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Einleitung

3 Einleitung

Die Vielzahl der innerhalb der eukaryotischen Zelle ablaufenden biochemischen
Prozesse ist auf eine Reihe unterschiedlicher Kompartimente verteilt. Diese Prozesse sind
innerhalb der Zelle auf bestimmte Kompartimente begrenzt. Die Kompartimentierung von
metabolischen Prozessen bildete sich wihrend der Evolution aus, um eine optimale
Funktion und Regulation des Stoffwechsels zu ermdglichen. Die Kompartimente sind von
Lipidmembranen umgeben. Dabei unterscheidet man Kompartimente, die von einer
einfachen Membran umgeben sind (wie z.B. Endoplasmatisches Retikulum, Golgi-Apparat,
Peroxisomen und Lysosomen), und solche, die einen komplexeren Aufbau besitzen (z.B.
Zellkern, Mitochondrien und Chloroplasten). Die Proteinsynthese erfolgt hauptséchlich im
Zytosol. Der Transport der im Zytosol synthetisierten, kernkodierten Proteine in die
Zielkompartimente erfolgt durch spezifische Transportsysteme. Mitochondrien und
Chloroplasten besitzen ein eigenes Genom und eine eigene Proteinsynthesemaschinerie.
Proteine, welche auf der mitochondrialen DNS (mtDNS) kodiert sind, konnen von den
Mitochondrien selbst synthetisiert werden. Der prozentuale Anteil der von den
Mitochondrien selbst synthetisierten Proteine betridgt beispielsweise in der Biackerhefe nur
ca. 1 %. Die restlichen in den Mitochondrien lokalisierten Proteine sind kernkodiert und

werden aus dem Zytosol in die Mitochondrien importiert.

3.1 Das Zytoskelett als essenzieller Bestandteil eukaryotischer Zellen

Eukaryotische Zellen besitzen die Féhigkeit, die in ihrem Zellinneren enthaltenen
Komponenten rdumlich zu organisieren. Dariiber hinaus kdnnen viele Zellen verschiedene
Formen annehmen und koordinierte Bewegungen durchfiihren. Alle genannten Féahigkeiten
werden durch das Zytoskelett ermoglicht. Bei der eukaryotischen Zelle lassen sich sehr
dynamische und zielgerichtete Bewegungsvorgdnge in Form von Organellentransport
mikroskopisch beobachten und unterscheiden. Diese Prozesse sind fiir die Gesamtfunktion
einer Zelle von groBer Wichtigkeit. Hierbei liefert das Zytoskelett die fiir die genannten
Prozesse bendtigte Maschinerie. Dabei ist es nicht nur fiir die rdumliche Organisation der
Zellkompartimente verantwortlich, sondern es vermittelt auch den Stoffaustausch zwischen
den Organellen.

Drei Proteinfilamenttypen bilden das Zytoskelett: die Intermedidrfilamente, die
Mikrotubuli und die Aktinfilamente. Eukaryotische Zellen enthalten in der Regel ein mit

dem Zellkern assoziiertes Organisationszentrum. Von diesem ausgehend organisieren sich
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Einleitung

die Mikrotubuli strahlenformig mit ihrem dynamischen Plus-Ende zur Plasmamembran hin.
Mikrotubuli {ibernehmen oft den Transport iiber weite Strecken und sind fiir die
Lokalisation von Golgikomplex und ER verantwortlich. Dariiber hinaus besitzen sie eine
wichtige Funktion in der Kompartimentierung des endolysosomalen Weges. Das
Aktinzytoskelett  spielt bei der Endozytose und  Sekretion, sowie bei
Membranfusionsereignissen eine Rolle und ist vorrangig in der Zellperipherie und entlang
von Membranen lokalisiert. Intermedidrfilamente durchziehen das gesamte Zytoplasma mit
einem Netzwerk, welches den Zellkern umhiillt und sich von dort aus in die Zellperipherie
erstreckt. Dieser Filamenttyp ist zudem haufig in der Zellmembran verankert und an der
Zell-Zell-Verbindung beteiligt.

In jlingerer Zeit finden sich immer mehr Hinweise auf stark iiberlappende und
interagierende Bereiche und Funktionen der unterschiedlichen Filamentsysteme (Gavin,
1997; Goode et al., 2000). Diese Interaktionen sind teilweise vom Zelltyp abhéngig. Der
Vesikeltransport im Axon als Beispiel erfolgt im Wesentlichen entlang von Mikrotubuli
(Goldstein und Yang, 2000, Deacon et al., 2003). Jedoch gibt es zunehmend Hinweise auf
einen mikrofilamentabhidngigen Transport von Vesikeln im Axon (DePina und Langford,
1999; Schah und Cleveland, 2002; Brown et al., 2004). Morris und Hollenbeck konnten
zeigen, dass die bidirektionale Motilitdit von Mitochondrien innerhalb von Neuronen das
Resultat eines ausbalancierten Gleichgewichtes von Bewegungen entlang beider

Filamentsysteme ist (Morris und Hollenbeck, 1993; Morris und Hollenbeck, 1995).

