsmutagenese in Makrokonidien wurden 11.015 Klone erhalten. Dabei
wurde ausschlieBlich das bar-Gen aus der Restriktion mit BamHI bzw. BamHI und
BssHII eingesetzt. Trotz der Verwendung verschiedener Restriktionsenzyme wies die
Bilanz bis einschlieBlich Postselektion nur geringe Unterschiede auf. Durch die
Praselektion wurde die Anzahl der Transformanden auf 12,5 % verringert. Durch die
folgende Selektion wurden diese auf 4,4 % und durch die Postselektion auf 1,1 %
der anfanglichen Transformandenzahl reduziert. Nach der Durchfuhrung des
enzymatischen Tests wurden nur vier der selektierten 126 Klone als Komplex I-

Mutanten eingestuft, wobei nur eine aus der Transformation mit BamHI-
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Restriktionsprodukt resultierte. Obwohl die geringen Fallzahlen eine statistische
Auswertung einschrankt, scheint die Verwendung von BamHIl und BssHIl zur

Restriktion mehr Komplex I-Mutanten zu ergeben.

In einem Test zur Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurde eine NADH/Ferricyanid-
Redoxaktivitat bei Mutanten beobachtet, die im ersten Durchgang des enzyma-
tischen Tests inaktiv waren. Als Ursache fur diese wechselhaften Ergebnisse wurde
ein Kompensationseffekt auf Grund der Multinuklearitat der Makrokonidien
postuliert. Zur Uberpriifung dieser Annahme sowie der Optimierung des Verfahrens
wurden aus diesen Klonen homokaryonte Mikrokonidien erzeugt. Die Komplex I-
Aktivitaten der erhaltenen Klone wurden am Beispiel der Mutante T8-207
untersucht. Von vier isolierten homokaryonten Klonen wies die Halfte eine
ausgepragte Chinasaureabhangigkeit auf. Die Komplex I-Aktivitat korrelierte
eindeutig mit dem Wachstumsverhalten. Klone mit ausgepragter Chinasaure-
abhangigkeit wiesen keine Komplex I|-Aktivitat auf und vice versa. Damit ist der
postulierte Kompensationseffekt durch dominante, intakte Allele in den anderen
Kernen bestatigt. Dieser Effekt beeintrachtigt ein wachstumsbasierendes
Selektionsverfahren erheblich. Um die Einsetzbarkeit des in dieser entwickelten
Verfahrens zu gewahrleisten, ist daher die Transformation in Mikrokonidien

unumganglich.

5.2.2 Erzeugung des Mikrokonidienstamms cuco5/7089

Die Erzeugung von Mikrokonidien durch spezielle Anzuchtbedingungen ist zwar
generell fur alle Stamme moglich, allerdings ist die Ausbeute der erhaltenen
Konidien stark schwankend und die Auskeimungsrate deutlich reduziert. Die fur
eine erfolgreiche Transformation benotigte Zahl an Konidien kann auf diese Weise
nicht mit vertretbarem Aufwand erzeugt werden. Die Bildung einer groBen Zahl von
Mikrokonidien in Flussigmedien macht den Einsatz von speziellen Stammen
notwendig, die bevorzugt Mikrokonidien erzeugen. Der N. crassa-Stamm 7089
erzeugt in Flussigkulturen auf Grund einer Mutation im mcm-Gen mit einem
geringen Zeitaufwand eine deutlich hohere sowie konstante Konzentration an
Mikrokonidien (Maheshwari, 1991). Fur die Anwendbarkeit des Selektionsverfahrens

ist allerdings die Anwesenheit des regulierbaren Komplex IlI-Defektes von cuco5
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notwendig. Zur Kombination beider Genotypen wurde eine Kreuzung der Stamme
cuco5 und nuo20.9/7089 durchgefuhrt. Letzterer wurde verwendet, da er den
notwendigen zu cuco5 komplementaren Paarungstyp aufwies. Die Kreuzungs-
mutanten wurden mittels der Benomyl-Resistenz des cuco5-Stammes sowie der
Hygromicin-Resistenz des nuo20.9-Stammes selektiert. Der erhaltene Stamm
cuco5/7089 ermoglicht die effektive Erzeugung von Mikrokonidien mit einem
Makrokonidienanteil von weniger als 10 % nach Filtration. Diese Verunreinigung
durch heterokaryonte Konidien ist auf Grund der leichten Handhabbarkeit der
Anzucht in Flussigmedium sowie der drastischen Reduzierung der zu

untersuchenden Klone nach der Praselektion vertretbar.

