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Konvention

Zur Schreibweise von Genen und Proteinen in dieser Arbeit: Gene werden kursiv geschrieben,
wobei die ersten zwei Buchstaben den Artnamen abkiirzen, wenn sie einer bestimmten
Spezies zugeordnet werden (z. B. CeDrp-1, ScMdvl, PaCtr3). Bei der Bezeichnung von
Proteinen bestimmter Spezies wird ebenfalls zuerst der Artname abgekiirzt. Bis auf den
zweiten Buchstaben der Artabkiirzung wird GroBschrift verwendet (z.B. CeDRP-1, ScMDV1,
PaCTR3). Folgende Ausnahmen gelten: Grisea (P. anserina-Gen) und GRISEA (P. anserina-

Protein).
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Definition des Alterns

Das Altern biologischer Systeme ist durch eine progressive und irreversible Abnahme der
physiologischen Leistungsfihigkeit (,,Fitness®) charakterisiert. Damit einhergehend tritt eine
Erhohung der Krankheitsanfélligkeit (Morbiditdt) und der Sterblichkeit (Mortalitdt) auf.
SchlieBlich kommt es zum Tod, dem letzten Stadium der Individualentwicklung (Ubersicht

bei: Kirkwood und Austad, 2000).

1.2 Bedeutung der Mitochondrien fiir Alterungsprozesse in ausgewdihlten

Modellsystemen

Prinzipiell hat der Alterungsprozess endogene und exogene Ursachen. Zu letzteren zdhlen
Umwelteinfliisse wie z. B. Art und Zusammensetzung des vorliegenden Nahrungsangebots
und diverse Stressfaktoren (z. B. Strahlungsstress, Temperaturstress, chemische Stressfak-
toren wie die Aufnahme toxischer Substanzen, usw.). Im Gegensatz dazu stellen genetische
Determinanten und physiologische Prozesse endogene Faktoren dar, die den Alterungsprozess
beeinflussen. Dariiber hinaus legen sie in einem gewissen Umfang auch fest, wie wirksam die
bereits erwdhnten exogenen Faktoren auf das Altern eines Organismus sind.

Bereits die ,,Mitochondriale Theorie des Alterns* klassifiziert die in eukaryotischen Zellen
obligaten Mitochondrien als die fiir den Alterungsprozess hauptsdchlich verantwortlichen

endogenen Faktoren (Harman, 1972).

Mitochondrien sind Zellorganellen, die von zwei Membranen umbhiillt werden. Sie haben
ungeféhr die Grofle von Bakterien. Der Endosymbiontentheorie nach haben Mitochondrien
ihren Ursprung in o-Proteobakterien, die vor ca. 1,5 Milliarden Jahren von eukaryotischen
Vorlduferzellen phagozytiert wurden. Mitochondrien nehmen vielfiltige Aufgaben in der
Zelle war, so z. B. Bereitstellung von ATP durch oxidative Phosphorylierung, Biosynthese
wichtiger Stoffwechselintermediate und Regulation der Kalziumhomdoostase (Ubersicht bei:
Scheffler, 1999).

Insbesondere die wihrend der ATP-liefernden oxidativen Phosphorylierung als toxische
Nebenprodukte gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) fithren dieser Theorie nach zu
akkumulierenden Schiden an essenziellen zelluldren Bestandteilen wie z. B. Nukleinsduren,
Proteinen und Lipidmembranen. Die Beeinflussung des Alterungsprozesses durch Mito-
chondrien geht jedoch iiber die Schadwirkung von ROS hinaus. Im Folgenden wird die Be-
deutung der Mitochondrien fiir den Alterungsprozess einiger gerontologischer Modellsysteme

an ausgewdhlten Beispielen skizziert.
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1.2.1 S. cerevisiae

Die Béckerhefe S. cerevisiae vermehrt sich durch Knospung, indem Tochterzellen von einer
Mutterzelle abgeschniirt werden. Dieser Prozess hinterlédsst ,,Knospungsnarben* auf der
Zelloberflache. Nach 40 bis 50 Knospungen geht die Mutterzelle zugrunde. Dieses Phdnomen
wird als replikative Seneszenz bezeichnet (Mortimer und Johnston, 1959). In mehrfacher

Hinsicht beeinflussen die Mitochondrien diesen Prozess der Alterung.

Wirkung der retrograden Antwort auf den Alterungsprozess

Ein wesentlicher Faktor der Alterung bei Hefe ist die retrograde Antwort, die insbesondere
durch defekte Mitochondrien hervorgerufen wird und die Expression zahlreicher nukleérer
Gene steuert (Kirchman et al., 1999). Schliisselproteine dieses Signalweges sind der Trans-
kriptionsfaktor SCRTG1-ScRTG3 und das diesen aktivierende SCRTG2. Nach Aktivierung
wandert SCRTG1-ScRTG3 vom Cytoplasma in den Zellkern (Sekito et al., 2000) und
induziert zahlreiche Gene, die hauptsichlich fiir Enzyme des Stoffwechsels und Stressproteine
kodieren (Epstein et al., 2001). Unter ihnen sind beispielsweise Gene des Glyoxylatzyklus. In
diesem werden die Kohlenstoffatome der C-Quelle Azetat konserviert. Im Gegensatz dazu
gehen sie im Zitronensdurezyklus als Kohlendioxid verloren. Die nachlassende Aktivitét des
fiir die Bereitstellung von Stoffwechselintermediaten wichtigen Zitronensdurezyklus in
defekten Mitochondrien kann somit 6konomisch kompensiert werden. Je groBer die mito-
chondriale Dysfunktion ist, desto stirker ist auch die retrograde Antwort (Jazwinski, 2000).
Hierdurch wird deutlich, dass dieser Signalweg den Erfordernissen der Zelle effizient
angepasst werden kann. Da alte Hefezellen iiber zahlreiche defekte Mitochondrien verfiigen
(Lai et al., 2002), die durch eine erhohte Produktion von ROS charakterisiert sind (Laun et al.,
2001), ist bei ihnen auch die retrograde Antwort besonders stark ausgepragt (Borghouts et al.,
2004). Es wird spekuliert, dass dadurch S. cerevisiae erst die Mdglichkeit erlangt, eine

artspezifisch normale Lebensspanne zu erreichen (Ubersicht bei: Jazwinski, 2005).

Aufireten der klonalen Seneszenz in Hefemutanten mit eingeschrinkter Segregation der

Mitochondrien

Eine weitere wichtige Beobachtung, die die Rolle der Mitochondrien fiir den Alterungs-
prozess von Hefe beschreibt, ist die so genannte Altersasymmetrie zwischen Mutter- und

Tochterzellen. Die Nachkommen junger Mutterzellen haben hierbei eine ldngere Lebens-
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spanne als diejenigen, die von alten Tochterzellen abgeschniirt werden (Kennedy et al., 1994).
Studien von Hefemutanten, die das Phdnomen der so genannten klonalen Seneszenz zeigen,
verdeutlichen die Rolle der Mitochondrien als cytoplasmatische Seneszenzfaktoren bei der
Altersasymmetrie (Lai et al., 2002). Da bei diesen Mutanten das Alter der Tochter- dem der
Mutterzellen entspricht, werden keine juvenilen Zellen gebildet, wie es normalerweise der
Fall ist. Dies hat zur Folge, dass die Kultur als Ganzes altert. Insbesondere die
Charakterisierung der ScAtp2-Mutante, bei der durch eine Punktmutation das fiir die
B-Untereinheit der ATP-Synthase kodierende ScA#p2-Gen betroffen ist, lieferte wertvolle
Erkenntnisse fiir das Verstdndnis der Grundlagen der klonalen Seneszenz. Mitochondrien der
Mutante zeigten mit der Zeit eine progressive Abnahme des mitochondrialen Membran-
potenzials (AW,,). Dariiber hinaus wurde insbesondere bei juvenilen Zellen ein Verlust der
mitochondrialen Masse beobachtet. SchlieBlich wurden Zellen ohne Mitochondrien
beobachtet (Lai et al., 2002). Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung intakter Mitochon-
drien fiir die Aufrechterhaltung der Altersasymmetrie. Dariiber hinaus ist die Segregation
intakter Mitochondrien auch in alten Wildstamm-Mutterzellen eingeschrankt, da mit

zunehmendem Alter AWy, niedriger wird (Lai et al., 2002).
ROS fiihren zu umfangreichen Reorganisationen der mtDNA

Neben der retrograden Antwort und der Altersasymmetrie zwischen Mutter- und Tochterzelle
spielt oxidativer Stress eine wichtige Rolle bei der Hefealterung (Longo et al., 1996; Longo et
al., 1999; Fabrizio et al., 2004; Heeren et al., 2004). Vor kurzem wurde die Rolle von
ScSOD2, ScNTG1 und ScPIF1 hinsichtlich der mtDNA-Integritit bei erhohtem endogenen
und exogenen oxidativen Stress analysiert (Doudican et al., 2005). ScSOD?2 ist eine mangan-
haltige Superoxiddismutase, die in der mitochondrialen Matrix Superoxid in Wasserstoff-
peroxid umwandelt (Gralla und Kosman, 1992). Das H,O, kann dann z. B. durch die
Glutathionperoxidase abgebaut werden. SCNTG1 ist eine N-Glykosylase, die der Reparatur
oxidativ modifizierter Basen der mtDNA dient (You et al., 1998). Die DNA- Helicase ScPIF1
ist ebenfalls an der mtDNA-Reparatur beteiligt (Lahaye et al., 1993). Hefestimme, in denen
eines der untersuchten Gene deletiert ist (4ScSod2, AScNtgl bzw. AScPifl), zeigen keine
verdnderte Stabilitdit der mtDNA (Doudican et al., 2005). Im Gegensatz dazu ist das
Chondriom in Doppel- und Tripelmutanten (AScPifl AScSod2 bzw. AScNtgl AScPifl
AScSod?2) starken Reorganisationen unterworfen. Dies hat zur Folge, dass A4ScPifl AScSod2-
Staimme {iber mtDNA mit umfangreichen Deletionen (rho’) verfligen, wéhrend die 4ScNtgl

AScPifl AScSod2-Mutanten sehr schnell ihre gesamte mtDNA verlieren (rho”). Die Kolonien
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der Mutanten zeigen ,,petite”“~-Wachstum und kénnen nur auf Medium mit fermentierbaren
Kohlenstoffquellen wie z. B. Glucose wachsen. Diese Befunde lassen eine Beteiligung von
ROS an umfangreichen Reorganisationen und Deletionen der mtDNA in Hefe erkennen.
Moglicherweise treibt diese durch ROS vermittelte Wirkung den Alterungsprozess voran,

obwohl bislang noch keine Daten diesbeziiglich vorliegen.

1.2.2 P. anserina

Im Gegensatz zu den meisten anderen Hyphenpilzen ist die Lebensspanne des filamentdsen
Ascomyzeten P. anserina begrenzt (Rizet, 1953). Bei dem Wildstamm ,,s* treten nach ca. 25
Tagen morphologische Anderungen auf, wie Hyperpigmentation, verringerte Bildung von
Luftmyzel und Verlangsamung des Wachstums. Die Kultur stellt schlieBlich den Wuchs ganz

ein und stirbt von der Peripherie her ab.

Friihe Untersuchungen der mitochondrialen Wirkung auf den Alterungsprozess

Bereits Anfang der 60er Jahre wurde festgestellt, dass der Alterungsprozess von P. anserina
von einem cytoplasmatischen Faktor beeinflusst wird (Marcou, 1961). Fruchtkérper (so
genannte Perithezien), die durch Befruchtung von juvenilem Myzel mit den Spermatien
(minnliche Gameten) eines seneszenten Stammes entstanden sind, enthalten Sporen, die
juveniles Myzel hervorbringen. Im Falle der Befruchtung von dlterem Myzel mit juvenilen
Spermatien wurden Fruchtkdrper mit entweder juvenilen oder seneszenten Nachkommen
erhalten, d. h. innerhalb der in den Perithezien befindlichen Meiosporangien (Asci) kam es
nicht zu einer Aufspaltung nach Mendel. Diese charakteristischen reziproken Unterschiede
deuteten auf die Existenz eines cytoplasmatischen genetischen Faktors, der den Alterungs-
prozess beeinflusst. Hierbei handelt es sich um Mitochondrien, diese werden bei P. anserina

maternal vererbt.

Morphologische Verdnderungen der mitochondrialen Ultrastruktur im seneszenten Stadium

Eine ebenfalls Anfang der 60er Jahre durchgefiihrte transmissionselektronenmikroskopische
Analyse zur Bestimmung zelluldrer Verdnderungen in seneszentem Myzel des Wildstammes
zeigte, dass die mitochondriale Struktur Verdnderungen unterworfen ist (Delay et al., 1963).

Die Einfaltungen der inneren mitochondrialen Membran (Cristae) waren kleiner und weniger
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zahlreich. In einigen Féllen konnten sie nicht mehr nachgewiesen werden. Diese strukturellen
Verianderungen erschwerten in dieser Untersuchung bisweilen die sichere Identifizierung der
Mitochondrien (Delay et al., 1963). Sdugermitochondrien in alten Zellen liefern ein dhnliches
Bild mit altersabhingiger Degeneration wie z. B. dem vollstindigen Verlust der Cristae
(Vanneste und van den Bosch de Aguilar, 1981; van den Bosch de Aguilar und Vanneste,

1981; Beregi et al., 1988; Jendrach et al., 2005).

Reorganisationen der mtDNA

P. anserina dient seit mehr als 20 Jahren als wertvoller Modellorganismus zum Studium
altersabhidngiger Umstrukturierungen des Chondrioms. Die mtDNA der Wildstimme von
P. anserina wird wihrend des Alterns stark reorganisiert, was zu umfangreichen Deletionen
fiihrt (Belcour et al., 1981; Kiick et al., 1981; Osiewacz und Esser, 1984; Albert und Sellem,
2002) (sieche Abb. 1). Dieser Prozess wird durch homologe Rekombination zwischen
Sequenzwiederholungen initiiert. Insbesondere die zirkuldre 2,5 kbp ,,plasmid-like” DNA
(pIDNA bzw. a-senDNA) trdgt durch ihre replikative Transposition zur Bildung repetitiver
Sequenzabschnitte bei (Stahl et al., 1978; Cummings et al., 1979; Osiewacz und Esser, 1984;
Sellem et al., 1993; Borghouts et al., 2000).

Abb. 1: Reorganisationen der mtDNA
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in P. anserina. Nach der Transkription
von PaCoxI wird das Primértranskript
prozessiert. Das erste Intron (pl-Intron) ist
ein transposables Element und kann nach
reverser Transkription in die mtDNA
reintegrieren (,,homing-like* Integration in
PaCoxI bzw. ektopische Integration in
andere Regionen). Homologe Rekom-
bination zwischen den pIDNA-Sequenzen
kann je nach Integrationsart zur Frei-
setzung von pIDNA oder zu umfassenden
Deletionen in der mtDNA fiihren. Dariiber
hinaus kénnen Rekombinationen zwischen
direkten kurzen Sequenzwiederholungen
in der mtDNA ebenfalls an Deletionen
und der Freisetzung weiterer sen-DNAs
(z. B. B-sen DNA) beteiligt sein. Modi-
fiziert nach Borghouts et al., 2000.

Zunichst wird das fiir die erste Untereinheit der Cytochrom-c-Oxidase (COX) kodierende
PaCoxI-Gen transkribiert (sieche Abb. 1). Das erste Intron dieses Gens ist hinsichtlich Grofie
und Sequenz identisch mit der pIDNA und wird daher auch ,,pl-Intron“ oder ,,a-Intron*
bezeichnet. Hierbei handelt es sich um ein transposables Element, das in die mtDNA

reintegrieren kann. Unterschieden wird zwischen ,,homing-like“~-Transposition (hinter das 3’-
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Ende des pl-Introns) und ektopische Transposition (in andere Akzeptorstellen in der mtDNA)
unterschieden. Zwischen diesen duplizierten Sequenzen fithren bei der ,,homing-like*-
Transposition homologe Rekombinationen zur Freisetzung der zirkuldren plDNA, die in
seneszenten Wildstammkulturen in stark amplifizierter Form vorliegt. Homologe Rekom-
bination zwischen pIDNA-Integrationen, die durch ektopische Transposition entstanden sind,
filhren zu umfassenden Deletionen in der mtDNA. Das Auftreten und Wirken der pIDNA
wird jedoch nicht als Ursache fiir die begrenzte Lebensspanne von P. anserina, sondern als
Beschleunigung der Seneszenz angesehen, weil mittlerweile eine Reihe von Mutanten
existieren, die iiber ein stabiles Chondriom verfiigen und trotzdem sterben (z. B. grisea
[Borghouts et al., 1997], mid26 [Begel et al., 1999] und PaCoxI7::ble [Stumpferl et al.,
2004]). Bei P. anserina wurden dariiber hinaus Rekombinationsprozesse zwischen endogenen
kurzen Sequenzwiederholungen beschrieben, die zur Freisetzung von mtDNA-Subzirkeln
fithren (Dujon und Belcour, 1989; Jamet-Vierny et al., 1997). Die hier vorgestellten Reorgani-
sationen der mtDNA kdnnen zum Verlust von essenziellen Genen der Atmungskette fithren,
wie z. B. PaNdl-5 (Komplex I), PaCytb (Komplex III), PaCoxI-III (Komplex IV) bzw.
PaATPase6 | PaATPase8 (Komplex V) (Kiick et al., 1981; Kiick et al., 1985a) und somit den

Alterungsprozess vorantreiben.

Induktion der alternativen Oxidase in langlebigen Mutanten

Die aus verschiedenen Griinden auftretende COX-Defizienz einer Reihe langlebiger P.
anserina-Mutanten fithrt dazu, dass sie als terminale Oxidase der oxidativen Phos-

phorylierung eine so genannte alternative Oxidase (PaAOX) einsetzen.

Alternative Oxidasen konnten aus einer Reihe von Organismen isoliert werden, wie z. B.
Pflanzen (Huq und Palmer, 1978), Pilzen (Lambowitz et al., 1989; Lorin et al., 2001),
Einzellern (Jarmuszkiewicz et al., 1997) und Trypanosomen (Clarkson et al., 1989). Die
eisenhaltigen Enzyme befinden sich in der inneren mitochondrialen Membran und
katalysieren die Oxidation von Ubichinol zu Ubichinon, wobei die Elektronen auf
molekularen Sauerstoff iibertragen werden (Palmer, 1976). Bei exklusiver Atmung iiber die
AOX ist nur Komplex I am Aufbau eines Protonengradienten beteiligt; zwei weitere
Protonentranslokatoren (Komplex III und 1V) werden umgangen (Moore und Siedow,
1991).

Hierzu gehoren beispielsweise die Mutanten grisea (Prillinger und Esser, 1977; Borghouts et
al., 2001), ex1 (Kiick et al., 1985b; Schulte et al., 1988; Frese und Stahl, 1992; Borghouts et
al., 2001), PaCox5::ble (Dufour et al., 2000) und PaCox17::ble (Stumpferl et al., 2004), die

trotz der Induktion der alternativen Atmung unterschiedliche Lebensspannen aufweisen.
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Phidnomen beruht auf physiologischen Unterschieden in den genannten

Mutantenstimmen, die im Folgenden néher beschrieben werden.

Mutante grisea

(13

Diese Mutante hat eine gegeniiber dem Wildstamm ,,s um ca. 60 % verlangerte
mittlere Lebensspanne (Borghouts und Osiewacz, 1998). Weitere phénotypische
Merkmale sind graue Ascosporen (daher der Name grisea), stark reduzierte
Luftmyzelbildung, schwéchere Pigmentierung und stark erniedrigte weibliche
Fertilitdt. Das fiir den Phanotyp der Mutante verantwortliche Gen, Grisea, weist eine
Punktmutation auf, die zu einem Spleildefekt fiihrt (Borghouts et al., 1997). Der
Transkriptionsfaktor GRISEA kann somit in der Mutante nicht gebildet werden. Das
fiir einen hochaffinen Kupfertransporter der Plasmamembran kodierende Gen PaCtr3
ist eines der Zielgene von GRISEA, die in der Mutante nicht exprimiert werden
konnen (Borghouts et al., 2002a). Die daraus resultierende Kupferdefizienz beein-
trachtigt die Aktivitdit kupferabhingiger Enzyme wie der COX. Hauptsdchlich
verwendet grisea als Endoxidase deshalb PaAOX (Borghouts et al., 2001). Die
Bildung von toxischen ROS ist bei einer AOX-abhingigen Atmung in Protoplasten
der langlebigen PaCox5::ble-Mutante (siehe unten) erheblich niedriger (Dufour et al.,
2000), was auch zur Lebensspannenverldngerung in grisea beitragen konnte. Dariiber
hinaus ist die mtDNA stabilisiert und weist nicht die im Wildstamm auftretenden
Deletionen auf (Borghouts et al., 1997). Durch Zugabe von Kupfer zum Anzucht-
medium kann grisea hinsichtlich Fertilitdt, Lebensspanne und mtDNA-Stabilitét
wieder zum Phinotyp des Wildstammes revertiert werden (Marbach et al., 1994;

Borghouts et al., 1997).

Mutante ex1

Die unsterbliche Mutante ex1 ist durch eine gegeniiber dem Wildstamm verringerte
Wuchsrate gekennzeichnet (Kiick et al., 1985b; Schulte et al., 1988). Ein weiteres
Merkmal ist weibliche Sterilitdt. Durch eine umfangreiche Deletion (23 kbp) der
mtDNA fehlt in ex] u. a. das fiir die COX-Aktivitidt notwendige PaCoxI-Gen. Als
Endoxidase dient wie bei grisea PAAOX (Schulte et al., 1988; Frese und Stahl, 1992;
Borghouts et al., 2001). Die Bildung der seneszenzfordernden pIDNA ist durch die

Deletion des pl-Introns nicht mehr mdglich.
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e Mutanten PaCox5::ble und PaCox17::ble

Die langlebige Mutante PaCoxJ5 ::ble ist wie ex] durch eine geringere Wuchsrate und
weibliche Sterilitdt charakterisert (Dufour et al., 2000). Die COX kann hier nicht
assembliert werden, da das fiir die Assemblierung dieses Komplexes notwendige Gen
PaCox5 durch homologe Rekombination mit einer Resistenzkassette ausgetauscht
wurde. Trotz des vorhandenen PaCoxI-Gens wird keine pIDNA amplifiziert. Dies
tragt vermutlich ebenso zur Lebensspannenverldngerung bei wie die verringerte ROS-
Bildung durch die PaAOX-abhingige Atmung (Dufour et al., 2000).

In PaCox17::ble wurde die Assemblierung der COX durch Deletion von PaCox17
unterbunden (Stumpferl et al., 2004). Dieses Gen kodiert fiir ein putatives Chaperon,
das an dem Kupfertransport zur COX beteiligt ist. PaCox17::ble-Stimme zeichnen
sich durch eine verringerte Wuchsrate, weibliche Sterilitit und eine stark verldngerte
Lebensspanne aus. Des weiteren ist auch bei ihnen die mtDNA stabilisiert. Im
Gegensatz zu grisea ist eine Reversion zum Phénotyp des Wildstammes durch exo-

gene Beigabe von Kupfer nicht moglich.

1.2.3 C. elegans

Die Frage, in welchem Ausmall Mitochondrien den Alterungsprozess beeinflussen, wurde
auch in dem Nematoden Caenorhabditis elegans intensiv untersucht. Hierfiir ist insbesondere
die Existenz zahlreicher Mutanten mit verdnderter Lebensspanne von Vorteil, die hinsichtlich

bestimmter Komplexe der Atmungskette defizient sind.

Mitochondriale Dysfunktion kann sowohl positiven als auch negativen FEinfluss auf die

Lebensspanne von C. elegans haben

Mittels RNA-Interferenz (RNAi) konnte die Expression von Genen, die fiir Untereinheiten
der Atmungskette kodieren, post-transkriptionell herunterreguliert werden (Dillin et al.,
2002). RNA1 gegen CeCyc-1 (Untereinheit von Komplex I1I) und CeAtp-3 (Untereinheit der
ATP-Synthase) fiihrte zu einer um 60-80 % verringerten ATP-Menge. Diese war um 40-60 %
im Falle der Herunterregulation von CeNuo-2 (Komplex I) und CeCco-1 (Komplex 1V)
erniedrigt. Die phinotypische Charakterisierung der Mutanten zeigte, dass die Tiere aufgrund
der erniedrigten ZellgroBe kleiner waren. AuBlerdem brauchten sie ldnger, um ihre adulte
GroBle zu erreichen. Physiologische Prozesse wie Nahrungsaufnahme und Bewegung waren

ebenfalls gegeniiber dem Wildtyp erniedrigt. Die RNAi-Tiere zeigten erstaunlicherweise eine
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um bis zu 40 % verldngerte mittlere Lebensspanne. Weiterhin konnte in fritheren Unter-
suchungen gezeigt werden, dass Komplex III-Hemmung mit Antimyzin A ebenfalls zu einer
geringfiigigen aber signifikanten Lebensspannenverlingerung fiihrt (Ubersicht bei: Slater,
1983). Behandlung mit Antimyzin A fiihrt zu einer erhéhten Produktion von ROS durch
Bildung von Superoxidanionen an Komplex III (Ubersicht bei: Raha und Robinson, 2000),
was auch an isolierten C. elegans-Mitochondrien gezeigt werden konnte (Senoo-Matsuda et
al., 2001). Das Paradoxon hierbei ist, dass die experimentell herbeigefiihrte mitochondriale
Dysfunktion und erhéhte ROS-Produktion zu einer Erhéhung der Lebensspanne in C. elegans
filhrt. Als Erkldrung fiir diese Befunde werden hormetische Effekte postuliert, d. h. die
Exposition des Organismus mit geringen Dosen einer toxischen Substanz fiihrt zur Induktion
einer erhohten Stressabwehr (Cypser und Johnson, 2002). Defekte in der Atmungskette fiithren
bei C. elegans jedoch nicht zwangsldufig zur Lebensspannenverldngerung, wie die
Charakterisierung von mev-1, einer Komplex II-Mutante, zeigt (Ishii et al., 1990; Honda et
al., 1993; Ishii et al., 1998; Senoo-Matsuda et al., 2001). Die Elektronen konnen aufgrund der
Mutation nicht mehr von Succinat auf Ubichinon iibertragen werden. Damit verbunden ist
eine um 60 % erhohte ROS-Produktion, weil Sauerstoff als Elektronenakzeptor dient. Die
Schutzmaschinerie gegen ROS wird {iberlastet, sodass zellulire Komponenten stark
geschidigt werden. Die Mutante altert schneller (mittlere Lebensspanne um 24 % verringert)

(Honda et al., 1993).

1.2.4 Sauger

Die Rolle der Mitochondrien im Alterungsprozess der Sduger wird seit mehr als 20 Jahren
intensiv bearbeitet. Bereits 1981 wurden mitochondriale Anderungen in Neuronen von Ratten
wihrend des Alterns beschrieben (Vanneste und van den Bosch de Aguilar, 1981). In letzter
Zeit sind einige Arbeiten veroffentlicht worden, die wichtige Beitrdge zum Verstindnis der

altersassoziierten Verdnderungen der Mitochondrien liefern.

Morphologische Anderungen der Mitochondrien wihrend des Alterns in Siugerzelllinien

Sdugermitochondrien sind wihrend des Alterns struktuellen und morphologischen
Verdnderungen unterworfen. In Myokard- und Skelettmuskelzellen konnte gezeigt werden,
dass die Mitochondrien hinsichtlich ihrer GroBe eine stirkere Varianz in spiten Stadien
aufweisen (Sachs et al., 1977; Beregi et al., 1988). Insbesondere das Auftreten von z. T.

extrem groflen Mitochondrien war auffillig. In Kulturen von humanen Endothelzellen der
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Nabelschnurvene (HUVECs) wurde im alten Stadium mitochondriale Aggregationen um den
Zellkern beobachtet, wobei sich in der Zellperipherie filamentdse Mitochondrien normaler
GroBBe befanden, wie sie auch in jungen Zellen auftreten (Jendrach et al., 2005). Das
Membranpotenzial der ,,alten* Mitochondrien war stark erniedrigt. Dies wurde durch Féarbung
mit dem Farbstoff DASPMI (Dimethylaminostyrylmethylpyridniumiodid) gezeigt, dessen
mitochondriale Aufnahme vom Membranpotenzial abhingig ist (Bereiter-Hahn, 1976). Neben
der mitochondrialen Aggregation im seneszenten Stadium gibt es Hinweise auf eine erhohte
mitochondriale Teilungsaktivitit wadhrend der replikativen Seneszenz in der humanen
Lungenfibroblastenzelllinie MRC-5 (Lee et al., 2000; Lee et al., 2002). Die Erhéhung der
Mitochondrienzahl ist mit verstirkter mtDNA-Synthese verbunden und Kkorreliert mit
verstarktem oxidativen Stress wihrend des Alterns. Moglicherweise dienen die alters-
abhingigen mitochondrialen Verdnderungen in MRC-5-Zellen als Kompensation fiir eine
erniedrigte Aktivitdt der Atmungskette. Durch die erhohte Mitochondrienzahl nimmt die
Bildung von ROS jedoch weiter zu, sodass die Zellen in einen ,,Teufelskreis® geraten und

sterben (Ubersicht bei: Lee und Wei, 2005).

Expression einer modifizierten mtDNA-Polymerase fiihrt in Mdusen zu einer starken

Beschleunigung des Alterungsprozesses und einer friihzeitigen Induktion der Apoptose

Wihrend des Alterns von Nagern (Khaidakov et al., 2003), Affen (Schwarze et al., 1995) und
Menschen (Corral-Debrinski et al., 1992) kommt es zu einer Akkumulation von Punkt-
mutationen und Deletionen innerhalb der mtDNA. Die Bedeutung dieser Modifikationen fiir
den Alterungsprozess wurde kontrovers diskutiert, weil sie nur relativ selten auftreten und
lediglich eine korrelative Verbindung zum Altern bestand (Wallace, 2001). Um dieser
Fragestellung nachzugehen, wurden homozygote Mausmutanten erstellt, die eine mtDNA-
Polymerase (POLGA) ohne Korrekturfahigkeit (,,proof reading®) exprimieren (Trifunovic et
al., 2004). POLGA™"/ POLGA™"'-Miuse zeigen eine stark verringerte mittlere Lebensspanne
von nur ca. 48 Wochen gegeniiber Wildtypmdusen (85 Wochen). Altersabhingige Er-
scheinungen wie Gewichtsverlust, Haarverlust, Kyphose (Krimmung der Wirbelsiule),
Osteoporose und Einschrinkung der Fertilitit treten stark verfritht auf. Die Mutanten
enthielten eine vergleichbare Menge an mtDNA, wobei nur 70 % der Molekiile die
Wildtypldnge aufwiesen. Die Expression von Genen der mtDNA war jedoch davon
unbeeinflusst, wie die Western-Blot-Analyse der Proteine COXI und COXII zeigte. Durch
PCR-Analysen wurde jedoch gezeigt, dass der Anteil an Punktmutationen in den Mutanten

um das drei- bis fiinffache erhoht war. Im Herzgewebe der Mutanten konnte COX-Defizienz
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und eine progressive Verringerung der Atmungskettenaktivitit gezeigt werden. Die Rate der
ATP-Produktion war ebenfalls erniedrigt. Diese Einschrinkungen werden auf die erhdhte
Punktmutationsrate zuriickgefiihrt, die wahrscheinlich auch fiir das friihe Eintreten in die
Seneszenzphase nach nur ca. 25 Wochen verantwortlich ist (Trifunovic et al., 2004). Um den
Alterungsprozess in POLGA-Mutanten von Mus musculus ndher zu charakterisieren, wurden
verschiedene Gewebe auf Apoptosemerkmale hin untersucht (Kujoth et al., 2005).

Die Apoptose (,,programmierter Zelltod*) ist von fundamentaler Bedeutung fiir zahlreiche

Entwicklungsprozesse und dem Aufrechterhalten der Gewebehomdostase, indem durch sie

unnodtige oder fehlregulierte Zellen gezielt eliminiert werden konnen. Fehler in der

Apoptoseregulation kdnnen z. B. sowohl zu neurodegenerativen Erkrankungen als auch zur

Entstehung von Tumorzellen fiihren. Mehrere Signalwege konnen zum Eintreten des

programmierten Zelltods fiihren (Ubersicht bei: Orrenius et al., 2003). Es wird hierbei

zwischen (i) extrinsischem, (ii) intrinsischem, (iii) Caspase-2-abhidngigem und (iv)

Caspase-unabhingigem Weg unterschieden. In allen Fillen kommt es schlieBlich zur

Kondensation des Zellkerns und des Cytoplasmas, wobei die Plasmamembran in

blaschenartige Strukturen (engl. ,blebs™) zerfillt. Die Zelltrimmer werden von
Nachbarzellen oder Macrophagen aufgenommen.

Bereits die Wildtypkontrollen zeigten eine Zunahme apoptotischer Merkmale wie
proteolytische Aktivierung der Effektorprotease Caspase-3 und Fragmentation der nukledren
DNA in verschieden Geweben mit steigendem Alter. In den Mutanten kam es dariiber hinaus
wesentlich schneller zur Apoptoseinduktion. Diese Resultate belegen, dass der Verlust von
lebensnotwendigen Zellen durch Apoptose ein Charakteristikum des Alterns bei Sdugern ist
(Kujoth et al., 2005). Welche Faktoren letztendlich den programmierten Zelltod wéihrend des

Alterns ausldsen, ist jedoch noch nicht bekannt.

1.3 Bedeutung und Regulation der mitochondrialen Dynamik

Mitochondrien sind dynamische Organellen, die miteinander fusionieren und sich teilen
konnen (Ubersicht bei: Bereiter-Hahn und V6th, 1994). In der Bickerhefe S. cerevisiae z. B.
treten Fusions- und Teilungsereignisse im mitochondrialen Netzwerk der Wildtypzellen
ungefdhr alle zwei Minuten auf (Nunnari et al., 1997). Wenn Mitochondrienteilung und
-fusion ausgeglichen sind, bleibt die Morphologie dieser Organellen weitgehend konstant
(Nunnari et al., 1997; Sesaki und Jensen, 1999). Wenn dieses Gleichgewicht jedoch auf eine
Seite verlagert wird, treten morphologische Verdnderungen auf, die sowohl fiir die Anpassung
an unterschiedliche Umweltbedingungen (z. B. Nahrungsmittelangebot) als auch wihrend
entwicklungsbiologischer Prozesse eine entscheidende Rolle spielen (siehe Kap. 1.3.1 und

1.3.3).

11



1. Einleitung

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Komponenten der mitochondrialen Teilungs- und
Fusionsmaschinerie identifiziert. Diese werden von Vertretern zahlreicher Genfamilien
kodiert, sind also eine heterogene Gruppe. Die entsprechenden Faktoren aus S. cerevisiae,
C. elegans und Sdugern werden in Kap. 1.3.2 vorgestellt. Kap. 1.3.3 beschreibt die Rolle

dieser Komponenten in der Apoptoseregulation der genannten Modellorganismen.

1.3.1 Mitochondriale Fusion und Teilung

Mitochondriale Fusion

Die mitochondriale Fusion spielt eine wichtige Rolle bei zahlreichen entwicklungs-
biologischen Vorgédngen und wird dariiber hinaus als Mdglichkeit der Adaption an Umwelt-

bedingungen angesehen.

Durch mitochondriale Fusion entstandene Mitochondriennetzwerke in S. cerevisiae wurden
bereits 1973 durch Serien von Ultradiinnschnitten und Analyse im Transmissions-
elektronenmikroskop identifiziert (Hoffmann und Avers, 1973). Diese sind besonders stark
bei Wachstum auf nicht fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Glyzerin ausgeprigt
(Stevens, 1977; Egner et al., 2002). Auch wihrend zahlreicher Entwicklungsprozesse wie
der Paarung haploider Hefezellen, der Meiose und der Sporulation diploider Stimme
kommt es zu mitochondrialen Fusionen (Miyakawa et al., 1994; Nunnari et al., 1997).
Wihrend der Spermatogenese zahlreicher Insekten, wie z. B. der Fruchtfliege Drosophila
melanogaster, kommt es zur Bildung von ,,Riesenmitochondrien, die das flagellenartige
Axonema umgeben (Tates, 1971; Fuller, 1993). Ahnliche Anderungen der mitochondrialen
Morphologie wihrend der Spermatogenese sind auch bei Pflanzen (Renzaglia und Duckett,
1989), Nematoden (Kruger, 1991) und Mollusken (Hodgson und Bernard, 1986)
beschrieben worden.

Durch Fusion resultierende mitochondriale Netzwerke erlauben theoretisch eine effiziente und
koordinierte = ATP-Produktion durch laterale Transmission des Membranpotenzials
(Skulachev, 2001). Sowohl der Intermembranraum als auch die mitochondriale Matrix sind
gute Leiter, die von der inneren Mitochondrienmembran mit hohem elektrischen Widerstand
getrennt werden. Auf diese Weise konnte auch in sauerstoff- bzw. ndhrstoffarmen Regionen
der Zelle eine effiziente ATP-Produktion gewéhrleistet werden. Mitochondriale Netzwerke
wiirden demnach intrazelluldre ,,Protonenkabel darstellen. Ein experimenteller Hinweis, der
die Hypothese unterstiitzt, ist die sofortige Depolarisation des gesamten mitochondrialen
Retikulums, wenn eine kleine lokale Region dieses Netzwerks durch Laserbestrahlung
beschidigt wird (Skulachev, 2001). Uber die Verteilung des Membranpotenzials hinaus
konnte auch der Transport von Sauerstoff und Fettsduren durch die Netzwerke wesentlich
effizienter sein (Skulachev, 1990). In der Tat wurde gezeigt, dass in Zellen pH-, Sauerstoff-
und ATP-Gradienten vorkommen und Mitochondrien in verschiedenen Bereichen der Zelle
unterschiedliche Membranpotenziale aufweisen kénnen (Ubersicht bei: Bereiter-Hahn und

Voth, 1994).

12



1. Einleitung

Eine weitere wichtige Aufgabe mitochondrialer Netzwerke liegt in der effizienten Pufferung
von Calciumionen, die vom endoplasmatischen Retikulum freigesetzt werden (Frieden et al.,

2004).

Calciumionen (Ca®") sind in der Zelle an der Signaliibertragung bei vielen wichtigen
Prozessen beteiligt. Hierzu gehdren z. B. Zelldifferenzierung, Transportvorginge,
Zellmotilitdt, Genexpression, Transduktion von Stresssignalen, Stoffwechsel, Zellzyklus,
Pathogenitdt und Apoptose (Mekalanos, 1992; Clapham, 1995; Pettersson et al., 1996;
Sanders et al., 1999; Szalai et al., 1999; Pinton et al., 2001; Whitaker und Larman, 2001;
Tkura et al., 2002). Normalerweise ist die Ca*’-Konzentration im Cytoplasma sehr niedrig
(107 M) (Campbell, 1983). Nach Freisetzung der Ca**-Ionen aus zelluliren Speichern (z. B.
dem endoplasmatisches Retikulum) bzw. Einstrom von Ca®" aus dem extrazelluliren Raum
durch Calciumkanile steigt die intrazellulire Konzentration kurzzeitig sehr stark an.
Mitochondrien kénnen Ca?" durch einen Calcium-Uniporter aufnehmen und speichern
(Kirichok et al., 2004). Hierfiir ist eine rdumliche Ndhe der Mitochondrien mit dem
endoplasmatischen Retikulum bzw. mit Stellen des Ca*'-Einstroms in der Plasmamembran
entscheidend (Rizzuto et al., 1998; Csordas et al., 1999). Ca’" fordert die Bildung von
NADH durch Stimulation Ca**-abhingiger Dehydrogenasen und fiihrt zu einer Steigerung
der mitochondrialen ATP-Synthese (McCormack et al., 1990). Dariiber hinaus werden
weitere Ca*'-sensitive Proteine aktiviert, wie z. B. Calmodulin (CaM). Nach Bindung von
Ca’"-Ionen kann CaM andere Proteine durch Anlagerung aktivieren (Ubersicht bei:
Kortvely und Gulya, 2004). Ein identifizierter Interaktionspartner von CaM ist das Myosin
NINAC, dass beim Sehvorgang von Fliegen eine wichtige Rolle spielt (Porter, 1995).
Verlust der CaM-Bindedoménen in NINAC fithrt zu einem abnormalen elektro-
physiologischen Verhalten der Retina.

Dies wurde experimentell in Sdugerzellen gezeigt, in denen Mitochondrienfragmentierung
durch Uberexpression des fiir die Teilung dienenden hFisI-Gens (siehe 1.3.2) induziert
wurde. Die mitochondriale Calciumaufnahme wurde stark verlangsamt und fand nur noch
vereinzelt statt (Frieden et al., 2004). Dariiber hinaus ist die Ca®’-vermittelte Apoptose-
induktion in HeLa-Zellen mit fragmentierten Mitochondrien durch Uberexpression von Drpl
(siehe 1.3.2) ebenfalls herabgesetzt (Szabadkai et al., 2004) (siehe Kap. 1.3.3).

Mitochondriale Fusion ermdglicht nach Zellfusion die Komplementation in atmungs-
defizienten Stimmen von S. cerevisiae, die bestimmte mitochondriale Mutationen enthalten
(Clark-Walker und Miklos, 1975). Die Defekte der mtDNA des einen Stammes kdnnen durch
die intakten Gene des anderen Stammes ausgeglichen werden und umgekehrt. Auf diese
Weise entstehen funktionsfahige Mitochondrien. Dieser Prozess konnte auch in menschlichen
Zellkulturen nachgewiesen werden (Ono et al., 2001). Hierfiir wurden atmungsdefiziente
Zellen fusioniert, die unterschiedliche tRNA-Mutationen aufwiesen. Die isolierten
Hybridzellen waren respirationskompetent und zeigten eine normale enzymatische
Ausstattung der Atmungskette. Dieser Befund belegt die erfolgreiche Komplementation in
den Hybridzellen durch mitochondriale Fusion. Dariiber hinaus zeigten Miuse, die sowohl
intakte als auch partiell deletierte mtDNAs enthielten, in verschieden Geweben vergleichbare
Atmungsraten, obwohl die Verhéltnisse zwischen den beiden mtDNA-Spezies stark variierten

(Nakada et al., 2001). Durch diese und andere Arbeiten wurde der Befund, dass die mitochon-
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driale Fusion vor schiadlichen mtDNA-Mutationen schiitzen kann, erhirtet. Inzwischen konnte
die Diffusion von mtDNA in fusionierten Mitochondrien auch mikroskopisch bestitigt wer-

den (Legros et al., 2004).

Mitochondriale Teilung

Die Teilung von Mitochondrien wird bei der Zellteilung als notwendig angesehen, damit die
Organellen effizient auf die Tochterzellen verteilt werden konnen (Ubersicht bei: Bossy-
Wetzel et al.,, 2003). Dariiber hinaus kann die mitochondriale Teilung auch durch Um-
gebungsbedingungen induziert werden. Mitochondrienteilung fiihrt z. B. in S. cerevisiae bei
niedrigen Glucosekonzentrationen im Medium zur Fragmentierung des mitochondrialen
Netzwerks (Stevens, 1981; Visser et al., 1995). Bickerhefe zeigt dariiber hinaus ent-
wicklungsabhingig regulierte Mitochondrienfragmentierung. In der Présporulationsphase
kommt es zu starker Teilungsaktivitit, bevor die Mitochondrien in der Sporulationsphase
wieder miteinander fusionieren (Gorsich und Shaw, 2004). In den Ascosporen tritt im spéten
Tetradenstadium wieder mitochondriale Fragmentierung auf.

Starke Mitochondrienteilung wird bei einigen neurodegenerativen Krankheiten beobachtet.
Mutationen in Opal, das fiir einen mitochondrialen Fusionsfaktor kodiert (siehe Kap. 1. 3. 2),
konnen zur autosomalen dominanten optischen Atrophie (ADOA) fithren (Alexander et al.,
2000; Delettre et al., 2000). Die mitochondriale Teilungsrate in Ganglionzellen der Retina ist
sehr hoch, was moglicherweise zum Absterben der Zellen und zu einem progressiven Verlust
des Sehvermogens bei Kindern flihrt. Es wird spekuliert, dass durch das Fehlen von
mitochondrialen Netzwerken die elektrophysiologische Aktivitit der retinalen Zellen
beeintrichtigt ist (Ubersicht bei: Bossy-Wetzel et al., 2003).

Die altersabhidngige Mitochondrienfragmentierung in humanen Lungenfibroblasten in Kultur
wurde bereits beschrieben (sieche Kap. 1.2.4). Dariiber hinaus kommt es insbesondere wihrend
apoptotischer Prozesse zu einer starken Fragmentierung tubuldrer Mitochondrien und
mitochondrialer Netzwerke (Ubersicht bei Desagher und Martinou, 2000). Interessanterweise
vermag eine Verdnderung der Expression von Komponenten der mitochondrialen Fusions-
und Teilungsmaschinerie die apoptotische Antwort auf diverse Apoptoseinduktoren
nachhaltig zu verdndern. Diese Befunde werden in Kap. 1.3.3 vorgestellt, nachdem in Kap.
1.3.2 eine Ubersicht an Faktoren der mitochondrialen Dynamik in verschiedenen

Modellsystemen gegeben wurde.
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1.3.2 Komponenten der mitochondrialen Teilungs- und Fusionsmaschinerie

Faktoren der mitochondrialen Fusion

Hinsichtlich des Ablaufs der mitochondrialen Fusion wurden insbesondere in S. cerevisiae
wichtige Erkenntnisse gewonnen. Es handelt sich um einen Prozess, der in mehreren Schritten
ablduft. Nach der Verankerung der Fusionspartner kommt es erst zur Fusion der dufleren und
dann der inneren mitochondrialen Membran (Meeusen et al., 2004). Die Verschmelzung der
duBeren Membranen bendtigt eine niedrige GTP-Konzentration, wéhrend die Fusion der
inneren Membranen von der Hydrolyse groler GTP-Mengen und dem Membranpotenzial
abhingig ist (Meeusen et al., 2004). Die Regulation durch GTP beruht auf die Bedeutung der
GTPasen ScFZO1 und ScMGM1 wihrend der mitochondrialen Fusion (siche Abb. 2).

