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MENSELIJK CYTOCHROOM C OXIDASE

Aspecten van de Biogenese

SAMENVATTING

Mitochonclriën zijn onmisbaar voor de energievoorzier-ring van

eukaryote cellen. In deze organellen wordt vii l  het proces van oxidatieve

fosforylering voeding geoxideerd door overdracht van electronen aan

zuurstof waarbij energie vrijkomt. De componenten die een rol speien in

dit proces zijn gerangschikt in viif eiwitcomplexen en ziin gelegen in het

mitochondriële binnenmembraau. Vier van de vijf complexen vormen een

e lek t ronen t ranspo r t ke ten .  De  ene rg ie  d ie  voo r t komt  u i t  he t

e lek t ronen t ranspo r t  wo rd t  geconse rvee rd  i n  de  vo rm van  ee l l

protonengradiënt orrer het mitochonciriële binnenmernbraan. De aldus

opgebouwde protonengradiênt wordt gebruikt door het vijfde complex
(ATP-synthase) voor de vorming van ATP. ATP is de universele drager

van energie in biologische systemen. In zoogdieren is het oxidatieve

fosforyleringssysteem opgebouwd uit minstens 68 eiwitten' De ge-nen
voor 13 van deze eiwitten zijn gelegen op het betrekkeli jk klein DNA

molecuul dat zich in het mitochondrion bevindt. Deze 13 eiwitten worden

in het mitochondrion gesynthetiseerd. De genen voor de overige eiwitten

zijn gelokaliseerd op het DNA dat in de celkern aanwezig is. Deze eiwitten

worden gesynthetiseerd in het cvtosol en vervolgens geimporteerd in het

mitochondrion. Bij deze irnport dient over het algemeen een aan één van

de  u i t e i nden  (N - te rm inaa l )  ge legen  gedee l t e  van  he t  e iw i t  a l s

adresserinp;ssignatrl. Deze zogenaarnde presequentie wordt afgespiitst

tilclens de' irnport. Wanneer de energiebehoefte van een cel verandert,

bijvoorbeeld tijdens celvermeerdering of ontwikkeling, darr zal naar alle
rvaarschi jn l i lkheid ook de capaci te i t  om ATP te kunnen vormen

dienovereenkomstig worden aangepast. Dit kan ouder audere bereikt
i,." 'orden door de biosynthese van de eiwitcomponenten van de oxidatieve
iosfory ler ingsenzvmen aan te passcn.  Eérr  van de fundamentele

r,raagstellingen in de moleculaire celbiologie is hoe de biosynthetische

activiteit van het nucleaire en het rnitochondriële genetische systeem
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wordt gecordineerd orn aan de cellulaire energiebehoefte te voldoen.
In dit proefschrift is de biogenese (r'orming) r'an het enzyr-n

cvtochroorn c oxidase gekozen trls model voor onderzoek aan de relaties
tussen de celkern en het mitochondrion. Cytocirroorn c oxidase is de laatste
cornponent van de electrorrentr;rnsportketen. Dit enzymcomplex katalyse.ert
c-le electronenoverdracht varr cvtochroom c narrr moleculaire zuurstof en
tlraagt bij aan het ontsta.r,, uo^ á* p.cltonengradiênt. Er is gekoze.n voor het
bestr"rdc.ren vtrn het menseli jke enzvm zodatde result;rtenr,andit onderzoek
t l i r ec t  t oegepas t  kunnen  worden  om de  mo lecu la i r -b io log i sche
verschijrrselen op te helcleren bij patièinten die leiclerr clàr1 €€n deficiëntie
varr cytochroonl a oxidasc..

Cvtochroom c ox idase is  b i j  zoogdieren samengeste ld u i t  13
verschii lende subeenheden (eirvitterr). De drie grootste subeenl-reclen (1, II
en III) zi jn dire.ct betrokken bij de katalvtische functies van het errzym. Deze
cl rie subeenheden liggen gecodeerd op het rnitochondriële DNA en r.vorden
gesvnthetiseercl irr het orl lanel. De orrerige subec.rrheden (IV, Va, \/b, VIa,
VIb, VIc, VIIa, \zl lb, VIlc crr VIII) r.vordc.rr gecocleerd cloor het DNA in de
celkern en u,'ordt-n, zclals reeds gememoreercl, gesynthetiseerd in decvtoscll
l.arr rt.aaruit zi j getransporteerd r,r 'ordc-n naar dc. mitochondriërr. De
frrnctir.(s) r 'an dc. kerrrgecodeerde sr.rbeenhederr is orrduicleli jk. Mogelifk
passe:n zij t lc'k.rt,rlvtische functies vall iret enzym aarr in clvere.enstemming
nret cle. e.ncrgiebehoefte van cle cel (r. ia allosterische modificatie). Bij de
t-nens kot"nen cle subeenheden VIa en Vlla als n'ecfselspecifieke isovomren
voor:  de zogerraamde le. r 'ervorm en spiervorm. De- svnthese van
r'r 'eefselspe.cif ieke isovornren zou een extra mogeli jkheid kurrnen zijn orn
ettergicprocluctie;rf te stc.rnrnc.n clp cle'energiebehoe.fte in c-le verschil lencle
lveefsels.