3.2 Molekulare Motoren des Zytoskeletts

Molekulare Motoren sind biologische Maschinen, welche fiir die meisten Formen
von Bewegung in Zellen verantwortlich sind. Im Zytoplasma lassen sich drei Arten von
molekularen Motoren unterscheiden: Myosine benutzen das Aktinzytoskelett, wohingegen
Kinesine und Dyneine entlang des Mikrotubuliskeletts ihre Aufgaben verrichten. Vertreter
dieser drei Familien bilden eine Grundausstattung von molekularen Motoren, welche bei
dem Transport von Membranvesikeln involviert sind (Abb. 1).

Bei Kinesin bewirkt die Hydrolyse von ATP eine kleine Konformationsédnderung
konservierter Strukturelemente in unmittelbarer Nidhe der ATP-Bindungsstelle. Diese
Konformationsédnderung fiihrt zu weiteren koordinierten Strukturverdnderungen in der
Mikrotubulibindungsstelle, welche durch Wechselwirkung mit strukturellen Elementen des
C-Terminus mechanisch verstarkt werden. Bei konventionellen Kinesinen bestehen die als

,,Halsbereich®“ bezeichneten strukturellen Elemente des C-Terminus aus einem 10
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Aminoséuren kurzen Abschnitt, welcher entweder an der Motordoméne angedockt oder frei
vorliegt. Es wird angenommen, dass die Beweglichkeit des Halsbereiches im
Zusammenspiel mit einer Drehung von Elementen der Motordoméne die Kinesinbewegung
antreibt (Vale und Milligan, 2000; Schliwa und Woehlke, 2001). Chemische Energie wird

auf diese Weise in gerichtete Bewegung umgesetzt.

Abb. 1. , Toolbox“ molekularer
Motoren (Vale, 2003)

Die dargestellten Strukturen
wurden aus atomarer
Roéntgenstrukturaufldsung
abgeleitet. Die fiinf dargestellten
Membranvesikel-transportierenden
Motoren stellen die
Grundausstattung an molekularen
Motoren dar, welche bei dem
Transport von Vesikeln und
Organellen involviert sind. Vertreter
der jeweiligen Motorfamilie sind
schon in einfachen Eukaryoten
enthalten, wobei die Komplexitat
dieser Motoren in  hodheren
Eukaryoten aufgrund von
Genverdopplung und Gensplicing
stark erhoht ist. Katalytische
Einheiten der Motordoméne sind
blau, Schwanzdomanen, welche
Funktionen in der Bindung des zu
transportierenden Objektes
besitzen, sind lila dargestellt. Zur
Darstellung des Aufbaus aus
unterschiedlichen Doméanen st
Dynein in einer Mixtur aus blau und
lila illustriert. Der Unc104-Motor
kann sowohl als Monomer als auch
als Dimer vorliegen, was durch das
Gleichgewicht symbolisiert ist.

3.2.1 Mikrotubuli-assoziierte Motorenzyme

3.2.1.1 Kinesin

Das konventionelle Kinesin wurde 1985 entdeckt. Nachdem seine Bedeutung im
axonalen Transport belegt worden war (Brady, 1985; Vale et al., 1985), konnten schnell
weitere Funktionen von Kinesin aufgedeckt werden. Die Lokalisation von konventionellem

Kinesin in der mitotischen Spindel (Scholey et al., 1985) diente zum Beispiel als Beleg fiir
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eine Beteiligung von Kinesin an Prozessen der Mitose. Seit dieser Anfangszeit der
Kinesinforschung hat die Zahl der bekannten Kinesine bestindig zugenommen. Die
hochkonservierte Motordoméne bildet das Element, welches die Kinesin-Superfamilie
definiert. Zusitzliche Elemente auBBerhalb der Motordoméne werden zur Dimerisation von
Kinesinmonomeren und zur Interaktion mit verschiedenen Proteinen benotigt.

Konventionelles Kinesin aus Tieren ist ein Heterotetramer aus zwei schweren und
zwei leichten Ketten. Urspriinglich wurde das konventionelle Kinesin als KHC (kinesin
heavy chain) bezeichnet, wohingegen Kinesine, welche keine schweren Ketten enthalten,
als KRPs (Kinesin-related proteins) bezeichnet wurden. Die Motordoméne von
konventionellen Kinesinen ist im N-terminalen Bereich der schweren Kette des
konventionellen Kinesins lokalisiert (Yang et al., 1990). Mit dem C-Terminus der schweren
Kette, welche den ,,Schwanzbereich* enthélt, kdnnen die leichten Ketten interagieren. Sie
werden fiir die Bindung des zu transportierenden Objekts an das Motorprotein bendtigt und
besitzen einen regulatorischen Einfluss auf die Aktivitit der Motordoméne (Verhey et al.,
1998; Stock et al., 1999; Seiler et al., 2000). Dartiber hinaus wurde vorgeschlagen, dass sie
die Spezifitdt der zu transportierenden Fracht festlegen (Khodjakov et al., 1998). C-terminal
der Motordomine befindet sich der ,,Halsbereich®. Er umfasst ca. 40 Aminosduren und hat
regulatorische FEinfliisse auf die Bewegungsrichtung und -geschwindigkeit des
Motorproteins (Endow, 1999; Case et al., 2000).