SEMIGM] Abb. 2: Schematische Darstellung der Inter-
aktion zwischen Komponenten der mito-
chondrialen Fusionsmaschinerie bei S. cere-
visiae. Zu fusionierende Mitochondrien werden
durch Dimerisierung der GTPase ScFZO1 mit-
einander verankert. In Kooperation mit der
GTPase ScMGMI1 und ScUGOI1 vermittelt
ScFZO1 die Vereinigung der mitochondrialen
Membranen. Wahrend die Fusion der duBleren
mitochondrialen Membranen (AMM) bei nie-
drigen GTP-Konzentrationen ablduft, sind fiir
die Fusion der inneren mitochondrialen Mem-

ok \ branen (IMM) hoéhere GTP-Mengen und das
Membranpotenzial von Bedeutung (Meeusen et
al., 2004). Modifiziert nach Pfanner et al., 2004.
IMM
ScMGM1 \

ScFZO1 gehort zur Familie der groBen Dynamin-verwandten GTPasen und besitzt in der
Nidhe des C-Terminus zwei Transmembrandoménen, mit denen sie in der &ulleren
mitochondrialen Membran verankert ist (Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998). Die der
inneren Membran zugewandte Schleife zwischen den Transmembrandoménen ist
wahrscheinlich fiir die koordinierte Teilung der beiden Membranen notwendig (Fritz et al.,
2001). Die GTPase-Doméine und ein kleiner Bereich des C-Terminus von ScFZO1 ragen in
das Cytoplasma. Deletion von ScFzol fiihrt in Hefe zu einer starken mitochondrialen
Fragmentierung, weil das Gleichgewicht auf die Seite der Mitochondrienteilung verlagert
wird (Hermann et al., 1998). Dariiber hinaus weisen AScFzol-Stimme Verlust der mtDNA

auf (Rapaport et al., 1998). Durch zusétzliche Deletion des mitochondrialen Teilungsfaktors
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ScDnml in AScFzol-Mutanten wird die Balance zwischen Teilung und Fusion wieder-
hergestellt und die Mitochondrienmorpholgie normalisiert (Bleazard et al., 1999; Sesaki und
Jensen, 1999). Dariiber hinaus ist die wihrend der Paarung haploider Hefezellen beobachtete
Mitochondrienfusion ebenfalls in den Deletionsstimmen gehemmt (Hermann et al., 1998). Zu

ScFZO1 homologe Proteine wurden in Fliegen und Séugern beschrieben.

Bei dem homologen Protein von ScFZO1 aus Drosophila melanogaster handelt es sich um den
ersten identifizierten molekularen Faktor, der fiir Mitochondrienfusionen notwendig ist (Hales
und Fuller, 1997). DmFZO1 bindet wéhrend der Spermatogenese an Spermatidmitochondrien
und trigt zur Bildung von ,,Riesenmitochondrien® bei, die das flagellenartige Axonema umgeben
(Tates, 1971; Fuller, 1993). DmFzol-Mutantenminnchen sind steril und zeigen eine abnormale
mitochondriale Morphologie wahrend der Spermatogenese. Die Form der Spermatid-
mitochondrien erinnert im Querschnitt an Zwiebelschalen, woher die Bezeichnung ,,Fzo* (,,fuzzy
onions*) abgeleitet wurde (Hales und Fuller, 1997).

Sauger besitzen zwei ScFZO1-Homologe; bei Sdugern wurden die Mitofusine 1 und 2 (MFNI1
und MFN2) beschrieben (Santel und Fuller, 2001), die von manchen Autoren als FZO1A/
FZO1B bezeichnet werden (z. B. von Sugioka et al., 2004). Beide Isoformen zeigen distinkte
Expressionsmuster in unterschiedlichen Geweben von Ratten (Eura et al., 2003). Mfnl wird in
Herz- und Hodengewebe stark exprimiert, wobei im Gehirn mehr MFN2 gebildet wird. In
anderen untersuchten Geweben wie z. B. von Leber, Niere, Lunge und Magen sind die
Mengen von Mfinl und Mfn2 vergleichbar. Uberexpression von Mfnl fiihrt zu einer
Verstiarkung der mitochondrialen Vernetzung (Legros et al., 2002; Eura et al., 2003; Santel et
al., 2003), wobei es bei Mfn2-Uberexpression sowohl zur Bildung perinukledrer mito-
chondrialer Aggregate (Eura et al., 2003) als auch zu einer abnormal starken Vernetzung von
Mitochondrien kommt (Santel und Fuller, 2001; Rojo et al., 2002). Deletion der Mito-
fusingene fiihrt in Méiusen zu embryonaler Letalitit (Chen et al., 2003), weil die
mitochondriale Fusion unterbleibt (Eura et al., 2003).

Wihrend ScFZO1 und Homologe in der duleren Mitochondrienmembran lokalisiert sind,
befindet sich das zur Familie der groen Dynamin-verwandten GTPasen zdhlende Protein
ScMGM1 (MGM: ,,mitochondrial genome maintenance) im Intermembranraum und ist mit
der inneren Membran assoziiert (Wong et al., 2000; Olichon et al., 2002) (siche Abb. 2).
Deletion von ScMgml fihrt zu Mitochondrienfragmentierung mit mtDNA-Verlust; dariiber
hinaus kommt es nicht zur Mitochondrienfusion wéhrend der Paarung haploider Hefezellen
(Sesaki et al., 2003a; Wong et al., 2003). Experimentelle Befunde deuten auf die Féhigkeit zur
Homooligomerisierung von ScCMGM1 hin (Shepard und Yaffe, 1999; Wong et al., 2003).
Dieser Assemblierungsprozess ist fiir die Funktionalitdt des Proteins entscheidend. Zahlreiche

Befunde deuten darauf hin, dass ScMGMI1 durch die membranstindige Serinprotease
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ScRBD1 (Synonyme Bezeichnungen in der Literatur: ScPCP1, ScUGOQO2) proteolytisch
reguliert wird, wobei das Verhéltnis zwischen der grolen membrangebundenen und der
kleineren (d.h. geschnittenen) diffusiblen Isoform von Bedeutung fiir die mitochondriale
Fusion zu sein scheint (Herlan et al., 2003; McQuibban et al., 2003; Sesaki et al., 2003b).
Ohne diese Protease der inneren Mitochondrienmembran kommt es zur Ausbildung eines
Phénotyps, der weitgehend dem der ScMgm I-Deletionsmutanten entspricht.

Das ScMGM1-Homolog in Sdugern, OPA1, wurde intensiv untersucht, weil Mutationen in
dem kodierenden Gen schwerwiegende pathologische Konsequenzen haben (siche Kap.
1.3.1). Erniedrigung der Menge dieses Fusionsfaktors durch siRNA fiihrt zu starker mito-
chondrialer Fragmentierung (Delettre et al., 2000; Griparic et al., 2004). Die Uberexpression
von Opal fiihrt ebenfalls zur Fragmentierung der Mitochondrien, was moglicherweise auf ein
gestortes Verhéltnis zwischen kurzer und langer Isoform zuriickzufiihren ist (Misaka et al.,
2002; Griparic et al., 2004). Bisher wurde jedoch noch nicht experimentell gezeigt, ob OPAI
dhnlich wie SCMGM1 proteolytisch reguliert wird. Da OPA1 iiber eine putative Erkennungs-
sequenz fiir die proteolytische Prozessierung verfiigt, ist eine Regulation der Aktivitit des
Sdugerproteins wie in Hefe durchaus mdglich (Ubersicht bei: Bossy-Wetzel, 2003).

Neben den beiden Proteinen ScFZOl und ScMGMI1 aus der Familie der Dynamin-
verwandten GTPasen wurde in Hefe ein weiterer Faktor identifiziert, der fiir die
mitochondriale Fusion essenziell ist, SCUGO1 (Sesaki und Jensen, 2001). ScCUGOI ist in der
dulleren mitochondrialen Membran lokalisiert, wobei der N-Terminus in das Cytoplasma ragt.
Der C-Terminus befindet sich im Intermembranraum. ScUGO1 geht mit ScFZO1 und
ScMGM1 einen terndren Komplex ein, der die innere und &uBlere Mitochondrienmembran
miteinander verbindet (Sesaki und Jensen, 2004) (siche Abb. 2). Zu fusionierende Mito-
chondrien befinden sich in rdumlicher Ndhe und kdnnen durch Dimerisierung der ScFZO1-
Untereinheiten des ,,Fusionskomplexes* miteinander verbunden werden, was eine wichtige
Voraussetzung fiir den Fusionsprozess ist (Meeusen et al., 2004) (siche Abb. 2). Bisher ist
noch unbekannt, wie die eigentliche Vereinigung der Mitochondrien, bei der insgesamt vier

Membranen koordiniert miteinander fusionieren miissen, vollzogen wird.
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Faktoren der mitochondrialen Teilung

Die mitochondriale Teilung wird, wie die Fusion, von Proteinkomplexen koordiniert. In
S. cerevisiae wurden die Faktoren ScCDNMI1, ScMDV1 (Synonyme Bezeichnungen in der
Literatur: ScFIS2, ScGAG3 und ScNET2) und ScFIS1 (Synonyme Bezeichnung in der
Literatur: ScMDV?2) identifiziert, die miteinander interagieren (Tieu et al., 2002; Cerveny und
Jensen, 2003) (siche Abb. 3). Wie die Fusionskomponenten ScFZO1 und ScMGMI ist
ScDNMI ein Vertreter der Familie der groen Dynamin-verwandten GTPasen (Gammie et
al., 1995). ScDNM1 verfiigt tiber folgende Doménen: N-terminale Dyn-N-Domédne (GTPase-
Aktivitdt), mittlere Doméine (Dyn-M) und GTPase-Effektordoméne (Regulation der GTPase-
Aktivitit) (Ubersicht bei: Praefcke und McMahon, 2004). Die drei genannten Doménen sind
vermutlich auch an der ScCDNM1-Homooligomerisierung beteiligt, die bei dem ScDNMI-
Homolog der Sduger (DRP1) in vitro zur Bildung von ring- und spiralenartigen Strukturen
fiihrt (Smirnova et al., 1998; Shin et al., 1999; Fukushima et al., 2001; Smirnova et al., 2001).
Experimente zur subzelluliren Lokalisation von ScDNMI1 zeigen, dass das Protein im
Cytoplasma vorliegt und nach Aktivierung durch ein (bisher nicht bekanntes) Signal an die
Mitochondrienmembran bindet und dort mit ScMDV1 und ScFIS1 komplexiert (Otsuga et al.,
1998; Bleazard et al., 1999). Shaw und Nunnari (2002) stellten ein Modell vor, nachdem die
GTP-gebundene Form von ScDNMI1 oligomerisiert und einen Ring um das zu teilende
Mitochondrium bildet (siehe Abb. 3). Kontraktion dieses Ringes fiihrt zur Einschniirung und
Umstrukturierung der beiden mitochondrialen Membranen. Durch Hydrolyse des von
ScDNMI1 gebundenen GTP kommt es schlieBlich zur Disassemblierung des ScDNMI-
ScMDV1-ScFIS1-Komplexes und der Trennung der Mitochondrien. Wodurch geeignete
Teilungsstellen auf dem Mitochondrium bestimmt werden und welche Konformation der
hypothetische Teilungsring in vivo hat, ist jedoch noch nicht geklart.

Die Frage, ob ScCDNM1 (bzw. die jeweiligen homologen Proteine in anderen Systemen) selbst
als Mechanoenzym wirkt und direkt an der Membrankonstriktion beteiligt ist oder ob es dafiir

zusitzliche, bisher nicht identifizierte Komponenten rekrutiert, ist ebenfalls noch ungeldst.
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Abb. 3: Vereinfachtes Modell der mitochondrialen Teilung in S. cerevisiae. Die GTP-gebundene Form von
ScDNMI1 (gelber Kreis) bindet an ScFIS1 (griines Rechteck) in der dufleren mitochondrialen Membran.
ScMDV1 (violette Ellipse) assoziiert mit dem ScDNMI-ScFIS1-Komplex und ist ebenfalls fiir die
mitochondriale Teilung in Hefe wichtig. ScMDV1-Homologe wurden in héheren Eukaryoten bisher jedoch nicht
beschrieben. Die ScCDNM1-ScFIS1-ScMDV1-Komplexe (orangefarbene Kreise) oligomerisieren mit Hilfe der
Bindedoménen von ScDNMI, sodass es zur Ausbildung eines Ringes um das zu teilende Mitochondrium
kommt. Nach der Konstriktion der beiden mitochondrialen Membranen kommt es zur Hydrolyse des gebun-
denen GTPs. Die ScDNMI1-ScFIS1-ScMDV1-Komplexe dissoziieren, bevor die Teilung der Mitochondrien
abgeschlossen ist. Modifiziert nach Shaw und Nunnari, 2002.

Uberexpression des ScDnmI-homologen Gens von C. elegans, CeDrp-1, fithrt zu starker
mitochondrialer Fragmentierung (Labrousse et al., 1999). In Hefe wird dagegen lediglich eine
geringe Zunahme an Zellen mit fragmentierten Mitochondrien beobachtet, wenn ScDnm
iiberexprimiert wird (Fukushima et al., 2001). In Siugerzellen kommt es nur im Fall einer
starken Uberexpression des ScDnmI-homologen Gens Drpl (Synonym: DipI), zu mitochon-
drialer Fragmentierung (Smirnova et al., 1998; Szabadkai et al., 2004).

Hefemutanten, in denen ScDnml deletiert ist, zeigen aggregierte und stark vernetzte
Mitochondrien, die auf eine erhohte Fusionsaktivitit dieser Organellen aufgrund des
fehlenden Teilungsfaktors SCDNMI1 zuriickgefiihrt wird (Otsuga et al., 1998; Bleazard et al.,
1999). Die Balance zwischen mitochondrialer Fusion und Teilung wird wieder ausgeglichen,
wenn das flir die Fusion verantwortliche Gen ScFzol (siehe oben) ebenfalls deletiert wird
(Bleazard et al., 1999; Sesaki und Jensen, 1999). Dies bestitigt die Existenz eines
dynamischen Gleichgewichts zwischen der Teilung und der Fusion der Mitochondrien. In
anderen Systemen wie Arabidopsis thaliana (Arimura und Tsutsumi, 2002; Jin et al., 2003),
dem Nematoden C. elegans (Labrousse et al., 1999) und Saugerzellen (Smirnova et al., 2001)
fiihrt fehlende Aktivitit des ScDNMI1-homologen Proteins ebenfalls zu einer verstirkten
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mitochondrialen Fusion und somit zu einer verdnderten Morphologie der Mitochondrien. Auf
organismischer Ebene zeigen die Mutanten unterschiedliche Effekte. Wahrend die Herunter-
regulation der CeDrp-1-Expression durch siRNA in einem frithen Entwicklungsstadium von
C. elegans letal ist (Labrousse et al., 1999) (siehe Kap. 1.3.3), sind ScDnmI-Deletionsstimme
lebensfdhig, neigen aber insbesondere bei der Anzucht auf nicht fermentierbaren
Kohlenstoffquellen zu mtDNA-Verlust (Hanekamp et al., 2002). Der Grund hierfiir ist noch
nicht bekannt. AuBlerdem ist bei diploiden AScDnmI/AScDnml- Stimmen die Segregation
der Mitochondrien wihrend der Ascosporengenese eingeschriankt, sodass viele Nachkommen
(27 %) nicht lebensfahig sind (Gorsich und Shaw, 2004). Weiterhin bilden ca. 13 % der
gekeimten Sporen aufgrund der eingeschrinkten Transmission von mtDNA-Nucleoiden
»petite“-Kolonien aus, die nur bei Anzucht auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen
lebensfihig sind. Ahnliche Einschrinkungen werden bei der Inaktivierung von ScFIS1 und
ScMDV1 beobachtet (Gorsich und Shaw, 2004). In Mutanten anderer Systeme (z. B. A.
thaliana und Saugerzelllinien), bei denen die Aktivitit des ScDNMI-homologen Proteins
verringert bzw. ausgeschaltet worden ist, wurde bisher nicht eingehend untersucht, ob sich die
verdnderte Mitochondrienmorphologie auf Parameter wie z. B. Wuchsrate, Fertilitdt und
Lebensspanne auswirkt.

Interaktionspartner von SCDNMI1 sind, wie bereits erwéhnt, SCFIS1 und ScMDV1 (Tieu und
Nunnari, 2000; Tieu et al., 2002; Cerveny und Jensen, 2003). Bei ScFIS1 handelt es sich um
ein relativ kleines Transmembranprotein der duleren Mitochondrienmembran (Mozdy et al.,
2000). Der GroBteil des Proteins ragt in das Cytoplasma, wobei drei Tetratrico-
peptidwiederholungen vermutlich an der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen be-
teiligt sind.

Tetratricopeptidwiederholungen sind Strukturmotive mit einer Linge von ca. 34 Amino-
siuren, die in zwei zusammengelagerten a-Helices angeordnet sind. Sie treten z. B. in

leichten Kinesinketten, sekretorischen SNAP-Proteinen, schweren Clathrinketten und
bakteriellen Aspartylphosphat-Dehydrogenasen auf (Ubersicht bei: Andrade et al., 2001).

ScFIS1 ist diffus iiber die Oberfliche des Mitochondriums verteilt (Mozdy et al., 2000). Die
mitochondriale Morphologie von AScFis/-Mutanten erinnert mit dem Auftreten von
aggregierten und stark vernetzten Mitochondrien an AScDnmI-Stimme (Mozdy et al., 2000;
Tieu und Nunnari, 2000). In Siugern ist ein Homolog von ScFIS1 beschrieben worden,
HFIS1 (James et al., 2003; Yoon et al., 2003). Uberexpression von hFisl fiihrt zu mito-
chondrialer Fragmentierung (allerdings nur, wenn DRPI1 anwesend ist), wihrend Ernie-

drigung der HFIS1-Menge (z. B. durch RNAi) zu einer erhohten mitochondrialen
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Interkonnektividt und zur Ausbildung von stark elongierten Mitochondrien fiihrt (James et al.,
2003; Yoon et al., 2003; Stojanovski et al., 2004).

Im Gegensatz zu ScFIS1 wurden ScMDV1-Homologe bisher nicht in den Genomen
mehrzelliger Eukaryoten gefunden (Ubersicht bei: Shaw und Nunnari, 2002). AScMdvI-
Stimme zeigen ebenfalls eine starke mitochondriale Aggregation (Fekkes et al., 2000;
Cerveny et al., 2001). ScMDV1 enthélt zahlreiche Doménen, mit denen das Protein mit
anderen Komponenten interagieren konnte: Neben einer N-terminalen Extension sind eine
,»coiled coil“- Doméne und sieben WD40-Wiederholungen beschrieben worden (Fekkes et al.,
2000; Tieu und Nunnari, 2000; Cerveny et al., 2001). ScMDV1 ist peripher mit der
cytoplasmatischen Seite der duleren Mitochondrienmembran assoziiert (Fekkes et al., 2000;
Tieu und Nunnari, 2000; Cerveny et al., 2001). Moglicherweise bindet ScMDV1 an
ScDNMI, nachdem dieses an ScFIS1 gebunden hat und initiiert anschlieBend die
mitochondrialen Teilung (Tieu et al., 2002).

Die bisher in diesem Kapitel beschriebenen Faktoren der mitochondrialen Teilung beziehen
sich ihrer Wirkung nach auf die duflere mitochondriale Membran. Die Teilung der inneren
mitochondrialen Membran wird wahrscheinlich von einer anderen Maschinerie durchgefiihrt.
Der folgende Befund legt dies nahe: Sowohl in C. elegans als auch in Hefe findet die Teilung
der inneren mitochondrialen Membran weiter statt, wenn CeDRP-1 bzw. ScFIS1 inaktiviert
werden (Labrousse et al., 1999; Jakobs et al., 2003). Eine putative Komponente zur Teilung
der inneren Membran ist das Hefeprotein ScMDM33 (Messerschmitt et al., 2003). Fehlen
dieses Faktors fiihrt u. a. zu einer ringférmigen Mitochondrienmorphologie. Ob die Aktivitét
von ScMDM33 mit den Proteinkomplexen zur Teilung der dueren Mitochondrienmembran
koordiniert wird und ob es zu Interaktionen zwischen den Komponenten kommt, ist bisher

noch nicht bekannt.

1.3.3 Bedeutung der mitochondrialen Dynamik fiir apoptotische Prozesse

Mitochondrien spielen eine entscheidende Rolle in den meisten Formen der Apoptose
(Ubersicht bei: Orrenius et al., 2003). Neben mitochondrialer Fragmentierung und Verlust des
Membranpotenzials setzen Mitochondrien diverse Faktoren frei, die den Ablauf der Apoptose
vorantreiben. Hierzu gehoren u. a. Cytochrom-c, Smac/DIABLO und AIF (Apoptoseindu-
zierender Faktor) (Ubersicht bei: Wang, 2001). Die Beteiligung der mitochondrialen Fusions-
und Teilungsmaschinerie (Kap. 1.3.2) an struktuellen Anderungen wihrend der Apoptose
wurde bisher in Siugerzellen (Frank et al., 2001; Karbowski et al., 2002; Lee et al., 2004;
Sugioka et al., 2004), S. cerevisiae (Fannjiang et al., 2004) und C. elegans (Jagasia et al.,
2005) untersucht.
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Mitochondriale Dynamik und Apoptose in Sdugerzelllinien

Die Bedeutung des ScDNMI-homologen Sédugerproteins DRP1 fiir die durch Chemikalien
induzierte Apoptose wurde in COS-7-Zellen (Nierenepithelzellen von Affen) untersucht
(Frank et al., 2001). Nach Stimulation der Apoptose mit dem Protein Kinase C-Inhibitor
Staurosporin (STS) kam es zu mitochondrialer Fragmentierung und Translokation von DRP1
aus dem Cytoplasma zur duleren Mitochondrienmembran. Dariliber hinaus vermochte das
durch Austausch einer essenziellen Aminosiure in der GTPase-Domaéne inaktive DRP1k3ga
nach STS-Stimulation die Apoptose zu inhibieren; wichtige Apoptosemarker wie Cytochrom-
c-Freisetzung, Depolarisation der inneren mitochondrialen Membran und DNA-Frag-
mentierung im Zellkern traten in diesem Fall nicht mehr auf. Ein weiterer Anhaltspunkt fiir
die Beteiligung von DRP1 an apoptotischen Prozessen ist seine Kolokalisation mit dem
proapoptotischen BAX-Protein auf der dulleren Mitochondrienmembran (Frank et al., 2001;
Karbowski et al., 2002).

BAX und BAK gehoren zur Familie der BCL-2-Proteine und bilden nach apoptotischer

Stimulation eine oligomere Porenstruktur in der &duBeren mitochondrialen Membran,

wodurch diese permeabel fiir proapoptotische Molekiile wird (Ubersicht bei: Desagher und

Martinou, 2000). Dies fithrt zum Beispiel zur Cytochrom-c-Freisetzung und Aktivierung

der Procaspase 9, die ihrerseits Effektorcaspasen aktiviert, welche die Apoptose voran-
treiben.

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass DRP1 mit dem antiapoptotischen BCL-2-Protein um
HFIS1-Bindestellen auf der duleren Membran konkurriert (Kong et al., 2005). Verdringung
von BCL-2 durch DRP1 erhoht die Bereitschaft der Mitochondrien, proapoptotische Faktoren
(siche oben) in das Cytoplasma zu entlassen, indem der Schwellenwert fiir die Ca®'-
induzierte mitochondriale Permeabilitétstransition herabgesetzt wird (Kong et al., 2005).

In HeLa-Zellen, in denen DRPI-Aktivitit durch shRNA (,,small hairpin RNA®) stark
erniedrigt ist, kommt es neben mitochondrialer Elongation zu einer Erhdhung der
Apoptoseresistenz gegeniiber Stimuli wie STS, Actinomycin D (Inhibitor der Transkiption),
Etoposid (Topoisomerasehemmer) und a-Fas (Aktivator von Apoptoseinduzierenden Fas-
Rezeptoren) (Lee et al.,, 2004). Trotz des Verlustes von DRP1 konnte BAX an die
Mitochondrienmembran binden; es kam jedoch nicht zur Freisetzung von Cytochrom-c (Lee
et al., 2004). Diese Befunde deuten darauf hin, dass DRP1 bei der Cytochrom-c-Auschiittung
eine wichtige Rolle spielt. In HeLa-Zellen, die DRP1 {iberexprimieren, wurde gezeigt, dass
die Apoptosestimulation durch STS-Applikation wesentlich effizienter als im Normalfall
verlduft (Szabadkai et al., 2004). Umgekehrt sind diese Zellen gegeniiber der C,-Ceramid-

vermittelten Apoptose gegeniiber resistenter (Szabadkai et al., 2004). C,-Ceramid induziert
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die Freisetzung von Ca*" aus dem endoplasmatischen Retikulum in das Cytoplasma (Pinton et
al., 2001). Der darauf folgende Anstieg der mitochondrialen Ca**-Konzentration fiihrt zur
Permeabilitidtserhohung der dulleren Membran, zum Verlust des Membranpotenzials und
schlieBlich zur Apoptose. In Zellen, die Drpl stark liberexprimieren, ist das mitochondriale
Netzwerk weitgehend fragmentiert, was zu einer gehemmten Ca®’-Aufnahme und
-Ausbreitung in den Mitochondrien fiihrt, sodass die apoptotische Reaktion wesentlich
schwicher ist (Szabadkai et al., 2004).

Ein weiterer Faktor der mitochondrialen Teilung, HFIS1, wurde wie DRP1 ebenfalls durch
shRNA in HeLa-Zellen herunterreguliert (Lee et al., 2004). Dies fiihrt neben mitochondrialer
Elongation ebenfalls zu einer ausgeprigten Apoptoseresistenz, die noch wesentlich stirker als
bei den DRP1-shRNA-Zellen ausgeprigt ist. Die Uberexpression von AFis] hat hingegen in
HeLa-Zellen Mitochondrienfragmentierung, Cytochrom-c-Freisetzung und schlieSlich Apop-
tose zur Folge (James et al., 2003).

Neben der Bedeutung mitochondrialer Teilungsfaktoren fiir die Apoptose wurden auch
Fusionsproteine wie OPA1 (Olichon et al., 2003; Lee et al., 2004) und FZO1A bzw. FZO1B
(Sugioka et al., 2004) getestet, ob sie den programmierten Zelltod beeinflussen.
Herunterregulation von OPA1, dass fiir die Fusion der inneren Mitochondrienmembran dient
(Kap. 1.3.2), induziert in HeLa-Zellen mitochondriale Fragmentierung, Verlust des Membran-
potenzials und Cristaeaberration (Olichon et al., 2003) und fiihrt dazu, dass ca. 25-35 % der
Zellen spontan sterben (Lee et al., 2004). Interessanterweise zeigen Zellen, die HFIS1- und
OPA1- depletiert sind, zwar starke mitochondriale Fragmentierung, aber auch deutliche
Resistenz gegeniiber der Wirkung apoptotischer Stimuli (Lee et al., 2004). Die zusétzliche
Verringerung von HFIS1 in Zellen mit OPA1-Mangel bewirkt, dass das Membranpotenzial
trotz der mitochondrialen Fragmentierung erhalten bleibt.

Im Falle des Fusionsprotein MFN2 konnte gezeigt werden, dass es wie das Teilungsprotein
DRP1 ebenfalls mit dem proapoptotischen Faktor BAX auf der dufleren Mitochondrien-
membran assoziiert (Karbowski et al., 2002). Néahere Untersuchungen deuteten darauf hin,
dass BAX die mitochondriale Fusion inhibiert, obwohl genauere Daten bisher noch nicht
vorliegen (Karbowski et al., 2004). Proteine der mitochondrialen Fusionsmaschinerie haben
eine antiapoptotische Wirkung (Sugioka et al., 2004). Herunterregulation von MFN1/2 (bzw.
FZO1A/B) fiihrt zu mitochondrialer Fragmentierung und einer Erhohung der Sensitivitit
gegeniiber der Etoposid-vermittelten Apoptose. Dariiber hinaus fiihrt die Uberexpression der
genannten Faktoren zu einer verstirkten Apoptoseresistenz (Sugioka et al., 2004).

Die an Sédugern gewonnenen Daten zeigen, dass in den meisten Fillen eine verstirkte

mitochondriale Fusion zu einer verbesserten Widerstandsfahigkeit gegeniiber diverse apop-
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totische Stimuli fiihrt. Umgekehrt fiihrt eine vermehrte Mitochondrienteilung zu einer ge-
steigerten Empfanglichkeit fiir Apoptoseinduktoren. Die Ausnahme dieser Regel stellt die C;-

Ceramid-vermittelte Apoptose dar.

Mitochondriale Dynamik und Apoptose in Hefe

Im Laufe der letzten Jahre wurden zahlreiche Hinweise erhalten, dass S. cerevisiae liber
apoptotische Mechanismen verfiigt (Ubersicht bei: Madeo et al., 2002a). Sterbende Hefe-
zellen zeigen Merkmale apoptotischer Sdugerzellen, wie z. B. Degradation der genomischen
DNA, Kondensation des Chromatins und Freilegung des Plasmamembranlipids Phosphat-
idylserin (Madeo et al., 1997; Madeo et al., 1999). Dariiber hinaus konnte belegt werden, dass
in Hefe diverse Komponenten einer apoptotischen Maschinerie existieren, wie
z. B. Metacaspasen (Madeo et al., 2002b). Eine wichtige Bedeutung der Apoptose fiir
S. cerevisiae ist die Entfernung alter und beschédigter Zellen aus der Kultur, die ansonsten
akkumuliert werden und das Wachstum der jlingeren Zellen hemmen (Herker et al., 2004).

Ahnlich wie in Siugerzelllinien wurde auch in Hefe untersucht, welchen Einfluss
Komponenten des mitochondrialen Teilungs- und Fusionsapparates auf die durch chemische
Stimulation hervorgerufene Apoptose haben (Fannjiang et al., 2004). Zur Elicitation der
Apoptose wurden Essigsdure (signalisiert hohe Zelldichte in der Kolonie, Madeo et al., 1997)
und Wasserstoffperoxid (ROS, Madeo et al., 1999) verwendet. Die Apoptosesensitivitit in
den Deletionsmutanten AScFisl, AScDnml bzw. AScMdvl (sieche Kap. 1.3.2) wurde
analysiert. Hierbei zeigte sich, im Gegensatz zu HFIS1-depletierten S&dugerzellen, dass
AScFisI-Mutanten eine stark erhohte Apoptoseempfindlichkeit gegeniiber dem Wildtyp
aufwiesen (Fannjiang et al., 2004). Wenn zuséitzlich das Metacaspasegen ScYcal deletiert
wurde (AScFisl AScYcal), entsprach die Sensitivitdt gegeniiber apoptotischen Stimuli wieder
der des Wildstammes. AScDnmi- bzw. AScMdvi-Mutanten zeigen dagegen eine erhohte
Apoptoseresistenz als der Wildtyp. ScFIS1 scheint seine antiapoptotische Wirkung durch
Hemmung von ScDNMI1 zu entfalten. Hierfiir spricht die reduzierte mitochondriale
Fragmentierung in AScFisl AScDnml- und AScDnmlI-Stimmen im Vergleich zu AScFis!-
Mutanten nach Essigsdure-vermittelter Apoptoseinduktion. Moglicherweise hat ScCDNM1
neben der mitochondrialen Fragmentierung noch eine andere Aufgabe im Verlauf der
Apoptose, weil es auch in AScDnml-Mutanten letztendlich zu mitochondrialer Frag-
mentierung kommt. Diese wird durch die ScDnm-Deletion lediglich verzogert (Fannjiang et

al., 2004).
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1. Einleitung

Bedeutung von CeDRP-1 in der Apoptose von C. elegans

Wihrend der Entwicklungsphase von C. elegans tritt apoptotischer Zelltod einer festgelegten
Anzahl von Zellen auf (Sulston und Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Die Beteiligung von
vier Genprodukten an der Apoptose in diesem System wurde beschrieben. Hierbei handelt es
sich um CeEGL-1 (proapoptotisches Protein), CeCED-9 (apoptotisches Regulatorprotein),
CeCED-4 (Caspase-aktivierender Faktor) und CeCED-3 (Caspase) (Ubersicht bei: Horvitz,
1999) (siche Abb. 4).

e
(EgéESL1>
Abb. 4: Apoptoseinduktion in C. elegans. In Zellen,

;‘/ i— ( CeEGl- ]) die durch Apoptose eliminiert werden sollen, ist das

proapoptotische Protein CeEGL-1 aktiv. Es hemmt die
. > @ antiapoptotische Funktion von CeCED-9 und fiihrt zur
Aktivierung des mitochondrialen Teilungsfaktors
CeDRP-1 in Kooperation mit CeCED-9. Durch erhdhte
mitochondriale Fragmentierung kann CeCED-4 effi-
zienter aus den Mitochondrien freigesetzt werden und
darauthin die cytoplasmatische Caspase CeCED-3
aktivieren. Schlieflich kommt es zum Tod der Zelle.
¢ Modifiziert nach Jagasia et al. 2005.

Wihrend der Apoptose kommt es wie in anderen untersuchten Systemen auch in C. elegans
zu einer Fragmentierung der Mitochondrien (Jagasia et al., 2005). Das an der mitochondrialen
Teilung beteiligte CeDRP-1-Protein spielt in dem apoptotischen Prozess bei C. elegans eine
wichtige Rolle (Jagasia et al., 2005). Dem Modell nach wird CeDRP-1 hierbei von CeEGL-1
/CeCED-9-Komplexen aktiviert und fiihrt zur Mitochondrienfragmentierung, durch die
CeCED-4 verstirkt freigesetzt wird (sieche Abb. 4). CeCED-4 aktiviert im Cytoplasma die
Caspase CeCED-3, was schlieBlich zum Zelltod fiihrt (Jagasia et al., 2005).

Interessanterweise kann eine verstirkte mitochondriale Fragmentierung in C. elegans im
Gegensatz zu Sdugern per se zur Apoptoseinduktion fithren (Lee et al., 2004; Jagasia et al.,

2005).
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2. Problemstellung

2. Problemstellung

Wie in Kap. 1.2 beschrieben, sind Mitochondrien in vielfdltiger Weise an Alterungsprozessen
in unterschiedlichen Modellorganismen beteiligt. Viele Mechanismen und Faktoren, die das
Altern beeinflussen, scheinen konserviert zu sein. In dem in dieser Arbeit untersuchten
Ascomyzeten P. anserina treten z. B. altersabhdngige Reorganisationen der mtDNA auf, die
zu einem Verlust lebensnotwendiger Gene fithren konnen (Kap. 1.2.2). In Menschen wurden
ebenfalls Umstrukturierungen des mitochondrialen Genoms in unterschiedlichen Geweben
mit fortschreitendem Alter beschrieben (Cortopassi und Arnheim, 1990; Hattori et al., 1991;
Katayama et al., 1991; Corral-Debrinski et al., 1992). Umgekehrt treten manche Faktoren, die
die Lebensspanne beeinflussen, nur in einigen Modellsystemen auf. Hierzu gehort z. B. die
Induktion der alternativen Oxidase in vielen langlebigen P. anserina-Mutanten, wie z. B.
grisea, ex1, PaCox5::ble und PaCoxl17::ble (siche Kap. 1.2.2). Diese Modifikation in der
Atmungskette kann in S. cerevisiae und Sdugern nicht beobachtet werden, da diesen
Organismen eine alternative terminale Oxidase der oxidativen Phosphorylierung fehlt. Der
Fragestellung, wie die Atmungskette im Falle der exklusiven PaAOX-abhingigen Respiration
in der unsterblichen Mutante ex1 hinsichtlich der Zusammensetzung und kinetischer Eigen-
schaften des Elektronentransports charakterisiert ist, soll in der vorliegenden Arbeit nach-
gegangen werden. Uber die funktionalen Eigenschaften der Mitochondrien hinaus ist auch die
Morphologie dieser Organellen altersabhiingiger Anderungen unterworfen. Dieser Aspekt
wurde insbesondere in Sdugerzelllinien untersucht (siehe Kap. 1.2.4). In P. anserina wurden
bisher ultrastruktuelle mitochondriale Veranderungen wie z. B. der Cristaemorphologie im
seneszenten Stadium analysiert (siche Kap. 1.2.2). Hinsichtlich der Gestalt der Mitochondrien
in verschiedenen Altersstadien ist nur sehr wenig bekannt. Bisher steht nur fest, dass der
P. anserina-Wildstamm ,,S° im mittelalten Stadium filament6se Mitochondrien aufweist
(Jamet-Vierny et al., 1997). Ob und in welchem AusmaBl es zu Veridnderungen der
mitochondrialen Morphologie wihrend des Alterns im Wildstamm ,,s* und der Mutante grisea
kommt, wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit analysiert.

Im Rahmen der Diplomarbeit ,,Alternsabhingige Transkriptionsprofile kupferregulierter Gene
des Ascomyceten Podospora anserina* wurden einige Gene identifiziert, die spezifisch in
juvenilen Isolaten der Mutante grisea transkribiert werden, jedoch nicht in juvenilen Kulturen
des Wildstammes ,,s (Tinazli, 2002). Eines dieser Gene kodiert fiir ein Protein, das
signifikante Homologie zu mitochondrialen Teilungsfaktoren wie z. B. ScDNM1, CeDRP-1

und Sauger-DRP1 zeigt, und daher als PaDnm1 bezeichnet wurde. In der vorliegenden Arbeit
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2. Problemstellung

wird PaDnml als putativer mitochondrialer Teilungsfaktor charakterisiert. Insbesondere die
Modulation der PaDnmi-Expression durch Uberexpression bzw. Deletion soll zeigen, wel-
chen Einfluss PaDnml auf die mitochondriale Morphologie und andere phinotypische

Parameter wie z. B. die Lebensspanne hat.
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3. Materialien

3.1 Stimme

3.1.1 P. anserina

Wildstamm s (Esser, 1974)

Mutante grisea (Prillinger und Esser, 1977)
Mutante ex1 (Kiick et al., 1985b)

3.1.2 E. coli

XL1Blue (Stratagene)
KS272 (pKOBEG) (Chaveroche et al., 2000)

3.2 Plasmide und Cosmide

Plasmid
pAN7-1
pBSSK+
pcPaDnml
pDnmIKOl1
pDnm1KO2
pHph-1

pKO3

pMy60
pPaDnml
pPGpd
pPGpd-PaDnml
pRP81-1
pSP17
Cosmid

#7CS

#42B8

#42D9
ADnm1#42B8

Beschreibung

enthilt Hph-Kassette

E. coli-Klonierungsvektor
kompletter PaDnmI-cDNA-Klon
Austauschvektor (5’-Flanke)
Austauschvektor (5°- und 3’-Flanke)
E. coli-Klonierungsvektor
Austauschvektor ohne Flanken
enthilt S. carlsbergensis-TDNA
enthdlt genom. Sequenz von PaDnm1
enthélt 1,9 kbp PaGpd-Promotor
PaDnmI-Uberexpressionsvektor
enthélt PaGpd inkl. Promotor
enthilt pIDNA

Beschreibung

enthdlt PaDnm1-Locus

enthélt PaDnmI-Locus

enthélt PaDnmI-Locus

PaDnm [-Austauschcosmid

Referenz

Punt et al., 1987
Stratagene
diese Arbeit
diese Arbeit
diese Arbeit
Roche

Hamann et al., 2005
Verbeet et al., 1983

Tinazli, 2002
diese Arbeit
diese Arbeit

Ridder und Osiewacz, 1992

Stahl et al., 1982
Referenz
Tinazli, 2002
Tinazli, 2002
Tinazli, 2002
diese Arbeit

3. Materialien
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3. Materialien

3.3 Oligonukleotide

Oligonukleotid Lange [bp] Sequenz (57-37)*

Bcul-Dnm1 25 GACTAGTGCTGCCGAGTGGAAGTGG
Dynl 18 TTTGGTAAGGATGGCGCC

Dyn2 18 TCTGAACCACGTCCTTGC

Dyn3 18 GGACGTGGTTCAGAACCG

Dyn4 18 CCCTTGTCCGTTCAACCG

Dyn5 18 CGTAAACGAGCTCAACGC

Dyn6 18 CCAGCCCAGCTTCAGAGG

Dyn7 18 ATTCCGGTAGCTAGCGGC

Dyn8 18 GGCGACGACCTATTGGCG

Dyn9 18 CCCGGTCCTTCACTGGCC

Dynl10 18 ATGGCCTAGTTCACCCCC

Dynl2 18 GCTCTGTGGTGGCGCCCG

EM7-forl 29 CGGGATCCTGTTGACAATTAATCATCGGC
KoDnml 26 TTGGTACCACGACTGACGATTTGCCC
KoDnm?2 26 CCAAGCTTGATTTTCTGTGCAGGGCC
KoDnm3 26 AAACTAGTATATTCGGGGGTCAAGGG
KoDnm4 28 AAGCGGCCGCACATGATGGCGGAGAGG
KoDnm5 18 CAAGAGCCGCGACCAGGC

KoDnm6 18 GTAGTTTTGATCGGCCCC

PGpd-for 25 CGCAATTGAATTCCCTCACCAACCC
Smal-Dnml 25 GCCCGGGATGGCCGCTCTCGGCGAC
Smal-PromGpd2 26 GCCCGGGTGTTGGTGAAGAGAGAGAG
Xhol-Dnml1 26 GGCTCGAGCATCTCTCCTAGATCACC

* Erkennungssequenzen fiir Restriktionsenzyme
sind unterstrichen

3.4 Enzyme

3.4.1 Restriktionsendonukleasen

BamHI MBI Fermentas Pstl MBI Fermentas
Bcul ~ MBI Fermentas Pyull MBI Fermentas
Bglll MBI Fermentas Sall MBI Fermentas
EcoRl MBI Fermentas Smal MBI Fermentas
EcoRV MBI Fermentas Sspl MBI Fermentas
Hindlll MBI Fermentas Xhol MBI Fermentas

Kpnl ~ MBI Fermentas
Munl ~ MBI Fermentas
Ncol ~ MBI Fermentas
Notl MBI Fermentas
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3.4.2 Weitere Enzyme

Klenow-Fragment = MBI Fermentas
Lysozym Biomol

RNase A Serva

T 4 DNA-Ligase MBI Fermentas

Tag-Polymerase Invitrogen

3.5 Medien und Losungen fiir die
Pilz- und Bakterienkultur

Ammoniumazetat-Medium

BMM
60 mM Ammoniumazetat
2 % (w/v) Agar

autoklavieren

Ampicillinlosung

50 mg/ml in Wasser 16sen

sterilfiltrieren

Biomalz-Mais-Medium (BMM)

250 g Maismehl

ad 51H,0

tiber Nacht Quellung bei 60 °C
Filtration {iber Handtuch
Zugabe von 8 g/l Biomalz

pH 6,5 (KOH)

2 % (w/v) Agar

autoklavieren

Blasticidinlosung

50 mg/ml in Wasser l6sen

sterilfiltrieren

3. Materialien

Chloramphenicollosung

10 mg/ml in 100 % Ethanol 16sen

sterilfiltrieren

CM-Medium

1,0 g KH,PO4

0,5 g KCl

0,5 g MgSO4x 7 H,O

10,0 g Glucose x H,O

3,7 g NH4Cl

2,0 g Hefeextrakt

2,0 g Trypton

I ml Stammldsung A

ad 1 1 H,O

pH 6,5 (KOH), autoklavieren

IPTG-Stammlosung

100 mM IPTG in Wasser 10osen

sterilfiltrieren

Luria-Bertani (LB)

1 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

0,5 % (w/v) NaCl

pH 7,2 (NaOH)

bei Festmedium: 2 % (w/v) Agar
autoklavieren

nach Abkiihlung der Losung (ca. 60 °C):
LBA: 1 ml Ampicillinldsung /1

LBAB: 1 ml Ampicillinlosung + 20 ml
Blasticidinlosung /1 (Medium pH: 7,0)
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LBAC: 1 ml Ampicillinlésung + 2,5 ml
Chloramphenicollosung /1

LBT: 1 ml Tetrazyklinlosung /1

M2-Medium

0,25 g KH,PO4

0,3 g K,HPO,

0,25 g MgS04 x 7 H,O
0,5 g Harnstoff

0,05 mg Thiamin

0,25 pg Biotin

2,5 mg Zitronensdure
2,5 mg ZnSO4 x 7 H,O
0,5 mg CuSO4x 5 H,O
125 pg MnSO4 x 1 H,O
25 pg Borsédure

25 pg Natriummolybdat
25 pg NH4SO4

5 g Dextrin

20 g Agar

pH 7,0 (KH,PO,)

ad 1 1 H,O

autoklavieren

SOC-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5 ml 1M KCl

pH 7,0 (NaOH)

ad 1 1 H,O

autoklavieren

vor Gebrauch 20 ml 1M Glucoseldsung
(sterilfiltriert) hinzugeben

3. Materialien

Stammloésung 1

75,0 g KH,PO4

25,0 g KCl

25,0 g MgSO4 x 7 H,O
ad 1 1 HO

autoklavieren

Stammlosung 2

0,05 g ZnSO4 x 7 H,O
0,05 g CuSO4 x 5 H,O
0,05 g FeSO4x 7 H,0
0,05 g MnSO4 x 1 H,O
ad 1 1 H,O

autoklavieren

Stammlosung A

1,0 g ZnSO4 x 7 H,O
1,0 g FeCl,

1,0 g MnCl,

ad 11H,0O

autoklavieren

Tetrazyklinlosung

12,5 mg/ml in 50 % Ethanol 16sen

sterilfiltrieren
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Transformationsmedium

10,0 g Glucose x H,O

3,7 g NH4Cl

2,0 g Trypton

1,0 g Casaminoacids

1,0 g Hefeextrakt

342,3 g Saccharose

20 ml 50 x Stammldsung 1

20 ml 50 x Stammldsung 2

ad 1 1 H,O

pH 6,0 (KOH)

(bei Phleomycin-haltigem Medium
pH 7,5 [KOH])

Grundmedium: 1,2 % (w/v) Agar
Uberschichtungsmedium:

0,5 % (w/v) Agar

autoklavieren

ggf. nach Abkiihlung der Losung (auf ca.