Ornclat c1c. genen voor subeenheclen van cvtochrclom c oxic-lase zorvei
crp lret ntrclcrrirr...t ls het nritochondriële DNA gc.lokaliseertl z1jn, r 'ereist de
biogeuesc '  \ 'c in  eL.n f r - rnct iorreel  cvtochroorn c ox idase cornplex de
gecoi'rrdirreerc-le erpre.ssie van nucle;rir en rnitochondrieel DNA. De
ct'tochroom r oxiclase ge-nen op het mitochonclriële DNA van de mens zijtr
vollc'cl ig gekarakterisec.rd. C)n-r cle corjrdinatie tusseu de- nucle.rirc. en
uritochorrdriëlc genc.n clie betrokke n zijn bij cle biogenese van cvtochroon.r
c oxidirse vollcdie te kunnen evaluererr is hct nootlzakeli jk tc.r,ens de
kerngr'coc-ieerde, stmcturele gent'n voor cvtochroom c oxidase subeenheden
te k.rrakterisererr. I);rarnaast client ook cle expressie van c1e cvtochroonl i
oxidase gcnen bcstudeerd te lr. 'orden in verschil lende biologische svstemen.
tlet in dit proe.fschrift beschreverr onderzc'rek heefi zich gericht op: (i) het
txtrvikkelerr virn uroleculair-biologiscir gereeclschap (anti l ichaarn- en
cDNA-probes) ! '()or onclerzoek aan de e.xpre.ssie van cvtochroom c oxiclase
genen bij de merrs, (i i) c' le karakterisering van een menseli jk cytochroom c
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oxidase-gen en de aanwezigheid van hieraan nauw verwante DNA-
volgorden in het menselijke genoom, en tot slot (iií) de transcriptie van

cytochroom c oxidase genen bij de mens.
Hoo fds tuk  2  besch r i j f t  de  be re id ing  van  an t i se ra  t egen

kerngecodeerde subeenheden van cytochroom c oxidase uit runderhart.
Ar-rtisera opgewekt tegen de cluster van subeenheden VIa, b er-r c zijn
gebruikt om uit een menselijke skeletspier cDNA-bank een volledige
cDNA-kloon te isoleren die codeert voor subeenheid VIb. (Een cDNA-
kloon bevat een DNA kopie van een boodschapper RNA). cDNA-klonen
identiek aan deze skeletspier cDNA-kloon zijn geïsoleerd uit een menselijke
lever cDNA-bank. Omdat bovendien subeenheid VIb-gentranscripten van
overeenkomstige lengte aangetoond konden worden in verschillende
mense l i j ke  wee fse l s  en  ce l l en ,  komen  e r  waa rsch i i n l i j k  geen
weefselspecifieke isovormen voor van subeenheid VIb bij de mens. Een
potentiële ribosoombindingsplaats juist stroomopwaarts gelegen van een
startcodon maakt het waarschiinlijk dat subeenheid VIb gesynthetiseerd
wordt zonder afsplitsbare presequentie. Hoe deze subeenheid het
mitochondrion binnenkomt is dan ook een raadsel. De kerngecodeerde
subeenheden van cytochroom c oxidase zijn moeilijk van elkaar te scheiden
en geschikt menselijk materiaal is niet gemakkelijk te verkrijgen. Om deze
problemen bij het opwekken van subeenheidspecifieke antisera te omzeilen
zijn antisera opgewekt tegen een chimaere bacterieel eiwit dat het produkt
was van een bacterieel gen (lacZ) geíuseerd met het cDNA voor de menselijke
cytochroom c oxidase subeenheid VIb. Het produkt van dit fusiegen kan
betrekkelijk eenvoudig geïsoleerd worden.