Der modulare Aufbau von Kinesin — bestehend aus Motordoméine, Hals und
Schwanzbereich — ermdoglicht eine grofe Variation in der Zusammensetzung des
Motorproteins, wodurch sich Kinesine in 14 Familien gruppieren lassen (Dagenbach und
Endow, 2004). Die Anzahl der Kinesine dieser Familien ist von Organismus zu Organismus
unterschiedlich. Einen aktuellen Uberblick iiber die Kinesin-Superfamilie zeigt die Abb. 2.

Innerhalb der Kinesin-Superfamilie wird die Zuordnung einzelner Kinesine zu einer
Kinesin-Familie durch die Homologie der Motordomine begriindet (Hirokawa et al., 1998).
Die Mehrheit der Kinesine ldsst sich als molekularer Motor mit zum Plus-Ende der
Mikrotubuli gerichteter Bewegung beschreiben. Sie besitzen eine N-terminal oder zentral
gelegene Motordoméne. Zusétzlich zu diesen Motoren gibt es eine weit geringere Anzahl
an Kinesinen mit C-terminal gelegener Motordoméne, welche eine zum Minus-Ende der

Mikrotubuli gerichtete Bewegung besitzen (Hirokawa, 1998; Hirokawa et al., 1998).
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Abb. 2. Phylogenetischer Stammbaum der Kinesin-Superfamilie. Stand: Januar 2004.
(Dagenbach und Endow, 2004)

Fir einen aktuellen Uberblick siehe: http://www.blocks.fhcrc.org/~kinesin/.

Einige Kinesine sind monomere Motoren (Okada und Hirokawa, 1999), die meisten
bilden jedoch Homo- (Bloom et al., 1988) oder Heterooligomere (Cole, 1999), welche sich
aufgrund verschiedener Strukturen im Schwanzbereich ausbilden koénnen (Cole und
Scholey, 1995). Nur wenige der Kinesine sind vollstindig charakterisiert und ihre zelluldren
Aufgaben ermittelt. [hre Funktionen reichen von der Beteiligung an der Spindelelongation

(Heck, 1999; Sharp et al, 2000) iiber den Transport von Organellen, mRNA und
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Proteinkomplexen (Hirokawa, 1998; Brendza et al, 2000) bis zum Transport von
Chromosomen. Mitglieder einzelner Kinesin-Familien {iben — soweit bekannt —
gruppenspezifische Funktionen aus und sind durch die gleiche Proteinzusammensetzung
charakterisiert. Zum Beispiel sind Kinesine der MCAK/KIF2-Familie an der
Spindelentstehung und der Aufrechterhaltung wéihrend der Mitose beteiligt, wohingegen
Kinesine der BimC-Familie zusammen mit Dynein an der Anaphase in der Mitose beteiligt
sind (Kashina et al., 1997). Kinesine der Uncl04-Familie fungieren ausschlieBlich als

Organellentransporter (Bloom, 2001a).

3.2.1.2 Dynein

Dynein wurde erstmals als ATPase in Tetrahymena cillia identifiziert (Gibbons und
Rowe, 1965). Die Entdeckung seiner Eigenschaft als molekularer Motor folgte wesentlich
spater (Paschal et al., 1987). Dynein ist aus zwei schweren Ketten, die die Motoraktivitat
besitzen, und einer Vielzahl mittelschwerer und leichter Ketten meist unbekannter Funktion
aufgebaut.

Axonemale Dyneine erzeugen durch Bewegung von Mikrotubuli die Cilien- und
Flagellenbewegung, wohingegen zytoplasmatische Dyneine an intrazelluldren
Transportvorgingen beteiligt sind, wie z.B. dem Kerntransport in filamentdsen Pilzen oder
Neuronen (Bloom, 2001b; Vallee et al., 2001). In der Bickerhefe ist zytoplasmatisches
Dynein an der Positionierung der mitotischen Spindel und dem Transport von
Membranvesikeln beteiligt (Hirokawa, 1998; Wedlich-Soldner et al., 2002a).

Im Gegensatz zu der Vielzahl von Kinesin-Familien mit ihren vielféltigen zelluldren
Funktionen existieren von Dynein nur sehr wenige Familien. Die Evolution hat im Falle
von Dynein offenbar eine andere Strategie verfolgt, um den Anforderungen verschiedenster
Transportvorgénge gerecht zu werden. Diese Strategie besteht in der Interaktion des
zytoplasmatischen Dyneins mit einer Vielzahl von heterogenen Untereinheiten,
Bindungspartnern und assoziierten Proteinen. Einer Reihe von Dynein-Untereinheiten wird
eine Rolle als Adaptermolekiil zwischen Motor und zu transportierender Fracht
zugeschrieben, und es gibt indirekte Hinweise auf spezifische zellulire Funktionen in
Abhingigkeit von Dynein und der mit ihm assoziierten Untergruppen (Susalka und Pfister,

2000; Vallee et al., 2004).

3.3 Interaktionsmodelle fiir Kinesin-vermittelten Vesikeltransport

Vor einigen Jahren sah man die Vielfalt unterschiedlicher Kinesine als Folge

evolutiondrer Anpassung. Diese beinhaltete zum einen Genduplikation in Form der
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konservierten Motordomdane und zum anderen die Variation unterschiedlicher
Schwanzbereiche, um den gestiegenen Anspriichen zelluldarer Funktion zu entsprechen. Da
alle Kinesine die konservierte Motordoméine enthielten, kann eine definierte zelluldre
Funktion nur iiber eine spezifische Interaktion des C-terminalen Schwanzbereiches mit
einem bestimmten Protein erreicht werden. Da Kinesine vielféltige zelluldre Funktionen
aufweisen, sollte auch eine Vielzahl an Proteinen existieren, die mit den Kinesinen
wechselwirken konnen.