5.2.3 Transformation der Mikrokonidien cuco5/7089

Nach Transformation des Mikrokonidienstammes cuco5/7089 wurden 9.145 Klone
isoliert und untersucht. Diese wurden durch das Selektionsverfahren um 97,5 %
reduziert. Die Bilanz der einzelnen Schritte zeigt, dass bei der Selektion eine
hohere Ausbeute an potentiellen Komplex I-Mutanten erzielt wurde. Es zeigte sich,
dass auch bei Transformation in Mikrokonidien keine Garantie auf homokaryonte
Klone gegeben ist. Als Hauptursache fur die unerwartete Multinuklearitat wurde die
manuelle Isolierung der erzeugten Transformanden vom Plattenmedium auf die
Kultivierungsrohrchen vermutet. Wahrscheinlich wurde auf Grund des uberlagerten
Wachstums der einzelnen Klone eine Mischung von unterschiedlichen homo-
karyonten Kolonien isoliert. Die Selektionsbilanz deutet auf die Durchsetzungs-
fahigkeit des Komplex I-Phanotyps bei den isolierten Mischungen uber den fur das
Selektionsverfahren notwendigen Zeitraum hin. Der Kompensationseffekt kommt
offensichtlich im Vergleich zu Makrokonidien erst spater zum Tragen. Fur die
Erhaltung von zuverlassigen und eindeutigen Ergebnissen ist die nachfolgende
Erzeugung von homokaryonten Kernen dennoch unumganglich. Alle im
Selektionsverfahren auffalligen Mikrokonidien wurden nach Isolierung und
Vereinzelung zweimal auf ihre Chinasaureabhangigkeit hin uberpruft. Es wurden
nur diejenigen Klone weiter verwendet, welche das entsprechende

Wachstumsverhalten aufwiesen.
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In Tabelle 31 ist eine Zusammenfassung der Transformationen in Mikro- und

Makrokonidien wiedergeben, welche die bessere Eignung von Mikrokonidien belegt.

Tabelle 31: Zusammenfassung der Transformationen in Makro- und Mikrokonidien

Selektionsschritte Makrokonidien % Mikrokonidien % Gesamt %
isolierte Transformanden 16436 149,2 11248 123,0 27684 137,3
gewachsene Transformanden 11015 100,0 9145 100,0 20160 100,0
Praselektion bestanden 1390 12,6 2279 24,9 3669 18,2
Selektion bestanden 489 4.4 860 9,4 1349 6,7
Postselektion bestanden 126 1,1 225 2,5 351 1,7
Enzymatischen Test bestanden 4 0,04 8 0,09 12 0,06

5.3 Charakterisierung der Komplex I-Mutanten

Zur Charakterisierung der zwolf erhaltenen Klone, wurden diese einem
enzymatischen Test im groBen MaBstab unterzogen. Dabei wurde die achtfache
Proteinmenge eingesetzt. Die Ergebnisse wurden fur acht Klone eindeutig
reproduziert. Vier Klone wiesen eine im Vergleich zum Ausgangsstamm verringerte
aber dennoch erkennbare Komplex I-Aktivitat auf. Dabei handelte es sich jeweils
um zwei aus Makro- und Mikrokonidien erhaltene Stamme. Alle zwolf Kolonien

wurden zur weiteren Charakterisierung untersucht.