In hoofdstuk 3 is de aanwezigheid van de aan cytochroom c oxidase
subeenheid Vlb-gerelateerde DNA-volgorden in het menselijk genoom
nagegaan. Daartoe is een menselijke, genomische bank onderzocht op de
aanwezigheid van deze DNA-volgorden met behulp van een in hoofdstuk
2 geïsoleerde cDNA-kloon. Hierbij werden drie verschillende pseudogenen
geïsoleerd. Alle kenmerken van één van deze pseudogenen wijzen erop
dat het gevormd is via omgekeerde ("reverse") transcriptie van een rijp
("mature") transcript voor subeenheid VIb, gevolgd c-loor insertie in een
nieuwe chromosomale locus. Dit wil zegger. dat introns ontbreken, een
poly(A)--sequentie aanwezig is aan het 3'-uiteinde van het pseudogen en
het pseudogen omringd wordt door identieke DNA-sequenties ("direct

repeats"). Dit ("processed") pseudogen is ontstaan na de divergentie van

lnens en rund, zo'n 80 miljoen jaar geleden. De sequentie van beide andere
pseudogenen wordt geïnterrumpeerd door de meest voorkomende, korte,
zich herhalende DNA sequentie die in het genoom van primaten en
knaagdieren aanwezig is. Deze sequentie wordt gekenmerkt door het
voorkomen van twee knipplaatsen voor het restrictie-errdonucleaseÁ/r.rI op
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een onderlinge afstand van ca. 300basenparen. Door de aanwezigheid van
deze sequenties kunnen de pseudogenen niet met zekerheid geclassificeerd
worden.

Naast pseudogenen is uit dezelfde genomische bank ook het meest
distale gedeelte van het gen voor subeenheid VIb geïsoleerd (hoofdstuk 4).
Met behulp van de sequentiegegevens van deze partiële kloon werd het
mogel i jk  een tweede genornische bank te onderzoeken met een
oligodeoxynucleotide dat specifiek de sequentie grenzend aan de 3'-kant
varr het gen herkent. Hierdoor kon vermeden worden dat opnieuw
pseudogenen geïsoleerd werden. Op deze wijze is uit een tweede bank een
kloon geïsoleerd die een gedeelte van het laatste intron, het laatste exon en
het 3'-aangrenzende gedeelte van het gen bevatte. De partiële isolatie van
het cytochroom c oxidase Vlb-gen heeft het mogelijk gemaakt, r,'ia in sifrr
hybridisatie van metafase chromosoom-preparaten met deze genomische
kloon, het gen te lokaliseren. Het gen ligt op chromosoom 19, band q13.1
(zie omslag).

De afgelopen vijf jaar zijn ook door andere onderzoeksgroepen
cDNA-klonen geïsoleerd voor cytochroom c oxidase subeenheden van
zoogdieren. Op dit moment is een vrijwel volledige set van cDNA-klonen
beschikbaar. In hoofdstuk 5 is met behulp van deze cDNA-klonen de
verdeling van cytochroom c oxidase-gentranscripten (boodschapper RNAs)
onderzocht in menselijke lever, skeletspier en verschillende gekweekte
celtypen (HeLa, MOLT-4, GLC-4). De onderlinge verhouding van
aanwezige transcripten voor subeenheicl I, II, IV, Va en VIb blijkt met
elkaar overeen te komen in de verschillende weefsels en gekweekte cellen,
ondanks het feit dat deze transcripten afkomstig zijn van twee ruimtelijk
gescheiden genomen. De hoogste transcriptniveaus worden gevonden in
gekweekte cellen, gevolg<l door skeletspier en dan lever. De transcriptie
van de genen voor de subeenheden VIa en VIIa blijkt weefselspecifiek te
zijn; boodschapper RNAs voor de isovormen aangeduid als harttype
worden uitsluitend aangetoond in skeletspier, terwijlboodschapper RNAs
voor de isovorm van VIa aangeduid als levertype uitsluitend in lever en
gekweekte cellerr gedetecteerd rvorden. Boodschapper RNAs voor de
isovorm van VIIa aangeduid als levertype zijn, naast in lever en gekweekte
cellen, eveneens aanwezig in skeletspier, zij het in beperkte mate. De
onderlinge verhouding van aanwezige boodschapper RNAs voor de
subeenhecfen VIc, VIIc en VIII in de verschillende weefsels en gekweekte
cellen blijkt niet overeen te komen met de onderlinge verhouding van
aanwezig boodschapper RNA voor de mitochondrieel gecodeerde
subeenheden van cvtochroom c oxidase. Om een indruk te krijgen van de
expressie van mitochondriële eiwitten is de enzymatische activiteit van
cytochroom c oxidase err citraat synthase bepaald. Beide zijn relatief hoog
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in skeletspier, gevolgd door leveren gekweekte cellen. Tezamen doen deze
waarnemingen vermoeden dat de transcriptniveaus van nucleaire en
mitochondrièle genen voor subeenheden van cytochroom c oxidase
gecoórdineerd gereguleerd worden. Dit regulatiemechanisme wordt echter
tenietgeclaan door cellulaire differentiatie en geldt niet voor alle genen
voor cytochroom c oxidase-subeenheden. In weefsels lijken de cytochroom
c oxidase-genen onderworpen te zijn aan een mechanisme dat hun
transcriptie controleert. In gekweekte cellen zouden cle relatieve grote
hoeveelheiden transcripten vergeleken met de relatief lage cytochroom c
ox idase -ac t i v i t e i t  ku r rnen  w i j zen  op  een  pos t - t r ansc r i p t i onee l
regulatieproces.