Das Verstiandnis der Rolle von Kinesin im Transport von Organellen und Vesikeln
setzt tief gehende Einblicke in die Regulation des Transportes und die Bindung des zu
transportierenden Objektes an den molekularen Motor voraus. In beiden Féllen spielen
Proteinbereiche aulerhalb der Motordoméne und interagierende Proteine eine wesentliche
Rolle. In den letzten Jahren wurden grofe Anstrengungen unternommen, Proteine zu
identifizieren, welche mit dem Schwanzbereich von Kinesinen interagieren. Die
identifizierten Proteine konnten dann als Verbindungsstiick zwischen Motorprotein und
dem zu transportierenden Objekt dienen.

Kinektin war das erste identifizierte Protein, welches konventionelles Kinesin mit
Vesikeln des endoplasmatischen Retikulums verband (Kumar et al., 1995). Die Genome
von Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans enthalten kein Kinektin-
Homolog, weshalb Kinektin kein universeller Kinesinrezeptor sein kann. In der Folgezeit
konnten weitere Interaktoren von Kinesin entdeckt werden (Klopfenstein et al., 2000;
Goldstein, 2001). Beispiele dafiir sind der Nervenwachstumsfaktor trk (Kamal et al., 2001),
die Interaktionsproteine der JNK (Jun N-terminale Kinase), JIP1/2 und JIP3 (Verhey ef al.,
2001), das Adaptorprotein B-Adaptin (Nakagawa ef al., 2000), das Fototransduktionsprotein
Opsin (Marszalek et al., 2000), das Amyloidvorlduferprotein APP (Kamal ez al., 2000)
sowie das NMDA (N-Methyl-D-Aspartate) Bindeprotein mlin-10 (Setou et al., 2000).
JIP1/2, B-Adaptin und mlin-10 verbinden Motorproteine (konventionelles Kinesin, Kif13
und Kif17) mit vesikuldren integralen Transmembranproteinen. Transmembranproteine wie
Opsin oder APP stellen eine direkte Verbindung zwischen Kinesin oder auch Dynein mit
dem Transportgut her.

Ein weiterer direkter — wenn auch sehr viel unspezifischer — Mechanismus fiir eine
Interaktion mit Membranvesikeln, konnte fiir ein Mitglied der Unc104-Familie monomerer
Kinesine belegt werden (Klopfenstein ef al., 2002). Bei diesem Mechanismus erfolgt die
Bindung des Kinesins an die Vesikelmembran durch eine Interaktion der ,,PH (Pleckstrin

homologe)“-Domédne mit der Phospholipiddoppelschicht der Vesikelmembran. Die
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Membran muss Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat enthalten, damit sich die Interaktion
ausbildet. Nach der aktuellen Vorstellung bewirkt die Interaktion mit Lipidrafts einen
Zusammenschluss einzelner monomerer Kinesine, was wiederum die treibende Kraft fiir
den Transport bildet (Klopfenstein et al., 2002).

Als Ursache der bisher nur unzureichend erfolgten Zuordnung von zelluldren
Funktionen zu spezifischen Motorproteinen ldsst sich im Falle des konventionellen Kinesins
die Existenz mehrerer Isoformen von schweren und leichten Ketten anfiihren. Des Weiteren
wird die Zuordnung durch das redundante Auftreten vieler Motoren (Cottingham und Hoyt,
1997), aber auch durch die Interaktion des Schwanzbereiches eines Motorproteins mit
Proteinen anderer Motorfamilien erschwert. Als Beispiel kann das konventionelle Kinesin
der Maus angefiihrt werden, welches in vivo mit Myosin VA interagiert. Diese beiden
Motoren kolokalisieren innerhalb der Zelle. Eine Koordination mikrotubuliabhingigen
Transports und aktinabhingiger Bewegungsprozesse wiirde durch diese direkte Interaktion
verschiedener Motoren mdglich (Huang et al., 1999). Dieser Komplex kann unter anderem
zur Koordination aufeinander folgender Transportprozesse entlang von Mikrotubuli und
Mikrofilamenten dienen. Eine Zusammenfassung moglicher Interaktionen zwischen

Motorprotein und zu transportierender Fracht findet sich in Abb. 3.

Abb. 3. Mogliche Motor-Fracht-Interaktionen

(A) Interaktion mit einem Transmembranrezeptor und der schweren Kette des konventionellen
Kinesins, vermittelt durch ein Verknupfungsprotein. (B) Interaktion zwischen einem
Transmembranrezeptor und den leichten Ketten des konventionellen Kinesins. (C) Interaktion mit
einem Transmembranrezeptor und den leichten Ketten des konventionellen Kinesins, ebenfalls
vermittelt Gber ein Hilfsprotein. (D) Interaktion zwischen Phospholipiden der Vesikelmembran und
der PH-Domane von Vertretern der Kinesin Unc104-Familie.
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3.4 Verwendung einfacher Modellorganismen zum Studium der
Funktion von Kinesin

Viele biologische Fragestellungen lassen sich gut in einfachen Modellorganismen
studieren, welche fiir zellbiologische, biochemische und genetische Methoden leicht
zuginglich sind. Aufgrund der evolutiondren Konservierung der grundlegenden
zellbiologischen Prozesse lassen sich die gewonnenen Erkenntnisse sehr oft auf hohere
Eukaryoten und den Menschen tibertragen.