60 °C):
0,1 mg/ml Hygromycin B oder
6 pg/ml Phleomycin

X-Gal-Medium

LB-Medium

autoklavieren

nach Abkiihlung der Losung (auf ca.
60 °C):

0,008 % (w/v) X-Gal

0,5 mM IPTG

1 ml Ampicillinlésung / Liter Medium

X-Gal-Stammlosung

4 % (w/v) X-Gal in Dimethylformamid

3. Materialien
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3.6 Allgemeine Losungen

AM-Puffer

350 mM Mannitol

30 mM MOPS

1 mM EDTA

pH 7,6 (NaOH)
autoklavieren

nach Abkiihlung der Losung:
0,2 % (w/v) BSA

Bleizitratlosung (nach Reynolds)

a. 1,33 g Bleinitrat in 30 ml Wasser l6sen
b. 1,76 g Natriumzitrat hinzugeben, 10 min
stark schiitteln, 30 min schwach schiitteln
c. 8 ml 1N NaOH zugeben und Volumen
auf 50 ml auffiillen

BN-Anodenpuffer

25 mM Imidazol
pH 7,0 (HCI)

BN-Kathodenpuffer

50 mM Tricin

7,5 mM Imidazol

pH 7,0 (nicht einstellen)

0,02 % (w/v) Coomassie Blue G250 bzw.
0,002 % (w/v) Coomassie Blue G250

3. Materialien

20 x BN-Ladepuffer

500 mM e-Aminocapronsiure
50 mM Bis/Tris

5 % (w/v) Coomassie Blue G250
pH 7,0 (nicht einstellen)

3 x BNP-Puffer

1,5 M e-Aminocapronséure
75 mM Imidazol
pH 7,0 (HCI)

Coomassie-Entfiarbelosung

20 % (v/v) Methanol
7 % (v/v) Eisessig
3 % (v/v) Glyzerin

Coomassie-Fiarbelosung

Teil 1:
5g CuSO4x H,O
400 ml Wasser

100 ml Essigsédure

Teil 2:

1,5 g Coomassie Blue G250
50 ml Wasser

450 ml Methanol

Teil 1 und Teil 2 sind im Verhéltnis

1:1 zu mischen
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Denaturierungslosung

1,5 M NaCl
0,5 M NaOH

autoklavieren

Denaturierungsmix (RNA)

7 % (v/v) 10 x MOPS
9 % (v/v) Formaldehyd
70 % (v/v) Formamid

50 X Denhardts-Losung

1% (w/v) Ficoll 400
1% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1% (w/v) BSA

sterilfiltrieren

DIG-Hybridisierungspuffer
(,,High-SDS*)

7 % (w/v) SDS

5xSSC

0,1 % (w/v) N-Lauroylsarkosin

2 % (w/v) Blockierungs-Reagens (Roche)
50 mM Na,HPO, (pH 7,0)

bei 60 °C losen

vor Gebrauch 100 pg/ml Heringssperma-
DNA (vorher 10 min Aufkochen, 5 min

auf Eis) zugeben

DIG-Puffer 1

0,1 M Maleinsaure
0,15 M NaCl
pH 7,5 (NaOH)

autoklavieren

3. Materialien

DIG-Puffer 2

0,5 % (w/v) Blockierungsreagenz (Roche)
in DIG-Puffer 1 bei 60 °C 16sen
DIG-Puffer 3

0,1 M Tris/HCI (pH 9,5)
0,1 M NaCl

autoklavieren

DIG-Waschpuffer

0,3 % (v/v) Tween 20 in DIG-Puffer 1

DMPC-H,0

1 ml DMPC in 100 ml 50 % Ethanol l6sen,
Zugabe von 900 ml sterilem Wasser,

Inkubation fiir 30 min (RT), autoklavieren

6 x DNA-Ladepuffer

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

50 % (w/v) Saccharose

0,1 M EDTA

GTC-Puffer

5,5 M Guanidinthiocyanat

25 mM Natriumzitrat

0,5 % (w/v) N-Lauroylsarkosin
pH 7,0 (NaOH)

autoklavieren
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Komplex I-Farbelosung

1 mg /ml NBT

0,1 mg/ml B-NADH
0,1 M Tris

pH 7,8 (HCI)

Komplex IV-Férbelosung

1 mg/ml Diaminobenzidin

24 U/ml Katalase

1 mg/ml Cytochrom-c

75 mg/ml Saccharose

50mM Kaliumphosphatpuffer
pH 7,4

Messpuffer (Enzymaktivititen)

150 mM NacCl
75 mM Imidazol
pH 7,0 (HCI)

Mitochondrienisolationspuffer

0,33 M Saccharose

10 mM Tris

1 mM EDTA

pH 7,5 (HCI)

autoklavieren

ggf. nach Abkiihlung der Losung
(auf ca. 60 °C): 0,2 % (w/v) BSA

10 x MOPS

200 mM MOPS
50 mM NaAc
10 mM EDTA
pH 7,0 (NaOH)

autoklavieren

3. Materialien

Neutralisierungslosung

2 M NaCl
1 M Tris
pH 5,5 (HCI)

PEG-Losung

60 % (w/v) PEG 4000
50 mM CaCl,

10 mM Tris

pH 7,0 (HCI)

autoklavieren

Radioaktiv-Hybridisierungspuffer

6 x SSC

5 x Denhardts-Losung
50 % (v/v) Formamid
0,5 % (w/v) SDS

100 pg/ml hitzedenaturierte Heringssperma-

DNA vor Gebrauch zugeben

RNA-Ladepuffer

50 % (v/v) Formamid

40 % (v/v) Glyzerin

0,1 % (w/v) Bromphenolblau
0,1 % (w/v) Xylencyanol

RNase A-Losung

10 mg/ml RNase A
0,01 M NaAc (pH 5,2)
15 min aufkochen, langsam auf RT

abkiihlen lassen

1/10 Vol. 1 M Tris/HCI (pH 7.,4)
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RNA-CsCl-Losung

5,7 M CsCl

0,1 M EDTA

pH 7,4 (NaOH)

autoklavieren, Refraktionsindex mit

DMPC-H,O0 auf 1,400 einstellen

1,11 x Solubilisierungspuffer

33,33 mM HEPES

166,67 mM Kaliumazetat
11,11 % (v/v) Glyzerin

ggf. 0,5 mM Pefabloc (Roth)
pH 7,4 (KOH)

Spurr-Einbettungsmedium

10 g Vinylcyclohexendioxid (ERL 4206)

5 g Polypropylenglycodiglycidyl-
ather (D.E.R. 736)

26 g Nonenylbernsteinsdureanhydrid
0,4 g Dimethylaminoethanol

20 x SSC

3 M NaCl
0,3 M Natriumzitrat
pH 7,0 (HCI)

STC-Losung

1 M Sorbit
10 mM Tris
50 mM CacCl,
pH 7,5 (HCI)

autoklavieren

1x STE

100 mM NacCl
20 mM Tris
10 mM EDTA
pH 7,5 (HCI)

autoklavieren

STET-Losung

8 % (w/v) Saccharose
5 % (v/v) Triton X-100
50 mM EDTA

10 mM Tris

pH 8,0 (HCI)

autoklavieren

10 x TAE

400 mM Tris
20 mM NaAc
10 mM EDTA
pH 7,8 (HAc)

autoklavieren

1xTE

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0 (HCI)

autoklavieren

TENS

10 mM Tris

1 mM EDTA
100 mM NacCl
2 % (w/v) SDS
pH 8,0 (HCI)

3. Materialien
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TPS

0,8 M Saccharose
45 mM KH,PO4
5 mM Na,HPO,
pH 5,5 (HsPO,)

autoklavieren

3.7 Bezugsquellen

3.7.1 Stoffe und Reagenzien

Artikel Hersteller
Acrylamid Roth
Agar Invitrogen
Agarose Roth
e-Aminocapronsdure  Roth
Ammoniumazetat Merck
Ammoniumsulfat Roth
Ampicillin Roche
Antimyzin A Serva
APS Sigma
Arabinose Sigma
BCIP Roche
-Mercaptoethanol Sigma
B-NADH Sigma
Biotin Serva
Bisacrylamid Roth
Bis/Tris Roth
Blasticidin Invitrogen
Borsdure Merck
Bromphenolblau Serva
BSA Sigma
CaCl, Merck
Casaminoacids Difco
Chloramphenicol Roche
Chloroform Merck
Coomassie Blue G250 Roth
CsCl Invitrogen

CSPD Roche

3. Materialien

Waschmedium (mito. Proteine)

300 mM Mannitol
20 mM MOPS

1 mM EDTA

pH 7,2 (NaOH)
autoklavieren

nach Abkiihlung der Lésung:

0,2 % (w/v) BSA
o*?P-dCTP Amersham
CuSOq4 Merck
Cystein Sigma
Cytochrom c Sigma
DAB Sigma
D.E.R. 736 Serva
Decylubichinon Sigma
Dextrin Sigma
Digitonin Sigma
Dimethylaminoethanol Agar Aids
Dimethylformamid Sigma
DMPC Sigma
dNTPs Pharmacia
EDTA Merck
ERL 4206 Agar Aids
Essigsédure Merck
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Merck
FeCl, Merck
FeSO4 Merck
Ficoll 400 Serva
Formaldehyd Sigma
Formamid Merck
Glucanex Novo Nordisk
Ferment AG
Glucose Serva
Glutaraldehyd Sigma
Glyzerin Roth



Guanidinthiocyanat
Harnstoff

HAc

HCI

H;PO,4
Hefeextrakt
HEPES
Hygromycin B
Imidazol

IPTG
Isoamylalkohol
Isopropanol
Katalase
Kaliumazetat
KClI

KCN

K,HPO,
KH,PO,

KOH

Maismehl
Maleinsédure
Mannitol
Methanol
MgSO4

Ml’lClz

MnSOy4

MOPS

NaAc

NaCl

NazHPO4
NaOH
Natriumcacodylat
Natriummolybdat
Natriumzitrat
NBT

NH,4C1

NH4SO4
Nonenylbernstein-
saureanhydrid
OPL1

OPL II-C
Osmiumtetroxid
Pb(NO;3),
Pefabloc
Phenol
Phleomycin
PVP

PVPP
Roti-Nanoquant
Saccharose
SDS

Sigma SHAM
Serva Sorbit
Merck TEMED
Merck Tetrazyklin
Roth Thiamin
Difco Tris

Sigma Triton X-100
Calbiochem Trypton
Roth Tween 20
Biomol Uranylazetat
Merck X-Gal

Roth Xylencyanol
Sigma Zitronensdure
Roth ZnSOy
Merck

Serva

Merck

Merck

Merck

Aurora

Merck

Merck

Roth

Merck

Merck

Merck

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma

Merck

Roth

Sigma

Merck

Roth

Agar Aids

Pharmacia
Pharmacia
Sigma
Merck
Roth

Roth
Calbiochem
Sigma
Sigma
Roth

Roth
Serva

3. Materialien

Sigma
Merck
Sigma
Roche
Serva
Gibco
Serva
Difco
Sigma
Sigma
Roth
Serva
Merck
Merck
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3.7.2 Gerate

Autoklav:
,,Bead-Beater®:
Brenner:
Brutschrinke:

,,Crosslinker*:
Elektroporationsgerét
Feinwaage:

Fluoreszenzmikroskop:

Filmentwickler:
Gelkammern:

Heizblock:
Homogenisator:
Hybridisierungsofen:
Kiltefalle:
Halogenlampe:
Luminometer:
Magnetriihrer:
Mikroskop:
Netzgerite:

PCR-Gerit:
pH-Meter:
Photometer:

Pumpen:
Schiittelinkubator:
Stereolupe:

Sterilbinke:

Transilluminator:

Transmissionselektronen-

mikroskop
Ultramikrotom:

Vakuum-Transferapparatur:

Vakuumzentrifuge:
,vortex“:

Waage:
Wasserbéader:
Wasseraufbereitung:
Zentrifugen:

3. Materialien

GE 446 EC-1 (Getinge)

1107900 (Biospec)

GASI (Schiitt)

Kelvitron (Heraeus)

Rubarth Hannover

UV-Stratalinker 1800 (Stratagene)
Easyject Prima (Equibio)

Mettler Toledo PB 303

DM LB (Leica)

Protec 45 compact

,»Mini SUB DNA Cell* (BioRad)
,»Wide-Mini SUB DNA Cell” (BioRad)
Protean xi II (BioRad)

Thermomixer 5436 (Eppendorf)
Waring-Blendor

Hybridization Oven/Shaker (Amersham)
Refrigerated Vapor Trap RVT 100 (Savant)
KL 1500-T (Schott)

Victor (Perkin Elmer)

Ikameg Reo

Laborlux S (Leitz)

GPS 200/400 (Pharmacia)

Powerpac 3000 (BioRad)

TGradient 96 (Biometra)

Calimatic 761 (Knick)

DW 2000 (SLM Aminco)

Gene Quant II RNA/DNA Calculator (Pharmacia)
LKB-Ultrospec III (Pharmacia)
EconoPump (BioRad)

LKB VacuGenePump (Pharmacia)
HT-Infors

Wild M3Z (Heerbrugg bzw. Leica)
NSF 49 (Clean Air)

LF 460 EC (Clean Air)

Cybertech CSI

EM 09 (Zeiss)

Ultracut S (Reichert)

LKB VacuGene XL (Pharmacia)
SpeedVac Plus SC 110A (Savant)
Vortex Genie 2 (Scientific Ind.)
LC 82 (Sartorius)

1083 (GFL), MP, U3 (Julabo)
Milli-Q Plus (Millipore)

5403 (Eppendorf)

mit 16A4-44 (Ausschwingrotor) bzw.
16F24-11 (Festwinkelrotor)

5415 C (Eppendorf)
mit F-45-18-11 (Festwinkelrotor)
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3.7.3 Sonstige Materialien

Filterpapier:

Hybridisierungsmembran:

Hybridisierungsrohren:
Quarzkiivette:
Rontgenfilm:
Rontgenfilmkassetten:
Verstérkerfolie:

5417 R (Eppendorf)
mit FA-45-24-11 (Festwinkelrotor)

Sorvall RC5B (DuPont)

mit Festwinkelrotoren:
Super-Lite GSA SLA-1500 bzw.
Sorvall SS34

Sorvall Ultra Pro 80 (Dupont)
mit Ausschwingrotor TH 641

Varifuge 3.0 (Heraeus)

3MM (Whatman)

Hybond-N (Amersham)

Amersham

105.210.001-QS (Hellma)

Hyperfilm MP (18 x 24 cm) (Amersham)
(Rego)

Suprema (Dr. Goos)

3. Materialien
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4. Methoden

4. Methoden

4.1 Kultivierung von P. anserina
e Anzucht, Bestimmung der Wuchsrate

Sofern nicht anders angegeben, wurden Isolate der verwendeten P. anserina-Stimme auf
Petrischalen mit BMM bei 27 °C im Dauerlicht angezogen. Zur Bestimmung der
Wuchsrate (in cm/d) wurde die Wuchsstrecke, die das Myzel auf einer Platte zuriickgelegt
hat, durch die dafiir benétigte Zeit dividiert.

e Regeneration, Bestimmung der ménnlichen und weiblichen Fertilitdt

- Regeneration von P. anserina-Isolaten: Homokaryotische Myzelien mit unterschied-

lichem Kreuzungstyp wurden in der Mitte einer BMM-Platte im Abstand von ca. 3-4 cm
angeimpft. Nach ca. zwei Wochen waren Perithezien erkennbar, die mit einer
Prapariernadel auf eine Prédparieragarplatte (8 % Agar in H,O) iiberfiihrt und ge6ffnet
wurden. Nach Vereinzelung der freigelegten Asci wurden homokaryotische Sporen, die
kleiner als die heterokaryotischen sind, isoliert und, sofern nicht anders angegeben, auf
eine mit 60 mM Ammoniumazetat supplementierte Platte iiberfiihrt. Die Sporenkeimung
erfolgte im Dunkeln bei 27 °C. Nach zwei Tagen wurde ein Myzelstiick von der
Ammoniumazetat-Platte auf eine BMM-Platte iberfithrt und wie in unter ,,Anzucht“
(siehe oben) beschrieben inkubiert.

- Bestimmung der méinnlichen Fertilitit: Eine BMM-Platte wurde zentral mit einem

Myzelstiick beimpft und bei 27 °C im Dauerlicht inkubiert, bis der Pilz die Platte
vollstidndig liberwachsen hatte. Die Spermatien (ménnliche Gameten) wurden mit 2 ml
Wasser abgeschwemmt. Die Spermatiensuspension wurde in einem 2 ml-Reaktionsgefal3
gesammelt und zentrifugiert (10 min, 14000 Upm, RT, F-45-18-11). Der Uberstand wurde
vorsichtig bis auf 0,2 ml entfernt und das Sediment in dem Fliissigkeitsrest resuspendiert.
Die Spermatienzahl wurde schlieBlich mikroskopisch mit Hilfe einer Thoma-Zahlkammer
bestimmt.

- Bestimmung der weiblichen Fertilitdt: Zundchst wurden Spermatien des Wildstammes s

wie oben beschrieben gewonnen, wobei 3 ml zur Abschwemmung dienten. Jeweils 400 pl
dieser Suspension wurde auf homokaryotisches Myzel des zu untersuchenden Stammes
(entgegengesetzter Kreuzungstyp) pipettiert. Nach einer Minute Inkubation wurde der
Tropfen vorsichtig abpipettiert. Das spermatisierte Myzel wurde bei 27 °C im Dauerlicht

fiir fiinf bis sechs Tage inkubiert. Nach dieser Zeit wurden Fruchtkorper (Perithezien)

41



4. Methoden

sichtbar, die durch Befruchtung der Protoperithezien entstanden sind. Die kreisformigen
Regionen mit den Perithezien wurden durch ,,Einscannen der Platte dokumentiert und

mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms ,,Photoshop 5.0 (Adobe) ausgewertet.

e Bestimmung der Lebensspanne von P. anserina

Um die Lebensspanne von P. anserina-Isolaten zu bestimmen, wurden das Myzelstiick
einer juvenilen Kultur (Alter: 3-4 Tage) von der Keimungsplatte an den Rand einer
BMM-Platte mit 30 ml Medium iiberimpft. Die Inkubation des Myzels erfolgte wie unter
»Anzucht“ beschrieben (siche oben). Wenn das Isolat den Rand der Platte erreichte, wurde
ein Myzelstiick aus der Front entnommen und auf eine frisches Medium iiberfiihrt. Alle

zwel bis drei Tage wurde die Wachstumsfront der Kultur bis zum Tod des Pilzes markiert.

4.2 Transformation von P. anserina

e Anzucht des zu transformierenden Myzels

Jeweils 10-20 Myzelstiickchen des zu transformierenden Stammes wurden auf BMM-
Platten (5-6) angeimpft und fiir zwei bzw. drei Tage bei 27 °C inkubiert. Das Myzel
wurde von den Platten in jeweils einen Kolben mit 200 ml CM iiberfiihrt und fiir 1,5 Tage

bei 27 °C geschiittelt (143 Upm).

e Protoplastierung des Myzels

Um die fiir die DNA-Aufnahme hinderliche Zellwand enzymatisch zu entfernen, wurde
das Myzel mit Glucanex (Novo Nordisk Ferment AG) protoplastiert. Das Myzel wurde
durch zwei Lagen Mull filtriert und anschlieBend mit TPS-Puffer gespiilt. Nach Aufnahme
von ca. 20 g (Feuchtgewicht) Myzel in Glucanexlosung (20 mg/ml in TPS) (Gesamt-
volumen: 100 ml) wurde das Gemisch in einem Mixer (Waring) homogenisiert. An-
schlieBend erfolgte die Inkubation des Homogenats fiir 1,5 Stunden bei 35 °C unter
Schwenken im Wasserbad. Nach Filtration der Suspension iiber zwei Lagen Mull wurde
ein- bis zweimal durch Glaswolle filtriert. Das klare Filtrat wurde in 50 ml-
Reaktionsgefil3e tiberfiihrt und abzentrifugiert (10 min, 4000 Upm, RT, Varifuge 3.0). Die
Protoplastensediments wurden vorsichtig in insgesamt einem ml TPS-Puffer resuspendiert
und in ein 2 ml ReaktionsgefaB iiberfiihrt. Der Ansatz wurden zentrifugiert (10 min, 4000
Upm, RT, F-45-18-11) und in einem ml TPS-Puffer aufgenommen. Danach wurde wieder

zentrifugiert (10 min, 4000 Upm, RT, F-45-18-11). Diese Waschung wurde dreimal
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4. Methoden

wiederholt, bevor alle Protoplasten in einem Milliliter TPS-Puffer vereinigt wurden. Die
Bestimmung der Protoplastenzahl erfolgte unter dem Mikroskop in der Thoma-

Zahlkammer.

e Transformation der Protoplasten

Jeweils 1 x 107 Protoplasten wurden in vier 2 ml-ReaktionsgefiBen vorgelegt. Nach
Zentrifugation (10min, 4000 Upm, RT, F-45-18-11) wurden die Protoplastensedimente in
200 pl eiskaltem STC-Puffer resuspendiert und auf Eis gehalten. Zu dem Transfor-
mationansatz wurden 10 pg DNA gegeben, zur Positivkontrolle im Falle der Selektion auf
Hygromycin B-haltigem Medium 10 pg des Plasmids pAN7-1 (Punt et al., 1987). Wenn
die Selektion auf Phleomycin durchgefiihrt werden sollte, wurden 10 pg pKO3-DNA
(Hamann et al., 2005) eingesetzt. Zur Negativkontrolle wurden 10 pg des Vektors pHph-1
(Roche) gegeben. Der Regenerationskontrolle wurde keine DNA zugesetzt. Diese
Kontrolle zeigt an, wie stark die Protoplasten durch die Transfromationsprozedur
geschédigt worden sind (siehe unten).

Nach 30 min Inkubation auf Eis wurde zu den Ansidtzen 50 pl eiskalte PEG-Losung
gegeben und anschlieBend fiir 20 min auf Eis inkubiert. Die Ansdtze wurden nun in 10 ml-
Polypropylen (PPN)-Réhrchen tiberfiihrt; danach wurde 2 ml PEG-Losung (4 °C) in ein
ml-Schritten hinzugefiigt. Zwischen den Schritten wurde vorsichtig gemischt. Nach einer
weiteren Inkubation auf Eis (30 min) und anschlieBend bei RT (10 min) erfolgte die
Zugabe von jeweils 4 ml STC-Puffer (4 °C). Der Transformationsansatz wurde voll-
standig ausplattiert. Hierfiir wurde jeweils ein Milliliter des Ansatzes in ein PPN-
Rohrchen mit 4 ml Selektionsiiberschichtungsmedium (Inkubation der Rohrchen bei 50
°C im Wasserbad) pipettiert. Der Inhalt des Réhrchens diente zum Uberschichten einer
Platte mit Hygromycin B (Endkonzentration: 0,1 mg/ml) bzw. Phleomycin (End-
konzentration: 6 pg/ml) im Transformationsmedium Fiir die Positiv- und Negativkontrolle
wurde jeweils ein ml der jeweiligen Ansdtze auf vier bzw. zwei Platten mit dem
jeweiligen Selektionsmarker wie zuvor beschrieben ausplattiert. Der Ansatz fiir die
Regenerationskontrolle wurde 10"-10° sowohl in Wasser als auch in STC verdiinnt. Die
STC-Verdiinnungen enthalten ggf. noch Zellen mit intakter Zellwand. Um den Anteil
dieser nicht transformierbaren Zellen zu bestimmen, werden die Wasserverdiinnungen
ausplattiert, da hier die eigentlichen Protoplasten wegen der osmotischen Verhiltnisse
platzen. Jeweils 1 ml der einzelnen Verdiinnungen wurden in ein PPN-Réhrchen mit
Uberschichtungsmedium (ohne Selektionsmarker) gegeben und anschlieBend auf jeweils

einer Platte mit Transformationsmedium (ebenfalls ohne Selektionsmarker) ausplattiert.
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Nach Inkubation bei 27 °C fiir drei bis vier Tage wurde die Regenerationskontrolle zur
Ermittlung der Regenerationsrate der Protoplasten ausgewertet. Die Regenerationsrate
gibt den Prozentsatz der Protoplasten an, die nach der Protoplastierung iiber die Féhigkeit
zur Regeneration eines Myzels verfligen. Sie sollte erfahrungsgemall zwischen ein und
drei Prozent liegen. Liegt sie wesentlich niedriger, sind die Protoplasten wéhrend der
Protoplastierung vermutlich stark geschiadigt worden. Die eigentliche Transformation
sowie Positiv- und Negativkontrolle wurden nach 7-14 Tagen ausgewertet. Zur
Berechnung der Transformationseffizienz wurde die Anzahl der erhaltenen Trans-
formanten durch die eingesetzte DNA-Menge dividiert. Sie liegt normalerweise im

Bereich von 15-21 Transformanten pro pg DNA (Osiewacz et al., 1991).

4.3 Nukleinsduretechniken

4.3.1 Nukleinsdure-Isolation

4.3.1.1 Isolation der Gesamt-RNA aus P. anserina
e Anzucht des Myzels

Jeweils 10-20 Myzelstiickchen wurden auf zwei BMM-Platten angeimpft und fiir drei
Tage bei 27 °C inkubiert. Juveniles und mittelaltes Myzel wurde von den Platten in
jeweils ein Kolben mit 200 ml CM iiberfiihrt und fiir zwei bis drei Tage bei 27 °C
geschiittelt (143 Upm). Seneszentes Myzel wurde in Fernbachkolben mit 150 ml CM
tiberfiihrt und fiir drei bis vier Tage bei 27 °C ohne Schiitteln inkubiert.

e Aufarbeitung der Gesamt-RNA

Das Myzel wurde durch zwei Lagen Mull filtriert und ausgedriickt. Nach Bestimmung des
Feuchtgewichts (ca. 5-10 g) wurde das Myzel in fliissigem Stickstoff griindlich zermdrsert
und in ein Becherglas iiberfiihrt. Nach Verriihren des Pulvers in 20 ml 60 °C warmer
GTC-Losung wurde die Suspension ziigig in ein SS34-Réhrchen mit 277 ul B-
Mercaptoethanol gefiillt und gemischt. Nach Inkubation des Rohrchens fiir 10 min bei
60 °C zur Lyse der Zellen wurde zentrifugiert (10 min, 10000 Upm, RT, SS34). Ca. 8 ml
des Uberstands wurden vorsichtig auf ein 5,7 M CsCl-Kissen (3 ml) in einem TST41.14-
Ultrazentrifugenrohrchen pipettiert. Die RNA wurde durch Ultrazentrifugation (18 h,
34000 Upm, 20 °C, TH-641) pelletiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das RNA-
Sediment drei Mal in 70 % Ethanol/DMPC (4 °C) gewaschen und anschlieend in 500 pl
DMPC-H,0 bei 60 °C resuspendiert. Die geloste RNA wurde in ein 2 ml-Reaktionsgefdl3
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tiberfiihrt und mit 1/10 Vol. 3 M NaAc/DMPC (pH 5,0) und 2 Vol. absolutem Ethanol
(4 °C) fiir 30 min bei -80 °C gefillt. Nach Zentrifugation (20 min, 15000 Upm, 4 °C,
16F24-11) wurde der Uberstand verworfen und das RNA-Sediment mit 500 ul 70 %
Ethanol/DMPC (4 °C) gewaschen. Der Ansatz wurde zentrifugiert (10 min, 15000 Upm,
4 °C, 16F24-11) und luftgetrocknet. Das RNA-Sediment wurde schlieBlich je nach
SedimentgrofBe in 100-200 pl DMPC-H,0 bei 65 °C fiir ca. 30 min geldst.

4.3.1.2 Isolation der Gesamt-DNA aus P. anserina (nach Lecellier und Silar, 1994)
e Anzucht des Myzels

Jeweils 10-20 Myzelstiickchen wurden auf mit einer Cellophanfolie beschichteten BMM-
Platte angeimpft und fiir zwei bis drei Tage bei 27 °C inkubiert.

e Aufarbeitung der Gesamt-DNA

Das Myzel wurde mit einem Spatel von der Cellophanfolie abgeschabt und in ein 2 ml
Reaktionsgefdll iiberfiihrt. Nach Zugabe von einem ml frisch angesetztem TENS-
Extraktionspuffer wurden die Folgenden dem Zellaufschluss dienenden Schritte drei Mal
durchgefiihrt: 30 sec mischen (Vortex), Inkubation fiir 30 sec in fliissigem Stickstoff,
Inkubation im Wasserbad bei 70 °C fiir 10 min. Nach Zentrifugation (10 min, 14000
Upm, RT, F-45-18-11) wurde der Uberstand abgenommen und in ein neues 2 ml-
Reaktionsgefal3 iiberfithrt. Nach Zugabe von einem Vol. Phenol wurde der Ansatz
gemischt und zentrifugiert (5 min, 8000 Upm, RT, F-45-18-11). Der Uberstand wurde in
ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und mit einem Vol. Phenol/Chloroform/Iso-
amylalkohol (25:24:1) gemischt. Nach Zentrifugation (5 min, 8000 Upm, RT, F-45-18-11)
wurde der Uberstand wieder abgenommen und in einem Vol. Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) erneut extrahiert. Dann wurde eine DNA-Féllung mit einem Vol. Isopropanol (RT)
durchgefiihrt und anschlieBend zentrifugiert (20 min, 15000 Upm, 4 °C, 16F24-11). Nach
Losen des Sediments in 90 pul Wasser + 10 ul 3 M NaAc (pH 5,2) bei 37 °C wurde die
DNA mit zwei Volumen eiskaltem absolutem Ethanol fiir 30 min bei -80 °C erneut
gefillt. Nach Zentrifugation (20 min, 15000 Upm, 4 °C, 16F24-11) wurde das DNA-
Sediment in 500 pl 70 % Ethanol (4 °C) gewaschen und anschlieBend luftgetrocknet. Das
DNA-Sediment wurde je nach GroBle in 20-50 pl TE-Puffer mit RNase A (0,1 mg/ml) fiir
ca. 30 min bei 37 °C gelost.
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4.3.1.3 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli (Mini-Préparation)

Diese Methode diente der Isolation von geringen Mengen Plasmid-DNA (10-20 pg) aus E.
coli-Zellen. Nach Anzucht der Bakterien in einer 5 ml LBA-Kultur iiber Nacht bei 37 °C im
Inkubator wurde diese abzentrifugiert (10 min, 3500 Upm, 16A4-44). Das Zellsediment
wurde in 150 ul STET-Puffer resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. 12 pl
einer Lysozymlosung (10 mg/ml) wurden hinzugegeben. Wihrend der anschlieBenden
Inkubation bei 90 °C fiir 90 Sekunden erfolgten Zell-Lysis und die Denaturierung von
genomischer DNA und der Proteine. Nach einer Zentrifugation (10 min, 15000 Upm, 16F24-
11) wurde das resultierende Sediment entfernt. Der die Plasmid-DNA enthaltene Uberstand
wurde mit 150 pl Isopropanol versetzt und fiir flinf Minuten bei -80 °C gefillt. Danach wurde
der Ansatz zentrifugiert (10 min, 15000 Upm, 4 °C, 16F24-11). Der Uberstand wurde
verworfen und das Plasmid-DNA-Sediment mit 500 pl 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer
letzten Zentrifugation (5 min, 15000 Upm, 4 °C, 16F24-11) wurde das Sediment unter
Vakuum getrocknet und in 50 pl TE (+ 0,1 mg/ml RNase A) resuspendiert.

4.3.1.4 Isolation von Plasmid- und Cosmid-DNA aus E. coli (Midi-Priparation)

Fiir die Isolation groBerer Mengen reiner Plasmid- und Cosmid-DNA (50-100 png) wurde ein
,»Midi-Prep-Kit*“ (Qiagen) eingesetzt. Ausgehend von einer Einzelkolonie erfolgte die
Anzucht zunichst in 5 ml-Flissigmedium mit Selektionsmarker (z. B. Ampicillin) fiir 8-10
Stunden bei 37 °C und 180 Upm. Die Vorkultur wurde anschliefend in 150 ml Fliissig-
medium (ebenfalls mit Selektionsmarker) tiberfiihrt (Hauptkultur) und iiber Nacht bei 37 °C
und 180 Upm inkubiert. Die Isolation der DNA wurde nach der Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. Die Resuspension der Plasmid-DNA erfolgte in 100 pul TE-Puffer.

4.3.2 Nukleinsdure-Konzentrationbestimmung

e Plasmid- und Cosmid-DNA, RNA

Nukleinsduren zeigen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlinge von 260 nm. Mit
einem UV-Photometer ldsst sich die optische Dichte (OD) einer Nukleinsdure-Praparation
bestimmen. Aus der OD errechnet sich die DNA-bzw. RNA-Konzentration wie folgt:

DNA-Konzentration [pg/ml] = Az x 50 pg/ml x V

RNA-Konzentration [pg/ml] = Az x 40 pg/ml x V

Axeo: Absorption bei 260 nm, V: Verdiinnungsfaktor

46



4. Methoden

Als MabB fiir die Reinheit der Nukleinsidurepraparation dient der Quotient Ayeo/Asso, dieser

sollte > 1,7 sein.

e Lineare DNA-Fragmente, Genomische DNA

Die Konzentration genomischer DNA wurde mittels Videodensitometrie bestimmt: Ein pl
der Probe wurden mit 250 ng HindlIll restringierter A-DNA (MBI Fermentas) auf einem
1 % Agarosegel aufgetrennt. Das Programm ,,WinCam* (Cybertech) errechnet anhand der
Bandenintensitit die DNA-Konzentration der zu analysierenden Proben. Als
Berechnungsgrundlage diente die jeweilige DNA-Menge der sieben HindIll-Fragmente
des A-Markers.

e Oligonukleotide

Um die Stoffmengenkonzentration von einzelstrangigen Oligonukleotiden zu bestimmen,
wurden nach Messung der Absorption bei 260 nm folgende Formeln angewendet (Tullis
et al., 1989):

Oligonukleotidkonzentration [mol/1] = Az60/En

wobei der molare Extinktionskoeffizient E,,, wie folgt bestimmt wurde:
En=Ax16000+Tx 9600+ G x 12000 + C x 7000

A, T, G, C: Anzahl der Adenin-, Thymin-, Guanin-, und Cytosin-Basen im Oligonukleotid

4.3.3 Nukleinsdure-Gelelektrophorese
4.3.3.1 DNA-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten fiir Analysezwecke erfolgte in 1%
Agarosegelen. Als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet. Die aufzutrennende DNA-Probe
wurde mit 1/6 Volumen 6 x DNA-Ladepuffer gemischt und in eine Tasche des Agarosegels
pipettiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte fiir 1-1,5 Stunden bei 80 V. Fiir eine
bessere Auftrennung wurde die Elektrophorese iiber Nacht bei 12 V unterzogen. Als
GroBenstandard diente entweder eine 100 bp-Leiter oder das mit HindllI-restringierte Genom
des Bakteriophagen A. Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente wurde das Gel ca. 20
Minuten in einem Ethidiumbromidbad (1 pg/ml EtBr in Wasser) gefdrbt. Dieser Farbstoff

interkaliert in Nukleinsduren und wird durch UV-Strahlung auf dem Transilluminator zur
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Fluoreszenz angeregt. Die aufgetrennten DNA-Fragmente erscheinen als horizontale Banden

im Gel und wurden zur Dokumentation photographiert.

4.3.3.2 RNA-Gelelektrophorese

e Herstellung eines denaturierenden Agarose-Gels

Geltrdager und -kamm wurden griindlich mit Ethanol gereinigt. Fiir ein 1,35 % Agarosegel
wurde nach dem Aufkochen von 1,5 g Agarose in 80 ml DMPC-H,0 und Abkiihlung auf
ca. 60 °C 11 ml 10 x MOPS und 20 ml Formaldehyd hinzugesetzt. AnschlieBend wurde

das Gel gegossen.

e Vorbereitung der Proben

10-20 pg RNA wurde mit DMPC-H,O auf ein Volumen von 12 pl eingestellt.
AnschlieBend wurde 29 pul RNA-Probenpuffer hinzupipettiert. Danach folgte eine 10-
miniitige Inkubation bei 65 °C im Heizblock; dann 5 min auf Eis. Diese Schritte dienten
der Denaturierung der RNA. Dann wurden 5 pl RNA-Ladepuffer hinzupipettiert. Alle
Proben wurden in jeweils zwei Taschen des denaturierenden Agarosegels geladen, da eine
Gelhélfte auf dem Transilluminator analysiert und die andere auf eine Nylonmembran
transferiert wurde. Die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte in 1 x MOPS-
Laufpufter bei einer Spannung von 60 V fiir 2,5 Stunden.

e Analyse des RNA-Gels auf dem Transilluminator

Zunichst wurde eine Gelhélfte 15-30 min im Ethidiumbromidbad (1 pg/ml EtBr in
Wasser) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Entfarbung iiber Nacht im Wasserbad. Das

Gel wurde dann auf dem Transilluminator analysiert und photographiert.

4.3 4 DNA-Restriktion

Restriktionsendonukleasen erkennen bestimmte DNA-Sequenzen und hydrolisieren
Phosphosdurediesterbindungen. Dies fiihrt zur Spaltung der DNA in spezifische Fragmente.

DNA-Restriktionen finden eine Reihe von Anwendungen:
e Fragmentierung von DNA als Voraussetzung fiir Hybridisierungsanalysen

e Gewinnung von Fragmenten fiir Klonierungen bzw DNA-Markierungen

e Analyse der Restriktionsmuster von Plasmid-, Cosmid- und genomischer DNA.
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Es wurden Enzyme und die entsprechenden Puffer von MBI Fermentas verwendet. Fiir <1 pg
DNA wurden in der Regel 2,5 U des jeweiligen Enzyms eingesetzt. 5 U bzw. 10 U wurden fiir
> 1ug DNA gewihlt. Die Inkubationszeit des Restriktionsansatzes bei 37 °C betrug fiir <1 pg
DNA 2-4 Stunden; grolere Mengen und genomische DNA wurden iiber Nacht restringiert.

4.3.5 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fiir die Isolation linearer DNA-Fragmente wurde das entsprechende Plasmid zunéchst
enzymatisch restringiert. Der Restriktionsansatz wurde anschlieend elektrophoretisch
aufgetrennt.

Das in einer Ethidiumbromidldsung gefarbte Gel wurde auf dem Transilluminator analysiert
und das betreffende DNA-Fragment mit einem Skalpell ausgeschnitten. Zur Elution der DNA
aus dem Gel und dessen Reinigung wurde das ,,NucleoSpin Extract 2-in-1“-Kit (Macherey-

Nagel) nach der Anleitung des Herstellers eingesetzt.

4.3.6 Nukleinsiuretransfer
4.3.6.1 Southerntransfer

DNA-Fragmente wurden aus Agarosegelen durch Southerntransfer auf eine Nylonmembran
(Hybond-N [Amersham]) iibertragen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA
wurde das Gel in einer Ethidiumbromidlosung gefarbt, auf dem Transilluminator analysiert
und photographiert. Nach 10 min Inkubation in Wasser wurde es auf zuvor eine min in 2 x
SSC é&quilibrierte Membran platziert und luftdicht in einer Vakuum-Transferapparatur
(Pharmacia) eingespannt. Nach Uberschichten des Gels mit 0,25 M HCI zur Depurinierung
der DNA wurde ein Unterdruck von 50 mbar angelegt. Nach 20-30 min Inkubation in 0,25 M
HCl wurde das Gel fiir 20-30 min mit Denaturierungslosung iiberschichtet, um
einzelstringige DNA zu erhalten. Eine abschlieBende Uberschichtung in Neutrali-
sierungslosung fiir 20-30 min diente dem Absenken des pH-Werts unter 9. Dies ist fiir die
Bindung von DNA-Sonden in Hybridisierungsanalysen bedeutend. Fiir den Transfer der DNA
wurde das Gel zwei Stunden mit 20 x SSC bedeckt. Nach erfolgtem Transfer wurde die
Membran 1 min in 2 x SSC gewaschen und auf ,,Whatman®“-Papier getrocknet. Zur
kovalenten Fixierung der DNA wurden beide Seiten der Membran im ,,UV-Stratalinker 1800
(Stratagene) behandelt. (Einstellung am Gerédt: ,,Auto Crosslink®.) Das Gel wurde nach
erneuter Firbung im Ethidiumbromidbad auf dem Transilluminator auf DNA-Riickstinde

untersucht.
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4.3.6.2 Northerntransfer

Der Northerntransfer dient dem Transfer von RNA aus einem denaturierenden Agarosegel auf
eine Nylonmembran. Die Membran (Hybond-N [Amersham]) wurde zunéchst kurz in 2 x
SSC (DMPC) &aquilibriert. AnschlieBend wurde das RNA-Gel in einer Transferapparatur
(Pharmacia) platziert. Ein Unterdruck von 50 mbar wurde angelegt und das Gel fiir etwa drei
Stunden mit 20 x SSC (DMPC) iiberschichtet. Danach wurde die Membran kurz in 2 x SSC
gewaschen und luftgetrocknet. Beide Seiten der Membran wurden mit UV bestrahlt (UV-

Stratalinker ,,1800° [Stratagene], Einstellung am Gerit: ,,Auto Crosslink*.)

4.3.7 Hybridisierungsanalyse
4.3.7.1 DNA-Markierung

Sonden fiir die Analyse von DNA und RNA wurden entweder mit o’?P-dCTP (Amersham)
oder mit DIG-dUTP (Roche) durch ,,Random-Priming® markiert. Die zu markierende DNA
wurde zunidchst durch Restriktion des entsprechenden Plasmids und elektrophoretischer
Auftrennung gewonnen. Das gewlinschte Fragment wurde mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten und anschlieBend mit dem ,,NucleoSpin Extract 2-in-1* Kit (Macherey-Nagel)

nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt.

e DIG-Markierung

Die Markierungsreaktionen wurden mit dem ,,DIG-DNA Labeling and Detection Kit*
(Roche) durchgefiihrt. 15 pl der zu markierenden DNA (0,5-1 pg) wurden 10 min in
kochendem Wasser denaturiert und anschlieBend 5 min auf Eis gekiihlt. Danach erfolgte
die Zugabe von 2 pl Hexanukleotidgemisch (10 x), 2 ul dNTP-Markierungsgemisch und
1 pul Klenow-Fragment (2 U/ul) (MBI Fermentas). Die Inkubation des Ansatzes erfolgte
bei 37 °C iiber Nacht. Die Reaktion wurde schlieBlich durch Zugabe von 0,2 M EDTA
(pH 8,0) gestoppt. Um die Konzentration der markierten DNA abzuschdtzen, wurden
1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pg und 0,1 pg DIG-markierte Kontroll-DNA auf eine
Nylonmembran pipettiert. Anhand der Menge der eingesetzten DNA-Matrize und der
Reaktionsdauer wurde die theoretische Konzentration an markierter DNA nach der
Anleitung des Herstellers berechnet und eine Verdiinnungsreihe markierten Probe auf die
Membran pipettiert. Fiir die Detektion wurde die Membran entsprechend 4.3.7.2 inkubiert
und anschlieBend mit einer Farbsubstratlosung iiberschichtet, die 17,5 pl BCIP und
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22,5 ul NBT in 5 ml DIG-Puffer 3 enthielt. Der Ansatz wurde 2-3 Stunden bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Die durch den Substratumsatz der mit alkalischen
Phosphatase konjugierten DIG-Antikorper beobachtete Farbentwicklung wurde bei
Kontroll-DNA und markierter Probe verglichen und diente als MalB fiir die

Markierungseffizienz.

e «’P-dCTP-Markierung

10 pl der zu markierenden DNA (0,2-0,5 pg) wurden mit 27 ul Wasser gemischt und 10
min in kochendem Wasser denaturiert. Nach 5 min Abkiihlung auf Eis wurden 2 ul OPL I
(Hexanukleotidgemisch [Pharmacia]), 3 pl OPL II-C (Desoxynukleotide ohne dCTP
[Pharmacia]), 5 ul Klenow-Puffer (10x), 1 pl Klenow-Fragment (2 U/ul) (MBI Fer-
mentas) und 2,5 pl o’’P-dCTP (Amersham) hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde fiir
1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 50 pl 1 x STE
hinzugegeben. AnschlieBend wurden kleine DNA-Fragmente (< 20 bp) und ungebundene
Desoxynukleotide mit ,,Probequant G-50“-Sdulen (Amersham) nach der Anleitung des

Herstellers chromatographisch entfernt.