5.3.1 Charakterisierung der Assemblierungsintermediate

Die Western-Blot-Analyse stellt eine geeignete Methode zur Bestatigung und
besseren Charakterisierung von potentiellen Komplex I-Mutanten dar. Durch das
charakteristische Sedimentationsverhalten von Komplex | werden durch Einsatz von
spezifischen Antikorpern gegen Untereinheiten des Membranarms sowie des
peripheren Arms mogliche Assemblierungsintermediate identifiziert. Die acht
Mutanten, welche bereits im groBen MaBstab des enzymatischen Tests inaktiv
waren, wiesen ein zum Wildtyp deutlich verandertes Bandenmuster auf. Neben der
I-Defektes

Vermutungen uber die Art des Defektes. Fur drei Mutanten waren auf Grund der

Bestatigung des Komplex erlauben die Bandenmuster bereits

Bandenmuster keine Aussagen zu Assemblierungsintermediaten moglich. Zwei
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weitere Mutanten wiesen einen Defekt im peripheren Arm auf, der zu einer
reduzierten Assemblierung des intakten Komplex | fuhrt. Von den restlichen drei
Mutanten konnen zwei den kompletten peripheren und eine den kompletten
membranstandigen Arm bilden. Die vier Mutanten, welche eine geringe Komplex I-
Aktivitat im groBen MafBstab aufwiesen, zeigten kein auffalliges Bandenmuster in
der Western-Blot-Analyse. Fur diese ist eine Verringerung der Komplex I-

Assemblierung anzunehmen.

5.3.2 Uberpriifung der Komplex I-Spezifitt

Die Bestimmung des Gehalts der Cytochrome a, b und c zeigte, dass durch die
Insertionsmutagenese der untersuchten zwolf Mutanten ausschlieBlich Komplex |
betroffen wurde. Der Vergleich der absoluten Cytochromgehalte mit den Ausgangs-
stammen cuco5 und cuco5/7089 ergab fur die meisten Mutanten eine weitgehende
Ubereinstimmung. Auf Grund von einigen Abweichungen wurde neben der
quantitativen Cytochrombestimmung der fur intakte Atmungskettenkomplexe Il
und IV charakteristische Absorptionsverlauf zur Charakterisierung hinzugezogen.
Durch diesen qualitativen Vergleich ist eine weitgehend unbeeintrachtigte Bildung
dieser beiden Komplexe anzunehmen. Dieses Ergebnis ist flir das angewendete
Selektionsverfahren nicht uberraschend, da sich eine Kombination von Defekten in

Komplex | und Komplex Il oder IV letal auf den Pilz auswirken wurde.

5.4 Identifizierung der betroffenen Gene

Zur ldentifizierung der Insertionsstellen wurden die Methoden der Vektorette-
sowie der Splinkerette-PCR angewendet. Mittels der Vektorette-PCR wurden sechs
und mit Hilfe der Splinkerette-PCR elf Insertionsstellen erfolgreich bestimmt. Durch
die Amplifizierung mittels der letzteren Methode wurden allerdings eindeutigere
Produkte erhalten. Zudem besteht auf Grund der anderen Restriktionsmoglich-
keiten im Plasmid eine hohere Primerauswahl. Da die Splinkerette-PCR auch fur
groBere DNA-Fragmente geeignet ist, stellt sie die Methode der Wahl dar. Fir den
Fall einer erfolglosen Anwendung der Splinkerette-PCR steht die Vektorette-PCR als

sinnvolle Alternative zur Verfugung. Die zur weiteren Charakterisierung eingesetzte
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Methode der direkten PCR ist bei erfolgreicher Anwendung einer der beiden oben

beschriebenen Methoden zur Verifizierung der erfolgten Insertion geeignet.

Es wurden insgesamt elf unterschiedliche Gene fur 15 Insertionsstellen gefunden.
Neben der Insertion in bekannte Gene, welche Untereinheiten von Komplex |
kodieren, wurde die bevorzugte Insertion in zwei sowie die einfache Insertion in

sechs weiteren Genen nachgewiesen.

Die drei bekannten Gene kodieren die Komplex |-Untereinheiten 78, 21.3b und 20.9
kDa. Ein Vergleich dieser Ergebnisse mit den entsprechenden Western-Blot-
Analysen der Mutanten ist weitgehend ubereinstimmend. So erkennt man fur
Mutante Y28-136/3 die fur einen Defekt in der 78 kDa-Untereinheit erwartete
schwachere Assemblierung des peripheren sowie eine Anhaufung des membran-
standigen Arms. Fur die 20.9-Deletionsmutante T8-207/2 ist das Fehlen der grofRen
Membranarmvorstufe bei gleichzeitiger Anreicherung des peripheren Arms sowie
der kleinen Membranarmvorstufe feststellbar. Abweichend stellt sich lediglich der
Western-Blot von Mutante Y23-57/11 dar. Bei dieser 21.3b-Deletionsmutante wurde
ein vollstandig assemblierter Komplex | ohne die betroffene Untereinheit erwartet,
wahrend lediglich eine Teilassemblierung beobachtet werden kann. Mogliche

Ursache dafur konnen die zwei weiteren Insertionsstellen in der Mutante sein.