Die Hefe S. cerevisiae ist in vielféltiger Hinsicht ein exzellenter Modellorganismus,
mit dem verschiedenste Fragestellungen untersucht werden konnen. Durch die vollstindige
Sequenzierung des Genoms ist der komplette Satz molekularer Motoren bekannt.
Genetische Studien und zellbiologische Untersuchungen halfen die Beteiligung molekularer
Motoren an der Exo- und Endozytose und der Meiose und Mitose zu verstehen. Das
Hefegenom enthélt sechs Kinesine, von denen alleine fiinf an Bewegungsvorgingen in der
Meiose und Mitose beteiligt sind. Die Entstehung und die Aufrechterhaltung der
mitotischen Spindel werden durch das Zusammenspiel entgegengesetzt wirkender
Kinesinmotoren reguliert. Zum Beispiel lassen sich Defekte in der Mitose, welche durch
Mutationen in Vertretern der BimC-Familie resultieren, durch Deletion von Kinesinen der
KAR3-Familie aufheben. Fiir die Vererbung von Organellen notwendige
Transportvorgénge laufen in der Hefe entlang des Aktin-Zytoskeletts ab (Jacobs et al.,
1988; Simon und Pon, 1996). Aufgrund des nur sehr schwach ausgeprigten
Mikrotubulisystems, dessen Ausdehnung schon wegen der geringen Grofle der Zelle
limitiert ist, ist die Bickerhefe fiir das Studium des Organellentransports bzw. des
gerichteten Langstreckentransports entlang von Mikrotubuli nicht geeignet.

Hinsichtlich dieser Fragestellung konnen filamentdse Pilze als Modellorganismen
eingesetzt werden. Das Wachstum von filamentdsen Pilzen findet in Form von stark
elongierten Hyphen statt, wobei der Einbau von neuem Zellmaterial vorwiegend an der
Hyphenspitze erfolgt (Gow und Gadd, 1994). In Analogie zum Axon findet hier ein
Langstreckentransport vom Synthesezentrum im subapikalen Bereich zum Wachstumsort
statt. Uber den molekularen Mechanismus dieser intrazelluliren Bewegung ist bis jetzt sehr
wenig bekannt. Durch Untersuchungen mit Zytoskelettinhibitoren konnte ein Bild
entwickelt werden, welches den hoéheren Eukaryotenzellen gleicht. Der gerichtete
Langstreckentransport von Kernen, Vesikeln und Organellen ist eine wichtige Funktion, die
im Wesentlichen ein Mikrotubuli-abhingiger Prozess ist und von Kinesin-

Familienmitgliedern ausgeiibt wird (Oakley und Morris, 1980; Steinberg und Schliwa,
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1993). Das Aktinzytoskelett hingegen kontrolliert vorrangig die Organisation der
Hyphenspitze und die Etablierung der Zellpolaritit (Bachewich und Heath, 1998; Heath et
al., 2000; Brent Heath et al., 2003). Die Aufrechterhaltung dieser Polaritdt scheint
wiederum vom Mikrotubuli-Zytoskelett beeinflusst zu sein (Riquelme et al., 1998).

Die Analyse der Genome verschiedener filamentdser Pilze ermoglichte eine
Einteilung von Kinesin-verwandten Proteinen in wenigstens 10 Familien (Schoch et al.,
2003). Mit Ausnahme der Kinesin-Familien KRP85/95 und MCAK enthalten filamentdse
Pilze alle der auch in héheren Eukaryoten vorkommenden Klassen.

Konventionelles Kinesin in hoheren Eukaryoten, filamentdosen Pilzen und der
Spalthefe kann eine Vielzahl von Vesikeln und Organellen transportieren (Lehmler et al.,
1997; Seiler et al., 1997; Steinberg ef al., 1998; Wu et al., 1998; Brazer et al., 2000). Der
Verlust des konventionellen Kinesins in filamentdsen Pilzen fiihrt zu einer Vielzahl von
Phénotypen. In N. crassa ist ein Defekt in der Kernverteilung und dem Transport von
sekretorischen Vesikeln zu beobachten, in Ustilago maydis ist die Bildung von Vakuolen
gestort, und die Deletion von konventionellem Kinesin in Aspergillus nidulans fiihrt zu
einem Defekt im gerichteten Wachstum und der Kernverteilung (Steinberg et al., 1998; Wu
et al., 1998; Suelmann und Fischer, 2000a; Requena et al., 2001).