4.3.7.2 Hybridisierung und Detektion

e Hybridisierung und Detektion (DIG-markierte DNA-Sonde)

Die Prihybridisierung der Membran erfolgte mindestens zwei Stunden in DIG-
Hybridisierungspuffer (,,High-SDS*) bei 65 °C. Die Hybridisierung mit einer thermisch
denaturierten Sonde (15-20 ng/ml in DIG-Hybridisierungspuffer) erfolgte {iber Nacht bei
65 °C. AnschlieBend wurden zwei Waschschritte in 2 x SSC, 0,5 % SDS bei RT fiir
jeweils 5 min durchgefiihrt. Fiir die Stringenzwaschungen wurde die Membran zwei Mal
in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 68 °C fiir jeweils 15 min inkubiert. Die folgenden Schritte
wurden bei RT durchgefiihrt. Zunichst Inkubation in DIG-Puffer 2 fiir mindestens 60 min.
Anschliefend wurde die Membran 30 min in 10 ml DIG-Puffer 2 mit Anti-DIG-AP-
Konjugaten (1:10000) inkubiert. Danach erfolgte zwei Waschungen in DIG-Waschpuffer
fiir jeweils mindestens 15 min. Die Membran wurde zwei Mal fiir jeweils 5 min in DIG-
Puffer 3 dquilibriert und mit 500 pl Substratlosung (1:100 CSPD in DIG-Puffer 3) fiir
5 min bedeckt. Nach der Entfernung iiberschiissiger Substratlosung wurde die Membran

in Plastikfolie eingeschweillt. AnschlieBend wurde ein Rontgenfilm (Amersham) fiir
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1-5 Stunden bei RT auf die Membran gelegt. Zur DIG-Entfernung wurde die Membran
kurz in Wasser inkubiert und anschlieBend zwei Mal fiir jeweils 20 min in 0,2 M NaOH,
0,1 % SDS bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte eine Waschung der Membran in 2 x SSC

(mind. 2 x 15 min).

e Hybridisierung und Detektion (radioaktiv markierte DNA-Sonde)

Die Membran wurde mindestens vier Stunden bei 37 °C in formamidhaltiger
Hybridisierungslosung (ohne Sonde) priahybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte in
Hybridisierungslosung mit 0,2-0,5 pg radioaktiv markierter DNA, die zuvor thermisch
denaturiert wurde, bei 37 °C iiber Nacht. Die Membran wurde zwei Mal fiir 10 min in 2 x
SSC, 0,5 % SDS bei 37 °C und anschlieBend einmal in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 37 °C
fiir jeweils 10 min gewaschen. Die Exposition der Membran erfolgte flir eine Stunde bis 3
Tage bei -80 °C auf einem Rontgenfilm (Amersham). Eine Verstédrkerfolie (Suprema [Dr.
Goos]) diente hierbei zur Erhohung der Signalintensitit. Bereits gebundene Sonden
wurden durch drei-vier kurze Inkubationen in kochender 0,1 x SSC, 0,1 % SDS-Losung

abgewaschen.

4.3.8 DNA-Klonierung
4.3.8.1 Vorbereitung des Vektors

10 pg des Vektors (z. B. pBSSK von Stratagene) wurden {iber Nacht enzymatisch restringiert.
Um die Restriktionsendonukleasen aus dem Ansatz zu entfernen, wurde anschlieBend eine
Aufreinigung des Vektors mit ,,Strataclean (Stratagene) nach der Anleitung des Herstellers
durchgefiihrt. ,,Strataclean ist eine Matrixsuspension, die Restriktionsendonukleasen und

modifizierende Enzyme aus den Reaktionsansétzen entfernt.

4.3.8.2 Synthese des zu klonierenden DNA-Fragments

Zu klonierende DNA-Fragmente wurden mittels PCR (Kap. 4.3.11) synthetisiert. Hierbei
enthalten die zur Amplifikation eingesetzten Oligonukleotide, die die gewiinschte Sequenz
flankieren, entsprechende Schnittstellen fiir weitere Klonierungsschritte. Das Amplifikat
wurde anschliefend mit dem ,,NucleoSpin Extract 2-in-1“-Kit (Macherey-Nagel) nach der
Anleitung des Herstellers aufgereinigt.
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4.3.8.3 DNA-Ligation

Ligationen von DNA-Fragmenten wurden mit der T4-DNA-Ligase von MBI Fermentas
durchgefiihrt. Das molare Verhéltnis von Vektor zu Fragment betrug, sofern nicht anders
angegeben, 1:5. In einem 10 pl Ansatz befanden sich weiterhin 1 x Ligationspuffer (MBI
Fermentas) und 5 U T4-DNA-Ligase. Die Ligation wurde bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion durch Inkubation bei 65 °C fiir 10 min gestoppt. Fiir die

Transformation in kompetente E. coli-Zellen wurden 5 pl des Ligats eingesetzt.

4.3.8.4 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen

e Kompetente Zellen fiir die Transformation mit Hilfe eines Hitzeschocks

Eine frisch auf LBT gewachsene E. coli-Einzelkolonie des Stammes XL1Blue (Strata-
gene) diente zum Animpfen einer 10 ml LBT-Kultur. Nach ca. 16 Stunden Inkubation bei
37 °C wurde diese Vorkultur in 500 ml LBT iiberfiihrt. Diese 500 ml-Hauptkultur wurde
fiir ca. 3,5 Stunden bei 37 °C und 180 Upm bis zu einer ODgoonm von 0,5-0,7 inkubiert.
Nach einer Zentrifugation (10 min, 3500 Upm, 4 °C, GSA) wurde das Sediment in 500 ml
eiskaltem 50 mM CaCl, aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubation der Hauptkultur auf
Eis erfolgte eine weitere Zentrifugation (10 min, 3500 Upm, 4 °C, GSA). Im Anschluf3 an
die vorsichtige Resuspension in 50 ml CaCl, (4 °C) wurde die Bakterien-Suspension fiir
24 Stunden auf Eis aufbewahrt. Fiir die Herstellung von Gefrierkulturen der kompetenten
Bakterien wurden diese mit eiskaltem Glyzerin (Endkonzentration: 15 %) versetzt. Diese
Suspension wurde zu 350 ul aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die

Aufbewahrung der kompetenten Bakterien erfolgte bei -80 °C.

e Kompetente Zellen fiir die Transformation durch Elektroporation

Diese Prozedur wurde zur Herstellung kompetenter E. coli des Stammes KS272
(pKOBEG, Cosmid #42B8) durchgefiihrt (Hamann et al., 2005). Eine frisch auf LBAC
gewachsene E. coli-Einzelkolonie diente zum Animpfen einer 5 ml LBAC-Kultur mit
0,2 % Arabinose zur Induktion des ,,red“-Locus auf pKOBEG. Diese Vorkultur wurde
iiber Nacht bei 30 °C inkubiert, da pKOBEG temperatursensitiv ist. Die Vorkultur diente
zum Beimpfen einer 150 ml LBAC-Hauptkultur (+ 0,2 % Arabinose). Die Hauptkultur
wurde bei 30 °C und 180 Upm bis zu einer ODgponm von 0,5-0,8 inkubiert. Alle weiteren
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Schritte wurden im Kiihlraum auf Eis durchgefiihrt. Nach einer Zentrifugation (10 min,
5300 Upm, 4 °C, GSA) wurde das Sediment in einem Volumen eiskaltem Wasser
resuspendiert, diese Schritte wurden zwei Mal wiederholt. Die Bakteriensuspension wurde
dann erneut zentrifugiert (10 min, 5300 Upm, 4 °C, GSA) und in 1/12,5 Vol. eiskaltem
Wasser resuspendiert. Nach abschlieBender Zentrifugation (10 min, 5800 Upm, 4 °C,
SS34) erfolgte die Resuspension der Zellen in 1/333,3 Vol. eiskaltem 10 % Glyzerin.
Diese Suspension wurde zu 50 pl aliquotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

Die Aufbewahrung der kompetenten Bakterien erfolgte bei -80 °C.

4.3.8.5 Transformation von kompetenten E. coli-Zellen

e Transformation mit Hilfe eines Hitzeschocks

5 pl des Ligationsansatzes bzw. 2,5 ng Plasmid-DNA (z. B. pBSSK) fiir die Positiv-
kontrolle wurden auf ein Volumen von 50 ul mit 1 x TE aufgefiillt. Die kompetenten
Zellen wurden 15 min auf Eis aufgetaut. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 300 ul der
Zellsuspension zur DNA. Dieses Gemisch wurde fiir 40 min auf Eis und anschlielend fiir
3 min bei 42 °C inkubiert. Danach wurde ein ml LB-Medium zu dem Transfor-
mationsansatz gegeben und dieser fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Der Ansatz wurde
anschlieend zentrifugiert (10 min, 6000 Upm, 16F24-11). Das Bakteriensediment wurde
in 300 pl LB-Medium resuspendiert. Die Suspension wurde vollstindig (3 x 100 pl) auf
LB- bzw. X-Gal- Medium (+ Selektionsmarker) ausplattiert. Bei der Positiv-Kontrolle
wurde auf die letzte Zentrifugation verzichtet und jeweils 100 ul der 1:10 verdiinnten
Zellsuspension auf LBA ausplattiert. Die Transformationseffizienz (TEZ) der Positiv-
Kontrolle sollte ca. 2-3 x 10° Transformanden pro pg DNA betragen und wurde mit

folgender Formel berechnet:

TEZ [T/ug DNA] = (T x V(M x V,)

T: Transformantenzahl, V, [ml]: Gesamtvolumen, V, [ml]: ausplattiertes Volumen, M:

Menge der eingesetzten DNA [pg]
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e Transformation durch Elektroporation

Die zu transformierende DNA wurde zur Entsalzung 2 x 15 min gegen Wasser dialysiert
(Dialyse-Membran von Millipore). 50 pl kompetente Zellen (E. coli KS 272 [pKOBEG,
Cosmid #42B8]) und 20 pl DNA (ca. ein pg) wurden in eine gekiihlte Elektro-
porationskiivette pipettiert. Das Gemisch wurde im Elektroporationsgerit ,,Easyject
Prima* (Equibio) mit einem 2500 V-Spannungsimpuls behandelt. Anschlieend erfolgte
die sofortige Zugabe von einem ml SOC-Medium. Nach Inkubation fiir eine Stunde bei
30 °C erfolgte die Ausplattierung von 80 pl des Transformationsansatzes auf LBAB-
Medium.

4.3.9 DNA-Sequenzierung

Sequenzierungen wurden von der Firma ,Scientific Research & Development GmbH*

(Frankfurt) nach der Kettenabbruchmethode durchgefiihrt.

4.3.10 Oligonukleotidsynthese

Die Synthese von Oligonukleotiden wurde von der Firma Roth (Karlsruhe) durchgefiihrt.

4.3.11 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. ,,Polymerase Chain Reaction" [PCR]) dient der
spezifischen Amplifikation von DNA. Nach thermischer Denaturierung der Matrizen-DNA
konnen Oligonukleotide, die den zu amplifizierenden Abschnitt flankieren, bei der An-
lagerungstemperatur hybridisieren. Die Anlagerungstemperatur T, eines Oligonukleotids ldsst

sich ndherungsweise mit folgenden Formeln berechnen (nach Wu et al., 1991):

L=2x (G+C)+A+T
T, [°C]= (22 + 1,46 x L) - 5 °C

A, T, G, C: Anzahl der Adenin-, Thymin-, Guanin-, und Cytosin-Basen im Oligonukleotid

Die angelagerten Oligonukleotide werden von der hitzestabilen DNA-Polymerase aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus als Startstellen fiir die Synthese der
komplementiren Matrizen-Stringe erkannt. In der Synthesephase konnen pro Minute ca. 1000

55



4. Methoden

Nukleotide verkniipft werden. Nach diesem Schritt wird die DNA wieder denaturiert; ein
weiterer Reaktionszyklus beginnt. Nach n Zyklen wird der von den Oligonukleotiden
flankierte Bereich der Matrizen-DNA theoretisch um den Faktor 2" vervielfiltigt. Die jeweils
verwendeten PCR-Programme befinden sich in den entsprechenden Abbildungslegenden im
Ergebnisteil.

Ein tblicher 50 pl PCR-Ansatz enthdlt folgende Komponenten: Matrizen-DNA (10 ng
Plasmid-DNA, 20 ng Cosmid-DNA oder 100 ng genomische DNA), zwei Oligonukleotide
(geweils 0,5 pM), 1 x PCR-Puffer (Invitrogen), 1,5 mM MgCl, (Invitrogen), dNTP-Losung
(0,2 mM) und Tag-Polymerase (2,5 U, Invitrogen).

Fir eine ,Kolonie-PCR* wurde Zellmaterial einer {iiber Nacht herangewachsenen
Bakterienkolonie mit einer sterilisierten Impflanzette in das Reaktionsgefal mit den PCR-
Komponenten iiberfiihrt. Die initiale Denaturierung wurde fiir 4 Minuten bei 95 °C durchge-
fiihrt.

Zur Aufreinigung von PCR-Amplifikaten wurde das ,,NucleoSpin Extract 2-in-1-Kit*
(Macherey-Nagel) nach den Angaben des Herstellers verwendet.

4.4 Proteintechniken

4.4.1 Isolation mitochondrialer Proteine aus P. anserina

e Anzucht des Myzels

Auf fiinf BMM-Platten wurden jeweils 15-20 Myzelstiickchen angeimpft und fiir drei
Tage bei 27 °C inkubiert. Das Myzel wurde anschlieBend abgeschabt und, nach
Vereinigung in einem Kolben mit 200 ml CM, in einen 5 1 Schikanekolben mit 1,5 1 CM
tiberfiihrt. Dieser Ansatz wurde fiir 3-4 Tage bei 27 °C geschiittelt (120 Upm).

e Aufarbeitung

Nach Filtration des Ansatzes iiber zwei Lagen Mull wurde iiberschiissiges Medium
ausgepresst und das Feuchtgewicht des Myzels (ca. 15-20 g) bestimmt. Das Myzel wurde
in fliissigem Stickstoff griindlich gemdrsert. Nach Uberfiihrung des Pulvers in einen GSA-
Becher erfolgte die Zugabe von 5 ml eiskaltem AM-Puffer mit 30 mg Polyvinyl-
polypyrrolidon (PVPP) und 6,3 mg L-Cystein, wobei sich die Angaben auf ein
Myzelfeuchtgewicht von einem g beziehen. Das Gemisch wurde fiir eine Stunde bei 4 °C

geriihrt und danach zentrifugiert (10 min, 3000 Upm, 4 °C, GSA). Der Uberstand wurde
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durch zwei Lagen Mull filtriert. Das Filtrat wurde zentrifugiert (30 min, 10000 Upm,
4 °C, GSA). Die Aufnahme des Sediments erfolgte in 10 ml eiskaltem Waschpuffer. Die
Suspension wurde griindlich mit einem Homogenisator behandelt. Nach Zugabe von
10 ml Waschmedium (4 °C) wurden 8 ml 0,6 M Saccharoseldsung (vorgelegt in einem
SS34-Rohrchen) mit der homogenisierten Losung iiberschichtet. Nach Zentrifugation
(20 min, 9500 Upm, 4 °C, SS34) wurde das Mitochondriensediment je nach GréBe in 200-
300 upl eiskaltem Suspensionspuffer (0,1 M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,2) aufge-

nommen.
4.4.2 Isolation intakter Mitochondrien aus P. anserina

e Anzucht des Myzels

Auf fiinf bis sieben mit je einer Cellophanfolie beschichteten BMM-Platten wurden
jeweils 25-40 Myzelstiickchen angeimpft und fiir 1,5 Tage bei 27 °C inkubiert. Juveniles
und mittelaltes Myzel wurde von den Platten in jeweils einen Kolben mit 200 ml CM
tiberfiihrt und fiir zwei Tage bei 27 °C geschiittelt (143 Upm). Seneszentes Myzel wurde
in Fernbachkolben mit 150 ml CM iiberfiihrt und fiir drei bis vier Tage bei 27 °C ohne
Schiitteln inkubiert.

e Aufarbeitung

Nach Filtration des Myzels iiber zwei Lagen Mull wurde tiberschiissiges Fliissigmedium
ausgepresst und das Feuchtgewicht (ca. 15-20 g) bestimmt. Alle folgenden Schritte
wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Das Myzel wurde anschlieBend mit Mitochondrien-
isolationspuffer (+ 0,2 % BSA) versetzt und verriihrt, bis eine breiartige Konsistenz
erhalten wurde. Das Myzel (d. h. ca. 1/3 der Gesamtmenge) wurde in die Kammer eines
,Bead-Beaters* (Biospec) iiberflihrt, die zur Héilfte mit sterilen Glasperlen (0,5 mm,
Biospec) gefiillt war. Die Kammer wurde mit Puffer aufgefiillt. Zur Unterbindung von
Schaumbildung wurden einige Tropfen ,,Antifoam“-Losung (Sigma, 1:5 in Wasser
verdiinnt) auf der Fliissigkeitsoberfliche verteilt. Das Myzel wurde anschlieBend im
,Bead-Beater zerrieben (2 x 15-20 Sekunden), wobei zwischen den Schritten eine Pause
von zwei Minuten zur Abkiihlung der Probe eingehalten wurde. Das Homogenat wurde
iiber ein Nesseltuch filtriert und anschlieBend zentrifugiert (5 min, 2000 Upm, 4 °C,
GSA). Der Uberstand wurde durch einen Glaswolltrichter filtriert. Das Filtrat wurde
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zentrifugiert (20 min, 11500 Upm, 4 °C, SS34). Das Sediment wurde in Isolationspuffer
(ohne BSA) resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefaf3 tiberfithrt. Nach kurzer Zeit
(ca. 1-2 Minuten) bildete sich ein Sediment (vermutlich Zellwandreste und Vakuolen).
Der mitochondrienhaltige Uberstand wurde in ein SS34-GefiB iiberfiihrt und mit Iso-
lationspuffer versetzt, bis das Gefdl zu 3/4 gefiillt war. Nach einer weiteren Zentri-
fugation (20 min, 11500 Upm, 4 °C, SS34) wurde der Uberstand und der dunkle Zentral-
bereich des Sediments (vermutlich Vakuolen) verworfen. Der helle Sedimentrand
(Mitochondrien) wurde in Isolationspuffer (ohne BSA, ca. 200-300 pl) aufgenommen. Die
Probe wurde aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

4.4.3 Protein-Konzentrationsbestimmung

Zunichst erfolgte die Aufnahme einer Eichgeraden mit verschieden konzentrierten BSA-
Losungen. Hierzu wurden 0, 2,5, 5 und 10 pl einer BSA-Stammldsung (5 mg/ml) mit Wasser
auf 200 pl aufgefiillt. Zu jeder Verdiinnung wurden 800 pl Roti-Nanoquant (Roth) (1:5 in
Wasser verdiinnt) pipettiert. Die Absorptionen bei 450 und 590 nm der BSA-Losungen
wurden gegen Wasser als Referenz im Photometer gemessen. Die Quotienten Asgo/Aaso
wurden gegen die BSA-Konzentration aufgetragen. Die durch lineare Regression ermittelte
Gerade diente als Eichgerade fiir die nachfolgenden Messungen. Die Proteinprobe mit einer
unbekannten Konzentration wurde ggf. mit Wasser verdiinnt. Zu der in Wasser aufge-
nommenen Probe (Gesamtvolumen: 200 pl) wurden 800 pul Roti-Nanoquant pipettiert, bevor

die Absorptionen bestimmt wurden.

4.4.4 Blau-native Polyacrylamidgelelektrophorese (BN-PAGE)

Durch BN-PAGE lassen sich membranstindige Proteinkomplexe (z. B. Atmungsketten-
komplexe der mitochondrialen Membran) auftrennen und analysieren (Schigger und von
Jagow, 1991). Eine wichtige Voraussetzung hierflir ist die schonende und vollstéindige
Solubilisierung der Membranproteine. Hierfiir ist das Detergenz Digitonin hervorragend

geeignet (Schiagger und Pfeiffer, 2000).

e Solubilisierung mitochondrialer Membranproteine

Pro Spur eines BN-Gels wurden 100 pg Protein eingesetzt. Proteine und Arbeitslésungen
wurden stets gekiihlt aufbewahrt. Das Probenaliquot wurde zunéchst aufgetaut und

sorgfaltig resuspendiert (durch auf- und abpipettieren). Die entsprechende Proteinmenge
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(100 pg) wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefdl vorgelegt und mit einem ml 1,11 x
Solubilisierungspuffer versetzt. Nach der anschlieBenden Zentrifugation (8 min, 14000
Upm, 4 °C, FA 45-24-11) wurde der Uberstand verworfen. Das Mitochondriensediment
wurde in 1 ml 1,11 x Solubilisierungspuffer aufgenommen. Nach der Zentrifugation
(8 min, 14000 Upm, 4 °C, FA 45-24-11) wurde der Uberstand sorgfiltig entfernt. Das
gewaschene Sediment wurde in 1,11 x Solubilisierungspuffer (+ 0,5 mM Proteaseinhibitor
Pefabloc [Roth]) resuspendiert. Das Volumen richtete sich nach der Digitonin-Menge im
Ansatz. Stets wurde im Massenverhiltnis 4:1 (Digitonin : Protein) solubilisiert, wobei
eine 10 % Digitonin-Stammldsung eingesetzt wurde. Die Digitonin-Endkonzentration
sollte geringfiigig tiber 1 % fiir eine vollstdndige Solubilisierung liegen. Der Ansatz wurde
30 min auf Eis inkubiert. Die solubilisierten Membranproteine befanden sich nach
Zentrifugation (10 min, 14000 Upm, 10 min, 4 °C) im Uberstand, der in ein neues 1,5 ml-
Reaktionsgefal tiberfiihrt wurde. Dieser wurde mit 1 x BN-Ladepuffer versetzt.

e Herstellung von BN-Gradientengelen

Tab. 1: Zusammensetzung der Trenngel (TG)-Mischungen und des Sammelgels (SG) fiir die BN-
PAGE.

TG 4 % TG13% | SG3,5%
Glyzerin - 2,41 ml -
30 % Acrylamid 1,92 ml 713,6 ul 1697,5 pul
40 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) - 4,28 ml -
2 % Bisacrylamid 889 ul - 787,5 ul
3 x BNP-Puffer 4,95 ml 4,94 ml Sml
Wasser 7 ml 2,24 ml 7,39 ml
TEMED 6,8 ul 4,1 ul 11,9 ul
10 % APS 68 ul 41 pl 119 pl

Zur Auftrennung der solubilisierten Proben wurden Gradiententrenngele (4-13 %) mit
3,5 % Sammelgelen verwendet. Die folgenden Schritte wurden im Kiihlraum (4 °C)
durchgefiihrt. Zunidchst wurden die zwei Trenngelmischungen angesetzt (siche Tab. 1).
Mit Hilfe einer Mischapparatur zum Gieflen von Gradientengelen wurde ein 4-13 %-
Trenngel gegossen. Die Polymerisation erfolgte bei RT. Das Trenngel wurde anschlieend
mit einer 3,5 % Sammelgelmischung iiberschichtet. Nach Einsetzen des Kammes
(BioRad) wurde gewartet, bis das Sammelgel ausploymerisiert war. Nach Entfernen des
Kammes wurde das Gel in die Halterung der Elektrophoreseapparatur (Protean II xi

[BioRad]) eingespannt. Die Taschen wurden sorgfaltig mit 1 x BNP-Puffer gespiilt.
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e Elektrophoretische Auftrennung der Proben im BN-Gel

Die Elektrophorese wurde im Kiihlraum (4 °C) durchgefiihrt. Zum Einlauf der Proben
betrug die Spannung 100 V fiir 90 Minuten, wobei der Strom auf 10 mA limitiert wurde.
Der zweite Schritt der Elektrophorese wurde fiir 100 Minuten bei 500 V durchgefiihrt
(Stromlimit: 15 mA). Vor dem dritten und letzten Schritt (500 V fiir 150 Minuten,
Stromlimit: 15 mA) wurde der 0,02 % (w/v) Coomassie Blau enthaltende BN-
Kathodenpuffer mit hellerem (0,002 % [w/v] Coomassie Blau) Kathodenpuffer

gewechselt, damit Proteinbanden bereits wihrend der Elektrophorese sichtbar wurden.

e Fiarbung des BN-Gels zum Nachweis von Proteinen

Zur Protein-Gesamtfarbung wurde wie folgt vorgegangen: Zunichst wurden die Proteine
durch 30 Minuten Inkubation in Coomassie-Entféarber fixiert. Die Farbung erfolgte durch
Inkubation des Gels fiir 30 Minuten in Coomassie-Farbelosung. Anschlieend wurde das
gefirbte Gel kurz mit Wasser abgepiilt, bevor es liber Nacht in Coomassie-Entfarbeldsung
inkubiert wurde. Proteine werden durch Blaufarbung im Gel nachgewiesen.

Zum Nachweis von NADH-Dehydrogenase-Aktivitdt im Gel (Jung et al., 2000) wurde es
nach der Elektrophorese bei RT in einer Fiarbelosung inkubiert, die f-NADH (Sigma) als
Elektronendonor und NBT (Sigma) als Oxidationsmittel enthédlt. Durch NADH-
Dehydrogenase-Aktivitit im Gel wird NBT zu einem violetten Formazan reduziert, dass
ein unldsliches Prazipitat bildet.

Zum Nachweis von Cytochrom-c-Oxidase (COX)-Aktivitit im Gel (Jung et al., 2000)
wurde das BN-Gel nach der Elektrophorese bei RT in einer Farbelosung inkubiert, die
u. a. oxidiertes Cytochrom-c und Diaminobenzidin (DAB) enthélt. DAB wird durch
Cytochrom-c oxidiert. An Orten mit COX-Aktivitit wird Cytochrom-c schnell reoxidiert.
Auf diese Weise kann das oxidierte DAB polymerisieren und ein unldsliches braunes

Prizipitat im Gel bilden.
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4.4.5 Spektralphotometrische Bestimmung der Komplex I- und III-Aktivitit in

mitochondrialen Isolaten

Die zunéchst durchgefiihrte Solubilisierung der mitochondrialen Membranproteine (100 pg)
wurde jeweils in unterschiedlichen Massenverhéltnissen Digitonin : Protein (0,5:1, 1:1, 2:1,
4:1) fir 10 min auf Eis in Messpuffer durchgefiihrt. Eine Probe wurde jeweils nicht
solubilisiert. Die enzymatischen Aktivititen wurden anschlieend spektralphotometrisch (DW
2000 [SLM Aminco]) bei RT in Gegenwart von KCN und SHAM (jeweils 2 mM) zur
Hemmung der Endoxidasen COX bzw. AOX bestimmt. Das Spektralphotometer war mit
einem Kiivettenriihrer (H+P Labortechnik) ausgeriistet. Zur Messung von Komplex I-
Aktivitdt wurde die 2-n-Decylchinazolin-4-yl-amin (DQA, 20 uM)-abhéingige Oxidation von
B-NADH (200 uM) bei 340 minus 400 nm bestimmt, wobei Decylubichinon (75 uM) als
Elektronenakzeptor diente. Komplex III-Aktivitit wurde als Antimyzin A (40 uM)-abhéngige
Reduktion von Cytochrom-c (70 uM) bei 550 minus 540 nm gemessen, wobei Decylubichinol
(75 uM) als Elektronendonor diente. Die gekoppelte enzymatische Aktivitit der Komplexe I
und III wurde sowohl mit als auch ohne Beigabe von 50 pM Decylubichinon durch
Bestimmung der DQA- und Antimyzin A-abhidngigen Reduktion von Cytochrom-c (70 pM)
in Gegenwart von 200 uM -NADH als Elektronendonor bei 550 minus 540 nm gemessen.

4.5 Cytologische Techniken

4.5.1 Fluoreszenzmikroskopische Analyse von P. anserina-Mitochondrien

Die jeweiligen Isolate wurden auf Objekttragern, deren zentrale Mulde mit BMM:1 %
Agarose (1:1) gefiillt war, fiir einen Tag in einer Feuchtekammer bei 27 °C angezogen. Zur
Féarbung der Mitochondrien in Hyphen wurde eine 1 uM Losung ,,Mitotracker Red CMXRos
(Molecular Probes) auf die Myzelien pipettiert. Nach kurzer Inkubationszeit (2 min) wurden
die Priparate mit einem Fluoreszenzmikroskop (DM LB, A 515-560 nm, Aey, > 590 nm,
Leica) analysiert. Die Bilder wurden fotographisch (Powershot S40, Canon) festgehalten.

Zur Analyse der mitochondrialen Segregation wihrend der Ascosporengenese wurde der
Farbstoff DASPMI (Dimethylaminostyrylpyridniumiodid) (25 pg/ml in H,O) angewendet,
dessen Aufnahme vom mitochondrialen Membranpotenzial abhidngig ist. Zunédchst wurden
unreife Perithezien der analysierten Kreuzungen auf Pridparationsagar mit einer Impfnadel
gedffnet. AnschlieBend folgte die Uberfiihrung des Perithezieninhalts (d.h. unreife Asci) auf
einen Objekttrager. Die DASPMI-Losung wurde auf das Priparat pipettiert. Nach kurzer
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Inkubationszeit (2 min) wurden die Anséitze mit dem Fluoreszenzmikroskop (Aex 450-490 nm,

Aem > 515 nm) analysiert.

4.5.2 Transmissionselektronenmikroskopische Analyse von P. anserina-Mitochon-
drien

e Anzucht des Myzels

Auf einer mit Cellophanfolie beschichteten BMM-Platte wurden jeweils 15-25
Myzelstiickchen angeimpft und fiir zwei Tage bei 27 °C inkubiert. Das Myzel wurde von
der Platten in einen Kolben mit 200 ml CM iiberfiihrt und fiir drei Tage bei 27 °C
geschiittelt (143 Upm).

e Fixierung der Probe

Aus der Fliissigkultur entnommene Myzelpellets (ca. 100 mg Feuchtgewicht) wurden
zundchst fiir 10 min bei RT und anschlieBend {iber Nacht bei 4 °C in 3 % (v/v) Glutar-
aldehyd (in 0,2 M Natriumcacodylatpuffer, pH 7,5) inkubiert. AnschlieBend wurden die
Pellets mit Cacodylatpuffer gewaschen und zur weiteren Fixierung bzw. Kontrastierung in
2 % Osmiumtetroxid (4 % [w/v] Stammlésung in Cacodylatpuffer) fiir 1,5 Stunden bei RT
behandelt. Nach der griindlichen Waschung mit Cacodylatpuffer wurden die Proben
dehydriert.

e Dehydrierung der Probe

Zur Entwésserung wurden die fixierten Myzelpellets jeweils fiir 10 min bei RT in den
folgenden Acetonverdiinnungen inkubiert (jeweils % [v/v]): 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90
und 100.

e FEinbettung der Probe in eine Kunststoffmatrix

Die Einbettung der Proben erfolgte in Spurr-Medium. Folgende Schritte (bei RT) wurden
hierzu durchgefiihrt: 1.) Eine Stunde in 1:3 (Volumen/Volumen) Spurr-Medium : Aceton,
2.) eine Stunde in 1:1 Spurr-Medium : Aceton, 3.) eine Stunde in 3:1 Spurr-Medium:Ace-
ton, 4.) eine Stunde in Spurr-Medium, 5.) 24 Stunden in Spurr-Medium.
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Kleine Stiicke der Pellets wurden anschlieend in den Boden einer Gussform platziert. Die
Formen wurden mit Spurr-Medium aufgefiillt. Nach Inkubation fiir eine Stunde bei 40 °C
erfolgte die vollstindige Aushértung des Kunststoffs in einem Ofen bei 70 °C fiir 8-10

Stunden.

e Herstellung von Diinnschnitten durch Ultramikrotomie, Schnittkontrastierung

Zur Herstellung von Ultradiinnschnitten (Dicke: 50-70 nm) wurden in das Ultramikrotom
(Ultracut S [Reichert], ausgeriistet mit Binokular WILD M3Z [Leica]) eingespannte
Glasmesser benutzt. Die Diinnschnitte wurden auf mit Pioloform beschichteten Kupfer-
scheibchen aufgeschwemmt. (Die Glasmesser und die beschichteten Kupferscheibchen
wurden von Frau M. Stohr [Fb Biowissenschaften, Frankfurt] bereitgestellt.) Nach Luft-
trocknung der Priaparate erfolgten zwei Schnittkontrastierungen bei RT: 1.) Inkubation fiir
15 Minuten in 5 % (w/v) Uranylazetat und (nach Waschen der Préparate in Wasser) 2.)
Inkubation fiir 7 Minuten in Bleicitratldsung (nach Reynolds). Die Préparate wurden

anschlieBend in Wasser gewaschen und luftgetrocknet.

e Analyse der Probe im TEM

Zur Analyse der Ultradiinnschnitte erfolgte in dem Transmissionselektronenmikroskop
EM 902 (Zeiss) bei einer Elektronenbeschleunigungsspannung von 80 kV. Das Gerit
verfligt liber die Moglichkeit der elektrographischen Dokumentation der Praparate. Die
Entwicklung der Aufnahmen wurde von Herrn H. Schewe [Fb Biowissenschaften, Frank-

furt] durchgefiihrt.

4.5.3 Bestimmung des ATP-Gehalts in P. anserina

e Anzucht des Myzels

Auf einer BMM-Platte wurden jeweils 15-25 Myzelstiickchen angeimpft und fiir zwei bis
drei Tage bei 27 °C inkubiert. Juveniles und mittelaltes Myzel wurde von den Platten in
jeweils einen Kolben mit 200 ml CM iiberfiihrt und fiir zwei Tage bei 27 °C geschiittelt
(143 Upm). Seneszentes Myzel wurde in Fernbachkolben mit 150 ml CM {iberfiihrt und
fiir zwei bis drei Tage bei 27 °C ohne Schiitteln inkubiert.
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e Probenvorbereitung und Durchfiithrung der Messung

Nach Filtration der Fliissigkultur iiber zwei Lagen Mull wurde das Myzel mit ATP-
Isolationspuffer (100 mM NaCl, 50 mM KH;POy4, pH 6,0) gespiilt. Jeweils 100 mg Myzel
wurden mit 100 pl Isolationspuffer in Zentrifugenrohrchen (Sarstedt) gegeben und bei
-80 °C eingefroren. Zum Aufschluss des Myzels wurden zu den Proben 200 mg sterile
Glasperlen (0,25-0,5 mm) hinzugefiigt. AnschlieBend wurden die Ansdtze flir 15 Minuten
im Wasserbad gekocht, um ATPasen zu inaktivieren. Nach Zugabe von 400 ul Wasser
wurden die Myzelien fiir 2 min bei 5000 Upm in einem ,Bead-Beater* fiir
Zentrifugenrohrchen (Cole-Parmer) zerschlagen. Die Proben wurden anschliefend erneut
fiir 10 Minuten im Wasserbad gekocht. Die Sedimentation der Myzelreste erfolgte durch
Zentrifugation (10 min, 14000 Upm, RT, FA 45-24-11). 50 pl des Uberstandes wurden
entnommen und 1/1500 in Wasser verdiinnt. Die ATP-Menge in 50 ul dieser Verdiinnung
wurde in einem Luminometer (Victor, Perkin Elmer) mit dem ,,ATP Bioluminescence

Assay Kit CLS II* (Roche) nach Herstellerangaben bestimmt.

4.54 Myzelfarbungen =zur qualitativen Bestimmung der Freisetzung von

Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid (modifiziert nach Munkres, 1990)

Die Anzucht der zu untersuchenden P. anserina-Stimme erfolgte auf synthetischem M2-
Medium fiir zwei bis drei Tage im Dunkeln bei 27 °C, um die Myzelpigmentierung zu
verzogern.

Zum Nachweis von freigesetzten Superoxidanionen wurde die Platte fiir 30 min bei 27 °C mit
5 ml einer Losung iiberschichtet, die 2,5 mM NBT in 5 mM MOPS-Puffer (pH 7,6 [NaOH])
enthielt. NBT wird durch die Superoxidanionen reduziert und bildet auf diese Weise einen
violetten unldslichen Niederschlag (Formazan) auf dem Myzel. Nach AbgieBen der
Féarbelosung wurden die Ansdtze im Dunkeln bei 27 °C fiir drei Stunden inkubiert. Die
Dokumentation erfolgte durch ,,Einscannen‘ der Platte.

Fiir die Untersuchung der H,O,-Freisetzung wurde analog verfahren, die Farbelosung enthielt
2,5 mM DAB in 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 6,9). Das Wasserstoffperoxid fiihrt zur
Oxidation von DAB, welches polymerisiert und einen unldslichen braunen Niederschlag auf

dem Myzel und im Medium bildet.
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5. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Vertiefung des Verstindnisses zur Rolle der
Mitochondrien bei der Alterung von Podospora anserina. Hierzu wurden cytologische,
biochemische und molekularbiologische Ansdtze gewdhlt. Kapitel 5.1 stellt fluoreszenz- und
transmissionselektronische Analysen an mitochondrialen Préparaten von Wildstamm s und
den langlebigen Mutanten grisea und exl vor. Strukturelle Analysen anhand elektro-
phoretischer Techniken (BN-PAGE) und enzymkinetischer Messungen von Atmungs-
kettenkomplexen im Wildstamm und in ex1 sind Gegenstand von Kapitel 5.2. Das dritte und
abschliefende Kapitel beschreibt Analysen zur Charakterisierung des putativen mitochon-
drialen Teilungsgens PaDnml. Insbesondere die Modulation der Expression im Wildstamm
S soll Auskunft {iber die Bedeutung dieses Gens und, weiterfithrend, der mitochondrialen

Morphologie fiir das Altern des Pilzes geben.

5.1 Untersuchungen zur Morphologie der Mitochondrien in verschiedenen
Altersstadien von Wildstamm ,,s* und den langlebigen Mutanten grisea und ex1

Die Morphologie der Mitochondrien unterliegt dynamischen Prozessen und kann somit den
jeweiligen Anforderungen der Zelle angepasst werden. Morphologische Verdanderungen sind
insbesondere bei zahlreichen Entwicklungsprozessen zu beobachten. Hierzu gehoren u. a.
Apoptose und Seneszenz (sieche Kap. 1.2.4 u. 1.3.3). In der menschlichen Lungenfibro-
blastenzelllinie MRC-5 beispielsweise wird die altersbedingte Zunahme der Mitochondrien-
masse als Kompensation fiir die im Alter u. a. durch reaktive Sauerstoffspezies beschidigten
Mitochondrien angesehen (Lee et al., 2000). Im Gegensatz zu anderen Modellorganismen und
-systemen ist {iber die mitochondriale Morphologie im Verlauf des Alterns bei P. anserina
sehr wenig bekannt. Aus diesem Grund erfolgte das Studium der Mitochondrienmorphologie
in verschiedenen Altersstadien des P. anserina-Wildstammes ,,s* (Abb. 5 A-C). Hierfiir
wurde eine fluoreszenzmikroskopische Technik etabliert, bei der der Pilz auf einer mit
Néhrmedium gefiillten Mulde eines Objekttriagers in einer Feuchtkammer fiir einen Tag bei
27 °C angezogen wird. Die Mitochondrienfiarbung erfolgte mit dem Farbstoff ,,Mitotracker
Red CMXRos*“ (Sigma). Auf diese Weise ldsst sich ein Gesamtbild iiber die zelluldre
Mitochondrienpopulation gewinnen. Sowohl im juvenilen (~ 4-5 d) als auch insbesondere im

(13

mittelalten (~ 15 d) Stadium enthalten Hyphen des Wildstammes ,,s* iliberwiegend
filamentdse Mitochondrien (Abb. 5 A, B). In seneszenten (~ 26 d) Wildstimmen sind die

Mitochondrien hingegen fragmentiert (Abb. 5 C). Die langlebige Mutante grisea zeigt im
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Verlauf des Alterns einem dem Wildstamm ,,s* vergleichbaren Ubergang von filamentdsen zu
fragmentierten Mitochondrien (Abb. 5 D-F). Den juvenilen Wildstamm ,,s- und grisea-
Isolaten dhnlich ist die Mitochondrienmorphologie in der unsterblichen Mutante ex1 (Abb. 5
G). Zusammenfassend zeigen die anhand der fluoreszenzmikroskopischen Analyse ge-
wonnenen Daten, dass sich die mitochondriale Morphologie wéhrend des Alterns in den

untersuchten Stdimmen dhnlich wie in Lungenfibroblasten (Lee et al., 2000) verdndert.

ma S
5d|B 15d|C 26d
Wts
g — exl
5d| E 15d|F 590d GG
grisea

Abb. 5: Mitochondrienmorphologie in Hyphen von Wildstamm ,,s* (Wt s) und den Mutanten grisea und
exl. Die jeweiligen Isolate wurden auf Objekttragern, deren zentrale Mulde mit BMM:1% Agarose (1:1) gefiillt
war, flir einen Tag in einer Feuchtekammer bei 27 °C angezogen. Zur Farbung der Mitochondrien wurde eine
1 uM Loésung ,Mitotracker Red CMXRos“ (Molecular Probes) auf die Myzelien pipettiert. Nach kurzer
Inkubationszeit (2 min) wurden die Préparate mit einem Fluoreszenzmikroskop (Aex 515-560 nm, A, > 590 nm)
analysiert. (A, B) Juvenile und mittelalte (15 d) Wildstimme zeigen iiberwiegend filamentése Mitochondrien.
(C) Diese fragmentieren im seneszenten Stadium. (D-F) Isolate der Mutane grisea zeigen eine vergleichbare
Anderung der mitochondrialen Morphologie wihrend des Alterns. (G) Die Hyphen der unsterblichen Mutante
ex1 enthalten iiberwiegend filamentdse Mitochondrien. Rechts oben in den Teilabbildungen ist jeweils das Alter
der Kultur angegeben. (Bei der unsterblichen Mutante ex1 ist das Alter unbestimmt). Die MaBstabsbalken
entsprechen jeweils einer Lange von 2 um.
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Die hier vorgestellten fluoreszenzmikroskopischen Analysen sind dazu geeignet, Aussagen
iiber die mitochondriale Morphologie von P. anserina in verschiedenen Stadien zu machen.
Um die Feinstruktur der Mitochondrien zu analysieren, sind jedoch mikroskopische
Techniken mit hoherem Auflosungsvermdgen notwendig. Hierzu zdhlt die Trans-
missionselektronenmikroskopie (TEM), die in der Vergangenheit bereits erfolgreich zur
Analyse von P. anserina-Praparaten eingesetzt wurde (Delay, 1963; Esser und Minuth, 1972).
Gezielte Untersuchungen hinsichtlich der mitochondrialen Feinstruktur wie z. B. der
Cristaemorphologie bei P. anserina sind bisher jedoch nicht durchgefiihrt worden.
Insbesondere sollte in dieser Arbeit der Frage nachgegangen werden, ob die Mitochondrien
der langlebigen Mutanten grisea und ex1 gegeniiber denen des Wildstammes eine verdnderte
Feinstruktur zeigen (Abb. 6). Zunédchst wurde ein Protokoll zur Herstellung von Myzel-
praparaten fiir die TEM-Analyse entwickelt (sieche Kapitel 4.5.2). Die Hyphen der
untersuchten Stdmme lassen im TEM (EM 902 [Zeiss]) neben Freirdumen (evtl. Vakuolen)
und anderen, nicht nédher identifizierten Komponenten, einzelne Mitochondrien erkennen
(Abb. 6 A, B, D). Bei starker VergroBBerung lassen sich die dullere und innere Membran des
Mitochondriums rdumlich auflésen (Abb. 6 B). Faltungen der inneren Membran (Cristae)
lassen sich bereits bei geringeren VergroBBerungen deutlich erkennen. Bei Wildstamm ,,s* und
Mutante grisea ist eine lamellenartige Cristaestruktur erkennbar (Abb. 6 A-C). In der Mutante
ex1 hingegen erscheinen die Cristae ungeordneter und weniger zahlreich (Abb. 6 D). Die hier
vorgestellten TEM-Analysen sind als initial einzustufen, da die Anzahl der auswertbaren
Myzelprdparate bei allen Stimmen relativ niedrig war. Grund hierfiir ist der sehr hohe Anteil
von Hyphenschnitten ohne erkennbare Mitochondrien. Moglicherweise hangt dies mit der
Anzucht des Pilzes in Fliissigkultur zusammen, da bei Wachstum auf Festmedium zahlreiche
Mitochondrien in Hyphen sichtbar sind (Abb. 5). Ansonsten ist das hier verwendete Protokoll
zur TEM-Analyse der Mitochondrien von P. anserina geeignet, um feinstrukturelle Aspekte

zu untersuchen.
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Abb. 6: Ultrastrukturelle Analyse von P. anserina-Mitochondrien. Fiir die Probenvorbereitung wurden in
Flussigkultur angezogene Myzelpellets der entsprechenden Isolate mit 3 % Glutaraldehyd und 2 % Osmium-
tetroxid fixiert / kontrastiert. Nach Dehydratation in einer Acetonreihe erfolgte die Einbettung der Myzelstiicke
in Spurr-Medium. Die nach Ultramikrotomie erhaltenen Diinnschnitte (50-70 nm) wurden in 5 % Uranylazetat
und Bleizitrat (nach Reynolds) nachkontrastiert. Die Préparate wurden in einem Transmissions-
Elektronenmikroskop (EM 902, Zeiss) bei einer Elektronenbeschleunigungsspannung von 80 kV analysiert. (A)
Langsschnitt einer Hyphe des Wildstammes ,,s“ (mittelalt, 15 Tage). (B) Einzelnes Mitochondrium des
mittelalten Wildstammes. (C) Querschnitt durch eine Hyphe der Mutante grisea. (D) Langsschnitt einer Hyphe
der Mutante ex1. Links unten ist jeweils die VergroBerung und der Mafstabsbalken angegeben. M = Mitochon-
drium, C = Crista, IMM = Innere mitochondriale Membran, AMM = Aufere mitochondriale Membran
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5.2 Untersuchungen zum Aufbau der mitochondrialen Atmungskette im Wild-
stamm ,,s* und der unsterblichen Mutante ex1

Die Analyse der mitochondrialen Form und Feinstruktur durch geeignete mikroskopische
Techniken ist ein wertvoller Ansatz zur Untersuchung der Morphologie dieser Organellen in
verschieden alten P. amserina-Isolaten bzw. Mutanten mit einer verdnderten Lebensspanne.
Fiir das Studium der Komplexe der oxidativen Phosphorylierung sind hingegen biochemische
Methoden wie z. B. elektrophoretische Techniken zur Proteinseparation und enzymkinetische
Messungen sinnvoll.

Langlebige bzw. unsterbliche P. anserina-Mutanten wie z. B. grisea (Prillinger und Esser,
1977), ex1 (Kiick et al. 1985b), PaCox5::ble (Dufour et al., 2000) und PaCoxI7::ble
(Stumpferl et al., 2004) sind durch Veridnderungen innerhalb der mitochondrialen Atmungs-
kette gegeniiber den Wildstimmen gekennzeichnet. Gemeinsames Merkmal ist die Nutzung
einer so genannten alternativen Oxidase (AOX), die die Endoxidation durch Ubertragung der
Elektronen von Ubichinol auf molekularen Sauerstoff iibernimmt. Dies ist notwendig, da die
Aktivitdt der Cytochrom-c-Oxidase (COX) in diesen Mutanten eingeschriankt bzw. nicht
vorhanden ist. In Tabak und der PaCoxJ5::ble-Mutante wurde gezeigt, dass die AOX-
abhéngige Respiration zu einer verringerten Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
fiihrt (Maxwell et al., 1999; Dufour et al., 2000). Dieser ,,Nebeneffekt“ der AOX-Atmung ist
moglicherweise ein entscheidener Faktor, der zur Lebensverldngerung in den genannten
P. anserina-Mutanten beitrdgt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten die Atmungsketten des
Wildstammes ,,s* und der langlebigen Mutante ex1 hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und
moglicher Wechselwirkungen zwischen den respiratorischen Komplexen untersucht werden.