Durch die Identifizierung dieser drei Komplex I-Insertionsstellen ist der Erfolg des in
dieser Arbeit entwickelten Verfahrens, ausgehend von der Erzeugung durch
ungezielte Insertionsmutagenese uber das Selektionsverfahren zur Reduzierung auf
wenige potentielle Komplex I-Mutanten und deren Identifizierung und
Charakterisierung, eindeutig bewiesen. Das Verfahren ist nachweislich sowohl fur

Defekte im peripheren- als auch im membranstandigen Arm tauglich.

Zwei Gene wurden, in Abhangigkeit der zur Transformation eingesetzten DNA, als
bevorzugte Insertionsstellen identifiziert. Von den sechs Komplex I-Mutanten, die
durch Transformation mit dem Restriktionsprodukt von BamHI und BssHIl erzeugt
wurden, wiesen drei eine bevorzugte Insertion in das Gen b8g12_390 auf. Dabei

liegt fur alle Mutanten die Insertionsstelle am Basenpaar 118.165, wahrend die
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GroBe des inserierten Plasmids sowie die Anzahl der deletierten Basenpaare trotz
gleicher Behandlung stark variiert. In einem Fall ist eine verlustfreie Insertion
erfolgt wahrend in den anderen beiden Fallen einmal nur 3 und einmal 107 Bp

deletiert wurden.

Drei der funf durch PCR-Produkt mit den Primern pUC5 und Bar3 transformierten
Mutanten wiesen die Insertion in das Gen b10c3_130 auf. Dabei wurde durch
direkte PCR gezeigt, dass in allen Mutanten mit groBer Wahrscheinlichkeit das
gesamte Gen deletiert wurde. Insgesamt fehlen bei allen drei Mutanten etwa 1.700

Bp der genomischen DNA.

Von den sechs einfach auftretenden Insertionsstellen wurden drei Insertionsstellen
in beide Richtungen eindeutig charakterisiert. Dabei wurde die oben bereits
erwahnte, variable Deletion beobachtet. Wahrend eine der Insertionen nahezu
verlustfrei erfolgte, wurden einmal 134 und bei einer weiteren Insertion etwa
2.500 Bp deletiert. Ob die Deletion willkurlich oder systematisch erfolgt, kann an
Hand der wenigen bisher charakterisierten Insertionsstellen nicht geklart werden.
Es ist allerdings auffallig, dass fur die Insertionen des PCR-Produktes eine
identische Deletion erfolgte. Dies ist moglicherweise auf die einheitlichere
Erzeugung der Plasmid-Fragmente durch PCR zuruckzufuhren, da bei der
Restriktion  willkurliche  Fragmentierung  sowie das  Auftreten  von

Sekundarinsertionen beobachtet wurden.

Es wurde gezeigt, dass acht Gene direkt und nur in drei Fallen intergenische
Bereiche betroffen wurden. Fur sechs Insertionen ist die Beeintrachtigung der
Promotorregion des benachbarten Gens nicht auszuschliessen. Somit sind, nach
Abzug der bereits bekannten drei Gene fur die Komplex I-Untereinheiten,
insgesamt 14 mogliche Kandidaten fur die Kodierung eines an der Assemblierung
beteiligten Hilfsproteins identifiziert worden. Da wie bereits beschrieben der
direkte Zusammenhang zwischen identifiziertem Gen und Komplex I-Defekt auf
Grund einer moglichen Mehrfachinsertion fraglich ist, mussen zur endgultigen
Bestatigung Knockout-Stamme dieser Gene durch gezielte Inaktivierung erzeugt