Im Gegensatz zu hoheren Organismen besitzt das konventionelle Kinesin
filamentoser Pilze keine leichten Ketten. Aus diesem Grunde muss die Interaktion von
schwerer Kette und Schwanzregion in konventionellen Kinesinen filamentdser Pilze einem
anderen Mechanismus folgen als im Kinesin hoherer Eukaryoten (Steinberg und Schliwa,
1995; Steinberg, 2000). Kinesine filamentoser Pilze zeigen in vitro eine vier- bis fiinffach
hohere Bewegungsgeschwindigkeit und eine hohere Prozessivitdt als tierische Vertreter
(Grummt et al., 1998; Kirchner et al, 1999; Lakdmper et al., 2003). Eine weitere
Besonderheit des konventionellen Kinesins in N. crassa besteht in dem direkten Anschluss
des Halsbereiches an die Motordoméne. Diese Doméne ist im Gegensatz zu den Kinesinen
hoherer Organismen nicht fiir eine Dimerisation ausreichend (Kallipolitou et al., 2001).

Filamentose Pilze unterscheiden sich durch ihr Wachstumsverhalten von der
Béckerhefe. Daher sind Kinesine, welche in der Backerhefe nicht vorkommen, potenzielle
Kandidaten fiir den gerichteten Langstreckentransport von Organellen und Vesikeln. In
hoheren Organismen sind Vertreter der Uncl04-Familie an dem Transport von
Mitochondrien oder Golgi-Vesikeln beteiligt (Nangaku et al., 1994; Dorner et al., 1998;
Bloom, 2001a). Von dieser Kinesin-Familie sind in den Genomen filamentoser Pilze zwei

eigenstdndige Gruppen enthalten (Schoch et al., 2003). Zu der einen Gruppe gehdrt Nkin2,
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ein ca. 206 kDa grof3es Protein, welches im Rahmen der vorliegenden Arbeit funktionell
untersucht wurde. Dieses Protein enthilt ein der PH-Doméne dhnliches Motiv, welches eine
Bindung zwischen Fracht und molekularen Motor vermitteln konnte (Klopfenstein et al.,
2002) und ein ,,FHA (Forkhead-associated)“-Motiv. Dieses Motiv ist im Allgemeinen an
der Signaltransduktion und der Vermittlung von Protein-Protein-Wechselwirkungen
beteiligt.

Nkin2 besitzt eine hohe Homologie zu dem Mitochondrienmotor Kifl1Ba aus Maus
(Nangaku et al., 1994) und dem Unc104-Homologen Umkin3, dem eine Beteiligung im
Transport von Endosomen in U. maydis nachgewiesen werden konnte (Wedlich-So6ldner et
al., 2002a). Das zweite Kinesin der Unc104-Familie in N. crassa, Nkin3, ist 75 kDa grof3
und wurde ebenfalls im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Seine Motordoméne
weist relative hohe Homologie zu Kiflc aus Mus musculus auf. Nkin3 besitzt jedoch im
Vergleich zu diesem Kinesin einen auffillig kurzen C-Terminus. Homologe von Nkin3 sind
nur in filamentésen Pilzen zu finden. Die Kinesine dieser Gruppe besitzten keine PH- oder
FHA-Motive, sodass es sich um eine eigenstindige Gruppe von Kinesinen innerhalb der
Unc104-Familie handelt. Mitglieder dieser beiden Gruppen sind gute Kandidaten fiir
Motorproteine, die den Langstreckentransport von Organellen in filamentdsen Pilzen
vermitteln.

Eine weitere Kinesin-Familie, welche nicht in der Backerhefe, aber in filamentdsen
Pilzen vorkommt, ist eine Familie mit Homologie zur KIF21-Familie von Siugern.
Vertreter dieser Familie sind jedoch in filamentdsen Pilzen noch nicht charakterisiert,
sodass tiber eine Rolle dieser Kinesine im gerichteten Langstreckentransport nur spekuliert
werden kann.

Die weiteren Kinesine der filamentdsen Pilze gruppieren in Familien mit Funktionen
in der Meiose und Mitose. Zu diesen gehdren Vertreter der BimC-Familie, die eine
Funktion in der Abtrennung des Spindelpolkorpers und des Zentrosoms wihrend der Mitose
besitzen (Kashina et al., 1997). Die Abb. 4 zeigt ein Modell verschiedener Funktionen der

am Organellentransport beteiligten molekularen Motoren in filamentdsen Pilzen.
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Abb. 4. Hypothetisches Modell der Funktion molekularer Motoren in filamentésen Pilzen
(Steinberg, 2000)

Kinesin und Dynein transportieren Vesikel und Organellen entlang polarer Mikrotubuli in
entgegengesetzter Richtung. Mit plus wird das schnell polymerisierende Ende des Mikrotubulus, mit
minus das langsam depolymerisierende Ende des Mikrotubulus bezeichnet. Myosin transportiert
Vesikel entlang des Aktinfilamentsystems. Motorproteine kdnnen ebenfalls
mikrotubulidepolymerisierende Eigenschaften besitzen.