(13

Hierfiir wurden zunichst Mitochondrienproteine aus juvenilem Wildstamm ,,s und der
Mutante ex1 isoliert. Die Freisetzung der mitochondrialen Membranproteine erfolgte durch
Solubilisierung mitochondrialer Prdparationen mit dem Detergens Digitonin, welches die
Komplexstruktur der Atmungskettenenzyme erhdlt (Schégger und Pfeiffer, 2000). Mittels
,Blau-nativer Polyacrylamidgelelektrophorese” (BN-PAGE) erfolgte die Auftrennung der
solubilisierten Proteine nach ihrer Grofe (Abb. 7). AnschlieBend wurden diverse Férbe-
techniken eingesetzt: (i) Farbung der Proteine mit Coomassie Blau G250, (ii) Nachweis von
NADH-Dehydrogenase-Aktividt durch NBT-Prézipitation im Gel (Jung et al., 2000) und (ii1)
Bestimmung von COX-Aktivitdt durch Prézipitation von oxidiertem Diaminobenzidin im Gel

(Jung et al., 2000). Die Analyse von exl durch BN-PAGE und ,,in Gel“-Aktivititsassays

wurde von Frau B. Kunstmann durchgefiihrt.
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Abb. 7: Analyse der mitochondrialen Atmungkette des Wildstammes ,,s* (juvenil) und der Mutante ex1
mit BN-PAGE und Aktivititsassays. Nach Isolation der Mitochondrienproteine wurde eine Solubilisierung der
Membranproteine mit Digitonin (Massenverhiltnis 4:1 [Digitonin:Protein]) durchgefiihrt. Die Auftrennung der
Solubilisate (jeweils 100 ng) erfolgte in BN-Gelen (Sammelgel: 3,5 %, Trenngel: 4-13 %). Neben der Férbung
in Coomassie Blau G 250 wurden Aktivititsassays zum Nachweis von NADH-Dehydrogenase (NADH-DH,
Komplex I und alternative NADH-DH) und Cytochrom-c-Oxidase (COX, Komplex 1V) durchgefiihrt. NADH-
DH-Aktivitdt wird durch violettes NBT-Prézipitat und COX-Aktivitdt durch braunes DAB-Prézipitat sichtbar. In
juvenilem Wildstamm ,,s“ sind die Atmungskettenkomplexe I, III (als Dimer), IV und V (ATP-Synthase,
monomere und dimere Form) im BN-Gel erkennbar. Dariiber hinaus sind die Superkomplexe L,IILIV; und
LII,1V, (verifiziert durch die Aktivititsassays) vorhanden. Die Priparation der Mutante exl enthilt die
Komplexe I, III (als Dimer) und V (Monomer und Dimer). Komplex IV und Superkomplexe sind nicht
nachweisbar. Die Analyse von exl wurde von Frau B. Kunstmann durchgefiihrt. SK = Superkomplexe, M =
GroBenstandard (,,High molecular weight calibration kit for native electrophoresis® [Amersham], 5 pug)

13

In juvenilem Wildstamm ,s“ sind die folgenden respiratorischen Enzymkomplexe im

Coomassie-gefarbten BN-Gel nachweisbar (Abb. 7): Komplex I (NADH:Ubichinon-
Dehydrogenase [NADH-DH]), Komplex III (Cytochrom-c-Reduktase, dimere Form), Kom-
plex IV (COX), Komplex V (ATP-Synthase, monomere und dimere Form) (Krause et al.,
2004a). Weiterhin sind zwei Superkomplexspezies vorhanden.

Der ,,Respirasomentheorie* nach liegen die Komplexe der oxidativen Phosphorylierung
nicht einzeln in der inneren mitochondrialen Membran vor, sondern bilden so genannte
»Superkomplexe®, die u. a. in Mitochondrien von Pflanzen (Eubel et al., 2003; Krause et
al., 2004b), Pilzen (Schiagger und Pfeiffer, 2000; Krause et al., 2004a) und S&ugern
(Schigger und Pfeiffer, 2000) beschrieben wurden (Ubersicht bei: Schigger, 2002). In
Rinderherzmitochondrien wurden z. B. Superkomplexe bestehend aus Komplex I, Komplex
III (als Dimer) und bis zu vier Komplex IV-Einheiten beschrieben (Schiagger und Pfeiffer,
2000). Hinsichtlich der Bedeutung von Superkomplexen werden verschiedene Faktoren
diskutiert (Ubersicht bei: Schigger, 2002). Superkomplexe bieten eine Erhdhung der
katalytischen Effizienz, weil zum einen die Diffusionszeiten von Stoffwechselintermediaten
(z. B. Ubichinol, Cytochrom-c) verringert werden und zum anderen die Konkurrenz der
Enzymmolekiile um die Substrate unterbleibt (Substratkanalisierung). Ein weiterer Nutzen
der Superkomplexorganisation konnte die Abschirmung der Umgebung vor toxischen
Zwischenverbindungen (z. B. Semiubichinonradikal) sein, wobei jedoch noch keine genau-
eren Daten vorliegen.
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Aufgrund der Grofle und der im Gel nachgewiesenen Komplex I- und Komplex IV-Aktivitit
handelt es sich hierbei vermutlich um [ IILIV; und [;III,IV,. Der Atmungskette von Mutante
ex1 fehlen einige Komponenten des Wildstammes, hierbei handelt es sich um Komplex IV,
putative alternative NADH-DH und Superkomplexe (Abb. 7). Komplex IV kann in exl
aufgrund des durch mtDNA-Deletion fehlenden PaCoxI-Gens nicht assembliert werden
(Schulte et al., 1988). Das Fehlen alternativer NADH-DH liegt vermutlich in der AOX-
abhingigen Atmung mit Komplex I als einziger Protonenpumpe begriindet, weil sonst die
Gefahr eines entkoppelten Elekronenflusses bestiinde. Superkomplexe wie Komplex I, I;11L,
und LIII, in ex] sind zuvor zwar beschrieben worden (Krause et al., 2004a), konnten hier
jedoch nicht nachgewiesen werden. Ein Grund hierfiir konnte die in der vorliegenden Arbeit
eingesetzte niedrigere Proteinmenge (100 pg statt 150 pg) sein, sodass die Nachweisgrenze
unterschritten wurde. Auffillig ist die groe Menge der Komplexe I und III in exl. Die
vorgestellten Resultate zeigen, dass sich die COX-abhéngige Atmung vom Wildstamm und
die AOX-abhidngige Atmung der Mutante exl durch eine unterschiedliche Ausstattung an
respiratorischen Enzymen unterscheiden. Durch enzymkinetische Messungen sollte der Frage
nachgegangen werden, ob sich in beiden Atmungsketten vorkommende Komponenten (z. B.
Komplex I und Komplex IIT) funktionell unterscheiden lassen (Krause et al., 2004a) (Abb. 8).
Hierfiir wurden mitochondriale Praparationen nach dem Auftauen mit steigenden Digitonin-
Konzentrationen solubilisiert (Digitonin/Protein [D/P]) 1:1, 2:1, 3:1, 4:1), wobei eine Probe
nicht mit dem Detergens behandelt wurde. Erwartungsgemdss nimmt die enzymatische
Aktivitdit mit steigender Digitoninkonzentration zu, weil die membranstindigen
Atmungskettenkomplexe effizienter aus der Membran geldst werden konnen. Digitonin fiihrt
in dem gewdhlten Konzentrationsbereich nicht zur Dissoziation der Super- und Einzel-
komplexe (Krause et al., 2004a). Fiir die Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von
Komplex I wurde die 2-n-Decylchinazolin-4-yl-amin (DQA)-sensitive [-NADH-Oxidation
bei 340 nm (NADH-Absorptionsmaximum) in einem Spektralphotometer (DW 2000 [SLM
Aminco]) gemessen (Abb. 8 A).
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Abb. 8: Funktionale Unterschiede der Atmungskettenkomplexe I und III bei COX- und AOX-abhéngiger
Atmung. Mitochodriale Préparationen von juvenilem Wildstamm ,,s* (A) und der Mutante ex1 (m) wurden in
den auf den Abszissen angegebenen Verhiltnissen mit Digitonin solubilisiert. Die Aktivititen der
entsprechenden Komplexe wurden mit geeigneten Substraten (siehe Methoden) spektralphotometrisch bestimmt.
Die Punkte der Graphen geben den Mittelwert + Standardabweichung von jeweils fiinf unabhingigen Messungen
wieder. (A, Komplex I) Die maximale Aktivitit bei ex1 ist bereits bei einem Digitonin/Protein (D/P)-Verhéltnis
von 1:1 erreicht. Im Gegensatz dazu nimmt die Aktivitdt im Wildstamm nach diesem Punkt weiter zu. Dieser
Befund deutet auf eine bessere Komplex I-Substratzugénglichkeit in ex1 hin. Bei einem D/P-Verhéltnis von 4:1
wird im Wildstamm 50 % der Aktivitdt in ex] erreicht. Dies spiegelt die relativen Komplex I-Mengen im
Wildstamm und in ex1 wider. (B, Komplex III) Die solubilisierungsabhéngige Aktivitidtszunahme von Komplex
IIT im Wildstamm und in ex1 ist vergleichbar mit der Situation bei Komplex I. Die spezifische Komplex III-
Aktivitdt in exl1 ist deutlich geringer als im Wildstamm, da in dieser Mutante in BN-Gelen wesentlich mehr
Komplex III nachgewiesen werden kann. (C, Komplex I+III ohne Zugabe von 50 pM Decylubichinon
[DBQ)]) Die gekoppelte Aktivitit der Komplexe I+I1I beim Wildstamm ist bei den D/P-Verhéltnissen 2:1 und 4:1
und insbesondere im unsolubilisiertem Zustand hoher als in ex1. (D, Komplex I+I1I mit Zugabe von 50 pM
DBQ) Der Aktivititsunterschied zwischen Wildstamm und exl wird deutlicher, wenn DBQ (50 uM)
hinzugefiigt wird. Wahrend beim Wildstamm eine Erh6hung um den Faktor drei auftritt, bleibt die Aktivitit im
Falle von ex1 unbeeinflusst. Dem Elektronentransport von Komplex I zu Komplex III kommt in der Mutante
somit keine relevante Bedeutung zu. Modifiziert nach Krause et al., 2004a.

Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den beiden Stimmen. Die maximale
Komplex I-Aktivitét bei ex1 ist bereits bei einem Digitonin/Protein (D/P)-Verhiltnis von 1:1
erreicht. Im Gegensatz dazu nimmt die Aktivitit bei Wildstamm-Komplex I nach diesem
Punkt weiter zu. Dieser Befund deutet auf eine bessere Komplex I-Substratzugédnglichkeit in
ex1 hin. Bei einem D/P-Verhéltnis von 4:1 wird im Wildstamm 50 % der Aktivitdt von ex1-
Komplex I erreicht. Dies spiegelt die relativen Komplex I-Mengen im Wildstamm und in ex1
wider (Abb. 7). Komplex III-Aktivitit in Mitochondrienpréiparationen von Wildstamm ,,s*
und ex] wurde als Antimyzin A-sensitive Cytochrom-c-Reduktion bei 550 nm spektral-

photometrisch bestimmt (Abb. 4 B). Die solubilisierungsabhingige Aktivititszunahme von
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Komplex III im Wildstamm und in ex1 ist vergleichbar mit der Situation bei Komplex I. Die
spezifische Komplex III-Aktivitdt in ex1 ist jedoch deutlich geringer als im Wildstamm, da in
dieser Mutante in BN-Gelen wesentlich mehr Komplex III-Protein nachgewiesen werden
kann (Abb. 7). Neben der Bestimmung der Einzelaktivititen der Komplexe I und III wurde
die gekoppelte Aktivitdt (Komplex I+III) ohne und mit Zugabe von Decylubichinon (DBQ)
bestimmt, um Wechselwirkungen zwischen diesen Komponenten im Wildstamm und in ex1
zu untersuchen (Abb. 8 C, D). Hierfir wurde die DQA- und Antimyzin A-sensitive
Cytochrom-c-Reduktion bei 550 nm spektralphotometrisch gemessen. Die I+III-Aktivitét
beim Wildstamm ist ohne Zugabe von DBQ bei den D/P-Verhiltnissen 2:1 und 4:1 und
insbesondere im unsolubilisiertem Zustand hoher als in ex1 (Abb. 8 C). Dieser Befund weist
auf eine rdaumliche Interaktion der NADH-Dehydrogenase und Cytochrom-c-Reduktase hin
und stellt einen funktionalen Nachweis der im Rahmen der BN-PAGE beobachteten
Superkomplexe [,1ILIV; und [}1IL,IV, (Abb. 7) dar. Durch die Zusammenfassung der beiden
Komplexe I und III in Superkomplexen ist eine Steigerung der katalytischen Effizienz durch
Substratkanalisierung denkbar (Schigger und Pfeiffer, 2000). Nach Zugabe von DBQ
(50 uM) ist die Differenz der gekoppelten Aktivitit zwischen Wildstamm und ex1 grofer
(Abb. 8 D). Wihrend beim Wildstamm eine Erhohung um den Faktor drei auftritt, bleibt die
Aktivitit im Falle von ex1 nahezu unbeeinflusst. Dies bedeutet, dass dem Elektronentransport
von Komplex I zu Komplex III in den Mitochondrienproben der Mutante ex1 keine relevante
Bedeutung zukommt. Die Befunde legen nahe, dass in einer Mutante wie ex1 mit exklusiver
AOX-Respiration Komplex III nicht als Elektroneniibertriger dient, sondern moglicherweise
andere Aufgaben iibernimmt (Krause et al., 2004a) (siche Diskussion). Die gewonnenen
Daten lassen zusammenfassend qualitative und quantitative Unterschiede der COX- bzw.

AOX-abhdngigen Atmung in Wildstamm ,,s* und Mutante ex1 erkennen.
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5.3 Charakterisierung des putativen mitochondrialen Teilungsgens PaDnm
5.3.1 Charakterisierung von PaDnml auf Sequenz- und Transkriptebene

Im Rahmen einer Diplomarbeit zur Analyse altersabhidngiger Transkriptionsprofile
kupferregulierter Gene in P. anserina wurde eine suppressive subtraktive Hybridisierung
(SSH) mit Transkripten durchgefiihrt, die aus juvenilen Kulturen von Wildstamm ,,s* und
Mutante grisea isoliert wurden (Tinazli, 2002). Die SSH diente der Identifizierung
differenziell transkribierter Gene, die fiir Wildstamm ,,s* bzw. Mutante grisea charakteristisch
sind. Die Charakterisierung der identifizierten Gene kann Aufschluss tiber die in der
langlebigen Mutante grisea vom Wildstamm abweichenden physiologischen Prozesse geben.
Das Studium dieser Prozesse wiederum kann das Verstindnis tliber Faktoren, die das Altern
im Wildstamm beeinflussen, vertiefen. Das durch SSH identifizierte Gen PaDnml, das
differenziell in juvenilen Kulturen der Mutante grisea transkribiert wird, kodiert fiir ein
Protein, dessen Homologe in anderen Modellorganismen wie z. B. ScDnmli (S. cerevisiae
[Otsuga et al., 1998, Bleazard et al., 1999], CeDrp-1 (C. elegans [Labrousse et al., 1999]) und
Drpl (Séuger [Smirnova et al., 2001]) an der Mitochondrienteilung beteiligt sind. Da
Mitochondrien eine entscheidene Rolle bei degenerativen Prozessen wie Seneszenz und
Apoptose spielen, erschien die Analyse eines fiir die Proliferation / Fragmentierung dieser
Organellen verantwortlichen Gens beziiglich seiner Bedeutung fiir den Alterungsprozess in P.
anserina sinnvoll.

Die genomische Kopie von PaDnml wurde bereits kloniert und sequenziert (Tinazli, 2002).
Zur Verifizierung der putativen Introns und Exons erfolgte die Klonierung und Sequenzierung
der PaDnm1-cDNA (Abb. 9-11). Hierfiir wurde zunéchst eine PCR mit der BCS-induzierten
cDNA-Bank von P. anserina-Wildstamm ,,s“ und den Oligonukleotiden Xhol-Dnm1 und
Dyn10, die in der 5’- und 3’- untranslatierten Region von PaDnml binden, durchgefiihrt
(Abb. 9 A). Das 2,5 kbp-Amplifikat wurde aufgereinigt und mit X4ol und EcoRI restringiert.
Die Ligation des Fragments erfolgte in den Klonierungsvektor pBSSK [Xkhol, EcoRI] im
molaren Verhéltnis Vektor : Fragment 1:7. Das resultierende Konstrukt erhielt die Bezeich-
nung pcPaDnm1 (Abb. 9 B). Nach Transformation des Ligats in E. coli XL1Blue erfolgte die
Selektion acht putativer Kandidaten auf Ampicillin-haltigem Medium. Durch
Restriktionsanalyse der isolierten Plasmid-DNA mit Xhol wurde ein Klon als positiv
identifiziert. Dieser diente als Grundlage fiir eine Riickgewinnung des Plasmids. Die isolierte
Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsanalysen verifiziert (Abb. 9 C). Anschlieend erfolgte
die doppelstrangige Sequenzierung der PaDnm1-cDNA (Abb. 10).
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Abb. 9: Amplifikation und Klonierung der PaDnmI-cDNA. (A) Oben: Zur PCR-Amplifikation von PaDnml
aus der BCS-induzierten cDNA-Bank von P. anserina (Wildstamm ,,s°) wurden die Oligonukleotide Xhol-
Dnml und Dynl0O verwendet. Das Amplifikat hat eine Lidnge von ~ 2,5 kbp. Unten: Elektrophoretische
Auftrennung von Aliqouts (5 pl) der PCR-Ansitze bei den Anlagerungstemperaturen 52, 55 und 57 °C in einem
1% Agarose-TAE-Gel. Die grosste Amplifikatmenge entsteht bei einer Oligonukleotid-Anlagerungstemperatur
von 52 °C. PCR-Programm: (I1x 2 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min 52-57°C, 3 min 72 °C); (1x 6 min
72 °C). Als Matrize dienten 300 ng der cDNA-Bank. M = A HindIII (250 ng), NK = PCR-Negativkontrolle (alle
Komponenten ohne Matrize) (B) Schematische Darstellung des Plasmids pcPaDnmli. Zur Konstruktion wurde
das PaDnmlI-cDNA-Amplifikat sowie der Vektor pBSSK mit X%ol und EcoRI restringiert und anschlieSend
durch Ligation verkniipft. Die Klonierungs- und Kontrollschnittstellen sind in der Karte angegeben. AmpR =
Ampicillin-Resistenzkassette (C) Kontrollrestriktionen von pcPaDnml (jeweils 500 ng) mit den Restriktions-
endonukleasen (i) EcoRI (blau), (ii) Psfl (rot) und (iii) BamHI (griin). Am rechten Bildrand sind die den
Restriktionsendonukleasen entsprechenden Fragmentgrofen farblich gekennzeichnet angegeben. Die elektropho-
retische Auftrennung der Ansétze erfolgte in einem 1% Agarose-TAE-Gel. M = A HindIII (250 ng)

Durch vergleichende Analyse der cDNA-Sequenz mit der bereits vorliegenden genomischen
PaDnm1-Sequenz (Tinazli, 2002) konnten drei der vier putativen Introns verifiziert werden.
Die Existenz eines durch vorhergehende in silico-Analysen vermuteten vierten Introns wurde
hingegen nicht bestétigt. Weiterhin konnten vier Sequenzierungsfehler der urspriinglichen
Sequenz korrigiert werden: (i) Position 613: ,, T* statt ,,C*, (i1) Position 619: ,,T* statt ,,C*,
(ii1) Nach Position 725: Insertion eines ,,C*. (iv) Position 2369: ,,A* statt ,,G*. Die Angabe der
Positionen bezieht sich auf die Nummerierung der korrigierten genomischen PaDnml-

Sequenz in Abb. 11.
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Abb. 10: PaDnmI-Genstruktur und -Sequenzierungsstrategie. PaDnm/ hat im Genom eine Grofe von 2585
bp. Der offene Leserahmen wird durch drei Introns unterbrochen (I1: Pos. 100-161, I12: Pos. 549-605, 13: Pos.
2205-2270, Angabe der Bereiche relativ zur Adenin-Base des Startcodons [Pos. 1]). Die doppelstrangige
Sequenzierung der PaDnm1-cDNA erfolgte mit den Oligonukleotiden Dyn1-10 und Dyn12, wobei das Plasmid
pcPaDnml als Matrize diente. Die Pfeillinge gibt die jeweiligen Sequenzierungsbereiche der entsprechenden
Oligonukleotide an.

Anhand der korrigierten PaDnmli-Nukleotidsequenz und der von ihr abgeleiteten
Aminosduresequenz wurde eine Untersuchung zur Identifizierung konservierter Doménen des
PaDNM1-Proteins durchgefiihrt (Abb. 12). Hierzu wurde der ,,CD-Search“-Algorithmus
eingesetzt (Marchler-Bauer und Bryant, 2004). Dynamin-verwandte Proteine zeichnen sich
durch konservierte Doménen aus. Hierzu gehoren N-terminale Dyn-N-Doméne (GTPase-
Aktivitdt, Homooligomerisierung), mittlere Doméine (Dyn-M, Homooligomerisierung) und
GTPase-Effektordomine (GED, Regulation der GTPase-Aktivitdt, Homooligomerisierung)
(Ubersicht bei: Praefcke und McMahon, 2004). Drei putative Regionen von PADNM1 zeigen
signifikante Identititen zu diesen konservierten Dominen. (i) Dyn-N (As 6-235, p = 2e-74),
(i1) Dyn-M (As 235-530, p = 1e-99) und (iii) GED (As 707-798, p = 5e-24).

Abb. 11 (nichste Seite): Korrigierte Nukleotid- und Aminosiuresequenz von PaDnmli. Nicht-kodierende
Nukleotidsequenz ist in kleinen Buchstaben dargestellt, Basen des offenen Leserahmens in GroBschrift. Uber
den mittleren Basen der Codons ist die jeweilige Aminosdure im Einbuchstaben-Code angegeben. Start- und
Stoppcodon sind fett markiert. Die Nummerierung auf der linken Seite bezieht sich auf die Nukleotidsequenz. In
rot sind Korrekturen der PaDnmI-Sequenz aus der Diplomarbeit von A. Tinazli (2002) angegeben: (i) Position
613: ,,T statt ,,C*, (ii) Position 619: ,,T* statt ,,C*, (iii) Nach Position 725 (rot und unterstrichen): Insertion eines
,»C“. (iv) Position 2369: , A statt ,,G“. Die Existenz eines in der Diplomarbeit angegebenen weiteren Introns
konnte durch die PaDnmI-cDNA-Sequenz nicht bestitigt werden. Die genomische PaDnm[-Sequenz wurde bei
der EMBL Datenbank fiir Nukleotidsequenzen (Akzession AJ972664) hinterlegt.
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Legende siehe vorherige Seite
ctcgagctgctaacggccaggcgaaacaaaccccccttectgtetectecttgtcagtettttttecteccaagageecgega
ccaggcgtccgctgctcececctttettteccctcatcaacgactgacgatttgecccttcageccagcagtgecgagecattgegte
ccacctgctcaacccatcacacacaccaccaccacccaccacccaccacccaccaccatcaccgecccgecacctcaactg
gatcctcgctcgettttctecgetecgecctgectaccagtagecgcagecteccecggtecttcactggeccgeccaaccgaccta

M A A L G D D
gccatctctcctagatcaccacttcaagtttcttgtggececctgcacagaaaatcgectatcATGGCCGCTCTCGGCGACGA
L L ATV N KL ©Q DL V F N T I G N D S L D L P Q I
CCTATTGGCGACTGTGAACAAGTTGCAGGACCTGGTCTTCAACACCATTGGAAATGACTCTCTCGATCTGCCCCAGATTg
v v vV G s Q
tatgtcctggtccaggcecctttctagaggtggacaatgctaactgtattctecctecgeecgtagGTTGTCGTCGGCTCACAAT
S A G K s s VL EN I V GG R D F L P R G S G I V T R R
CTGCGGGAAAATCCTCTGTGCTCGAAAACATCGTTGGGCGAGACTTCCTTCCTAGAGGTAGTGGCATTGTGACTCGCAGG
P L I L ¢ L I NV P S E D E A E D P L A A S Y R N P N
CCCCTGATTCTGCAGCTGATCAACGTCCCCAGCGAGGATGAGGCCGAGGACCCCCTTGCCGCTAGCTACCGGAATCCCAA
Q AL R N E WA E F HH I P N RRF T D F G D V K R
CCAAGCTCTCCGGAATGAGTGGGCAGAGTTCCACCATATTCCCAACCGGAGGTTCACCGACTTTGGGGATGTGAAGCGGG
E I EN E T A R V A G S N K G I N R Q P I N L K I Y S
AAATTGAAAATGAGACGGCGAGAGTTGCAGGAAGCAACAAGGGCATCAACCGCCAGCCCATCAACCTGAAAATCTACTCT
P H V L N L T L V D L P G L T K
CCTCACGTCCTGAACCTCACGCTCGTTGACTTGCCAGGACTGACAAAGgtcggtaaccgtgctcatgaccttgectctgte
v p I G b Q P T D I E K Q T R N L I
gcgtgtcctaactgctacactctagGTTCCCATCGGCGATCAACCTACCGACATTGAGAAGCAGACTCGAAACCTCATCT
s E Yy I A K Pp N S I I L A V S P A NV D I V N S E A L
CAGAGTACATTGCCAAGCCAAACAGCATTATTTTGGCCGTGTCCCCGGCAAACGTTGACATTGTCAACTCGGAGGCTCTA
K LA R HVDAULGURWURTTI GV L T KV DL M D H G T
AAGCTCGCAAGGCATGTCGACGCCCTCGGGAGGAGAACGATTGGCGTTCTTACCAAGGTCGATTTGATGGACCACGGCAC
N A L DI L S G R VY P L KL G W I G V V N R S Q Q
AAATGCGCTTGATATTCTTTCCGGCCGTGTGTATCCTCTGAAGCTGGGCTGGATCGGAGTCGTCAATCGGTCGCAGCAAG
p I ¢ G N K PMEEATILI K S EMUEF F R HUHP A Y R N
ACATCCAAGGTAACAAGCCCATGGAGGAGGCATTGAAGTCAGAGATGGAATTTTTCAGGCACCATCCCGCATATCGGAAC
I A T R C G T Q F L A K T L N T T L M A H I R D R L P
ATTGCGACCCGCTGCGGCACCCAATTTCTGGCCAAAACTCTTAACACGACCCTCATGGCACACATCCGCGACAGGCTTCC
D I K A R L NT L M G QT Q Q E L A S Y G D M H F S
CGACATCAAGGCTCGCCTCAACACTCTTATGGGACAGACTCAACAGGAGCTCGCCAGTTATGGAGACATGCATTTCAGCG
G K E H R G S L I L T QMTURF AT S F I s s I D G T
GCAAAGAGCATCGAGGCTCGCTCATCTTGACCCAGATGACACGCTTTGCGACATCGTTCATATCCTCCATTGATGGTACT
s T E I 8 T K E L ¢C G G A R I Y Y I F N S V F G s S L
TCTACCGAAATTTCGACCAAGGAGCTCTGTGGTGGCGCCCGTATCTATTACATATTTAACTCGGTGTTTGGAAGCTCACT
E s I pp T s N L S A HD I R T A I RNS T G P R P
GGAATCGATCGACCCCACGTCGAATCTTTCTGCGCACGACATTCGGACGGCGATCCGCAACTCTACCGGCCCTCGGCCCA
s L. ¥ V P EMAUF D L L V K P QQ I K L L E S P S Q R C
GCCTGTTTGTCCCTGAAATGGCCTTTGACCTGCTTGTGAAGCCGCAGATCAAGCTTCTCGAATCCCCAAGTCAACGATGC
vV E L vYy E E L I K I C H T C G S N E L S R F P R L 0
GTTGAGCTCGTTTACGAGGAGCTCATCAAGATCTGCCACACATGTGGATCCAACGAGCTTTCCCGCTTCCCCAGGCTTCA
A K L I E Vv v s DL L R EURL G P A S T Y V E s L I
AGCTAAACTGATTGAGGTTGTGTCTGACCTTCTCCGGGAGAGGCTCGGTCCGGCATCGACATATGTAGAATCCCTGATTT
s I ¢ R A Y I N TNUH PN F L GAAAAM S H V V S N
CCATTCAGCGAGCGTACATCAACACGAACCACCCCAACTTCCTTGGCGCCGCCGCGGCCATGAGTCACGTTGTTAGCAAC
K ¢ E R ER KR L I Q E E R E R R E R R R L K E L G A
AAGCAAGAGCGGGAGAGAAAGCGCCTGATTCAAGAAGAGCGGGAGAGAAGAGAACGGAGGCGGCTAAAGGAGCTCGGCGC
N G A DT P A E E E E D K G T P E K E S I A I R K A
CAACGGCGCGGACACTCCCGCTGAGGAGGAGGAGGACAAGGGGACGCCAGAAAAAGAATCCATCGCGATACGAAAGGCGG
A A K NV R S L S P AV RE S A S G GL A A AL N G G
CTGCCAAGAACGTCCGTAGCCTTTCACCTGCGGTACGCGAATCTGCATCAGGCGGTCTTGCTGCTGCGCTTAACGGAGGT
R s bs P AR L NG Q G L GNAI KD S F L N Y F F G K
CGCTCGGACTCTCCTGCCCGGTTGAACGGACAAGGGTTAGGCAACGCGAAAGATTCGTTCCTTAACTACTTCTTTGGTAA
p G A I VP GA?P P P HS QM GRUHIDNOQOMSE P T
GGATGGCGCCATTGTGCCGGGAGCACCACCTCCTCACTCACAAATGGGCCGCCATATCAACCAAATGTCGGAGCCTACCT
F S 90 s M R R Q E E XK P MR S P M M P L R S D D N L D
TTAGCCAGAGCATGAGGCGGCAAGAAGAGAAGCCGATGCGATCTCCCATGATGCCGCTCAGAAGTGACGATAATCTCGAC
F T s K T T E T
TTTACGTCCAAGACCACCGAAACTgtaagttgtctgaacctgttgccccataagctatcctgtagectgtgecctgactca
A D G s s D P AMTDIREAMEA AU ETL I R A L
atgattgcagGCCGATGGTAGCAGCGATCCAGCCATGACGGACCGCGAAGCTATGGAAGCGGAGCTTATTCGGGCGCTAA
I s s Y rF N I V R E S I A D Q V P K A I M H L L V N H
TCAGCTCCTACTTTAACATTGTTCGTGAGAGCATTGCGGACCAGGTGCCCAAAGCCATCATGCACTTGCTCGTTAACCAC
c K b v VvV QN R L V S E L Y K E S M F E E L L Y E D D
TGCAAGGACGTGGTTCAGAACCGCCTGGTGAGCGAGCTGTACAAGGAGTCGATGTTCGAAGAGCTCCTGTACGAGGATGA
AV K K E R E K C E K L L ¢ T Y R E A A K I I G E V
TGCCGTCAAGAAGGAGCGTGAGAAGTGCGAGAAGCTGCTCCAGACCTACCGCGAGGCGGCCAAGATCATCGGCGAAGTCG
V%
TATAGtcccagtatattcgggggtcaagggggaaaagggtggctagttgggcaagtggatggatgtctatacgatggaaa
tgaacgggtttgggtctttcgattttgcatgaattcttctagacgggttctttcttcccccacgaaaacccagtacacaa
ggcaactaactcggttcgggtggtcaagcgaaaattagtcatggttttgtgtagagttgagatggaagggggtgaactag
gccattttagctattgcctctccgecatcatgtgtacataggggeccgatcaaaactactacttctcaacggtgtttaaac
atggcagcctcactcacatgtgacgtgcatgcgggacgaaaaagcttatctaataaatgagtgcacgcacccagtecttt
gttggaactttggacccgacgcgttccagacccacttccactecggcagetteccatcecat
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Abb. 12: Putative PaADNM1-Domiéinen-
struktur. Konservierte Doménen von
PaDNM1 wurden mit dem ,,CD-Search®-
PaDNM1 Algorithmus (Marchler-Bauer und Bry-
ant, 2004) ermittelt. Dyn-N: N-Ter-
Dyn-N Dyn'M GED minale Dynamindomine (p=2e-74),
6 235236 530 707 798  Dyn-M:  Mittlere = Dynamindoméne
(p=1¢-99), GED: GTPase-Effektordo-
méne (p=5e-24). Die Zahlen unter dem
Schema geben jeweils die Position der
ersten und letzten Aminosiure der ent-
sprechenden Doméne an.

Zur Bestimmung der Homologie zwischen PaDNMI1 und weiterer Dynamin-verwandter
Proteine aus anderen Organismen wurde der BLOSUM 62-Algorithmus des Programmes
,Clone Manager Suite 6“ (Scientific and Educational Software) angewendet (Abb. 13). Als
Vergleichssequenzen dienten ScDNMI1 (Saccharomyces cerevisiae, UniProt-Akzession
P54861, Gammie et al., 1995), HsDRP1 (Homo sapiens, UniProt-Akzession 000429, Shin et
al., 1997), CeDRP-1 (Caenorhabditis elegans, UniProt-Akzession Q9U4L0, Labrousse et al.,
1999) und AtDLP1 (Arabidopsis thaliana, UniProt-Akzession Q8LF21, Kang et al., 2001).
Die hochste Identitédt besteht zu SCDNM1 (54 %), gefolgt von HsDRP1 (44 %), CeDRP-1 (43
%) und AtDLP1 (29 %).

Abb. 13 (nichste Seite): Homologievergleich von PaDNM1 mit Aminosiuresequenzen Dynamin-ver-
wandter Proteine diverser Organismen. Zu PaDNMI1 identische (homologe) Aminosduren sind schwarz
(griin) gedruckt. Nicht-homologe Aminosduren sind in Rotschrift angegeben. Am linken Rand befindet sich die
Nummerierung der Aminosauren. Am Ende der Sequenzen ist deren Gesamtldnge und die prozentuale Identitét
zu PaDNMI angegeben. Als Vergleichssequenzen dienten SCDNMI1 (Saccharomyces cerevisiae, UniProt-
Akzession P54861, Gammie et al., 1995), HsDRP1 (Homo sapiens, UniProt-Akzession 000429, Shin et al.,
1997), CeDRP-1 (Caenorhabditis elegans, UniProt-Akzession Q9U4L0, Labrousse et al., 1999) und AtDLP1
(Arabidopsis thaliana, UniProt-Akzession Q8LF21, Kang et al., 2001). Die Homologieanalyse wurde mit dem
BLOSUM 62-Algorithmus des Programmes ,,Clone Manager Suite 6 (Scientific and Educational Software)
durchgefiihrt.
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Legende siehe vorherige Seite

PaDNM1 1 MAALGDDLLATVNKLQDL--VFNTIGN--DSLDL----PQIVVVGSQSAGKSSVLENIVGRDFLPRGSGIVTRRPLILQL
ScDNM1 1 MASL-EDLIPTVNKLQDV--MYDS-GI--DTLDL----PILAVVGSQSSGKSSILETLVGRDFLPRGTGIVTRRPLVLQL
HsDRP1 1 MEA----LIPVINKLQD---VFNTVGA--DIIQL----PQIVVVGTQSSGKSSVLESLVGRDLLPRGTGIVTRRPLILQL
CeDRP-1 1 ----MENLIPVVNKLQD---VFATLGRKEDQIQL----PQIVVVGSQSAGKSSVLENLVGRDFLPRGTGIVTRRPLILQL
AtDLP1 1 MATM-KSLIGLINKIQRACTVLGDHGG--EGMSLWEALPTVAVVGGQSSGKSSVLESVVGRDFLPRGSGIVTRRPLVLQL
73 INVP------- SEDEAEDP-------------- LAASYRNPNQALRNEWAEFHHIPNRRFTDFGDVKREIENETARVAGS
71 NNISPNSPLIEEDDNSVNPHDEVTKISGFEAGTKPLEYRGKERNHADEWGEFLHIPGKRFYDFDDIKREIENETARIAGK
68 VHVT------- QEDKRK----=-=-------------- TTGEENGVEAEEWGKFLHTKNKLYTDFDEIRQEIENETERISGN
70 NHVA------- LDDESK---------=---------- RRRSNGTLLTDDWAMFEHTGSKVFTDFDAVRKEIEDETDRVTGV
78 -—---mm - - HKTEDG----------------------—-- -~ TTEYAEFLHAPKKRFADFAAVRKEIEDETDRITGK

132 NKGINRQPINLKIYSPHVLNLTLVDLPGLTKVPIGDQPTDIEKQTRNLISEYIAKPNSIILAVSPANVDIVNSEALKLAR
151 DKGISKIPINLKVFSPHVLNLTLVDLPGITKVPIGEQPPDIEKQIKNLILDYIATPNCLILAVSPANVDLVNSESLKLAR
122 NKGVSPEPIHLKIFSPNVVNLTLVDLPGMTKVPVGDQPKDIELQIRELILRFISNPNSIILAVTAANTDMATSEALKISR
124 NKGISLLPISLKIYSHRVVSLSLVDLPGITKIPVGDQPVNIEEQIREMILLYISNPSSIILAVTPANQDFATSEPIKLAR
119 SKQISNIPIQLSIYSPNVVNLTLIDLPGLTKVAVDGQPESIVQDIENMVRSYVEKPNCIILAISPANQDIATSDAIKLAR

212 HVDALGRRTIGVLTKVDLMDHGTNALDILSGRVYPLKLGWIGVVNRSQQDIQGNKPMEEALKSEMEFFRHHPAYRNIATR
231 EVDPQGKRTIGVITKLDLMDSGTNALDILSGKMYPLKLGFVGVVNRSQQODIQLNKTVEESLDKEEDYFRKHPVYRTISTK
202 EVDPDGRRTLAVITKLDLMDAGTDAMDVLMGRVIPVKLGIIGVVNRSQLDINNKKSVTDSIRDEYAFLQK--KYPSLANR
204 EVDAGGQRTLAVLTKLDLMDQGTDAMDVLMGKVIPVKLGIIGVVNRSQQONILDNKLIVDAVKDEQSFMQK--KYPTLASR
199 EVDPTGERTFGVATKLDIMDKGTDCLDVLEGRSYRLOHPWVGIVNRSQADINKRVDMIAARRKEQEYFETSPEYGHLASR

292 CGTQFLAKTLNTTLMAHIRDRLPDIKARLNTLMGQTQQELASYGDMHFSGKEHRGSLILTQMTRFATSFISSIDGTSTEI
311 CGTRYLAKLLNQTLLSHIRDKLPDIKTKLNTLISQTEQELARYGGVGATTNESRASLVLOLMNKFSTNFISSIDGTSSDI
280 NGTKYLARTLNRLLMHHIRDCLPELKTRINVLAAQYQSLLNSYGE----PVDDKSATLLOQLITKFATEYCNTIEGTAKYI
282 NGTPYLAKRLNMLLMHHIRNCLPALKARVSIMNAQCQSDLVAFGE----PVEDKNRTLLQIITRFATAYTSTIEGTARNI
279 MGSEYLAKLLSQHLETVIRQKIPSIVALINKSIDEINAELDRIGRPIAVDSGAQLYTILELCRAFDRVFKEHLDGGRP- -

372 STKELCGGARIYYIFNSVFGSSLESIDPTSNLSAHDIRTAIRNSTGPRPSLFVPEMAFDLLVKPQIKLLESPSQRCVELV
391 NTKELCGGARIYYIYNNVFGNSLKSIDPTSNLSVLDVRTAIRNSTGPRPTLFVPELAFDLLVKPQIKLLLEPSQRCVELV
356 ETSELCGGARICYIFHETFGRTLESVDPLGGLNTIDILTAIRNATGPRPALFVPEVSFELLVKRQIKRLEEPSLRCVELV
358 ETTELCGGARICYIFHDTFGRSLESVNPLENLTQLDILTAIRNATGPRPALFVPEVSFELLVKRQIQRLEEPSLRCVELV
357 ------ GGDRIYGVFDHQLPAALKKLPFDRHLSTKNVQKVVSEADGYQPHLIAPEQGYRRLIDGSISYFKGPAEATVDAV

452 Y---EELIK--ICHTCG---S---NELSRFPRLQAKLIEVVSDLLRERLGPASTYVESLISIQRAYINTNHPNFLGAAAA
471 Y---EELMK--ICHKCG---S---AELARYPKLKSMLIEVISELLRERLOQPTRSYVESLIDIHRAYINTNHPNFLSATEA
436 H---EEMQR--IIQHCS---NYSTQELLRFPKLHDAIVEVVTCLLRKRLPVTNEMVHNLVAIELAYINTKHPDFADACGL
438 H---EEMQR--MVQHCGFTTQ---QEMIRFPRLYDKINEVVSGVLKERLKPTNELVENLVAIELAYINTKHPEFTEA- -~
431 HFVLKELVRKSISET--------- EELKRFPTLASDIAAAANEALERFRDESRKTVLRLVDMESSYLTV-----------

521 MSHVVSNKQERERKRLIQEERERRERRRLKELGANGADTPAEEEEDKGTPEKESIAIRKAAAKNVRSLSPAVRESASGGL
540 MDDIMKTRRKRNQE-LLKSKLSQQOENGQTN--GINGTSSISSN------------- IDQDSAKN- - -~~~ - - SDYDDDGI
508 MN---NNIEEQRRNRLARELPSAVSRDKSSKVPS- -ALAPASQEPSPA- - - -~ ASAEADGKLIQDSRRETKNVASGG-
507 ------ NLVTLLKEELLLDDRHGRSRNRHASTGERAQLQPV - - = = == = = === = = === = == o= =~ PGVN-------
491 ---mmmon- EFFRKLHLE - -~~~ == === == — oo m oo oo oo PEKEKPNPRNAPAPNA - - -~~~ —— ==~~~ -

601 AAALNGGRSDS- - - PARLNGQGL - -GNAKDSFLNYFFGKDGAIVPGAPPPHSQMGRHINQMSEPTFSQSMRRQEEKPMRS
596 --------- DA---ESK--------- QTKDKFLNYFFGKD -~~~ — =~ == ===~ == — = — - KKGQPVFDASDKKRS - - - - - -
575 ----- GGVGDGVQEPTTGNWRGMLKTSKAEELLAEEKSKPIPIMPASP - - - -QKGHAVNLLDVP - - - - = - === === —— - -
546 GVDLNAVLQQQ---QQQSQNQ- - - - - RASNGFLG-LFGNAAASSKTSP -~~~ =~ === === == oo m oo = = QEK-- - -
B16 =-===mmmmmmmmmmmmmmmmmmmemao DPYSDNHFRKIGSNV - = = = = = = = = = == m oo oo oo

676 PMMPLRSDDNL-DFTSKTTETADGS--------- SDPAMTDREAMEAELTRALISSYFNIVRES TADQVPKATMHLLVNH
630 ----IAGDGNIEDF--RNLQISDFSLGDIDDLENAEPPLTEREELECELIKRLIVSYFDITREMIEDQVPKAVMCLLVNY
630 ~-VPVAR------=-==—==— == ——mmmmm oo~ KLSAREQRDCEVIERLIKSYFLIVRKNIQDSVPKAVMHFLVNH
588 -------- QSA-NFLPEVPETQLGR--------~- K- - -LTSREQRDVATIERLIRNYFIIVRKNIQDSVPKATMALLVNF
3 eI e o SAYTNMVCDTLRNSLPKAVVYCQVRE

746 CKDVVQONRLVSELYKESMFE--ELLYEDDAVKKEREKCEKLLQTYREAAKIIGEVV----- 799 AS

704 CKDSVONRLVTKLYKETLFE--ELLVEDQTLAQDRELCVKSLGVYKKAATLISNIL----- 757 AS 54
678 VKDTLQSELVGQLYKSSLLD--DLLTESEDMAQRRKEAADMLKALQGASQIIAEIRETHLW 736 AS 44
647 VRDNLQSELVRQLYKPDEMD--DLLAETEDMAQRRRDTLETMKALQQASVIISEVRETQVW 705 AS 43
557 AKRSLLNFFYAQVGRKEKEKLGAMLDEDPQLMERRGTLAKRLELYKQARDDIDAVAWK--- 614 AS 29

o° o\° o o

Initiale Untersuchungen zur Transkription von PaDnml im Wildstamm ,,s“ und in der
Mutante grisea wurden in der Diplomarbeit von A. Tinazli (2002) vorgestellt. Durch
Northern-blot- und RT-PCR-Analysen konnte kein eindeutiges Bild der PaDnmI-Transkript-
ion gewonnen werden. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Transkriptanalyse auf
Northern-Ebene mit einem anderen Sondenfragment (o’ P-dCTP markiertes 1,7 kbp-Ncol
/EcoRI-Fragment des Plasmids pPaDnml [Tinazli, 2002]) in Wildstamm ,,s* und Mutante

grisea sowohl im juvenilen als auch im seneszenten Stadium durchgefiihrt (Abb. 14).
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Abb. 14: PaDnmlI-Transkriptionsanalyse in Wildstamm ,,s* (juvenil [Wt juv], seneszent [Wt sen]) und
Mutante grisea (juvenil [gr juv], seneszent [gr sen]). Jeweils 10 pg Gesamt-RNA der entsprechenden Ansitze
wurden in einem denaturierenden 1,5 % Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf eine
Nylonmembran transferiert. Zur Detektion von PaDnmI-Transkript wurde das o*?P-dCTP markierte 1,7 kbp-
EcoRI/Ncol-Fragment des Plasmids pPaDnm1 (Tinazli, 2002) eingesetzt. Als Ladekontrolle wurde die Membran
mit einer Sonde (a’*P-dCTP markiertes 5,7 kbp HindIlI-Fragment des Plasmids pMy60 [Verbeet et al., 1983])
gegen die rRNA von Saccharomyces carlsbergensis rehybridisiert, welche durch Kreuzhybridisierung auch
P. anserina-rtDNA nachweisen kann. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei
37 °C durchgefiihrt. Juveniler Wildstamm ,,s* (5 Tage alt) zeigt im Vergleich zu dem seneszenten Isolat (26
Tage alt) kein PaDnm I-Transkript. Wahrend die PaDnm-Transkription im Wildstamm demnach altersabhingig
induziert wird, ist sie in der Mutante grisea konstitutiv: Sowohl das juvenile (5 Tage alt) als auch das seneszente
(56 Tage alt) Isolat enthalten eine vergleichbare Menge PaDnmI-mRNA.