werden. Da dieses Verfahren mit einem enormen zeitlichen Aufwand verbunden ist,
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wird auf das Fungal Gentic Stock Centre zuruckgegriffen. Im Rahmen des
Neurospora Crassa Genome Project sollen von alle 10.000 Genen Knockout-
Mutanten erzeugt werden. Da von den 14 identifizierten Kandidaten bislang nur
zwei zur Verfugung stehen, konnten lediglich diese untersucht werden. Die
Knockout-Stamme der Gene b11e5_150 und 1nc307_050 zeigten die fur einen
intakten Komplex | charakteristische NADH/Ferricyanid-Redoxaktivitat. Der in
dieser Arbeit beobachtete Defekt wurde somit nicht durch diese Gene verursacht.
In den erzeugten Klonen T8-207/2 und T32-21/11 sind neben den jeweiligen
Nachbargenen zudem weitere Insertionsstellen gefunden worden, so dass der
beobachtete Defekt auf eines dieser Gene zuruckzufuhren ist. Im Fall der Mutante
T8-207/2 wurde das fur die 20.9 kDa-Untereinheit kodierende Gen 1nc307_040
deletiert, so dass durch dieses Gen ein Komplex I-Defekt verursacht wird.
Ungeachtet dessen konnen die Gene b11h7_090 und b11h7_100 ebenfalls einen
Komplex I-Defekt verursachen. Aus diesem Grund ist die Bestatigung durch
Knockout-Stamme die einzige Moglichkeit eine eindeutige Aussage zu treffen. In
Mutante T32-21/11 muss, unter der Annahme keiner weiteren bislang unentdeckten
Insertionsstellen, der Defekt durch das Nachbargen b11e5_140 oder das Gen
b8g12_390 hervorgerufen werden. Da es sich bei Letzterem um eine bevorzugte
Insertionsstelle handelt, die in zwei weiteren Mutanten aufgetreten ist, besteht
eine erhohte Wahrscheinlichkeit der Involvierung in die Komplex |-Assemblierung.
Laut Information durch das Fungal Genetic Stock Center konnte fur das als
bevorzugte Insertionsstelle identifizierte Gen b8g12_390 bisher keine lebensfahige
homokaryonte Knockout-Mutante erzeugt werden. Vermutlich sind die Mutationen
bei den in dieser Arbeit erzeugten Mutanten nicht letal, da nur jeweils die letzten

74 Bp dieses Gens betroffen sind.

5.5 Statistische Betrachtung

Unter der Annahme, dass der Hyphenpilz N. crassa mindestens zehn spezifische
Hilfsproteine fur den Komplex | besitzt, besagt die in 2.8.2 aufgestellte Statistik,
dass jeder 400. Klon nach einer ungezielten Mutagenese eine Komplex I-Mutation

enthalten sollte. Verschiedene Faktoren haben Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit.
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So zeigen vier der bekannten Untereinheiten mit Komplex I-Defekt kaum einen
Unterschied hinsichtlich des Aktivitatstest zum Wildtyp und wirden somit nicht als
Komplex I-Mutante erkannt werden. Damit wurde sich die Wahrscheinlichkeit einer
Komplex I-Mutante auf jeden 450. untersuchten Klon reduzieren, da von 35 statt 39
relevanten Untereinheiten ausgegangen werden muss. Unter der Annahme, dass nur
25 - 60 % der Insertionen willkurlich erfolgt, kann mindestens bei jeder 1.800ten
Mutante von einem Komplex I-Klon ausgegangen werden. Wie in der Arbeit bereits
dargelegt, ist auf Grund der enormen Komplexitat der Assemblierungsprozesse
sowie der fur die Atmungskette einzigartigen GroBe von Komplex | auch eine
deutlich hohere Zahl an Hilfsproteinen vorstellbar. In dieser Arbeit lasst sich der
Komplex |-Defekt nur fur drei Mutanten eindeutig auf bekannte Untereinheiten
zuruckfuhren, was einer Wahrscheinlichkeit von 25 % entspricht. Unter der
Annahme von nur zehn Hilfsproteinen war eine Wahrscheinlichkeit von
75 % zu erwarten. Bei Untersuchungen von Komplex |-Defekten in Menschen wurde
fur 50 % der Falle eine Storung von Hilfsproteinen postuliert (Dunning et al., 2007),
so dass die Existenz von mehr als zehn Hilfsproteinen nahe liegend ist. Fur den Fall
von 30 Hilfsproteinen wirde jede 300te - 1.200te Mutante einen Komplex |-Defekt
aufweisen. Durch den Einsatz von degenerierten Primern fir die Erzeugung des
Insertionsproduktes soll der Effekt einer bevorzugten Insertion vermindert werden.
Da bislang nur eine Insertionsstelle fur degenerierte Primer gefunden wurde, kann
dazu noch keine Aussage getroffen werden. Allerdings zeigt das Verhaltnis von
einer Mutante auf 522 Transformanden das die Plasmidpraparation mittels
degenerierter Primer mindestens so gute Ergebnisse liefert wie die PCR mit den