3.5 Motorvermittelter Transport von Mitochondrien

3.5.1 Funktion von Mitochondrien

Neben ihrer Rolle im Energiestoffwechsel sind Mitochondrien an einer Vielzahl
weiterer wichtiger zelluldrer Funktionen beteiligt. Eine fiir die Lebensfihigkeit aller
eukaryotischen Zellen essenzielle Funktion besteht in der Assemblierung von Fe/S-
Clusterverbindungen (Lill und Kispal, 2000). Dariiber hinaus besitzen Mitochondrien neben
den Atmungskettenenzymen weitere Enzyme, welche z.B. am Fettsdureabbau, bei Schritten
des Harnstoffzyklus oder der Synthese des Himmolekiils beteiligt sind (Scheffler, 2001).
Man nimmt an, dass Mitochondrien zudem die lokale Konzentration von Ca*" in Axonen
puffern konnen, und so eine entscheidende Funktion in der Aufrechterhaltung synaptischer
Plastizitét besitzen (Zucker, 1999).

Die Rolle von Mitochondrien in der Regulation des programmierten Zelltodes ist
Gegenstand aktueller Forschung (Bernardi, 1999; Bernardi et al, 2001). So konnte
nachgewiesen werden, dass Mitochondrien — durch die Freisetzung von Cytochrom c, AIF
(Apoptose induzierender Faktor), Diablo/Smac und CAD (Caspase aktivierte DNAse) ins
Zytosol — Apoptose einleiten konnen. Diese Proteine binden spezifisch an zytosolische
Rezeptoren und aktivieren dann Caspasen. Diese aktivierten Enzyme, welche zur Klasse der
Proteasen gehoren, leiten dann den apoptotischen Signalweg ein. AIF und CAD werden in

den Zellkern transportiert und fithren dort zum Abbau von Chromatin (Wallace, 1999).
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In einem Nebenprozess der oxidativen Phosphorylierung entstehen reaktive
Sauerstoffverbindungen (ROS), wodurch Mitochondrien einem erhohten zelluldren Stress
ausgesetzt sind und ihre Lebensdauer herabgesetzt wird (Wallace, 1999). Die zelluldre
Stressantwort und Zellalterung sind iiber redoxsensitive Transkriptionsfaktoren wie NF¢B
miteinander verkniipft. Das Freisetzen von freien Radikalen aus den Mitochondrien in das
Zytosol steigt mit zunehmendem Alter an, und die zellulire Antwort auf diese Freisetzung
gleicht der einer Infektion. Die stressinduzierte Genexpression fiihrt schlieflich zu einer
chronischen Entziindung, was wiederum ein Charakteristikum vieler altersbedingter
Krankheiten ist, in denen die effektive Redoxkontrolle nicht mehr gewihrleistet ist (Sohal

et al., 1995).

3.5.2 Lokalisation und Morphologie von Mitochondrien

Mitochondrien sind essenzielle Organellen eukaryotischer Zellen. Sie produzieren
durch oxidative Phosphorylierung Energie in Form von ATP und sind deshalb innerhalb der
Zelle spezifisch an Orten mit hohem Energiebedarf lokalisiert. Beispiele sind die
Lokalisation von Mitochondrien in der N&he von Aktin-Myosin-Komplexen in
Muskelzellen oder an den Flagellen von Spermazellen. Ein weiteres Beispiel ist der
Transport der Mitochondrien vom Zellkorper durch das Axon zur Synapse in Nervenzellen.

Da Zellorganellen nicht de novo entstehen kdnnen, miissen sie sich durch Wachstum
und Teilung bereits existierender Organellen vermehren. Diesem Prozess sind auch
Mitochondrien unterworfen (Warren und Wickner, 1996). Mitochondrien sind durch
Membranen in verschiedene Kompartimente aufgeteilt. Diese werden als AuBenmembran,
Intermembranraum, Innenmembran und Matrixraum bezeichnet. Die Innenmembran lédsst
sich dariiber hinaus in zwei physiologisch unterschiedliche Unterkompartimente
differenzieren (Frey et al., 2002). Die innere Grenzmembran bezeichnet die Abschnitte der
Innenmembran, welche in engem Kontakt zur Aulenmembran stehen. Mit Cristae werden
die rohren- oder lamellenférmigen Ausstiilpungen der Innenmembran bezeichnet, welche in
den Matrixraum hineinragen. Bereits Mitte des vorigen Jahrhunderts erlaubte die Technik
der Elektronenmikroskopie die Sichtbarmachung dieser Organellenstruktur (Palade, 1953).

Lange Zeit ging man davon aus, dass Mitochondrien eukaryotischer Zellen in der
Regel eine nierenformige Gestalt besitzen und in der Zelle frei verteilt vorliegen. Erst die
Anwendung von spezifischen Farbstoffen in lebenden Zellen und die Technik der
konfokalen Mikroskopie zeigte, dass die Gestalt der Mitochondrien von Zelle zu Zelle stark
variieren kann. Die Vielfalt der Formen reicht von kleinen, kugelférmigen Organellen bis

hin zu einem lang gestreckten, verzweigten schlauchformigen Netzwerk (Rizzuto et al.,
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1998). Dieses Netzwerk ist kein starres Gebilde, sondern duflerst dynamisch und
fortwéhrend Teilungs- und Fusionsvorgdngen unterworfen (Bereiter-Hahn und Voth, 1994;

Hermann und Shaw, 1998; Yaffe, 1999).