Im Wildstamm ,,s* ist PaDnmI-Transkript nur im seneszenten, nicht aber im juvenilen Isolat
nachweisbar. Dieser Befund deutet auf eine altersabhéngige Induktion dieses an der mito-
chondrialen Teilung beteiligten Gens hin und korreliert mit der Fragmentierung der Mito-
chondrien im seneszenten Stadium (Abb. 5 C). Dagegen ist die Transkription von PaDnml in
der Mutante grisea konstitutiv, d. h. sowohl das juvenile als auch das seneszente Isolat zeigen
eine vergleichbare Menge PaDnmI-mRNA. Trotz der konstitutiven PaDnm-Transkription
enthilt grisea im juvenilen und mittelalten Stadium filamentdse Mitochondrien (Abb. 5 D, E).
In der pleiotropen Mutante grisea konnten daher weitere, bisher unbekannte Faktoren
beeinflusst sein, die einen Einfluss auf die mitochondriale Morphologie haben. Alternativ
wire eine posttranskriptionelle Regulation der PaDnmi-Expression denkbar, sodass die
Transkriptmenge nicht zwangsldufig mit der PaDNMI-Proteinmenge korreliert (siche

Diskussion).
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5.3.2 Uberexpression von PaDnmI im Wildstamm ,,s*

Um die Rolle von PaDnml in der mitochondrialen Teilung und im Alterungsprozess des
Wildstammes nédher zu untersuchen, wurde das Gen konstitutiv tiberexprimiert.

Die verstarkte Expression PaDnmI-homologer Gene in den jeweiligen Modellorganismen hat
verschiedene Effekte zur Folge: In S. cerevisiae fiihrt die Uberexpression von ScDnml zu
partieller mitochondrialer Fragmentierung (Fukushima et al., 2001), wahrend im Falle von
AtDIpl in A. thaliana (Arimura und Tsutsumi, 2002) und HsDrpl (Smirnova et al., 1998) in
menschlicher Zellkultur keinen Effekt auf die mitochondriale Morphologie zu beobachten ist.
Uberexpression von CeDrp-1 in C. elegans hat wiederum eine starke Fragmentierung der
Mitochondrien zur Folge. Aufgrund der nahen Verwandschaft von P. anserina zu
S. cerevisiae wurde davon ausgegangen, dass Uberexpression von PaDnml zu einer partiellen
mitochondrialen Fragmentierung fiihrt und das Gleichgewicht der mitochondrialen Dynamik
zur Teilung hin verlagert wird. Die Analyse positiver Transformanden kann dann Aufschluss
geben, ob die verdnderte mitochondriale Morphologie einen Einfluss auf alternsrelevante

Parameter im P. anserina-Wildstamm ,,s* hat.
5.3.2.1 Konstruktion eines Vektors zur PaDnm-Uberexpression

Fiir die Konstruktion eines Plasmids zur konstitutiven PaDnmI-Expression wurde zunéchst
ein 1,9 kbp PaGpd-Promotorfragment (PPaGpd) mit den Oligonukleotiden PGpd-for und
Smal-PromGpd2 und dem Plasmid pRP81-1 (Ridder und Osiewacz, 1992) als Matrize
amplifiziert (Abb. 15 A). Nach der Aufreinigung des Amplifikats erfolgte die Herstellung
iiberhdngender Enden durch Restriktion mit Munl und Smal. Die Ligation des Promotors
erfolgte in pPBSSK [EcoRI, Smal] (molares Verhéltnis Vektor : Insertionsfragment 1:5) (Abb.
15 B). Hierbei ist zu beachten, dass Munl und EcoRI kompatible Schnittstellen erzeugen.
Nach Transformation des Ligats in kompetente E. coli XL1Blue erfolgte die Selektion von
sieben weilen Ampicillin-resistenten Kolonien. Durch Restriktionsanalyse der isolierten
Plasmid-DNA mit EcoRI wurde ein Klon als positiv identifiziert. Dieser diente als Grundlage
fiir eine Riickgewinnung des Plasmids. Die isolierte Plasmid-DNA wurde durch Restrik-

tionsanalysen verifiziert (Abb. 15 C).
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Abb. 15: Konstruktion eines PaDnmI-Uberexpressionsvektors (I): Amplifikation und Klonierung des
PaGpd-Promotors (PPaGpd). (A) Oben: Zur PCR-Amplifikation von PPaGpd wurden die Oligonukleotide
PGpd-for und Smal-PromGpd2 verwendet. Als Matrize diente das Plasmid pRP81-1 (Ridder und Osiewacz,
1992).Das Amplifikat hat eine Lénge von ~ 1,9 kbp. Unten: Elektrophoretische Auftrennung von Aligouts (5ul)
der PCR-Ansitze bei den Anlagerungstemperaturen 54, 56, 58 und 59 °C in einem 1% Agarose-TAE-Gel. PCR-
Programm: (1x 2 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min 54-59 °C, 2 min 72 °C); (1x 6 min 72 °C). M = A HindlIIl
(250 ng), NK = PCR-Negativkontrolle (alle Komponenten ohne Matrize) (B) Schematische Darstellung des
Plasmids pPGpd. Das PPaGpd-Amplifikat wurde mit Munl und Smal und der Vektor pBSSK mit EcoRI und
Smal restringiert und anschlieBend durch Ligation miteinander verkniipft. Die Klonierungs- und Kontroll-
schnittstellen sind in der Karte angegeben. AmpR = Ampicillin-Resistenzkassette (C) Kontrollrestriktionen von
pPGpd (jeweils 500 ng) mit den Restriktionsendonukleasen (i) EcoRI (blau), (ii) HindIIl (griin) und (iii) XAol
(rot). Am rechten Bildrand sind die den Restriktionsendonukleasen entsprechenden Fragmentgrofen farblich
gekennzeichnet angegeben. Die elektrophoretische Auftrennung der Ansétze erfolgte in einem 1% Agarose-
TAE-Gel. M1 = 100 bp-Leiter, M2 = A HindIII (250 ng)

Zur Fertigstellung des PaDnml-Uberexpressionsvektors wurde zundchst mit den
Oligonukleotiden Smal-Dnm1 und Bcul-Dnm1 und dem Plasmid pPaDnml (Tinazli, 2002)
als Matrize ein genomisches 3,1 kbp-Fragment, welches das komplette PaDnmI-Gen und
0,45 kbp des Terminatorbereichs umfasst, amplifiziert (Abb. 16 A). Das Amplifikat wurde
aufgereinigt und mit Smal und Bcul restringiert. Die Ligation des Fragments erfolgte in den
Vektor pPGpd [Smal, Bcul] im molaren Verhéltnis Vektor : Fragment 1:5, das resultierende
Konstrukt erhielt die Bezeichnung pPGpd-PaDnml (Abb. 16 B). Nach Transformation des
Ligats in kompetente E. coli XL1Blue-Zellen erfolgte die Selektion von achtzehn putativen
Kandidaten auf Ampicillin-haltigem Medium. Durch Restriktionsanalyse der isolierten

Plasmid-DNA mit XAol wurden fiinf Klone als positiv identifiziert. Ein Klon diente als
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Grundlage fiir eine Riickgewinnung des Plasmids. Die

Restriktionsanalysen verifiziert (Abb. 16 C).

5. Ergebnisse

isolierte Plasmid-DNA wurde durch

Smal-Dnm1 Bceul-Dnml
A_? < B C
—U O
gPaDnml P —
k—— 3,1kbp ——> Kontrollrestriktion
PCR pPGpd-PaDnm1
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pPGpa-PaDnmM1 |

7.9 kbp
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Xhol..
Pwull

3,1

Pwull

Abb. 16: Konstruktion eines PaDnmI-Uberexpressionsvektors (II): Amplifikation und Klonierung des
PaDnml1-Gens in pPGpd. (A) Oben: Zur PCR-Amplifikation der genomischen PaDnml-Sequenz wurden die
Oligonukleotide Smal-Dnm1 und Bcul-Dnm1 verwendet. Als Matrize diente das Plasmid pPaDnmi (Tinazli,
2002). Das Amplifikat hat eine Lénge von ~ 3,1 kbp. Unten: Elektrophoretische Auftrennung von Aliqouts (5ul)
der PCR-Ansitze bei den Anlagerungstemperaturen 56, 60 und 62 °C in einem 1% Agarose-TAE-Gel. PCR-
Programm: (1x 2 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min 56-62 °C, 3 min 72 °C); (1x 6 min 72 °C). M1 = 100 bp-
Leiter, M2 = A HindIIl (250 ng), NK = PCR-Negativkontrolle (alle Komponenten ohne Matrize) (B) Schema-
tische Darstellung des Plasmids pPGpd-PaDnmi. Das PaDnmI-Amplifikat und der Vektor pPGpd wurden mit
Bcul und Smal restringiert und anschlieBend durch Ligation miteinander verkniipft. Die Klonierungs- und
Kontrollschnittstellen sind in der Karte angegeben. AmpR = Ampicillin-Resistenzkassette (C) Kontroll-
restriktionen von pPGpd-PaDnm1 (jeweils 500 ng) mit den Restriktionsendonukleasen (i) Pvull (blau) und X#%ol
(rot). Am rechten Bildrand sind die den Restriktionsendonukleasen entsprechenden Fragmentgrofen farblich
gekennzeichnet angegeben. Die elektrophoretische Auftrennung der Ansétze erfolgte in einem 1% Agarose-
TAE-Gel. M = A HindIll (250 ng), uv = pPGpd-PaDnm1 (250 ng, unverdaut)

5.3.2.2 Transformation von Wildstamm ,,s*“~-Protoplasten mit pPGpd-PaDnm 1

Der Uberexpressionsvektor pPGpd-PaDnm1 wurde in das Genom von Wildstamm ,,s* (Isolat
F18261 mat-) eintransformiert. Zunichst wurden 20 g (Feuchtgewicht) zur Protoplastierung
mit Glucanex eingesetzt. Zu ca. 10® Protoplasten wurden jeweils 10 pg pPGpd-PaDnmI und
pAN7-1 (Punt et al.,, 1987) gegeben. Das Plasmid pAN7-1 vermittelt Resistenz gegen
Hygromycin B im Medium der Transformanden und ist notwendig, da pPGpd-PaDnml
keinen Selektionsmarker fiir die Pilztransformation besitzt. Die Cotransformation hat die
Integration beider Plasmide zum Ziel. Elf Transformanden wurden auf BMM-Platten zur

weiteren Analyse angeimptft.
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5.3.2.3 Verifizierung von PaDnmI-iiberexprimierenden Transformanden

Die Aufnahme von pPGpd-PaDnml in das Genom der Transformanden wurde durch eine
Southern-blot-Analyse iiberpriift. Hierfiir wurde die Gesamt-DNA isoliert und mit EcoRV,
das einmal in pPGpd-PaDnml schneidet und somit zum Nachweis von Tandemintegrationen
geeignet ist, restringiert. Nach Transfer der Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte die
Analyse mit einer DIG-markierten Sonde gegen PaDnml (1,7 kbp Ncol/EcoRI-Fragment von
pPaDnml [Tinazli, 2002]). Sechs Transformanden hatten pPGpd-PaDnml integriert, von
diesen wurden zwei fiir weitere Analysen ausgewdihlt (Abb. 17). Kriterien hierfiir waren (i)
eine Mindestgrofle der transgenen PaDnml-Fragmente von ~ 6 kbp und (ii) nicht mehr als
vier pPGpd-PaDnml-Integrationen, da es sonst durch Rekombinationen zwischen den
Sequenzen zu Umstrukturierungen im Genom der Transformanden kommen kann. Die beiden
als positiv verifizierten Primértransformanden PaDnml Ex1 (mit hoherer Kopienzahl des
Uberexpressionsvektors) und PaDnml Ex2 (mit einer Integration) wurden durch Kreuzung
mit dem Wildstamm und Selektion der Transformandennachkommen (durch Verifizierung
mittels Southern-blot-Analyse) regeneriert, um potenzielle Nebeneffekte, wie sie in den
Primértransformanden durch die Transformationsprozedur auftreten konnen, auszuschlieBBen.

Auf diese Weise wurden die so genannte Sekundartransformanden erhalten.

Abb. 17: Southern-blot-Analyse zum Nachweis der
PaDnml Integration des Plasmids pPGpd-PaDnml in das
Genom der putativen Transformanden PaDnmil_Ex1
und PaDnml_Ex2. Jeweils 300 ng genomische DNA
des Wildstammes s (Wt) und der Transformanden wurde
mit EcoRV restringiert und auf einem 1 % Agarose-
TAE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer
der Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte die
PaDnm-Hybridisierung iiber Nacht mit dem DIG-

" markierten 1,7 kbp-EcoRI/Ncol-Fragment des Plasmids
pPaDnml (Tinazli, 2002) in ,High-SDS“-Puffer bei

NT1
NT2
Wt
M

PaDnml Ex1

' | PaDnml Ex2

12 kbp -

65°C. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1 x
SSC, 0,1 % SDS bei 68 °C durchgefiihrt. Zusétzlich zu
dem PaDnmi-Fragment bei 12 kbp (Endogen) zeigen
die Transformanden weitere Signale. PaDnml Ex1
verfiigt tiber maximal drei Kopien von pPGpd-PaDnml,
wiahrend PaDnml Ex2 eine Kopie des Konstrukts
aufgenommen hat. M = A Hind Il (DIG-markiert) (40
ng), NT1, NT2 = Hygromycin B-resistente Trans-
formanden ohne pPGpd-PaDnm-Integration
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Juvenile Sekundértransformanden von PaDnml Ex1 und PaDnml Ex2 wurden mit einer
PaDnm[-Transkriptionsanalyse auf Northern-Ebene untersucht (Abb. 18). Hierfiir wurde
zunichst die Gesamt-RNA aus den Transformanden isoliert. Nach elektrophoretischer
Auftrennung in einem denaturierenden Gel erfolgte der Transfer der RNA auf eine
Nylonmembran. Im Rahmen der Hybridisierungsanalyse wurde ein o’*P-dCTP markiertes 1,7
kbp-Ncol / EcoRI-Fragment des Plasmids pPaDnml (Tinazli, 2002) eingesetzt. Sowohl
PaDnml Ex1 F33500 als auch PaDnml Ex2 F33100 zeigen im Vergleich zum juvenilen
Wildstamm ,,s* einen hohen Gehalt an PaDnmI-mRNA (Abb. 18). U. a. aufgrund der
hoheren Kopienzahl des Uberexpressionsvektors im Genom (Abb. 17) zeigt PaDnml Ex1
eine starkere PaDnml-Transkription als PaDnml Ex2. Um zu priifen, ob die konstitutive
PaDnm[-Transkription in PaDnml Ex1 und PaDnml Ex2 einen Einfluss auf die
mitochondriale Morphologie hat, wurden cytologische Férbungen mit , Mitotracker Red*

durchgefiihrt (Abb. 19).

Abb. 18: PaDnmlI-Transkriptionsanalyse mit Sekundér-

— o
ﬁl - f}j'o transformanden von PaDnml _Ex1 und PaDnml Ex2.
; 2 T ﬁ; EE = Jeweils 10 pg Gesamt-RNA der entsprechenden Ansétze
e wurden in einem denaturierenden 1,5 % Agarose-Gel
N ™ elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf eine

Nylonmembran transferiert. Zur Detektion von PaDnmli-
Transkript wurde das o'?P-dCTP markierte 1,7 kbp-
EcoRI/Ncol-Fragment des Plasmids pPaDnml (Tinazli,
2002) eingesetzt. Als Ladekontrolle wurde die Membran mit
einer Sonde (a’*P-dCTP markiertes 5,7 kbp HindIII-Fragment
des Plasmids pMy60 [Verbeet et al., 1983]) gegen die rRNA
von Saccharomyces carlsbergensis rehybridisiert, welche
durch Kreuzhybridisierung auch P. anserina-tDNA nach-
weisen kann. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1
RNA x SSC, 0,1 % SDS bei 37 °C durchgefiihrt. Die juvenilen
I (juv) Isolate (5 Tage alt) der Transformanden PaDnml Ex1
und PaDnml Ex2 enthalten im Vergleich zum juvenilen
Wildstamm (Wt) (finf Tage alt) groBe Mengen PaDnmli-
Transkript.

PaDnml1

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Préparate zeigt, dass in den mittelalten (15 Tage)
Sekundértransformanden PaDnml Ex1 F33500 und PaDnml Ex2 F33100 ein wesentlich
groflerer Anteil fragmentierter Mitochondrien enthalten ist als in dem mittelalten Wildstamm
,»S-Isolat. Dieser Befund ist ein wichtiger Hinweis, dass PaDnml wie das entsprechende

Homolog in Hefe, ScDnm1, an der Teilung der Mitochondrien beteiligt ist.
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Abb. 19: Mitochondrienmorphologie in mittelalten
(ma) Hyphen von PaDnml_Ex1- und PaDnml_Ex2
Sekundirtransformanden im Vergleich zum Wild-
stamm ,,s“ (Wt). Die jeweiligen Isolate wurden auf
Objekttragern, deren zentrale Mulde mit BMM:1%
Agarose (1:1) gefiillt war, fiir einen Tag in einer
Feuchtekammer bei 27 °C angezogen. Zur Farbung der
Mitochondrien wurde eine 1 pM Losung ,,Mitotracker
Red CMXRos*“ (Molecular Probes) auf die Myzelien
pipettiert. Nach kurzer Inkubationszeit (2 min) wurden

die Priparate mit einem Fluoreszenzmikroskop (Ae
515-560 nm, Aep, > 590 nm) analysiert. Der mittelalte
Wildstamm (15 Tage) enthilt iiberwiegend filamentose
Mitochondrien. Im Gegensatz dazu enthalten mittelalte
Isolate der Transformanden PaDnmlI Ex1 und
PaDnmi Ex2 stark fragmentierte Mitochondrien, was
auf eine erhohte mitochondriale Teilungsrate durch
Uberexpression von PaDnml zuriickzufithren ist.
Rechts oben in den Teilabbildungen ist jeweils das
Alter der Kultur angegeben. Die MaBstabsbalken
entsprechen jeweils einer Lange von 2 um.

5.3.2.4 Vergleich der Transformanden PaDnml Ex1 und PaDnml Ex2 mit dem Wildstamm
,»S . Myzelmorphologie, Wuchsrate und Fertilitét

Durch einen phénotypischen Vergleich von PaDnml Ex1- und PaDnml Ex2-
Sekundirtransformanden mit Wildstamm ,,s“-Isolaten sollte untersucht werden, ob die
erhohte Mitochondrienfragmentierung einen Einfluss auf Parameter wie Myzelmorphologie,
Wuchsate, Fertilitdit und Lebensspanne ausiibt. Zur Bestimmung der Pigmentierung und
Bildung von Luftmyzel wurde eine BMM-Platte mit den entsprechenden Myzelstiicken
beimpft und fiir vier Tage bei 27 °C im Dauerlicht inkubiert (Abb. 20 A). Hierbei zeigten sich
keine Unterschiede zwischen den Isolaten. Das gleiche gilt fiir die Wuchsrate auf BMM und
die ménnliche (Zahl der Spermatien) und weibliche (Zahl der gebildeten Perithezien nach

Befruchtung mit Wildstammspermatien) Fertilitdt (Abb. 20 B).
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Abb. 20: Phinotypische Charakterisierung der Transformanden PaDnml Ex1 und PaDnml Ex2. (A)
Myzelien von Wildstamm (Wt) ,,s“ und den Transformanden PaDnml! Ex1 und PaDnml Ex2 wurden auf BM-
Medium fiir vier Tage bei 27 °C im Dauerlicht inkubiert. Hinsichtlich der Myzelmorphologie und
-pigmentierung bestehen keine Unterschiede zwischen den Ansétzen. (B) Vergleich der Wuchssrate auf BM-
Medium (Wr BMM) (n = jeweils 20 Isolate) und der ménnlichen (n = jeweils 10 Isolate) und weiblichen
Fertilitdt (n = jeweils 5 Kreuzungen) zwischen mittelalten (15 Tage) Isolaten vom Wildstamm (blaue Balken)
und den Transformanden PaDnml Ex1 (dunkelrote Balken) und PaDnmi Ex2 (gelbe Balken). Die Balken
geben den Mittelwert + Standardfehler an. Signifikante Unterschiede zwischen den Ansdtzen sind nicht
erkennbar (u-Test, p > 0,05). Wt s (100 %): Wr BMM = 0,6 cm/d, ménnliche Fertilitit = 6,2 x 10°
Spermatien/ml, weibliche Fertilitit = 103 Perithezien/cm®.

5.3.2.5 Bestimmung der mtDNA-Reorganisationen in den Transformanden PaDnml Ex1 und

PaDnml Ex2

Mittels Southern-blot-Analyse sollte {iberpriift werden, ob die verdnderte mitochondriale
Morphologie in den Transformanden die in Wildstimmen systematische Amplifikation von
pIDNA und die damit einhergehende Reorganisation der mtDNA (Belcour et al., 1981; Kiick
et al., 1981; Osiewacz und Esser, 1984) beeinflusst (Abb. 21). Hinzu kommt, dass in
S. cerevisiae gezeigt werden konnte, dass die mitochondriale Morphologie Einfluss auf den
mtDNA-Gehalt hat. So tritt bei S. cerevisiae durch Deletion des fiir die mitochondriale Fusion
notwendigen Gens ScFzol eine starke Fragmentierung der Mitochondrien und Verlust von
mtDNA auf (Bleazard et al., 1999).

Zunichst wurde deshalb die Gesamt-DNA aus Wildstamm ,s*“ und jeweils zwei
Sekundértransformanden von PaDnml Ex1- und PaDnml Ex2 isoliert und mit Bg/Il re-
stringiert. Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte der Transfer der Fragmente auf
eine Nylonmembran. Die Hybridisierungsanalyse wurde mit einer Sonde gegen pIDNA (2,5
kbp Sall-Fragment des Plasmids pSP17 [Stahl et al., 1982], entspricht dem ersten Intron von
PaCoxI) durchgefiihrt (Abb. 21). Auf diese Weise kann die in diesem Bereich nicht

reorganisierte mtDNA anhand von 1,9 und 4,5 kbp-Bg/II-Fragmenten nachgewiesen werden.
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Abb. 21: Vergleichende Analyse der altersabhingigen mtDNA-Reorganisation in Wildstamm ,,s (Wt s)
und den Transformanden PaDnml Ex1 und PaDnml_Ex2. Jeweils 300 ng Gesamt-DNA von Wildstamm
8 und je zwei Sekundirtransformanden von PaDnmi Ex1 und PaDnmi Ex2 wurde mit Bg/II restringiert und
auf einem 1 % Agarose-TAE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer der Fragmente auf eine Nylon-
membran erfolgte die Hybridisierung iiber Nacht mit einer DIG-markierten Sonde gegen die Sequenz des ersten
Introns des mitochondrialen PaCoxI-Gens (2,5 kbp Sall-Fragment des Plasmids pSP17 [Stahl et al., 1982]) in
,,High-SDS“-Puffer bei 65 °C. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 68 °C
durchgefiihrt. In allen analysierten Stimmen kommt es wihrend des Alterns zu einer progressiven Zunahme der
pIDNA (Signal bei 2,5 kbp). Die Menge an nicht reorganisierter mtDNA (Signale bei 4,5 und 1,9 kbp) wird
wiahrend dieses Zeitraumes geringer. Dies trifft auf die Transformanden in gleichem Ausmall zu wie auf den
Wildstamm. Hinsichtlich der charakteristischen altersabhdngigen Instabilitdten in diesem mtDNA-Bereich sind
demnach keine signifikanten Unterschiede zu beobachten. M = A HindIIl (DIG-markiert) (40 ng)

Die zirkuldre pIDNA wird linearisiert und wird als Signal mit einer Grofe von 2,5 kbp
sichtbar. Hinsichtlich der altersabhingigen Bildung von pIDNA und dem progressiven Verlust
der mtDNA bestehen keine Unterschiede zwischen Wildstamm ,s“ und jeweils zwei
Sekundirtransformanden von PaDnml Ex1- und PaDnml Ex2. Ein vorzeitiger Verlust von

mtDNA durch die erhdhte mitochondriale Fragmentierung ist in diesen Isolaten ebenfalls

nicht nachweisbar (Abb. 21).

5.3.2.6 Analyse der Lebensspanne von PaDnml Ex1 und PaDnml Ex2

Die Bestimmung der Lebensspanne von PaDmnml Ex1- bzw. PaDnml Ex2-Sekundir-
transformanden und Wildstamm ,,s“-Isolaten erfolgte auf BMM-Platten mit 30 ml Medium
(Abb. 22). Aus isolierten einkernigen Sporen gewachsene juvenile Myzelien (~ vier Tage)
wurden hierfiir von den Sporenkeimungsplatten auf BMM iiberimpft und bei 27 °C im

Dauerlicht inkubiert.
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Abb. 22: Charakterisierung der Lebensspannen von Wildstamm ,,s“ (A, n = 12) und PaDnml_Ex1- (o,
n = 9) bzw. PaDnml_Ex2- (0, n = 10) Sekundirtransformanden. Die jeweiligen Isolate wurden auf
Petrischalen mit 30 ml BM-Medium bei 27 °C im Dauerlicht inkubiert. Wenn die Myzelien den Rand der Schale
erreichten, wurden sie auf frisches Medium vom Wuchsrand her iiberimpft. Die Graphen stellen die prozentualen
Anteile der iiberlebenden Isolate im Verlauf der Zeit dar. Die mittlere Lebensspanne (= das Alter, bei dem noch
50 % der Isolate leben) entspricht 22 Tage beim Wildstamm und 23 bzw. 23,5 Tage bei den PaDnm!_ Ex1- und
PaDnm1_Ex2-Sekundirtransformanden. Durch PaDnmI-Uberexpression im Wildstamm ,,s* ldsst sich somit
keine signifikante Veranderung der Lebensspanne erreichen (u-Test, p > 0,05).

Sobald die Wachstumsfront den Rand der Anzuchtschale erreichte, erfolgte die Uberimpfung
auf eine frische BMM-Platte. Die mittlere Lebensspanne betrdgt bei den Wildstamm ,,s%-
Isolaten 22 Tage und bei den PaDnml Ex1- und PaDnm Ex2-Sekundirtransformanden 23
bzw. 23,5 Tage. Somit bestehen hinsichtlich der Lebensspanne keine signifikanten
Unterschiede zum Wildstamm ,,s“. Die erzwungene Mitochondrienfragmentierung durch
PaDnmI-Uberexpression im Wildstamm fiihrt damit nicht zu einer Beeinflussung der

analysierten phénotypischen Merkmale (siehe Diskussion).
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5.3.3 PaDnmli-Deletion in Wildstamm ,,s*

Uberexpression von PaDnm] fiihrt in P. anserina zu einer Fragmentierung der Mitochondrien
(sieche Abb. 19). Da das Gleichgewicht zwischen mitochondrialer Teilung und Fusion
antagonistisch reguliert wird, sollte die PaDnmlI-Deletion den Prozess der Mitochondrien-
fusion verstirken. In der Tat konnte in einer Vielzahl von Modellorganismen gezeigt werden,
dass die Deletion bzw. Herunterregulation des jeweiligen PaDnml-homologen Gens zur
Bildung stark elongierter Mitochondrien (S. cerevisiae, Otsuga et al., 1998) und zur
Entstehung umfangreicher mitochondrialer Netzwerke (S. cerevisiae: Fukushima et al., 2001,
A. thaliana: Arimura und Tsutsumi, 2002) und Aggregate (C. elegans: Labrousse et al., 1999;
menschliche Zellkultur: Smirnova et al., 1998) fiihrt. Zur Priifung, ob dies auch fiir
P. anserina zutrifft, sollte PaDnml im Wildstamm deletiert werden. Die Analyse der
Deletionsmutanten zeigt dariiber hinaus, ob durch eine verstirkte Mitochondrienfusion

phénotypische Parameter und die Lebensspanne beeinflusst werden.

5.3.3.1 Herstellung eines PaDnmI-Deletionsvektors

PaDnml wurde durch Genaustausch mit einer Resistenzkassette (Hamann et al., 2005)
deletiert. Hierfiir wurden zunéchst kurze flankierende Regionen des PaDnml-Leserahmens
mittels PCR amplifiziert. Fiir die 0,26 kbp 5’- bzw. 0,27 kbp 3’-Flanke wurden die
Oligonukleotide KoDnm1 / KoDnm2 bzw. KoDnm3 / KoDnm4 eingesetzt (Abb. 23 A). Als
Matrize diente das Cosmid #42B8, das den PaDnmi-Genlocus enthélt (Tinazli, 2002). Nach
Aufreinigung der PCR-Produkte wurde als erstes die 5’-Flanke in den Vektor pKO3 (Hamann
et al., 2005) ligiert. Hierfiir wurden sowohl das Fragment als auch pKO3 mit Kpnl und
HindlIll restringiert. Die Ligation erfolgte im molaren Verhiltnis Vektor : Fragment 1:5, das
resultierende Konstrukt erhielt die Bezeichnung pDnmIKO1 (Abb. 23 B). Nach Trans-
formation des Ligats in kompetente E. coli XL1Blue-Zellen erfolgte die Selektion von zwdlf
putativen Kandidaten auf Ampicillin-haltigem Medium. Durch Restriktionsanalyse der
isolierten Plasmid-DNA mit BamHI wurden drei Klone als positiv identifiziert. Klon T2
(Abb. 23 C) diente als Grundlage fiir den zweiten Klonierungsschritt (Abb. 24 A). Hierfiir
wurde pDnmIKO1 und die 3’-Flanke mit Bcul und Notl restringiert und im molaren Ver-
hiltnis Vektor : Fragment 1:5 miteinander ligiert. Das resultierende Konstrukt erhielt die Be-
zeichnung pDnmIKO2 (Abb. 24 A). Von zehn putativen Kandidaten, die nach Transfor-
mation des Ligats in kompetente E. coli XL1Blue erhalten wurden, waren neun nach BamHI-

Restriktion positiv.
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Abb. 23: PaDnmI-Deletion in Wildstamm ,,s“ (I): Amplifikation der PaDnmi-Flanken und Konstruktion
des Vektors pDnmIKO1. (A) Oben: Zur PCR-Amplifikation von kurzen flankierenden PaDnmi-Regionen
wurden die Oligonukleotide KoDnm! und KoDnm2 (5’-Region) bzw. KoDnm3 und KoDnm4 (3’-Region)
verwendet. Als Matrize diente das Cosmid #42B8. Die Amplifikate haben eine Lange von ~ 0,26 / 0,27 kbp.
Unten: Elektrophoretische Auftrennung von Aliqouts (5ul) der PCR-Ansétze in einem 1% Agarose-TAE-Gel.
PCR-Programm: (1x 2 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min 60 °C, 1 min 72 °C); (I1x 6 min 72 °C). M = A
HindIIl (250 ng), NK 5°, NK 3* = PCR-Negativkontrollen (alle Komponenten ohne Matrize) (B) Schematische
Darstellung des Plasmids pDnmIKO1. Das 5’-Amplifikat (rosa) und der Vektor pKO3 (Hamann et al., 2005)
wurden mit Kpnl und HindIIl restringiert und anschlieBend durch Ligation miteinander verkniipft. Die
Klonierungs- und Kontrollschnittstellen sind in der Karte angegeben. AmpR = Ampicillin-Resistenzkassette,
BleR = Phleomycin-Resistenzgen, BsdR = Blasticidin-Resistenzgen, PEm7 = Em7-Promotor, PM¢ = Metallo-
thionein-Promotor, TCycl = Cycl-Terminator (C) Kontrollrestriktionen von pDnmIKO1 (jeweils 5 pl der
Minipréparationen) mit der Restriktionsendonuklease BamHI. Am rechten Bildrand sind die entsprechenden
Fragmentgrofen angegeben. E. coli-Transformande T2 zeigt vier BamHI-Fragmente und ist somit positiv,
wihrend bei der Restriktion von T1 das 0,17 kbp-Fragment fehlt. T1 enthdlt somit lediglich den religierten
pKO3-Vektor. Die elektrophoretische Auftrennung der Ansitze erfolgte in einem 1% Agarose-TAE-Gel. M = A
Hindlll (250 ng)

A B

Kontrollrestriktion
P Konl pDnmIKO2
BamH Min] Midi
ArnpR 5- Flanke ./ Bamh S HEEE
S I
BsdR
oDNM1KO?2
5,4 kbp 1 PEm7
// / TCyc1
3'- Flanke BleR

Not| - BamHI

BamHlI

Legende siehe néchste Seite
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5. Ergebnisse

Abb. 24 (vorherige Seite): PaDnml-Deletion in Wildstamm ,s“ (II): Konstruktion des E. coli-
Austauschvektors pDnmIKO2. (A) Schematische Darstellung des Plasmids pDnm/KO2. Das 3’-Amplifikat
(griin) und der Vektor pDrmIKO1 wurden mit Bcul und Notl restringiert und anschlieBend durch Ligation
miteinander verkniipft. Die Klonierungs- und Kontrollschnittstellen sind in der Karte angegeben. AmpR =
Ampicillin-Resistenzkassette, BleR = Phleomycin-Resistenzgen, BsdR = Blasticidin-Resistenzgen, PEm7 =
Em7-Promotor, PM¢ = Metallothionein-Promotor, TCyc! = Cycl-Terminator (B) Kontrollrestriktionen von
pDnmIKO2 (jeweils 500 ng DNA) mit den Restriktionsendonukleasen BamHI (blau) und Notl/Kpnl (rot). Am
rechten Bildrand sind die entsprechenden FragmentgroBen farblich gekennzeichnet angegeben. Die
elektrophoretische Auftrennung der Ansétze erfolgte in einem 1% Agarose-TAE-Gel. M1 = 100 bp-Leiter,
M2 = HindIlI (250 ng)

Die mit den Flanken versehene Resistenzkassette von pDnm/KO2 diente zum Austausch von
PaDnml1 auf dem Cosmid #42B8 in E. coli KS272 (pKOBEG). #42B8 wurde gewdhlt, weil
durch Southern-blot-Analyse gezeigt werden konnte, dass das PaDnmi-Gen von groflen
genomischen Regionen flankiert wird, die fiir die homologe Rekombination in P. anserina
entscheidend sind (5’-Region: > 13,4 kbp, 3’-Region: > 8,8 kbp) (Abb. 25). Dieses Cosmid
hat gegeniiber weiteren Cosmiden mit dem PaDnmli-Locus (#7C5, #42D9 [Tinazli, 2002])
den Vorteil, dass durch Sspl-Restriktion der genomischen DNA eines Deletionsstammes
nachgewiesen werden kann, ob das Austauschcosmid ektopisch und/oder homolog in das

Genom integriert worden ist (Abb. 25).

PaDnml
Munl Smal Sspl
N N i [ [ [l v IS o Q| 0 D
m A m A M A
Genom v ' ' = Y v v MIQ a all a alfl a a
X Y Z Y X Z = Il ¥ ¥|s ¥
‘ —— 1 1 .**...
: } 1 1 1 g 1
Cosmid A X Y 7 > Y X 7 -
| e
| —t—t i
L)
Cosmid B X Y Z Y XZ b

Abb. 25: Southern-blot-Analyse zur Auswahl eines geeigneten PaDnmI-Cosmids als Grundlage fiir die
Erstellung eines PaDnmli-Deletionsvektors. (A) Die Cosmide A und B enthalten beide ein genomisches
Fragment mit PaDnml (roter Pfeil). Restriktion von Cosmid A mit einer der Endonukleasen (X, Y oder Z)
ermdglicht nicht die Unterscheidung zwischen homologer und ektopischer Integration des Cosmids in das
Genom, da in beiden Fillen eine identische FragmentgroBe erhalten wird. Wenn allerdings Cosmid B mit Z
restringiert wird, entsteht im Fall der ektopischen Integration ein kleineres Fragment (gelb), weil die
urspriingliche Schnittstelle Z fehlt und stattdessen bei Z’ in der Cosmidsequenz (orange Balken) geschnitten
wird. Bei der Integration des Cosmids in das Genom durch homologe Rekombination entsteht hingegen das
groflere Fragment (blau). (B) Jeweils 1 ug der PaDnmI-Cosmide (#7CS, #42B8, #42D9) wurde mit (i) Munl, (ii)
Smal und (iii) Sspl restringiert und in einem 0,8 % Agarose-TAE-Gel aufgetrennt. Die Southern-blot-Analyse
erfolgte mit einer PaDnmI-spezifischen DIG-Sonde (1,7 kbp-EcoRl/Ncol-Fragment des Plasmids pPaDnml
[Tinazli, 2002]) in ,,High-SDS*“-Puffer bei 65 °C. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1 x SSC, 0,1 %
SDS bei 68 °C durchgefiihrt. Die FragmentgroBen der drei Cosmide bei den Munl- und Smal-Restriktionen sind
identisch, wihrend die Sspl-Restriktion von #42B8 ein kleineres PaDnmi-Fragment als #7C5 und #42D9 zeigt.
Die Art der Integration in das Genom der Transformanden (ektopisch / homolog) kann daher durch Sspl-
Restriktion bestimmt werden. Fiir die Erstellung des PaDnmli-Deletionssvektors wurde somit #42B8 als
Grundlage verwendet. M = A Hind 111 (DIG-markiert) (40 ng)
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Kompetente E. coli KS272 (pKOBEG)-Zellen wurden mit dem Cosmid #42B8 transformiert.
Die Anzucht der Transformanden wurde bei 30 °C durchgefiihrt, damit sie das temperatur-
sensitive Plasmid pKOBEG nicht verlieren. Die Selektion positiver Klone erfolgte auf
Ampicillin-haltigem Medium, mit einem Kandidaten wurde weitergearbeitet. Zellen dieses
Klons dienten als Ausgangsmaterial zur Herstellung elektrokompetenter Zellen. Das Plasmid
pDnmIKO2 wurde mit Notl und Kpnl restringiert, um die mit den Flanken versehene
Resistenzkassette zu erhalten. Nach Aufreinigung des Fragments erfolgte die Dialyse der
Probe als Vorbereitung fiir die Transformation durch Elektroporation in kompetente E. coli
KS272 (pKOBEG, #42BS8). Die Selektion von Klonen, die PaDnml auf dem Cosmid gegen
die Resistenzkassette ausgetauscht hatten, erfolgte auf zur Selektion von ,,Austausch-
cosmiden auf Ampicillin- und Blasticidin-haltigem Medium bei 30 °C. (Die Resistenz-
kassette enthilt ein Blasticidin-Resistenz vermittelndes Gen unter der Kontrolle eines
bakteriellen Promotors [Em7]). Jeweils ein Vertreter der Stimme KS272 T1-KS272 T4
wurde mittels Kolonie-PCR iiberpriift (Abb. 26 A). Als Oligonukleotide dienten KoDnm5
(bindet auBerhalb der 5’-Flanke) und EM7-forl (bindet im Em7-Promotor). Alle Klone
zeigten Amplifikat bei 0,9 kbp, das auf einen erfolgreichen Austausch auf dem Cosmid
deutet. Anschliefend wurden die Klone in LB mit Blasticidin fiir einige Stunden bei 37 °C
inkubiert, damit das Wildtypcosmid #42B8 und das temperatursensitive pKOBEG entfernt
werden. Aliquots der Flissigkultur wurden jeweils auf LB mit Ampicillin und Blasticidin
bzw. LB mit Ampicillin und Chloramphenicol (zur Selektion pKOBEG-haltiger Klone)
ausplattiert.

Durch Kolonie-PCR mit Klonen der Stimme KS272 T1 bis KS272 T4 und den auBerhalb
der Flanken bindenen Oligonukleotide KoDnm5 und KoDnm6 wurde gepriift, ob das
Wildtypcosmid #42B8 noch enthalten ist (Abb. 26 B). Alle vier Kandidaten zeigen ein
Amplifikat bei 2,4 kbp und nicht bei 3,2 kbp. Somit enthalten die Klone nur das
Austauschcosmid ADnm [#42B8 und nicht das Wildtypcosmid #42B8. Da kein Wachstum auf
Chloramphenicol auftrat, haben die vier Kandidaten pKOBEG verloren. Ein Klon des
Stammes KS272 T3 diente als Grundlage fiir eine Riickgewinnung der ADnm [#42B8-DNA.
Diese wurde nach der Isolation durch PCR mit den Oligonukleotiden KoDnm5 und EM7-forl
verifiziert (Abb. 26 C).
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Abb. 26: PaDnmlI-Deletion in Wildstamm ,,s* (III): Verifizierung des PaDnml-Austausches in E. coli
KS272 durch PCR-Analysen. (A) Oben: Fir den Test des Austausches des PaDnml-Gens mit der
Resistenzkassette auf dem Cosmid #42B8 in E. coli KS272 wurden die Oligonukleotide KoDnmS5 und EM7-forl
verwendet. Das Amplifikat hat eine Lange von 0,9 kbp. Unten: Die Kolonie-PCR wurde mit vier Blasticidin-
resistenten Klonen der Stimme KS272 T1-KS272 T4 durchgefiihrt. Die vier Ansitze sind positiv. Eine PCR
mit Cosmid #42B8 diente als Negativkontrolle. PCR-Programm: (1x 4 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min
48 °C, 1,5 min 72 °C); (1x 6 min 72 °C). M = A HindIII (250 ng) (B) Oben: Der Verlust des Cosmids #42B8 in
den Transformanden wurde mittels Kolonie-PCR und den Oligonukleotiden KoDnm5 und KoDnm6
nachgewiesen. Das Amplifikat hat eine Lange von 2,4 kbp (Austauschcosmid) bzw. 3,2 kbp (Cosmid #42B8).
Unten: Die Transformanden (KS272 T1-KS272 T4) verfiigen nur iiber das Austauschcosmid, wéhrend das
Wildtypcosmid #42B8 nicht mehr vorhanden ist. Die PCR mit Cosmid #42B8 diente als Kontrolle. PCR-
Programm: (1x 4 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min 48 °C, 3,5 min 72 °C); (1x 6 min 72 °C). M = A HindIIl
(250 ng) (C) Oben: Das isolierte Deletionscosmid ADnm [#42B8 wurde durch PCR mit den Oligonukleotiden
KoDnm5 und EM7-forl verifiziert. Das Amplifikat hat eine Lange von 0,9 kbp. Unten: Im Gegensatz zu Cosmid
#42B8 zeigt ADnm1#42B8 ein Signal bei 0,9 kbp. PCR-Programm: (1x 2 min 95 °C); (35x 1 min 95 °C, 1 min
52 °C, 3,5 min 72 °C); (1x 6 min 72 °C). M = 100 bp-Leiter. Die elektrophoretische Auftrennung von Aliqouts
(5pl) der PCR-Ansitze in (A-C) fand in 1 % Agarose-TAE-Gelen statt. NK = PCR-Negativkontrollen (alle
Komponenten ohne Matrize)
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5.3.3.2 Transformation von Wildstamm ,,s*“-Protoplasten mit Deletionscosmid ADnm I#42B8

und Southern-blot-Analysen mit putativen Transformanden

Das Cosmid ADnm [#42B8 wurde in Protoplasten von Wildstamm ,,s* (Isolat F18261 mat-)
transformiert, um den Austausch des PaDnmli-Endogens mit der Resistenzkassette

vorzunehmen (Abb. 27).

>
>

5'- Region I PaDnml l 3'- Region
5'- Re‘gion ‘ Phleomycin - Resistenzkassette 3'- Region '—
f f
> 13,4 kbp > 8,8 kbp
Cosmid ADnm [#42B8

Hygromycin B - Resistenzkassette

Abb. 27: Schematische Darstellung der PaDnml-Deletion in Wildstamm ,,s“ durch homologe
Rekombination zwischen genomischer DNA und dem Cosmid ADnmlI#42B8. Im oberen Teil ist ein
Ausschnitt aus dem Genom dargestellt. Der horizontale Pfeil markiert den offenen Leserahmen von PaDnml.
Homologe Rekombination zwischen den 5°- und 3’-flankierenden Regionen des Genoms und des Cosmids
ADnmI#42B8 fithren zum Austausch von PaDnml mit einer Kassette, die Resistenz gegen Phleomycin
vermittelt (vertikale Pfeile). Die Wahrscheinlichkeit fiir die homologe Rekombination steigt mit der GroBe der
flankierenden Regionen. Ektopische Integrationen des Cosmids in das Wildstammgenom konnen durch
Wachstumstests auf Hygromycin B-haltigem Medium nachgewiesen werden, da es iiber eine Resistenzkassette
gegen dieses Fungizid verfiigt.