In hoofdstuk 6 zijn de relatieve hoeveelheden transcriptbepaald van
de gener-r voor de mitochondriële, ribosomale RNAs en van genen voor
subeenheden van cytochroom c oxidase en ATP-synthase ti jdensde in ztitro
differentiatie van menselijke myoblasten (spierstamcellen) naar myotubes
(multinucleaire spiervezels). Deze ín ztitro differentiatie dient als model
voo r  de  myogenese  ( sp ie rvo rm ing ) .  De  re la t i eve  } roevee lhe id
mitochondriële transcriptenen nucleaire transcripten voorde subeenheden
IV, Va, \'b, VIb, VIc, VIIc en VIII van cytochroom c oxidase en subeenheid
13 van ATP-synthase veranderen parallel aan elkaar; de transcriptniveaus
nemen toe tijdens de overgang van myoblasten naar myotubes en zijn lager
in late myotubes. De transcriptie van de nucleaire genen voor isovormen
van de subeenheden VIa en VIIa blijkt celtvpe-afhankelijk te zijn. De
hoeveelheid transcript voor de isovorm van VIa aangeduid als levertype
neemtaf tijdens de differentiatie, terwijl op het zelfde moment de transcriptie
van het gen voor de isovorm van VIa aangeduid als harttype juist
geïnduceerd wordt. Transcripten voor beide isovormen subeenheid VIIa
zijn aanwezig gedurende de gehele kweek, de hoeveelheid transcript voor
de isovorm van VIIa aangeduid als harttype neent toe ti jdens cle
differentiatie. Deze resultaten maken het waarschijnlijk dat er sprake is van
wisseling van subeenheid VIb isovormen en van co-expressie van
subeenheid VIIa isovormen tijdens de myogenese. Het mechanisme voor
de regulering van de transcriptie blijkt onder controle te staan van de
celdifferentiatie in dit systeem. Er worden van elkaar verschil lende
veranderingen in hoeveelheid van de transcripten voor de isovormen VIa
en VIIa, aangeduid als harttype, en van elkaar verschillende veranderingen
in hoeveelheid van de transcripten voor de isovormen VIa en VIIa,
aangeduid als levertype, gevonden. Dit geeft aan dat er verschillende
mechanismen voor transcriptie-regulatie aanwezig zijn voor zowel de
genen voor de beide isovormen aangeduid als harttype, als voor de genen
voor beide isovormen aangeduid als levertvpe.
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Hoofdstuk 7 gaat in op zeer recente ontwikkelingen op het gebied
van gecoórdineerde expressie van genen die van belang zijn voor de
biogenese van mitochondriën. Bij de isolering en karakterisering van een
aantal nucleaire Benen voor mitochondriële eiwitten zijn in het 5'-
aangrenzende gec'leelte van deze genen verschillende, gerneenschappelijke
DNA-sequentie-elementen geïdentificeerd die verondersteld worden een
rol spelen bij de gecoórdineerde expressie. Opvallend is dat geen van deze
sequentie-elementen gemeenschappelijk voorkomt in alle nucleaire genen
voor mitochondriële eiwitten of bijvoorbeeld een bepaald complex van de
oxidatieve fosforylering. Het huidige beeld wekt de indruk dat er een
overlappend mozaïek patroon van gemeenschappelijke, regulerende
sequentie-elementen aanwezig is in het S'-aangrenzende gedeelte van
deze genen. Dit beeld geeÍt aan dat de genen enerzíjds onderhevig zijn aan
gecoórdineerde transcriptie, maar anderzijds ook meer onafhankelijk
gereguleerd kunnen worden. Men kan zich afvragen of de transcriptie van
mitochondriële eiwitten onder alle omstandigheden gecoórdineerd
gereguleerd is. Mogelijk vindt gecoórdineerde regulering van de transcriptie
slechts plaats onder bepaalde on-rstandigheden en worden slechts bepaalde
genen gecoórdineerd gereguleerd. Dit sluit goed aan bij de waarnemingen
gedaan in hoofdstuk 5 en 6, waarbij voor een gedeelte van de de genen voor
subeenheden van cytochroom c oxidase gecoórdineerde transcriptniveaus
aangetoond worden, terwijl de transcriptniveaus voor een ander gedeelte
van de subeenheden een hiervan verscl'rillend patroon volgt onder andere
beïnvloed door de differentiatie tiidens de myogenese.
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