nicht-degenerierten Primern.

Die beiden berechneten Werte von 300 bzw. 1.800 stellen also Extremwerte der
statistischen Betrachtung dar. In dieser Arbeit wurden insgesamt 20.160
Transformanden untersucht und davon zwolf auffallige Mutanten identifiziert. In
dieser Zusammenfassung sind die eingefuhrten Verbesserungen nicht gewichtet, so
dass die gefundene Mutantenzahl eine Untergrenze darstellt. Unter
Berucksichtigung der bevorzugten Insertion wurden nach der oben genannten
Statistik 11 - 18 Mutanten erwartet, so dass das Verfahren dem theoretischen Erfolg

entspricht.
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5.6 Ausblick

Die Isolierung des bar-Gens durch PCR mittels degenerierter Primer und die
nachgelagerte Transformation in Mikrokonidien stellt die beste Methode zur
Erzeugung von Komplex I-Mutanten dar. Es konnte gezeigt werden, dass bei der
Verwendung des bar-Gens aus alternativen Praparationsmethoden keine statistische
Insertion vorliegt, sondern bevorzugte Stellen betroffen sind. Die Ergebnisse durch
den Einsatz von degenerierten Primern geben einen positiven Ausblick auf die
Identifizierung weiterer bislang unbekannter Hilfsproteine. Um mehr Klarheit uber
die Haufigkeit der Insertionen zu bekommen, bietet es sich an mittels einer bar-

spezifischen Sonde eine Southern-Blot-Analyse durchzufuhren.

Alternativ zur ungezielten Mutagenese wird bereits das Verfahren der
bioinformatischen Analyse zur ldentifizierung von Hilfsproteinen genutzt. Dieses
Verfahren beruht auf dem Genomvergleich von verschiedenen Organismen mit und
ohne Komplex | (Ogilvie et al., 2005). Durch die notwendige Einschrankung der
Suche mittels Auswahlkriterien werden bestimmte Proteinfamilien ausgeschlossen.
Somit wurden Proteine welche z.B. wie ACP (9.6 kDa Untereinheit von Komplex 1)
eine Doppelfunktion ausuiben durch das Suchraster fallen. Durch diese Methode
wird dennoch eine gute Vorauswahl von Komplex I-spezifischen Proteine getroffen,
ohne allerdings alle potentiellen Hilfsproteine zu erfassen. Nach der Identifizierung
eines potentiellen Hilfsproteins musste ebenfalls durch gezielte Mutagenese die

Involvierung an der Assemblierung untersucht werden.

Mit Ausnahme der bekannten Untereinheiten waren die in dieser Arbeit gefundenen
Gene durch diese Methode nicht entdeckt worden, da sie zu Proteinfamilien
zugeordnet werden, welche auch in Hefen ohne Komplex | vorkommen. Aufnahmen
bilden hierbei nur die Gene b11e5_140 und b8g12_390, welche nicht eindeutig
einer Proteinfamilie zugeordnet werden konnen. Eine Kombination gezielter und
ungezielter Mutagenese stellt die optimale Grundlage zur effizienten Suche nach
neuen Hilfsproteinen und damit zur Aufklarung der Assemblierung des groiten und

kompliziertesten Atmungskettenenzyms dar.
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Die verbleibenden elf Knockout-Mutanten mussen nach Verfugbarkeit bestellt und
untersucht werden. Gene, die durch die Untersuchung der Knockout-Mutanten
nachweislich fur einen Komplex I-Defekt verantwortlich sind, mussen anschlieBend

weiter charakterisiert werden.
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