Hierfiir wurden 20 g (Feuchtgewicht) des Myzels zur Protoplastierung mit Glucanex
eingesetzt. Zu ca. 10’ Protoplasten wurde zehn pg des Cosmids ADnm1#42B8 gegeben. Die
Primérselektion erfolgte durch Phleomycin im Anzuchtmedium der Transformanden. 37
Primirtransformanden wurden erhalten. Zehn der Primértransformanden waren sensitiv
gegeniiber Hygromycin B und wurden weiter analysiert, da bei ihnen eine ektopische
Integration des Deletionscosmids, welches Resistenz gegen Hygromycin B vermittelt,
unwahrscheinlich ist. Durch Southern-blot-Analysen konnte eine homokaryotische
Primértransformande mit erfolgreichem PaDnmi-Austausch identifiziert werden (Abb. 28,

29). Sie erhielt die Bezeichnung PaDnm::ble.
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Abb. 28: Southern-blot-Analyse zur Verifizierung der PaDnmlI-Deletion in Wildstamm ,,s%. (A) Zur
PaDnm-Detektion wurde ein 1,7 kbp Ncol/EcoRI-Fragment verwendet (,,PaDnmI-Sonde*), welches sowohl
mit dem PaDnml-Leserahmen als auch mit einer kleinen Region des Terminatorbereichs hybridisiert. Im
Wildstamm werden nach BamHI-Restriktion der genomischen DNA zwei Fragmente (2,7 und 1,65 kbp)
detektiert. In dem PaDnm [-Deletionsstamm (PaDnmI::ble) kann mit dieser Sonde ein 1,6 kbp-BamHI-Fragment
nachgewiesen werden. (B) Jeweils 600 ng genomische DNA des Wildstammes ,s“ (Wt) und des
Deletionsstammes PaDnml::ble wurde mit BamHI restringiert und auf einem 1 % Agarose-TAE-Gel elektro-
phoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer der Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte die PaDnmli-
Hybridisierung iiber Nacht mit dem DIG-markierten 1,7 kbp-EcoRI/Ncol-Fragment des Plasmids pPaDnml
(Tinazli, 2002) in ,,High-SDS“-Puffer bei 65 °C. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1 x SSC, 0,1 %
SDS bei 68 °C durchgefiihrt. Der Wt zeigt die beiden entsprechenden PaDnmi-Fragmente (rot), wihrend bei
PaDnml::ble nur das 1,6 kbp-Fragment sichtbar ist. Dieser Befund bestitigt die PaDnmli-Deletion in
PaDnm1::ble. M = A Hind 111 (DIG-markiert) (40 ng)

Im Einzelnen wurden die Southern-blot-Analysen wie folgt durchgefiihrt: Zum Nachweis der
PaDnm-Deletion in PaDnm1::ble wurde die Gesamt-DNA mit BamHI restringiert (Abb. 28).
Nach elektrophoretischer Auftrennung erfolgte der Transfer der Fragmente auf eine
Nylonmembran. Die Hybridisierungsanalyse erfolgte mit einer Sonde gegen PaDnml
(1,7 kbp-Ncol / EcoRI-Fragment des Plasmids pPaDnm1 [Tinazli, 2002]). Wahrend im Wild-
stamm zwei Signale (2,7 und 1,65 kbp) sichtbar sind, ist in der Probe von PaDnm1::ble nur
ein schwaches Signal bei 1,6 kbp erkennbar (Abb. 28 B). Hierbei handelt es sich um ein
Fragment mit einer kurzen Region im 3’-untranslatierten Bereich von PaDnml, an die die
Sonde binden kann.

Fiir den Nachweis der Integration der Resistenzkassette in das Genom von PaDnml::ble
durch homologe Rekombination wurde die genomische DNA mit Sspl restringiert (Abb. 29).
Nach elektrophoretischer Auftrennung und Transfer der Fragmente auf eine Nylonmembran
wurde eine Hybridisierungsanalyse mit einer Sonde gegen das Phleomycin-Resistenzgen

(0,35 kbp Bgl/ll / Smal-Fragment von pKO3 [Hamann et al., 2005]) durchgefiihrt.
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Abb. 29: Southern-blot-Analyse zur Verifizierung der Integration der Phleomycin-Resistenzkassette in
das Genom von PaDnml::ble durch homologe Rekombination. (A) Zur Detektion der Resistenzkassette
wurde ein 0,35 kbp Bgl/ll/Smal-Fragment von pKO3 (Hamann et al., 2005) verwendet, welches mit dem
Leserahmen des Phleomycin-Resistenzgens hybridisiert. In PaDnmli::ble wird nach Sspl-Restriktion der
genomischen DNA im Fall der Integration durch homologe Rekombination ein Fragment (28 kbp) detektiert. Im
Wildstamm kommt es dagegen nicht zur Sondenhybridisierung. (B) Jeweils 300 ng genomische DNA des
Wildstammes ,,s“ (Wt) und des Deletionsstammes PaDnm1::ble und 15 ng des Deletionscosmids ADnm 1#42B8
als Kontrolle fiir ektopische Integration wurde mit Sspl restringiert und auf einem 0,8 % Agarose-TAE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Transfer der Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte die Hy-
bridisierung mit der Sonde {iber Nacht in ,,High-SDS“-Puffer bei 65 °C. Die Stringenzwaschungen wurden 10
min in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 68 °C durchgefiihrt. PaDnm1::ble enthdlt ausschlieBlich das 28 kbp-Sspl-
Fragment, somit hat eine ektopische Integration des Deletionscosmids in das Genom nicht stattgefunden.

Im PaDnml::ble-Ansatz ist ein Signal bei 28 kbp erkennbar (Abb. 29 B). Anhand der
genomischen P. anserina-Sequenz wurde abgeleitet, dass dies die korrekte GroBe des Sspl-
Fragments ist, auf dem sich zuvor PaDnml befand. Weitere Signale sind in PaDnml::ble

nicht erkennbar, sodass eine ektopische Integration von ADnmI#42B8 nicht stattgefunden

hat.

5.3.3.3 Analysen zur mitochondrialen Morphologie und Lebensspanne in PaDnml::ble-

Stammen
Der auf Southern-Ebene verifizierte PaDnmI-Deletionsstamm wurde nach Kreuzung mit dem

Wildstamm ,,s“ und Selektion einkerniger (d. h. genetisch einheitlicher) Nachkommen auf die

Mitochondrienmorphologie in verschiedenen Altersstadien hin untersucht (Abb. 30).
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PaDnm17::ble
ma sen

Abb. 30: Mitochondrienmorphologie in juvenilen (juv), mittelalten (ma) und seneszenten Hyphen des
PaDnm1i-Deletionsstammes PaDml::ble. Die jeweiligen Isolate wurden auf Objekttrigern, deren zentrale
Mulde mit BMM:1% Agarose (1:1) gefiillt war, fiir einen Tag in einer Feuchtekammer bei 27 °C angezogen. Zur
Farbung der Mitochondrien wurde entweder eine 1 uM Losung ,,Mitotracker Red CMXRos* (Molecular Probes)
oder eine DASPMI-Lésung (25 pg/ml) auf die Myzelien pipettiert. Nach kurzer Inkubationszeit (2 min) wurden
die Praparate mit einem Fluoreszenzmikroskop (,,Mitotracker Red* :Aex 515-560 nm, A.,, > 590 nm; DASPMI:
Aex 450-490 nm, A, > 515 nm) analysiert. Juvenile und mittelalte PaDnml::ble-Isolate zeigen extrem lange
Mitochondrien (elongierte Einzelmitochondrien sind durch weifle Pfeile markiert) bzw. die Ausbildung von
groflen mitochondrialen Netzwerken. Seneszente Isolate erhalten dagegen fragmentierte Mitochondrien. Rechts
oben in den Teilabbildungen ist jeweils das Alter der Kultur angegeben. Die Malstabsbalken entsprechen jeweils
einer Lénge von 2 um.

Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der Myzelpriaparate mit ,,Mitotracker Red CMXRos*
zeigte, dass im juvenilen und mittelalten Stadium extrem elongierte Mitochondrien in den
Hyphen vorhanden sind (Abb. 30). In seltenen Fillen lassen sich umfangreiche mito-
chondriale Netzwerke erkennen (siche DASPMI-Firbung eines mittelalten Isolats, Abb. 30).
Die mitochondriale Morphologie in PaDnml::ble ist mit derjenigen von Dnml-
Deletionsmutanten anderer Modellorganismen, insbesondere S. cerevisiae (Otsuga et al.,
1998, Fukushima et al., 2001), vergleichbar. Im seneszenten Stadium von PaDnml::ble
erscheinen jedoch, wie in seneszenten Isolaten des Wildstammes ,,s* und der Mutante grisea
(siche Abb. 5), die Mitochondrien fragmentiert (Abb. 30), sodass mdglicherweise andere
Komponenten der mitochondrialen Teilungsmaschinerie eine Rolle spielen (siehe Dis-
kussion). Bemerkenswert ist jedoch, dass PaDnmI::ble-Nachkommen das seneszente Stadium
sehr viel spéter erreichen als Wildstamm ,,s*“-Isolate (Abb. 31).
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Abb. 31: Charakterisierung der Lebensspannen von Wildstamm ,,s- und PaDnmI::ble-Nachkommen.
Die jeweiligen Isolate wurden auf Petrischalen mit 30 ml BM-Medium bei 27 °C im Dauerlicht inkubiert. Wenn
die Myzelien den Rand der Schale erreichten, wurden sie auf frisches Medium vom Wuchsrand her iiberimpft.
Die Graphen stellen die prozentualen Anteile der iiberlebenden Isolate im Verlauf der Zeit dar. Die mittlere
Lebensspanne (= die Zeit, zu der noch 50 % der Isolate leben) entspricht 22 Tage beim Wildstamm (A, rote
Linie, n = 12). Sie kann bei der PaDnm1::ble-Mutante (o, blaue Linie, n = 43) noch nicht angegeben werden, da
im Analysezeitraum bis 225 Tage noch mehr als 50 % der Isolate leben. Die Deletion von PaDnm! fiihrt somit
zu einer starken Verlangerung der Lebensspanne. Wildstammisolate aus einer Wildstamm ,,s“ x PaDnm1::ble-
Kreuzung (e, schwarze Linie, n = 10) haben eine mittlere Lebensspanne von 23 Tagen.

Die mittlere Lebensspanne der PaDnml::ble-Nachkommen wurde durch Analyse von 43
Isolaten ermittelt. Nach 225 Tagen sind weniger als 50 % der Isolate gestorben (Abb. 31).
Dagegen betrigt die mittlere Lebensspanne bei den Wildstamm ,,s“-Isolaten nur 22 Tage. Zur
Kontrolle wurden Wildstdimme, die aus einer Kreuzung zwischen Wt ,,s* und PaDnml::ble
isoliert wurden, auf die mittlere Lebensspanne hin untersucht: Sie entspricht mit 23 Tagen der
charakteristischen mittleren Lebensspanne des Wildstammes ,,s* (Abb. 31).

Deletion von PaDnml fiihrt somit zu einer Anderung der mitochondrialen Morphologie
(starke Elongation der Mitochondrien, mitochondriale Netzwerke), zu einer Verzogerung der
Mitochondrienfragmentierung im seneszenten Stadium und zu einer deutlichen Verlangerung

der Lebensspanne.
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5.3.3.4 Reversion des PaDnm1::ble-Phéanotyps

Um zu bestétigen, dass die verdnderte mitochondriale Morphologie und die Erhéhung der
Lebensspanne in PaDnml::ble tatsichlich auf die PaDnml-Deletion zuriickzufiihren ist,
wurde dieses Gen in das Genom des Deletionsstammes wieder eintransformiert. Zunéchst
wurden 20 g (Feuchtgewicht) Myzel mit Glucanex protoplastiert. 1 x 10’ Protoplasten wurden
mit zehn pg des PaDnmlI-Cosmids #42B8 transformiert. Die Selektion von Primértrans-
formanden erfolgte durch Anzucht auf Hygromycin B-haltigem Medium, da das Cosmid {iber
eine Resistenzkassette gegen dieses Fungizid verfiigt. Eine putative Primértransformande
wurde erhalten. Bemerkenswerterweise waren sowohl die Regenerations- als auch die Positv-
kontrolle negativ. Die Transformation wurde wiederholt, wobei zwei Kandidaten erhalten
wurden. Auch hier konnte auf den Platten der Regenerations- und Positivkontrolle kein
Wachstum beobachtet werden. Diese Befunde =zeigen, dass die Regeneration der
PaDnm1::ble-Protoplasten in dem Transformationsmedium stark beeintrachtigt ist. Die
insgesamt drei putativen Primédrtransformanden wurden durch eine Southern-blot-Analyse auf

die Integration des Cosmids hin untersucht (Abb. 32 A).
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Abb. 32: Verifizierung der Revertanten PaDnml_Revl und PaDnml_Rev2. (A) Jeweils 300 ng genomische
DNA des Wildstammes ,,s“ (Wt ,s°), der PaDnmli::ble-Mutante und der Transformanden PaDnml Revl,
PaDnml Rev2 und PaDnml T3 wurde mit BamHI restringiert und auf einem 1 % Agarose-TAE-Gel
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer der Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte die PaDnmi-
Hybridisierung iiber Nacht mit dem DIG-markiertem 1,7 kbp-EcoR1/Ncol-Fragment des Plasmids pPaDnml
(Tinazli, 2002) in ,,High-SDS*“-Puffer bei 65 °C. Die Stringenzwaschungen wurden 10 min in 0,1 x SSC, 0,1 %
SDS bei 68 °C durchgefiihrt. Im Wildstamm und in den Transformanden PaDnml Revl und PaDnml1 Rev2
werden nach BamHI-Restriktion der genomischen DNA zwei Fragmente (2,7 und 1,65 kbp) detektiert. In dem
PaDnml-Deletionsstamm (PaDnml::ble) und der falsch positiven Transformande PaDnml! T3 fehlen diese
Fragmente. Die BamHI-Restriktion des Cosmids #42B8 dient als Positivkontrolle. M = A Hind III (DIG-
markiert) (40 ng) (B) Die beiden in der Southern-blot-Analyse als positiv verifizierten Revertanten
PaDnml Revl und PaDnml Rev2 konnen beide auf Phleomycin-haltigem BMM wachsen. Somit handelt es
sich nicht um Wildstammkontaminationen.
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5. Ergebnisse

In zwei der drei Primartransformanden wurde das Cosmid #42B8 integriert. Sie erhielten die
Bezeichnung PaDnml Revl und PaDnml Rev2. Die Transformande PaDnml T3 zeigte
keine PaDnml-spezifischen Signale (Abb. 32 A). Moglicherweise hatte sie das Cosmid
wieder verloren. Um zu verifizieren, dass es sich bei den anderen Isolaten nicht um
Wildstamm-Kontaminationen handelt, wurde das Wachstum auf Phleomycin-haltigem BMM
iiberpriift (Abb 32 B). Sowohl PaDnml Revl als auch PaDnml Rev2 konnten auf diesem
Medium wachsen und wurden somit als positiv bestétigt. Die mitochondriale Morphologie der
beiden unabhingigen Revertanten wurde anschlieBend fluoreszenzmikroskopisch mit
,Mitotracker Red CMXRos* bestimmt (Abb. 33 A). Beide Stimme zeigen im mittelalten

Stadium eine dem Wildstamm ,,s“ identische Mitochondrienmorphologie. Die extrem

elongierten Mitochondrien der PaDnm [::ble-Mutante (siche Abb. 30) treten nicht mehr auf.

A B

Wit PaDnm1 Rev1

PaDnm1Rev2

15 d 15 d 15d 70 |

% 50 4

3 ]
0 10 20 30 40
Alter [d]

Abb. 33: Charakterisierung der Mitochondrienmorphologie und der Lebensspannen von PaDnml_Revl
und PaDnml_Rev2. (A) Die jeweiligen Isolate wurden auf Objekttrigern, deren zentrale Mulde mit BMM:1%
Agarose (1:1) gefiillt war, fiir einen Tag in einer Feuchtekammer bei 27 °C angezogen. Zur Farbung der
Mitochondrien wurde eine 1 uM Losung ,,Mitotracker Red CMXRos“ (Molecular Probes) auf die Myzelien
pipettiert. Nach kurzer Inkubationszeit (2 min) wurden die Praparate mit einem Fluoreszenzmikroskop (Ae, 515-
560 nm, Ae, > 590 nm) analysiert. Die Mitochondrienmorphologie der Revertanten ist mit der des Wildstammes
vergleichbar. Die Mal3stabsbalken entsprechen jeweils einer Lange von 2 um. (B) Die mittlere Lebensspanne
von Nachkommen der Revertanten PaDnmI Revl (0, n=10) und PaDnm! Rev2 (e, n=10) und der Wildstamm
,»s -Isolate (A, n=12) ist nahezu identisch (jeweils ~ 23 Tage) (u-Test, p > 0,05).

PaDnml Revl und PaDnml Rev2 wurden durch Kreuzung mit PaDnml::ble und Selektion
der Revertanten-Nachkommen (durch Wachstumstest auf Hygromycin B-haltigem Medium)
regeneriert. Die mittlere Lebensspanne dieser Isolate wurde bestimmt und ist identisch mit der
von Wildstamm ,,s“-Isolaten (Abb. 37 B). Die Analysen der Revertanten belegen somit, dass
sowohl die Elongation der Mitochondrien als auch die markante Lebensspannenverldngerung

in den PaDnm::ble-Isolaten durch die gezielte Deletion von PaDnm hervorgerufen werden.
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5. Ergebnisse

5.3.3.5 Phénotypische Charakterisierung von PaDnmli::ble (I): Myzelmorphologie,
Wuchsrate, Fertilitit, Sporenkeimung und Mitochondriensegregation wiahrend der

Ascosporogenese

In weiteren Analysen sollte untersucht werden, ob weitere phénotypische Parameter in
PaDnml::ble durch die PaDnmli-Deletion beeinflusst sind. Fiir die vergleichende
phinotypische Analyse wurden mittelalte Wildstimme (15 d) und PaDnml::ble-Isolate
(110 d) eingesetzt. Zur Bestimmung der Pigmentierung und der Ausbildung von Luftmyzel
wurden Myzelstiicke von Wildstamm ,,s* und PaDnm1::ble auf Platten mit BMM fiir zehn
Tage bei 27 °C im Dauerlicht inkubiert (Abb. 34 A). Zwischen den Isolaten bestehen keine
Unterschiede. Die Wuchsrate auf BMM-Platten entspricht ebenfalls der des Wildstammes ,,s*
(0,6 cm/d). Dies trifft auch auf die méinnliche (Zahl der Spermatien [6,2 x 10°/ml]) und
weibliche (Zahl der gebildeten Perithezien nach Befruchtung mit Wildstamm ,,s“-Spermatien
[103 Perithezien/cm®]) Fertilitit zu (Abb. 34 B). Im Alter von 110 Tagen ist die
physiologische ,,Fitness* von PaDnml::ble somit gegeniiber mittelalten Wildstdimmen nicht

beeintrachtigt.
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Abb. 34: Phénotypische Charakterisierung des PaDnmlI-Deletionsstammes PaDnml::ble. (A) Myzelien
von Wildstamm (Wt) ,,s“ und PaDnml::ble wurden auf BM-Medium fiir zehn Tage bei 27 °C im Dauerlicht
inkubiert. Hinsichtlich der Myzelmorphologie und -pigmentierung bestehen keine Unterschiede zwischen den
Ansitzen. (B) Vergleich der Wuchsrate auf BM-Medium (Wr BMM) (n = jeweils 20), BM-Medium mit
60 mM Ammoniumazetat (Wr BMM+AmAc) (n = jeweils 10) und der ménnlichen (n = jeweils 10 Isolate) und
weiblichen Fertilitit (n = jeweils 5 Kreuzungen) zwischen mittelalten Isolaten vom Wildstamm (15 Tage, blaue
Balken) und PaDnm1::ble (110 Tage, dunkelrote Balken). Die Balken geben den Mittelwert = Standardfehler an.
Die Wuchsrate der PaDnm1::ble-Stimme auf BMM+AmAc betrigt ~ 75 % der Wildstammisolate (u-Test, p <
0,01). Weitere signifikante Unterschiede zwischen den Ansétzen sind nicht erkennbar (u-Test, p > 0,05). Wt s
(100 %): Wr BMM = 0,6 cm/d, Wr BMM+AmAc = 0,9 cm/d, minnliche Fertilitit = 6,2 x 10° Spermatien/ml,
weibliche Fertilitit = 103 Perithezien/cm®.
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5. Ergebnisse

Im Gegensatz zu langlebigen P. anserina-Mutanten wie z. B. grisea (Prillinger und Esser,
1977), ex1 (Kiick et al., 1985), PaCox5::ble (Dufour et al., 2000) und PaCox17:: (Stumpferl
et al., 2004) zeigt PaDnm1::ble keine physiologischen Beeintrachtigungen auf BM-Medium.
Die Mutante ist jedoch sensitiv gegeniiber Ammoniumazetat (AmAc), das normalerweise der
Sporenkeimung dient (Abb. 35). PaDnml::ble-Sporen sind nicht in der Lage, auf
BMM+AmAc zu keimen. Dagegen betrigt die Keimungsrate von Sporen des Wildstammes
,»s 1m Mittel 90 %. Auf unsupplementiertem Medium ist die Keimungsrate der PaDnm1::ble
Sporen im Mittel jedoch deutlich héher (50 %) als beim Wildstamm ,,s* (10 %) (Abb. 35).
Die Wuchsrate von Myzelien, die auf BMM+AmAc iiberimpft wurden, ist bei PaDnm1::ble-
Isolaten mit 0,6 cm/d ebenfalls deutlich gegeniiber den Wildstamm ,,s“-Isolaten (0,9 cm/d)
erniedrigt (Abb. 34 B). Bisher ist nicht bekannt, warum PaDnml::ble sensitiv gegeniiber
AmAc im Medium ist (sieche Diskussion).

Bei diploiden S. cerevisiae-Stammen, in denen ScDnml deletiert wurde, konnte, unabhéngig
von Zusatzstoffen im Medium, eine stark erhohte Zahl nicht lebensfahiger Ascosporen
beobachtet werden (Gorsich und Shaw, 2004). Um zu analysieren, ob bei PaDnml::ble ein
dhnlicher Effekt vorliegt, wurden unreife Asci von Wildstamm ,,s* mat+ x Wildstamm ,,s*
mat- bzw. PaDnml::ble mat+ x PaDnml::ble mat- -Kreuzungen fluoreszenzmikroskopisch

untersucht (Abb. 36).
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Abb. 35: Analyse der Keimungsfihigkeit von Ascosporen des Wildstammes ,s* (Wt) und der
PaDnm1::ble-Mutante. Jeweils 50 Ascosporen wurden aus einer Wildstamm mat- x Wildstamm mat+- und
einer PaDnml::ble mat- x PaDnml::ble mat+-Kreuzung isoliert. Die Sporenkeimung von je 25 Sporen der
beiden Stamme wurde auf mit 60 mM Ammoniumazetat supplementiertem BMM (BMM+AmAc) und Standard-
BMM (BMM) nach dreitdgiger Inkubation bei 27 °C im Dunkeln bestimmt. Das Experiment wurde zwei mal
wiederholt. Die Balken geben den Mittelwert = Standardabweichung an. Im Gegensatz zum Wt kdnnen
PaDnm1::ble-Sporen nicht auf BMM+AmAc keimen. Auf BMM hingegen ist die Keimungsrate bei
PaDnm1::ble signifikant hoher (50 %) als beim Wt (nur 10 %) (u-Test, p < 0,01).

Die in den unreifen Asci enthaltenen Sporen verfiigen in den meisten Féllen noch nicht {iber
eine Zellwand und sind daher der Behandlung mit Fluoreszenzfarbstoffen zugénglich. Als

Mitochondrienfarbstoff diente DASPMI, weil dieser in Abhédngigkeit vom mitochondrialen
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5. Ergebnisse

Membranpotenzial quantitativ aufgenommen wird. Mitochondrien, die in ihrer Funktion ein-
geschrinkt sind, werden schwicher gefarbt. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Priparaten. In beiden Féllen treten neben Asci, in denen die Sporen
homogen gefarbt sind (Abb. 36 A, C), auch Asci mit heterogen gefarbten Meioseprodukten
auf (Abb. 36 B, D, E). Einzelne Mitochondrien sind nicht erkennbar. Hier liegt vermutlich
eine dhnliche Situation wie in Sporen von S. cerevisiae vor, in denen in spéten oder reifen
Tetradenstadium die Mitochondrien, unabhédngig von Proteinen der mitochondrialen Teilung,
bis zur Keimung der Sporen stark fragmentiert erscheinen (Miyakawa et al., 1984; Gorsich
und Shaw, 2004) (siehe Diskussion). Zusammenfassend zeigen die Befunde, dass die
Mitochondriensegregation wihrend der Ascosporengenese in PaDnm::ble nicht wie im Fall

der AScDnm1/AScDnm[-Mutante von S. cerevisiae negativ beeinflusst ist.

Wt s mat+ x Wt s mat- PaDnm1l::ble mat+ x PaDnml::ble mat-

Abb. 36: Fluoreszenzmikroskopische Analyse zur Mitochondriensegregation wihrend der Ascosporen-
genese in Wildstamm ,,s“ (Wt s [A, B]) und der PaDnml::ble-Mutante (C-E). Unreife Perithezien der
angegebenen Kreuzungen wurden zunichst aufpripariert. AnschlieBend folgte die Uberfiihrung des
Perithezieninhalts (d.h. unreife Asci) auf einen Objekttrager. Zur Férbung der Mitochondrien wéhrend der
Ascosporengenese wurde eine DASPMI-Losung (25 pg/ml) auf die Priparate pipettiert. Nach kurzer
Inkubationszeit (2 min) wurden die Ansdtze mit einem Fluoreszenzmikroskop (Aex 450-490 nm, Ay, > 515 nm)
analysiert. In beiden Kreuzungen sind in gleichem Ausmal} unreife Asci zu beobachten, in denen eine oder
mehrere Sporen schwicher gefarbt sind als andere im selben Ascus (B, D, E, weille Pfeile). Die Mitochon-
driensegregation wihrend der Ascosporengenese ist in PaDnml::ble demnach nicht gegeniiber dem Wildstamm
eingeschriankt. Die MaBstabsbalken entsprechen jeweils einer Lange von 20 pm. mat+ = Kreuzungstyp ,,plus®,
mat- = Kreuzungstyp ,,minus*
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5. Ergebnisse

5.3.3.6 Phénotypische Charakterisierung von PaDnml::ble (II): mtDNA-Stabilitit,
Zusammensetzung der Atmungskette und ATP-Gehalt

Neben den bereits erwidhnten Defekten der Mitochondriensegregation wéhrend der
Acosporengenese zeigen AScDnml-Hefemutanten insbesondere auf nicht fermentierbaren
Kohlenstoffquellen Defekte in der Stabilitdt der mitochondrialen DNA (Hanekamp et al.,
2002). Zur Priifung der mtDNA-Integritéit bei P. anserina wurde eine Southern-blot-Analyse
mit Gesamt-DNA von PaDnml:ble-Isolaten in verschiedenen Altersstadien durchgefiihrt
(Abb. 37). Die Methodik ist hierbei identisch zu der in Kap. 5.3.2.5 vorgestellten
Untersuchung (siche Abb. 21). Wie bereits beschreiben, unterliegt die mtDNA im Wildstamm
Instabilitdten, wobei die reorganisationsfordernde pIDNA insbesondere in seneszenten
Kulturen in stark amplifizierter Form vorliegt (Abb. 21, 37). In den juvenilen (4 Tage) und
mittelalten (15 Tage bzw. 65 Tage) Isolaten des PaDnmI-Deletionsstammes ist jedoch keine
pIDNA im Rahmen der Southern-blot-Analyse nachweisbar. Dariiber hinaus wird in nur zwei
von vier analysierten seneszenten PaDnml::ble-Stimmen iiberhaupt pIDNA gebildet (Abb.
37). Nicht reorganisierte mtDNA ist in diesen Isolaten quantitativ vergleichbar mit dem

juvenilen und mittelalten Stadium vorhanden.
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Abb. 37: Vergleichende Analyse der altersabhiingigen mtDNA-Reorganisation in Wildstamm ,,s* (Wt)
und der PaDnml::ble-Mutante. Jeweils 300 ng Gesamt-DNA von Wildstamm s und PaDnml::ble-Isolaten
wurde mit Bg/II restringiert und auf einem 1 % Agarose-TAE-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Transfer
der Fragmente auf eine Nylonmembran erfolgte die Hybridisierung iiber Nacht mit einer DIG-markierten
Sonde gegen die Sequenz des ersten Introns des mitochondrialen PaCoxI-Gens (2,5 kbp Sall-Fragment des
Plasmids pSP17 [Stahl et al., 1982]) in ,,High-SDS“-Puffer bei 65 °C. Die Stringenzwaschungen wurden 10
min in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 68 °C durchgefiihrt. Im Gegensatz zum Wt zeigen die PaDnm1::ble-Stimme
in den meisten Féllen keine altersabhdngige Zunahme der pIDNA (Signal bei 2,5 kbp). Lediglich in den
seneszenten Isolaten PaDnml::ble F34091 und PaDnml::ble F34050 ist eine geringe Menge pIDNA nach-
weisbar. Die Menge an nicht reorganisierter mtDNA (Signale bei 4,5 und 1,9 kbp) bleibt in allen PaDnm::ble-
Isolaten wahrend des Alterns konstant.
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Diese Befunden zeigen, dass die altersabhingige Bildung von pIDNA in PaDnml::ble
unterdriickt ist. Dies ist ein Merkmal vieler langlebiger P. anserina-Mutanten (z. B. grisea
[Prillinger und Esser, 1977], ex1 [Kiick et al., 1985], PaCox5::ble [Dufour et al., 2000] und
PaCox17::ble [Stumpferl et al., 2004]). Stabilititsdefekte der mtDNA wie in einer AScDnm -
Mutante von S. cerevisiae (Hanekamp et al., 2002) konnten nicht beobachtet werden. Mog-
licherweise trigt die hohe mtDNA-Stabilitit in PaDnml::ble zur Langlebigkeit dieser
Mutante bei, da auf diese Weise auch in spéteren Lebensstadien die genetische Information
fiir das ,,Recycling® beschéddigter Untereinheiten respiratorischer Komplexe, die vom Chon-
driom kodiert werden, zur Verfiigung steht. Daher wurden zur Analyse der Zusammensetzung
der mitochondrialen Atmungskette in juvenilen und seneszenten Isolaten von Wildstamm ,,s*
und PaDnml::ble BN-PAGE und ,,in Gel“-Aktivititsassays durchgefiihrt (Abb. 38). Die
Methodik ist hierbei identisch zu der in Kap. 5.2 vorgestellten Untersuchung.
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Abb. 38: Analyse altersabhéngiger Verinderungen der mitochondrialen Atmungkette von Wildstamm ,,s*
(Wt s) und der PaDnml::ble-Mutante mit BN-PAGE und ,,in Gel“-Aktivititsassays. Nach Isolation der
Mitochondrien wurde eine Solubilisierung der Membranproteine mit Digitonin (Massenverhiltnis 4:1
[Digitonin:Protein]) durchgefiihrt. Die Auftrennung der Solubilisate (jeweils 100 pg) erfolgte in BN-Gelen
(Sammelgel: 3,5 %, Trenngel: 4-13 %). (A) Zur Proteinfarbung eines der Gele wurde Coomassie Blau G 250
verwendet. Sowohl die Wildstamm- als auch die PaDnm1::ble-Isolate zeigen keine signifikanten Verédnderungen
der Atmungskettenzusammensetzung wihrend des Alterns. Sowohl die Wildstamm- als auch die PaDnm1::ble-
Isolate zeigen im (B) NADH-Dehydrogenase- und (C) Cytochrom-c-Oxidase-Assay keine signifikanten
Aktivitdtsunterschiede wihrend des Alterns. SK = Superkomplexe, I = Komplex I, III, = Komplex III (Dimer),
IV = Komplex IV, V = Komplex V (Monomer), V, = Komplex V (Dimer), M = GrdBenstandard (,,High
molecular weight calibration kit for native electrophoresis* [Amersham], 5 ng)

In sé@mtlichen Isolaten sind in Coomassie-gefarbten Gelen neben den Komplexen I, III
(Dimer), IV und V (Monomer und Dimer) Superkomplexbanden erkennbar (Abb. 38 A).
Aufgrund ihrer molekularen Gréfe und der positiven NADH-Dehydrogenase- und COX-
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Féarbungen handelt es sich hierbei mit hoher Wahrscheinlichkeit um [LIILIV; und L1ILIV,.
Deutliche Unterschiede zwischen juvenilen und seneszenten Isolaten sind weder in den
Wildstamm- noch in den PaDnml::ble-Isolaten erkennbar. Aufgrund der im Wildstamm
ablaufenden Reorganisationen der mtDNA wurde erwartet, dass dieser im seneszenten
Stadium quantitative und qualitative Beeintrachtigungen hinsichtlich der Atmungsketten-
komponenten zeigt. Moglicherweise werden durch die Mitochondrienisolation bzw. die
Solubilisierung der Proben nur intakte Proteinkomplexe erfasst. Die Analysen zeigen jedoch,
dass die verdnderte Morphologie in PaDnm1::ble keinen Einfluss auf die Zusammensetzung
der mitochondrialen Atmungskette hat. Moglicherweise ist daher die Fahigkeit zur ATP-
Synthese in alten P. anserina-Stimmen nicht eingeschrinkt. Um dies zu iiberpriifen, wurde
die Bestimmung der Gesamt-ATP-Menge in juvenilen und seneszenten Isolaten von

Wildstamm ,,s* und PaDnm::ble durchgefiihrt (Abb. 39).
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Abb. 39: Bestimmung des ATP-Gehalts in unterschiedlich alten Wildstamm ,,s* (Wt)- und PaDnm1::ble-
Isolaten. Zur ATP-Bestimmung in Myzelpellets (100 mg) der jeweiligen Ansédtze wurde ein luminometrischer
Assay (,,ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II* [Roche]) durchgefiihrt. Es wurden jeweils drei Myzelpellets
von drei unabhingigen Stdmmen dreifach gemessen. Die Balken geben den jeweiligen Mittwelwert der Messung
+ Standardfehler an. Zwischen den einzelnen Ansdtzen bestehen keine signifikanten Unterschiede (t-Test, p >
0,05).

In Puffer aufgenommene Myzelpellets (100 mg) der jeweiligen Proben wurden durch Kochen
und Zerreiben mit Glasperlen aufgeschlossen. Der ATP-Gehalt von Aliquots der Uberstinde
wurde luminometrisch mit einem Kit (,,ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II* [Roche])
bestimmt. Fiir alle Proben ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 39). Die hier
vorgestellte Methode wird urspriinglich zur Messung von ATP in C. elegans eingesetzt.

Prinzipiell ist es demnach moglich, ATP in P. anserina-Proben nachzuweisen, obwohl das

Protokoll hierfiir zu optimieren ist (siche Diskussion).
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5.3.3.7 Phénotypische Charakterisierung von PaDnml::ble (III): Freisetzung von Superoxid

und Wasserstoffperoxid

Neben der ATP-Synthese durch die oxidative Phosphorylierung sind die Mitochondrien der
,Mitochondrialen Alternstheorie“ nach vor allem durch die Generierung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) an akkumulierenden zelluldren Schéden beteiligt (Harman, 1972).
Durch Myzelfarbungen nach Munkres (1990) sollte daher die Freisetzung von Superoxid
('O2") und Wasserstoffperoxid (H0O,) in verschiedenen Altersstadien von Wildstamm ,,s* und
PaDnml::ble untersucht werden. Zusdtzlich wurde die langlebige Kupfermangelmutante
grisea untersucht, die liber keine nachweisbare Aktivitdt der CuZnSOD (in Cytoplasma und
mitochondrialem Intermembranraum) und MnSOD (in der mitochondrialen Matrix) verfiigt
(Borghouts et al., 2001; Borghouts et al., 2002b). Zum Nachweis der Superoxidfreisetzung
wurden die Myzelien mit einer NBT-haltigen Losung iiberschichtet (Abb. 40 B). Superoxid-
anionen vermdgen NBT zu reduzieren, sodass ein violettes Prézipitat an Orten der O;-
Freisetzung entsteht (Abb. 40 A).
A (1) O, +NBT* —— O, +NBT*

(2) NBT*+ NBT* —— NBT (Formazan) + NBT**
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Abb. 40: Bestimmung der Superoxid (‘O,)-Freisetzung in unterschiedlichen Altersstadien im Wildstamm
»$*“ (Wt s) und den langlebigen Mutanten grisea (gr) und PaDnml::ble. (A) Freigesetztes Superoxid fiihrt
zur Bildung eines violetten Niederschlags (Formazan) auf dem Myzel durch Reduktion von Nitroblautetrazolium
(NBT) (Reaktionsschritt 1) und anschlieBender Disproportionierung zweier NBT -Ionen (Reaktionsschritt 2).
(B) Die Anzucht der Isolate erfolgte auf synthetischem Medium (M2) fiir drei Tage bei 27 °C im Dunkeln, um
die Pigmentierung des Myzels zu verringern. In den seneszenten Stadien zeigen sédmtliche Isolate eine sehr
schwache - O, -Freisetzung. Ansonsten deuten die Farbungen auf eine starke Superoxidsezernierung, vor allem in
den peripheren Bereichen des Myzels, hin.
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Die juvenilen und 15 Tage alten Isolate des Wildstammes ,,s* und der Mutanten grisea und
PaDnm1l::ble zeigen insbesondere im peripheren Bereich der jeweiligen Kultur eine starke
NBT-Préazipitation. Dies gilt auch fiir das 100 Tage alte PaDnm1::ble-Isolat. Die seneszenten
Myzelien weisen dagegen nur eine schwache Farbung auf (Abb. 40 B). Wachsende Myzelien
der untersuchten Stimme sind demnach durch eine starke Freisetzung von Superoxidanionen
charakterisiert, wihrend seneszente Isolate, die ihr Wachstum nahezu eingestellt haben, nur
eine wesentlich geringe ‘O, -Menge sezernieren (Abb. 40 B). Moglicherweise ist die Frei-
setzung von Superoxidanionen fiir das Wachstum von P. anserina notwendig (siehe Dis-
kussion).

Im Gegensatz dazu zeichnen sich seneszente Kulturen des Wildstammes ,,s und der
PaDnm ::ble-Mutante durch eine extrem hohe Produktion von Wasserstoffperoxid aus (Abb.

41 B).
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Abb. 41: Bestimmung der H,O,-Freisetzung in unterschiedlichen Altersstadien im Wildstamm ,,s (Wt s)
und den langlebigen Mutanten grisea (gr) und PaDnm1l::ble. (A) Freigesetztes H,O, flihrt zur Bildung eines
braunlichen Niederschlags auf dem Myzel durch Oxidation von Diaminobenzidin (DAB). (B) Die Anzucht der
Isolate erfolgte auf synthetischem Medium (M2) fiir drei Tage bei 27 °C im Dunkeln, um die Pigmentierung des
Myzels zu verringern. Nur im seneszenten Stadium zeigen die Isolate vom Wildstamm und PaDnm::ble eine
starke H,0, Freisetzung. Die Fiarbung des 100 Tage alten PaDnml::ble-Isolats ist vergleichbar mit den
entsprechenden juvenilen und 15 Tage alten Stadien. Mutante grisea zeigt wahrend des Alterns keine Freisetzung
von HzOz(

Aus den Myzelien freigesetztes H,O, oxidiert das in der Nachweislosung befindliche
Diaminobenzidin (DAB), welches ein braunes, unldsliches Polymerisat bildet (Abb. 41 A)
(Munkres, 1990). Juvenile und 15 Tage alte Isolate von Wildstamm ,,s* und PaDnml::ble
zeigen nur eine sehr schwache Farbung (Abb. 41 B). Das 100 Tage PaDnm::ble-Isolat zeigt
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eine dem entsprechenden 15 Tage alten Isolat vergleichbare Menge an prézipitiertem DAB. In
Mutante grisea kann dagegen kein freigesetztes HO, nachgewiesen werden. Im Wildstamm
und in PaDnml:ble ist somit neben der in Kap. 5.1 beschriebenen mitochondrialen
Fragmentierung ein starker Anstieg der freigesetzten H,O,-Menge ein weiterer, bisher nicht
beschriebener, Seneszenzmarker.

Zusammenfassend zeigten die an der PaDnml::ble-Mutante gewonnenen Daten, dass die
Kontrolle der mitochondrialen Dynamik den Alterungsprozess in P. anserina mal3geblich
beeinflusst. Entscheidend und neuartig hierbei ist, dass die Lebensverldngerung nicht mit den
physiologischen Defekten einhergeht, wie sie in anderen langlebigen Mutanten beobachtet

wird.
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6. Diskussion

Innerhalb der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der Mitochondrien fiir den
Alterungsprozess des Ascomyzeten P. anserina ndher charakterisiert werden. Eine Strategie
zur experimentellen Behandlung dieses Themas ist die Untersuchung langlebiger bzw.
unsterblicher Mutanten. Auf diese Weise konnen Faktoren identifiziert werden, die fiir den

Alterungsprozess des Wildstammes von entscheidender Bedeutung sind.

Die Atmungsketten von Wildstamm ,,s“ und der unsterbliche Mutante exl sind durch

funktional unterschiedliche Komponenten charakterisiert

Durch BN-PAGE konnten verschiedene Komponenten der Atmungskette von Wildstamm ,,s*
aufgetrennt werden (Kap. 5.2, siche Abb. 7). Die Komplexe I (NADH:Ubichinon-Dehydro-
genase), III (Cytochrom-c-Reduktase, dimere Form), IV (Cytochrom-c-Oxidase) und V
(ATP-Synthase, monomere und dimere Form) wurden durch folgende Analysen identifiziert:
(1) Vergleich mit den in der Arbeit von Krause et al. (2004a) vorgestellten Daten, (ii) Grofle
der Proteinkomplexe im BN-Gel und (iii) ,,in Gel“-Aktivititsassays (zum Nachweis von
NADH-DH und COX-Aktivitit). Neben diesen Bestandteilen der Atmungskette wurden auch
so genannte Superkomplexe erhalten. Hierbei handelt es sich vermutlich um [;1II,IV; und
[III,IV,. Die Stochiometrie dieser Superkomplexe ist jedoch nicht gesichert, da die
Identifizierung lediglich anhand der GroBe und des Férbeverhaltens in den Aktivititsassays
erfolgte. Mit Hilfe der 2D-SDS-PAGE ist es mdglich, simtliche Untereinheiten der Super-
komplexe aufzutrennen (Schédgger und Pfeiffer, 2000). Durch die densitometrische Analyse
der erhaltenen Proteinsignale (,,spots®) kann anschlieend die exakte Zusammensetzung der
Superkomplexe bestimmt werden. Neben der Quantifizierung kdnnen einzelne Untereinheiten
aus dem 2D-SDS-Gel eluiert und nach tryptischem Verdau mit massenspektrometrischen
Methoden wie z. B. MALDI/TOF identifiziert werden. Auf diesem Weg wurden bereits
mehrere P. anserina-Atmungskettenproteine wie z. B. PaCOX2 und PaCOXS5 bestimmt
(Krause et al., 2004a). Im Gegensatz zur COX-abhidngigen Atmung im Wildstamm ,,s*
verlauft in der unsterblichen Mutante ex1 die Endoxidation iiber die alternative Oxidase
(PaAOX). In dieser Mutante fehlt durch eine umfangreiche Deletion in der mtDNA das fiir
die COX-Funktionalitit entscheidende Gen PaCoxI vollstindig (Schulte et al., 1988;
Borghouts et al., 2001). Die Atmungskette von exl unterscheidet sich daher von der des

Wildstammes ,,s“ hinsichtlich der enzymatischen Ausstattung. In der vorliegenden Arbeit
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wurden die respiratorischen Komplexe I, III (Dimer) und V (monomere bzw. dimere Form) in
mitochondrialen ex1-Solubilisaten nachgewiesen. Durch BN-PAGE/2D-SDS-PAGE lassen
sich noch weitere Komponenten erhalten: Komplex I (als Dimer), I;11I, und LIII, (Krause et
al., 2004a). Mutante ex1 enthilt jedoch eine grole Menge an Komplex III (siche Abb. 7).
Innerhalb der AOX-abhédngigen Atmung dieser Mutante ist Komplex III nicht am Transport
der Elektronen beteiligt, da diese direkt vom Semiubichinol auf Sauerstoff iibertragen werden
(Palmer, 1976). Darliber hinaus ist die spezifische Aktivitit von Komplex III in
mitochondrialen Pridparationen von ex1 wesentlich niedriger als beim Wildstamm ,,s* (siehe
Abb. 8). Moglicherweise libernimmt Komplex III weitere essenzielle Funktionen. In Pflanzen
wurde gezeigt, dass die ,,Core“-Untereinheiten I und II von Komplex III homolog zur
mitochondrialen Prozessierungspeptidase sind, die die Abspaltung des N-terminalen
Signalpeptids wihrend des Imports von Proteinen aus dem Cytoplasma durchfiihrt (Braun und
Schmitz, 1995). In dem zu P. anserina nahe verwandten Ascomyzeten Neurospora crassa ist
die B-Untereinheit der mitochondrialen Prozessierungspeptidase identisch mit der ,,Core®-
Untereinheit I von Komplex III, wobei allerdings die proteolytische Aktivitdt I6slich in der
Matrix vorliegt (Schulte et al., 1989; Arretz et al., 1994). Weiterhin kénnte Komplex III auch
fiir die Assemblierung bzw. Stabilitit von anderen Komponenten der Atmungskette von
Bedeutung sein. Beim Menschen fiithren z. B. Defekte des Cytb-Gens zu einer Verringerung
von vollstindig assembliertem Komplex III, wobei auch der Komplex I-Gehalt beeintrichtigt
ist (Schiagger, 2001). In der Mutante ex1 kdnnte durch Deletion eines essenziellen Komplex
[II-Gens die Assemblierung dieses Komplexes unterbunden werden. Wenn Komplex III
wichtig fir Komplex I ist, sollte der Gehalt der NADH:Ubichinon-Dehydrogenase in dem
Deletionsstamm erniedrigt sein. Bei starkem Mangel bzw. vollstindigem Fehlen von Kom-
plex I sind die Transformanden jedoch wahrscheinlich nicht lebensfdhig, da in ihnen
ausschlieflich die NADH:Ubichinon-Dehydrogenase zum Aufbau eines Protonengradienten
iiber die innere mitochondriale Membran beitrégt. Die Bedeutung von Komplex I fiir ex1 wird
durch den hohen Gehalt in der Mutante unterstrichen (siche Abb. 7).

Neben der hoheren spezifischen Aktivitit von Komplex III im Wildstamm ,,s* existieren noch
weitere funktionale Unterschiede, die durch enzymkinetische Messungen identifiziert wurden.
Die gekoppelte Aktivitdit der Komplexe I+III in mitochondrialen Solubilisaten des
Wildstammes ,,s* ist insbesondere nach Zugabe von 50 uM DBQ deutlich hoher als bei der
Mutante ex1. Dem gekoppelten Elektronentransfer kommt im Wildstamm ,,s* daher eine
wesentliche Bedeutung zu, wobei dies in ex1 nicht der Fall ist.

Die erbrachten Befunde deuten somit darauf hin, dass sich wesentliche Komponenten der

COX-abhingigen Atmungskette im Wildstamm ,,s* (insbesondere Komplex III und Super-
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komplexe) funktional deutlich von denen der PaAOX-abhdngigen Atmungskette in ex1 unter-
scheiden.
In seneszenten Isolaten des Wildstammes ,,s“ und den langlebigen Mutanten grisea und

PaDnm1::ble sind die Mitochondrien fragmentiert

Die Mutante ex1 ist gut geeignet fiir die molekulare Charakterisierung der PaAOX-
abhingigen Atmungskette, die Mdglichkeit zur Analyse des seneszenten Stadiums bietet sie
wegen ihrer Unsterblichkeit jedoch nicht. Die experimentelle Untersuchung der Seneszenz-
phase ist aber entscheidend fiir das Verstindnis der Grundlagen des Alterns in P. anserina.
Auf makroskopischer Ebene zeigen seneszente Wildstimme eine Verlangsamung der
Wuchsrate und eine erhdhte Pigmentsynthese (Rizet, 1953). Weiterhin unterbleibt die
Ausbildung von Luftmyzel. Durch mikroskopische Analysen wurde belegt, dass seneszente
Hyphen diinner als juvenile sind und ein undulierendes (,,schligelndes*) Wachstum zeigen,
wobei die Hyphenspitzen hiufig platzen (Delay, 1963; Esser und Tudzynski, 1980).

Wie bereits erwéhnt, spielen die Mitochondrien bei dem Alterungsprozess von P. anserina
eine entscheidende Rolle (siche Kap. 1.2.2). Im Gegensatz zu altersabhéngigen Reorgani-
sationen der mtDNA, die intensiv untersucht worden sind, ist die Frage, ob die Mitochondrien
im Laufe des Alterns morphologischen Anderungen unterliegen, noch weitgehend ungeklirt.
Durch TEM-Analysen wurde gezeigt, dass die Cristaemembranen in seneszenten Wild-
stammmitochondrien weniger stark gefaltet bzw. gédnzlich verschwunden sind (Delay et al.,
1963). Saugermitochondrien liefern ein &hnliches Bild mit altersabhingigen Degenerationen
wie z. B. dem vollstindigen Verlust der Cristae (Vanneste und van den Bosch de Aguilar,
1981; Beregi et al., 1988; Jendrach et al., 2005). Die in dieser Arbeit vorgestellten initialen
Untersuchungen zur mitochondrialen Ultrastruktur von P. anserina-Mitochondrien deuten auf
Unterschiede hinsichtlich der Cristae zwischen dem Wildstamm ,,s* und der Mutante ex1 hin
(sieche Abb. 6). In Mitochondrien von ex1 ist die Zahl der Cristae mdglicherweise erniedrigt,
aullerdem ist hier ihre lamellenartige Anordnung, wie sie in Wildstamm ,,s“- und grisea-
Mitochondrien beobachtet wird, nicht deutlich erkennbar. Zur Absicherung dieser Befunde
miissen diese Analysen jedoch mit einer hoheren Anzahl von Praparaten wiederholt werden,
um z. B. Artefakte durch die Probenvorbereitung (z. B. durch die Fixierung) ausschlielen zu
konnen.

Auf lichtmikroskopischer Ebene erscheinen Mitochondrien von filamentdsen Pilzen wie z. B.
P. anserina (Jamet-Vierny et al., 1997), N. crassa (Minke et al., 1999), Aspergillus nidulans
(Suelmann und Fischer, 2000) und Allomyces macrogynus (McDaniel und Roberson, 2000)
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als kurze, filamentdse Strukturen, die gleichméBig in den Zellen verteilt und entlang der
Hyphenachse angeordnet sind (Ubersicht bei: Westermann und Prokisch, 2002). Dieser
Befund konnte in der vorliegenden Arbeit bestitigt werden (sieche Kap. 5.1, Abb. 5): In ju-
venilen und mittelalten Stadien zeigen sowohl der Wildstamm ,,s* und die Mutanten grisea
und exl iiberwiegend fadenformige Mitochondrien mit einer durchschnittlichen Linge
zwischen ca. 4 und 8 um (Abschitzung der Lange anhand der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen). Eine exaktere Bestimmung der morphologischen Eigenschaften der P. anserina-
Mitochondrien mit Hilfe eines konfokalen Laser-,,Scanning“-Mikroskops konnte nicht
durchgefiihrt werden, weil sie sich, vermutlich durch die Laserbestrahlung, abkugeln. Eine
sphérische mitochondriale Morphologie wird jedoch ebenfalls im Fluoreszenzmikroskop
beobachtet, wenn seneszentes Myzel von Wildstamm ,,s“ und den Mutanten grisea und
PaDnm]I::ble analysiert wird (siche Abb. 5, 30). Der Ubergang von einer filamentdsen zu
einer sphérischen Mitochondrienmorphologie ist ein wichtiges Merkmal im Verlaufe der
Apoptose in Sdugerzellen (Desagher und Martinou, 2000; Frank et al., 2001; Pinton et al.,
2001). Es ist durchaus denkbar, dass P. anserina durch eine Apoptoseinduktion im senes-
zenten Stadium stirbt, obwohl dies bislang nur spekulativ ist. Der programmierte Zelltod
spielt auch wihrend des Alterns in Sdugern eine entscheidende Rolle, wobei noch unbekannt
ist, wodurch er schlieBlich induziert wird (sieche Kap. 1.2.4) (Kujoth et al., 2005). Die Analyse
phinotypischer Parameter wie H,O,-Freisetzung (siehe unten), Mitochondrienfragmentierung
und Lebensspanne von P. anserina-Stimmen auf Medien, die Apoptoseinhibitoren (wie z. B.
Cyclosporin A [Bulut et al., 2005]) enthalten, konnte zur experimentellen Bearbeitung dieser
Frage von Nutzen sein. Das Phdnomen der Apoptose bei Pilzen wurde bereits u. a. bei
S. cerevisiae (siehe Kap. 1.3.3) und A. nidulans beschrieben (Cheng et al., 2003). Behandlung
von A. nidulans mit den Sphingoidbasen Dihydrosphingosin und Phytosphingosin fiihrt zu
einer Caspase-unabhingigen apoptotischen Reaktion mit Kondensation und Fragmentierung
der genomischen DNA und Externalisierung von Phosphatidylserin. Diese Merkmale treten
auch bei der Caspase-unabhédngigen Apoptose in Sdugersystemen auf (Dalla et al., 2001; Lee
et al., 2001). A. nidulans verfiigt offensichtlich iiber einen Metacaspase-abhingigen Weg der
Apoptose, weil die Uberexpression des Metacaspasegens AnCasA zur Induktion des
programmierten Zelltodes fiihrt (Cheng et al., 2003). Weiterfiihrende Untersuchungen zur
Rolle von Metacaspasen in der Apoptose von Pilzen wurden in Hefe durchgefiihrt. Es zeigte
sich, dass die Metacaspase SCYCA1 ein Schliisselregulator des programmierten Zelltodes in
S. cerevisiae ist (Madeo et al., 1999). Bemerkenswerterweise wird hierbei ScYCA1-Aktivitét
durch Wasserstoffperoxid induziert. Ob H,O, eine &hnliche Funktion in P. anserina

wahrnimmt, ist noch nicht geklart. Bisher wurden in diesem System zwei Metacaspasegene
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identifiziert, PaMcal (Silar et al., 2003) und PaMca2? (Hamann, personliche Mitteilung), die
durch ROS aktiviert werden konnten. In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass im
seneszenten Stadium des Wildstammes und der Mutante PaDnml::ble eine intensive
Freisetzung von Wasserstoffperoxid beobachtet wird (sieche Abb. 41). Eine starke ROS-
Produktion wird bei vielen Formen der Apoptose beschrieben (Slater et al., 1995). Dariiber
hinaus sind ROS in Pflanzen- und Hefezellen notwendig und hinreichend, um apoptotische
Prozesse in Gang zu setzen (Alvarez et al., 1998; Madeo et al., 1999). Abweichend von dieser
Beobachtung zeigen seneszente Stimme der Mutante grisea zwar eine Fragmentierung der
Mitochondrien, aber keine Freisetzung von Wasserstoffperoxid (siche Abb. 5, 41).
Moglicherweise wird das H,O, im seneszenten Stadium von Wildstamm ,,s“ und der
PaDnm1::ble-Mutante durch die Aktivitdt von Superoxiddismutasen erzeugt. Grisea verfiigt
nicht iiber CuZnSOD (wegen des Kupfermangels) und MnSOD (PaSod? ist ein Zielgen des
Transkriptionsfaktors GRISEA) (Borghouts et al., 2001; Borghouts et al., 2002b), sodass hier
die Bildung von Wasserstoffperoxid stark eingeschriankt ist. Ebenso wie seneszente Isolate

(13

des Wildstammes ,,s* und der PaDnml::ble-Mutante verfligt grisea im Alter iiber eine
schwache Freisetzung von Superoxid (sieche Abb. 40). Im Gegensatz zu dieser Beobachtung
kommt es in juvenilen und mittelalten Stadien der analysierten P. anserina-Stimme zu einer
starken 'O, -Bildung. Moglicherweise ist dies ein Charakteristikum im Wachstum befind-
licher P. anserina-Isolate. In Pflanzen wird Superoxid u. a. durch in der Plasmamembran
lokalisierte NADPH-Oxidasen gebildet, um die Zellwandstruktur durch Schneiden von
Polysaccharidketten aufzulockern (Fry, 1998; Schopfer, 2001). Diese gezielte Modifikation
ist fiir pflanzliche Wachstumsvorgéange entscheidend. Bisher ist noch nicht erkldrt, ob dieser
Prozess auch bei Pilzen eine Rolle spielt. In P. anserina wurden jedoch zwei NADPH-
Oxidasen (PaNOX1 und PaNOX2) charakterisiert, die durch die Bildung von ROS (u.a.

Superoxidanionen) eine wichtige Rolle bei zelluldren Differenzierungsprozessen (z. B. Proto-

perithezienbildung) spielen (Malagnac et al., 2004).

Uberexpression von PaDnm1 fiihrt zu mitochondrialer Fragmentierung

Durch Homologieanalysen der von dem PaDnm-Gen kodierten Aminosduresequenz konnte
gezeigt werden, dass es sich hierbei um ein Dynamin-verwandtes Protein (PaDNM1) handelt
(Tinazli, 2002, diese Arbeit: siche Abb. 13). Diese Proteine sind flir die mitochondriale
Teilung wichtig, wobei der genaue Ablauf dieses Prozesses jedoch noch ungekléart ist (siche
Kap. 1.3.2). In P. anserina-Wildstamm ,,s* korreliert die Induktion der PaDnml-Trans-

kription mit mitochondrialer Fragmentierung (siche Abb. 5, 14). Dariiber hinaus wird in
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juvenilen und mittelalten Wildstammisolaten nahezu keine PaDnmI-mRNA in Northern-blot-
Analysen detektiert. Erstaunlicherweise zeigt Mutante grisea wihrend des Alterns eine
konstitutive Transkription von PaDnml (siche Abb. 14), wéhrend sich die Mitochondrien-
morphologie wie im Wildstamm von {liberwiegend kurz filamentds (juveniles und mittelaltes
Stadium) hin zu abgekugelt (seneszentes Stadium) verdndert (siche Abb. 5). Demach wird im
Fall der Mutante grisea keine Korrelation zwischen der PaDnmli-Induktion und einer
Verdanderung der mitochondrialen Morphologie beobachtet. Um dieses Phidnomen nédher zu
untersuchen, konnten z. B. Western-blot-Analysen mit Hilfe von PaDNMI1-Antikorpern
durchgefiihrt werden, die bislang jedoch noch nicht zur Verfiigung stehen. Mdglicherweise
wird die PaDnml-Expression posttranskriptionell reguliert, sodass die Transkriptmengen
nicht zwangsldufig mit der Menge an PaDNMI1 korrelieren. Weiterhin konnte grisea erst
durch konstitutive PaDnml-Transkription befdhigt sein, eine mitochondriale Morphologie
wie der Wildstamm zu etablieren. Dies wire insbesondere dann von Nutzen, wenn dadurch
ein putativer Energiemangel aufgrund der PaAOX-abhingigen Atmung zumindest teilweise
kompensiert werden konnte. Deletion von PaDnml in der Mutante bzw. Wachstum auf
Kupfer-haltigem Medium (Komplementierung des grisea-Phidnotyps [Marbach et al., 1994])
und anschlieende PaDnmI-Transkriptanalysen in den verschiedenen Altersstadien sind ge-
eignete experimentelle Ansdtze, um dieser Fragestellung zukiinftig nachzugehen.

(13

Uberexpression von PaDnml fiihrt im Wildstamm ,s“ zu einem erhdhten Anteil an
fragmentierten Mitochondrien bereits in mittelaltem Myzel (Kap. 5.3.2.3, sieche Abb. 19).
Merkmale wie Wuchsrate, Myzelmorphologie, Fertilitit, mtDNA-Reorganisationen und
Lebensspanne sind in den beiden unabhéngigen Transformanden PaDnml Ex1 und
PaDnml Ex2 jedoch nicht beeinflusst. Moglicherweise reicht die durch PaDnml-Uber-
expression induzierte Fragmentierung der Mitochondrien nicht aus, um physiologische
Effekte zu erzielen. Uberexpression von ScDnml in S. cerevisiae fiihrt ebenfalls lediglich zu
einem moderaten Effekt (15 % mehr Hefezellen mit partiell fragmentierten Mitochondrien)
(Fukushima et al., 2001). Dariiber hinaus kann in Siugerzellen nur durch starke Uberex-
pression des PaDnmI-homologen Gens Drpl mitochondriale Fragmentierung erreicht werden
(Smirnova et al., 1998; Szabadkai et al., 2004). Im Gegensatz dazu reicht schon eine geringe
Steigerung der Expression von AFis/ (siche Kap. 1.3.2) aus, um in Zellen von Sdugern eine
starke Fragmentierung zu erreichen (Yoon et al., 2003). Dies funktioniert auch dann, wenn die
DRP1-Aktivitdt durch Expression der dominant-negativen Form Drplxssa eingeschrankt ist.
Die Autoren klassifizieren HFIS1 daher als limitierenden Faktor der mitochondrialen Teilung
in Sdugerzellen (Yoon et al., 2003). Mdglicherweise liegt in P. anserina ein dhnlicher

Sachverhalt vor: Um einen deutlicheren Effekt auf die mitochondriale Morphologie zu
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erhalten, miissten in diesem Fall weitere, ansonsten limitierende Faktoren der mitochondrialen
Teilung zusdtzlich zu PaDnml {berexprimiert werden. Alternativ konnte ein Gen der
mitochondrialen Fusion in P. anserina deletiert werden, wie z. B. PaFzol, das jedoch noch
nicht kloniert worden ist. Vorldufige Analysen haben allerdings gezeigt, dass putative Gene
fir die meisten Faktoren der mitochondrialen Dynamik in der genomischen
P. anserina-Sequenz enthalten sind (Tab. 2). In S. cerevisiae fiihrt die Deletion von ScFzol
(Kap. 1.3.2) zu einer starken mitochondrialen Fragmentierung und mtDNA-Verlust, weil das
Gleichgewicht der Mitochondriendynamik auf die Seite der Teilung hin verlagert wird
(Hermann et al., 1998; Rapaport et al., 1998). Dies konnte z. B. durch eine Southern-blot-
Analyse mit Gesamt-DNA von PaFzol-Deletionsstimmen iiberpriift werden. Wenn die Men-
ge an mtDNA in den transgenen Stimmen ebenfalls abnimmt, wére ein negativer Effekt auf
die Lebensspanne in dem obligaten Aerobier P. anserina wahrscheinlich.

Tab. 2: Putative Gene in der genomischen Sequenz von P. anserina, die fiir Faktoren der mitochondrialen
Dynamik kodieren. Die Datenbankrecherche wurden mit dem ,tblastn“-Algorithmus (Protein vs. DNA)
durchgefiihrt, wobei mit der jeweiligen Aminosduresequenz der entsprechenden Proteine aus S. cerevisiae in der
genomischen P. anserina-Sequenz nach Homologien gesucht wurde. In allen Fillen konnten putative
Kandidaten identifiziert werden, wobei ihre Sequenzen, wie z. B. die N-terminalen Bereiche mit den Start-

codons, noch nicht vollstindig bekannt sind. Die genomische Sequenz des P. anserina-Wildstammes ,,S*
(Kreuzungstyp ,,+*) ist im Internet (http://podospora.igmors.u-psud.fi/) verdffentlicht worden.

Putatives Gen Contig-Nr. der | Homologie zur | Homologer Grof3e des
genomischen S. cerevisiae- Bereich des Hefeproteins
P. anserina- Sequenz Hefeproteins (As)

Sequenz (p-Wert) (As-Position)

Teilung:

PaFisl 691 2e-21 16-155 155

PaMdvl 1603 3e-66 363-712 714

Fusion:

PaFzol 287 le-97 131-853 855

PaMgml 977 e-146 182-848 881

PaUgol 243 6e-19 230-456 502

PaDnmi-Deletion im Wildstamm ,,s“ fiihrt zu einer starken Lebensspannenverlingerung

ohne Einschrdnkungen der Wuchsrate und Fertilitdt

Die Deletion des an der mitochondrialen Teilung beteiligten Gens PaDnml fiihrt zu einer
starken Beeinflussung der mitochondrialen Morphologie in P. anserina. Stark elongierte
Mitochondrien durchziehen die Hyphen entlang ihrer Léngsachse in juvenilen und mittelalten
Stadien der PaDnm::ble-Mutante (siche Abb. 30). Ihre Lange ist ungeféhr um den Faktor 10-

15 im Vergleich zu Wildstamm ,,s“-Mitochondrien erhoht. Hierbei handelt es sich um eine
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Abschitzung anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Das Auftreten von ver-
netzten mitochondrialen Filamenten wird seltener beobachtet (siche Abb. 30). In anderen
Modellsystemen, in denen das fiir das Dynamin-verwandte Protein 1 kodierende Gen deletiert
bzw. durch RNA-Interferenz epigenetisch stillgelegt wurde, sind dhnliche Anderungen der
mitochondrialen Morphologie beobachtet worden (Kap. 1.3.2). AScDnmI-Hefemutanten bei-
spielsweise enthalten elongierte tubulire Mitochondrien (Otsuga et al, 1998) bzw.
engmaschige Netzwerke mit einer hohen mitochondrialen Interkonnektivitéit (Bleazard et al.,
1999).

Bisher ist jedoch noch nicht geklirt, ob innerhalb der mitochondrialen Filamente in der
PaDnm1::ble-Mutante eine Kontinuitit des Matrixlumens besteht. Experimentell konnte diese
Frage mit Hilfe von photoaktivierbarem GFP (PGFP) mit vorgeschalteter mitochondrialer
Importsequenz fiir die Matrix bearbeitet werden. Durch gezielte Aktivierung des PGFP wird
es in die fluoreszierende Form iiberfiihrt. Das Ausmal} der Diffusion dieses Markers wiirde
anzeigen, in welchem Umfang ein Kontinuum der Matrix besteht. Ahnliche Analysen wurden
bereits zur Bestimmung der funktionalen mitochondrialen Einheit in dynamischen Mitochon-
driennetzwerken durchgefiihrt (Shirihai, personliche Mitteilung). Problematisch an diesem
Ansatz ist jedoch, dass die PGFP-Aktivierung mit Laserimpulsen im konfokalen Laser-
»Scanning*“-Mikroskop erfolgt und somit die empfindlichen P. anserina-Mitochondrien
schnell mit morphologischen Anderungen (d. h. Abkugelung) reagieren konnten.

Seneszente PaDnm::ble-Stimme zeigen mitochondriale Fragmentierung, wie sie ebenfalls in
entsprechend alten Isolaten des Wildstammes ,,s* und der Mutante grisea beobachtet wird
(sieche Abb. 30). Die Zeitspanne bis zum Eintreten der Seneszenz ist in der PaDnml::ble-
Mutante jedoch stark verldngert (siche Abb. 31). Thre mittlere Lebensspanne betrdgt > 225
Tage und ist somit um mehr als den Faktor 10 gegeniiber Wildstammisolaten erhoht. Die
Frage, ob die Verlingerung der Lebensspanne mit der verdnderten Morphologie der Mito-
chondrien und/oder der Verzdgerung der mitochondrialen Fragmentierung zusammenhéngt,
ist von zentraler Bedeutung. In elongierten Mitochondrien ist der Transport von Sauerstoff
und Fettsduren wesentlich effizienter (Skulachev 1990, Skulachev 2001), sodass die
Versorgung des Myzels der PaDnm I::ble-Mutante mit lebensnotwendigen Stoffen verbessert
wire. Weiterhin konnten Schadigungen wichtiger mitochondrialer Bestandteile, wie z. B. der
mtDNA, in verldngerten Mitochondrien besser kompensiert werden, da in ihnen evtl. eine
groflere Zahl intakter Kopien vorliegt, die komplementierende Effekte ausiiben konnen. Dass
es durch mitochondriale Fusion zur Kompensation schiddlicher mtDNA-Mutationen kommt,
wurde bereits bei S. cerevisiae (Clark-Walker und Miklos, 1975) und in menschlichen

Zellkulturen (Ono et al., 2001) gezeigt.
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Wie bereits erwéhnt, ist die starke mitochondriale Fragmentierung ein Charakteristikum
zahlreicher apoptotischer Prozesse. Wenn Apoptose fiir die Seneszenz von P. anserina eine
Rolle spielt, konnte die Lebensspannenverlangerung der PaDnml::ble-Mutante mit einem
antiapoptotischen Effekt durch die Deletion des PaDnmI-Gens erkliart werden. Befunde, die
diese Hypothese bekriftigen, wurden sowohl in Séugerzellen als auch in S. cerevisiae
erbracht (Kap. 1.3.3). HeLa-Zellen zeigen eine erhohte Apoptoseresistenz nach Applikation
diverser Stimuli, wenn die Expression des PaDnml-homologen Gens Drpl durch siRNA
posttranskriptionell herunterreguliert wird (Lee et al., 2004). In den Zellen ist die Aus-
schiittung von Cytochrom-c inhibiert. Die Autoren sehen in diesem Befund einen wichtigen
Hinweis, dass DRP1 an der Cytochrom-c-Freisetzung beteiligt ist. Bei Hefe reagieren
AScDnm[-Mutanten mit einer verzdgerten Apoptoseantwort auf entsprechende Stimulantien
(Fannjiang et al., 2004). Hierbei kommt es wie in der PaDnml::ble-Mutante trotz des
fehlenden ScDnm-Gens zur mitochondrialen Fragmentierung. Analysen zur Freisetzung von
Cytochrom-c wéhrend des Alterns von P. anserina konnten wichtige Hinweise auf die
Beteiligung apoptotischer Prozesse an der begrenzten Lebensspanne dieses Pilzes geben. Eine
Moglichkeit zur experimentellen Bearbeitung dieses Themas wiéren z. B. Western-blot-Ana-
lysen mit Antikorpern gegen Cytochrom-c mit mitochondrialen und cytoplasmatischen
Proteinproben, die aus dem Wildstamm und der PaDnml::ble-Mutante in verschiedenen

Altersstadien isoliert worden sind.

langlebige
Mutante —> -l_
PaDnm]I::ble — —|—
Wt —_ _I_

>

Alter

Abb. 42: Zusammenhang zwischen der physiologischen ,,Fitness* und der Lebensspanne in verschiedenen
P. anserina-Stimmen. Wildstimme (Wt) sind durch eine vergleichsweise kurze Lebensspanne (Lénge des
Pfeils) charakterisiert. Wéhrend des Alterns kommt es schnell zu einer Abnahme der ,,Fitness® (griin = hohe
,Fitness®, rot = niedrige ,,Fitness®). PaDnml::ble zeigt nach der Sporenkeimung im Gegensatz zu anderen
langlebigen P. anserina-Mutanten keine physiologischen Einschrinkungen (orange Fiarbung). Die Seneszenz-
phase verlduft jedoch wie bei den Wildstimmen. PaDnml::ble-Mutanten sind demnach durch eine stark
verldngerte Lebensspanne mit hoher ,,Fitness charakterisiert.

Die bisher charakterisierten langlebigen P. anserina-Mutanten verfiigen iiber unterschiedliche
physiologische Defekte (sieche Mutantenauswahl in Kap. 1.2.2). Hierbei handelt es sich
meistes um eine Verringerung der Wuchsrate bzw. der weiblichen Fertilitit, d. h. die
Féahigkeit, nach der Befruchtung Perithezien auszubilden. Sie weisen auflerdem eine

Stabilisierung der mtDNA und die Induktion der Respiration iliber die PaAOX aufgrund
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eingeschriankter bzw. nicht vorhandener COX-abhdngiger Atmung auf. Die plIDNA-
Amplifikation scheint in der PaDnml::ble-Mutante ebenfalls unterdriickt zu sein. Nur in
einigen seneszenten Stimmen kann pIDNA detektiert werden, wobei in ihnen auBBerdem eine
mit dem juvenilen Stadium vergleichbare Menge nicht reorganisierter mtDNA vorhanden ist
(siche Abb. 37). Interessanterweise zeigen PaDnml::ble-Isolate nach der Sporenkeimung
keine physiologischen Defekte wie andere langlebige P. anserina-Mutanten: Myzelmor-
phologie, Wuchsrate und Fertilitdt entsprechen dem Wildtyp (sieche Abb. 34). Diese Daten
legen nahe, dass die effiziente Respiration tiber die COX nicht eingeschrénkt ist. In den BN-
PAGE-Analysen zeigen PaDnml::ble-Isolate daher eine mit Wildstimmen vergleichbare
Ausstattung der mitochondrialen Atmungskette mit einem hohem COX-Gehalt (siche Abb.
38). Signifikante Unterschiede der Menge an freiem ATP werden ebenfalls nicht beobachtet
(siche Abb. 39). Im Rahmen der BN-PAGE- und ATP-Analysen zeigte sich, dass sich die
alten Isolate sowohl vom Wildstamm ,,s* als auch von der PaDnm::ble-Mutante nicht sig-
nifikant von den entsprechenden juvenilen Proben unterscheiden. Die fehlenden Unterschiede
im Wildstamm ,,s* sind iiberraschend, da es hier zu einer starken altersabhingigen Degra-
dation der mtDNA kommt, sodass die genetische Information fiir den Umsatz beschédigter,
mitochondrial kodierter Untereinheiten verloren geht (siehe Kap. 1.2.2). Insbesondere das fiir
die erste Untereinheit der COX kodierende Gen, PaCoxl, ist davon stark betroffen (Albert und
Sellem, 2002). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass sowohl COX-Gehalt als auch -Aktivitét
(spektralphotometrische Bestimmung) in alten Wildstimmen erniedrigt sind (Belcour und
Begel, 1978; Kunstmann, 2004). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten ,,in Gel“-
Aktivititsassays lassen allerdings keine deutlichen Unterschiede zwischen verschieden alten
Proben erkennen. Moglicherweise gehen durch die Isolationsprozedur (siche 4.4.2)
beschidigte Mitochondrien(proteine) verloren. Ein verbesserter experimenteller Ansatz wiren
evtl. spektralphotometrische Messungen des Substratumsatzes der jeweiligen Atmungs-
kettenkomponente in weniger stark aufgereinigten mitochondrialen Préparationen. Allerdings
besteht hierbei eine erhohte Gefahr der Kontamination mit Verunreinigungen, die zu einer
Beeintrachtigung des enzymatischen Umsatzes kommen koénnte. Es miisste dann gezeigt
werden, dass Aktivititsunterschiede zwischen juvenilen und alten Proben nicht auf
unterschiedlich starken Verunreinigungen beruhen.

Erwartungsgemal sollte durch einen Verlust der COX-abhéngigen Atmung der ATP-Gehalt
erniedrigt sein, was innerhalb der initialen ATP-Messungen in dieser Arbeit nicht belegt wer-
den konnte. Problematisch konnte hierbei der Myzelaufschluss (siehe 4.5.3) sein, der bei
seneszenten Kulturen evtl. effizienter ist, sodass aus diesen mehr ATP freigesetzt werden

kann.
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SchlieBlich wird die Frage, ob es mit steigendem Alter in Sdugern {iberhaupt zu signifikanten
Schiden der mitochondrialen Atmungskette kommt, kontrovers diskutiert (Ubersicht bei:
Maklashina und Ackrell, 2004). Urspriinglich wurde z. B. eine altersbedingte Abnahme der
Aktivititen von Komplex I, I und IV in menschlichen Skelettmuskeln beschrieben (Trounce
et al., 1989). Neuere Arbeiten mit verbesserten Methoden zur Mitochondrienaufreinigung
widersprachen diesen Befunden (Barrientos et al., 1996; Rasmussen et al., 2003). Defizite
hinsichtlich Atmungsrate, Zusammensetzung und Aktivitdt der Atmungskette und Pyruvat-
dehydrogenaseaktivitét, konnten nicht in den Skelettmuskelproben alter Probanden gefunden
werden (Rasmussen et al., 2003). Jedoch zeigt eine aktuelle Publikation (Short et al., 2005)
signifikante Abnahmen von Enzymen der oxidativen Phosphorylierung und des Zitronen-
sdurezyklus in Skelettmuskelpriaparaten von alten Menschen. Die Autoren dieser Arbeit
nennen die genau definierte Auswahl der Probanden (nur gesunde Personen mit
vergleichbarem Lebensstil) als grundlegende Voraussetzung, um vergleichende Studien an
Muskelbiopsien durchfiihren zu kénnen. In mitochondrialen Praparaten von Herzmuskelzellen
von iiber 80jahrigen wurden jedoch keine signifikant geringeren Aktivititen der Komplexe I,

II, IIT und IV als in den Proben von jungen Menschen festgestellt (Miro et al., 2000).

Die PaDnm::ble-Mutante ist sensitiv gegentiber Ammoniumazetat

Nach der Sporenkeimung weist die PaDnmI::ble-Mutante keine physiologischen Defekte auf.
Allerdings sind PaDnm1::ble-Sporen nicht in der Lage, auf dem Standard-Keimungsmedium
(BMM + 60 mM AmAc) anzuwachsen (siche Abb. 35). Die Wuchsrate von PaDnm1::ble-
Isolaten, die von einer unsupplementierten BMM-Platte auf BMM+AmAc iiberimpft werden,
ist ebenfalls signifikant eingeschrankt (sieche Abb. 34 B). AmAc-Sensitivitit bei P. anserina
wurde bereits bei einem Stamm mit zwei Mutationen in Genen, die fiir ribosomale Unter-
einheiten kodieren, beschrieben (Crouzet und Begueret, 1980). Die Autoren fanden jedoch
keinen kausalen Zusammenhang zwischen diesen Mutationen und der Empfindlichkeit
gegeniiber AmAc.

AmAc fithrt zu einem osmotisch bedingten Anschwellen der Mitochondrien, weil das
Ammonium (NH;")- und Azetat (CH;COO")-Ion im zellulidren Milieu mit den ungeladenen
und daher membrandurchldssigen Formen Ammoniak (NH3) und Essigsdure (CH;COOH) im
Gleichgewicht stehen (Bellei et al., 1989) (siche Abb. 43).
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+ Abb. 43: Aufnahme von Ammoniak und Essigsiure in

NH4 = NHg = NH3 = NHI Mitochondrien. Ammoniumazetat dissoziiert in der Zelle

j (' jeweils in ein Ammonium (NH,)- und ein Azetat (Ac’)-lon.

gt Diese stehen mit den ungeladenen Formen (Ammoniak

[NH;] und Essigsdure [HAc]) im Gleichgewicht, die in die

_1 Mitochondrien diffundieren kdnnen. Die Osmolaritéit in der

— Hhc == A mitochondrialen Matrix steigt und fithrt zum Einstrom von

Wasser. Schlieflich kommt es zur mitochondrialen Volu-
menzunahme (Bellei et al., 1989).

C

Mitochondrium

Die AmAc-abhingige mitochondriale Volumenzunahme verhindert moglicherweise, dass die
bereits durch die PaDnmli-Deletion elongierten Organellen aus der Ascospore in die aus-
wachsende Hyphe einwandern konnen. PaDnml::ble-Isolate, die von einer unsupp-
lementierten Platte auf BMM+AmAc iiberimpft werden, konnten ebenfalls aufgrund eines
stark vergroferten Mitochondrienvolumens nur langsamer als der Wildstamm wachsen. Ex-
perimentell sollte diese Frage z. B. durch fluoreszenzmikroskopische Analysen zur Mitochon-
drienmorphologie von auf BMM+AmAc wachsenden PaDnml::ble-Isolaten im Vergleich zu
Wildstimmen bearbeitet werden.

S. cerevisiae-Mutanten, in denen Gene fiir die mitochondriale Teilung deletiert wurden,
zeigen, unabhéngig von Zusatzstoffen im Medium, starke Defizite in der Sporenkeimung
(Gorsich und Shaw, 2004). Beispielsweise steigt in AScDnml / AScDnm[-Stimmen der An-
teil von Sporen ohne Mitochondrien um das vierfache. Der Anteil nicht lebensfdhiger Sporen
betridgt dariiber hinaus 27 % (Wildstamm: 6 %), weil sie nicht eine ausreichende Menge an
Mitochondrien erhalten haben. SchlieBlich steigt der Anteil von ,,petite“-Kolonien um den
Faktor 14, da es zu Defekten in der mtDNA-Verteilung kommt. Diese Befunde belegen, dass
ScDnml und weitere Gene der mitochondrialen Dynamik wie z. B. ScFisl und ScMdvI von
essenzieller Bedeutung in der Mitochondriensegregation wiahrend der Ascosporengenese in
Hefe sind (Gorsich und Shaw, 2004). Die Verteilung der Mitochondrien bei der Bildung von
Ascosporen in der PaDnm::ble-Mutante ist hingegen nicht eingeschrinkt (sieche Abb. 36). In
den wesentlich groeren P. anserina-Ascosporen ist die Wahrscheinlichkeit, nach dem
Ausbilden der Sporenwand Mitochondrien mit einzuschliessen, viel grof3er als bei den kleinen
S. cerevisiae-Sporen. Eine durch die mitochondriale Teilungsmaschinerie ausgeldste Frag-
mentierung der Mitochondrien vor der Sporulation, wie sie bei S. cerevisiae beobachtet wird
(Miyakawa et al., 1984; Gorsich und Shaw, 2004), wére somit in P. anserina nicht zwingend

notwendig.
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Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten identifizieren die Kontrolle der
mitochondrialen Morphologie als neues Element, das den Alterungsprozess von P. anserina
beeinflusst. Bemerkenswert hierbei ist, dass die beobachtete Erhdhung der Lebensspanne in
der PaDnml::ble-Mutante nicht mit physiologischen Defekten wie der Einschrinkung von
Fertilitit bzw. Wuchsrate einhergeht, wie sie fiir andere langlebige P. anserina-Mutanten
beschrieben worden ist.
Ob die beobachtete Lebensspannenverlingerung durch eine Verzdgerung apoptotischer
Prozesse im seneszenten Stadium hervorgerufen wird, kann noch nicht beantwortet werden.
Bislang ist unklar, ob die Aktivierung eines programmierten Zelltodes an der begrenzten
Lebensspanne von P. anserina iiberhaupt beteiligt ist. Uber die Aufklirung des Apoptose-
ablaufs hinaus wire demnach insbesondere die Identifizierung der Signale bedeutend, die
Apoptose in alten P. anserina-Stimmen ausldsen.
Neben der Deletion von PaDnm1 ist die Uberexpression und Deletion anderer Gene, die die
mitochondriale Dynamik regulieren, eine geeignete Mdglichkeit, einen tieferen Einblick in
die Rolle der mitochondrialen Morphologie fiir das Alternsphédnomen zu erlangen. In Sdugern
wird HFIS1 als limitierender Faktor der Mitochondrienteilung angesehen (siche S. 116)
(Yoon et al., 2003). Wenn PaFIS1 eine dhnliche Bedeutung fiir die mitochondriale Teilung in
P. anserina zukommt, wiirde die Modulation der Expression von PaFis! wahrscheinlich noch
starkere phinotypische Effekte als im Fall von PaDnm1 hervorrufen. Dariiber hinaus konnte
PaDnml durchaus weitere, bisher nicht in P. anserina untersuchte, zellulire Mechanismen
beeinflussen. In Sdugern wurde gezeigt, dass das PaDnmI-homolge Gen Drpl (bzw. DIpl) an
der Peroxisomenproliferation beteiligt ist (Li und Gould, 2003).

Peroxisomen sind ubiquitdre Organellen, die zahlreiche Oxidasen und Katalase enthalten,

die der Synthese bzw. dem Abbau von Wasserstoffperoxid dienen (De Duve und Baudhuin,

1966). Neben der B-Oxidation langkettiger Fettsduren konnen sie spezialisierte Funktionen

austiben. In Sdugern sind Peroxisomen an der Synthese von Membranbestandteilen wie

z. B. Phospholipiden und Cholesterin beteiligt (Ubersicht bei: van den Bosch et al., 1992).

In dem filamentosen Pilz Penicillium chrysogenum wird z. B. ein Penicillin-Syntheseschritt
in den Peroxisomen katalysiert (Miiller et al., 1991).

Peroxisomenelongation wird sogar in Sdugern als Marker fiir eine effiziente epigenetische
Stilllegung von Drpl angesehen (Boll und Schrader, 2005). Die fluoreszenzmikroskopische
Analyse der Peroxisomenmorphologie im Wildstamm und der PaDnm::ble-Mutante konnte
zeigen, ob PaDnml neben der Mitochondrienteilung auch die Peroxisomendynamik beein-

flusst.
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7. Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen fiihrten zu folgenden

Ergebnissen:

1. Vergleichende Charakterisierung von COX- und PaAOX-abhéngiger Respiration

Im Wildstamm ,,s* wurde im Gegensatz zu ex1 durch enzymkinetische Analysen eine starke
Interaktion der Komplexe I und III nachgewiesen. Ein Grofteil der Komplexe I und III ist im
Wildstamm ,,s“ in Form von Superkomplexen organisiert. In der Mutante ex1 liegen die
Komplexe I und IIT dagegen hauptsichlich frei vor. Die spezifische Aktivitdt der Cytochrom-

c-Reduktase ist in ex1 niedriger als im Wildstamm ,,s*.

2. Freisetzung von H,0; in seneszenten P. anserina-Isolaten des Wildstammes ,,s* und der

PaDnm1::ble-Mutante

Seneszente Isolate des Wildstammes ,,s* und der PaDnm I::ble-Mutante weisen im Gegensatz

zur Mutante grisea eine starke Freisetzung von Wasserstoffperoxid auf.

3. Analyse der Mitochondrienmorphologie im Wildstamm ,,s* und den langlebigen Mutanten

grisea und ex1

Juvenile und mittelalte Wildstamm ,,s“-Isolate enthalten iiberwiegend kurze, filamentose
Mitochondrien, die entlang der Hyphenachse im Cytoplasma orientiert sind. Im seneszenten
Stadium kommt es zu einer starken mitochondrialen Fragmentierung. Der Ubergang von einer
filamentdsen zu einer sphéirischen Morphologie dieser Organellen tritt auch in Mutante grisea
auf. In ex1-Hyphen sind hauptséchlich filamentdse Mitochondrien enthalten.

Initiale Analysen zur mitochondrialen Feinstruktur zeigen, dass in Wildstamm ,,s* und
Mutante grisea eine lamellenartige Cristaestruktur erkennbar ist. In der Mutante ex1 hingegen

erscheinen die Cristae ungeordneter und weniger zahlreich.

4. Charakterisierung von PaDnm 1

(13

Die Mitochondrienfragmentierung im seneszenten Wildstamm ,,s* korreliert mit einer
Induktion der Transkription von PaDnml. In Mutante grisea ist die PaDnml-
Transkriptmenge wihrend des Alterns konstant, obwohl sich die mitochondriale Morphologie
wie im Wildstamm ,,s* verdndert. Uberexpression von PaDnm1 fiihrt zur Mitochondrienfrag-

mentierung wiahrend die gezielte Deletion dieses Gens eine starke Elongation der Mito-
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chondrien zur Folge hat. PaDnml ist somit das erste in einem filamentésen Pilz

charakterisierte Gen der mitochondrialen Teilungsmaschinerie.

5. Charakterisierung der PaDnm [ ::ble-Mutante

PaDnm1::ble-Isolate zeigen im seneszenten Stadium mitochondriale Fragmentierung wie
Wildstamm ,,s* und Mutante grisea. Das mitochondriale Genom von PaDnml::ble ist
stabilisiert, d. h. die Bildung der seneszenzférdernden pIDNA wird unterdriickt. Die mittlere
Lebensspanne der PaDnm1::ble-Mutante ist deutlich (> Faktor 10) gegeniiber der des Wild-

(13

stammes ,,s* erhoht. Bemerkenswerterweise zeigt PaDnml::ble im Gegensatz zu anderen
langlebigen P. anserina-Mutanten nach der Sporenkeimung keine physiologischen Defekte:
Wuchsrate, mdnnliche und weibliche Fertilitit, Myzelmorphologie und Mitochondrien-
segregation wiahrend der Ascosporengenese sind nicht eingeschrinkt. Allerdings weist
PaDnm::ble eine erhdhte Empfindlichkeit gegeniiber Ammoniumazetat auf. Dies duflert sich

in einer Inhibierung der Sporenkeimung und einer Verringerung der Wuchsrate bei Anzucht

der Mutante auf AmAc-haltigem Medium.
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AufschluBmedium

Ammoniumazetat

Ampicillin

alternative Oxidase

Autosomale dominante optische Atrophie
Apoptoseinduzierender Faktor
Ammoinumperoxidsulfat
Aminosdure(n)

Adenosintriphosphat
5-Chlor-4-Brom-3-indolylphosphat
Bathocuproindisulfonséure
Phleomycin

Biomalz-Mais-Medium

blau-nativ

Basenpaare

bovines Serumalbumin

Blasticidin

Calmodulin

komplementidre DNA
Cytochrom-c-Oxidase

Dinatrium 3-(4-Methoxyspiro{1,2-Dioxetan-3,2'-
(5'-Chloro)-tricyclo[3.3.1.1]decan }-4-yl)phenylphosphat
Kupfer, Zink-Superoxiddismutase
Tage

Dalton

Diaminobenzidin

Decylubichinon
2-n-Decylchinazolin-4-yl-amin
Dehydrogenase
Dimethylaminostyrylmethylpyridniumiodid
Digoxigenin

Dimethylpyrocarbonat
Desoxyribonukeinsédure

2’- Desoxy-Nukleosid-5’-triphosphate
»Dynamin-like protein*
,Dynamin-related protein‘
Ethylendiamintetraazetat

Emission

Ethidiumbromid

Ethanol

Excitation

,fuzzy onions*

Gramm

GTPase-Effektordomine
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GFP

gr

GTC
GTP
HUVEC
IMM
IPTG
juv

LB
LBA
LBAB
LBAC
LBT

mat
MFN
MGM
min
MnSOD
MOPS
mRNA
mtDNA
NADH
NBT
OD
OPL
PAGE
PCR
PEG
PGFP
pH
pIDNA
PVP
PVPP
RNA
RNAIi
ROS
rRNA
RT
RT-PCR
SDS
sen

SG
SHAM
shRNA
siRNA
SK
SSC
SSH
STS
Tab.

griin fluoresziierendes Protein
Mutante grisesa
Guanidinthiocyanat
Guanosintriphosphat

,,Human umbilical vein endothelial cell"
innere mitochondriale Membran
Isopropyl-pB-D-thiogalactopyranosid
juvenil

Liter

Luria Bertani

Luria Bertani Ampicillin

Luria Bertani Ampicillin Blasticidin
Luria Bertani Chloramphenicol
Luria Bertani Tetrazyklin

molar

Kreuzungstyp

Mitofusin

,Mitochondrial genome maintenance”
Minute(n)
Mangan-Superoxiddismutase
Morpholinopropansulfonsdure
,messenger RNA

mitochondriale DNA
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Nitroblautetrazolium

optische Dichte

,Oligo-primed labeling*
Polyacrylamidgelelektrophorese
Polymerase-Kettenreaktion
Polyethylenglykol
photoaktivierbares griin fluoresziierendes Protein
potentia hydrogenii

,plasmid-like* DNA
Polyvinylpyrrolidon
Polyvinylpolypyrrolidon
Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

reaktive Sauerstoffspezies
ribosomale RNA

Raumtemperatur
Reverse-Transkript PCR
Natriumdodezylsulfat

seneszent

Sammelgel

Salizylhydroxaminsdure

,,small hairpin RNA*

,,small interfering RNA*
Superkomplex

Natriumsalzzitrat

suppressive subtraktive Hybridisierung
Staurosporin

Tabelle
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TAE
Taq
TEM
TEMED
Tet

TEZ

TG

Tris
tRNA
Upm

viv
Vol.

Wt
w/v
X-Gal

Tris-Azetat-EDTA

Thermus aquaticus
Transmissionselektronenmikroskopie
Tetramethylethylendiamin
Tetrazyklin

Transformationseffizienz

Trenngel
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Transfer-RNA

Umdrehungen pro Minute

Volt

,,volume/volume*

Volumen

Wuchsrate

Wildtyp

,weight/volume*
5-Chlor-4-Brom-3-Indolyl-B-D-galactosid
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