3.5.3 Transport von Mitochondrien

Die molekularen Mechanismen der Positionierung von Mitochondrien sind nur
unzureichend verstanden. In der Literatur lassen sich Berichte sowohl iiber einen
Aktinzytoskelett—abhéngigen Transport als auch {ber einen Mikrotubuli-gestiitzen
Mechanismus finden (Nangaku et al., 1994; Langford, 1995; Pereira et al., 1997; Tanaka et
al., 1998; Ligon und Steward, 2000).

Die meisten Erkenntnisse iiber Aktin-abhdngigen Transport von Mitochondrien
konnten anhand von Untersuchungen in der Béckerhefe gewonnen werden. In diesem
Organismus ist die Positionierung und der Transport von Mitochondrien von dem
Aktinzytoskelett abhdngig (Hermann und Shaw, 1998). Temperatursensitive Mutationen in
Genen, welche das Aktinzytoskelett depolymerisieren oder destabilisieren, fiihren zum
Aggregieren von Mitochondrien und zur Inhibierung mitochondrialer Bewegung und
Vererbung (Drubin et al., 1993; Lazzarino et al., 1994; Simon et al., 1995). Licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchungen belegten zudem eine Kolokalisation von
Mitochondrien und dem Aktinzytoskelett (Drubin et al, 1993; Lazzarino et al., 1994;
Mulholland et al., 1994). In in vitro Versuchen konnten isolierte Mitochondrien an
Aktinfilamente gebunden werden. Diese Interaktion der Organellen mit dem Zytoskelett
erfolgt in ATP-abhédngiger Weise und wird von peripher mit der AuBlenmembran von
Mitochondrien verbunden Proteinen vermittelt (Lazzarino ef al., 1994). Dariiber hinaus
konnte eine ATP-abhidngige Motoraktivitdt auf der AuBenmembran von Mitochondrien
nachgewiesen werden (Simon et al., 1995; Boldogh et al., 1998). Diese mitochondriale
Motoraktivitidt weist alle Eigenschaften auf, die man bei einer Beteiligung von Myosin-
verwandten Motorproteinen erwarten wiirde. In einer Studie konnte eine Interaktion
zwischen einer GTPase und einem Klasse V Myosin (Myo2) nachgewiesen werden, welche
fiir die Verteilung von Mitochondrien in Hefe entscheidend ist (Itoh et al., 2002). Diese
Studie impliziert daher die Beteiligung von Myo2 an dem Transport von Mitochondrien in
Hefe. Dagegen spricht allerdings die Beobachtung, dass sowohl Deletionsmutanten der
bekannten Klasse V Myosine als auch eine Doppelmutante der MYO2 und MYO4-Gene,
keinen Phédnotyp hinsichtlich der Bewegung oder Positionierung von Mitochondrien
aufweisen (Simon et al, 1995). Demzufolge ist die Identitit der ATP-abhédngigen

Motoraktivitdt noch unklar. Eine andere Studie postulierte die Moglichkeit einer von der
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Aktinpolymerisation abhidngigen Bewegung von Hefemitochondrien unter Mitwirkung des
Arp2/3-Komplexes (Boldogh et al., 2001).

Die Mitochondrienbewegung in dem filamentdsen Pilz 4. nidulans erfolgt ebenfalls
entlang des Aktinzytoskeletts. Die Positionierung von Mitochondrien wird durch
mikrotubulidestabilisierende Substanzen nicht beeinflusst (Suelmann und Fischer, 2000a).
In  Photorezeptorzellen der Heuschrecke  Schistocerca gregaria  erfolgt  die
Mitochondrienbewegung ebenfalls Aktin-abhéngig, da sie sich durch Aktinzytoskelett-
depolymersierende Substanzen inhibieren ldsst (Sturmer und Baumann, 1996).

Im Gegensatz zur Mitochondrienbewegung in diesen Organismen ist die
Mitochondrienbewegung in  Schizosaccharomyces pombe von einem intakten
Mikrotubulizytoskelett abhingig (Yaffe ef al., 1996). Der Transport von Mitochondrien in
filamentdsen Pilzen erfolgt unter Verwendung unterschiedlicher Zytoskelettsysteme. In
vielen Vertretern filamentoser Pilze konnte — aufgrund der Verwendung von
mikrotubulidestabilisierenden Substanzen — die Beteiligung des Mikrotubulizytoskeletts an
der Verteilung von Mitochondrien belegt werden. Zu diesen zéhlen Fusarium acuminatum,
Nectria haematococca, Neurospora crassa und Allomyces macrogynus (Howard und Aist,
1980; Aist und Bayles, 1991; Steinberg und Schliwa, 1993; McDaniel und Roberson, 2000).
Nur in N. haematococca ist das beteiligte Motorprotein bekannt. Da Deletionsmutanten,
denen das Gen fiir das konventionelle Kinesin fehlt, einen mitochondrienfreien Bereich
nahe der Hyphenspitze aufweisen, wird angenommen, dass dieses Motorprotein am
Transport der Mitochondrien beteiligt ist (Wu et al., 1998).

In N. crassa ist der Mitochondrientransport entlang des Zytoskeletts zu einem
gewissen Anteil untersucht. In diesem Organismus wurde die intrazelluldre Bewegung von
Mitochondrien mit Hilfe von Differenzial-Interferenz-Kontrastmikroskopie und
computerunterstiitzter Videoauswertung untersucht. Die in Hyphen, Protoplasten,
Zellfragmenten und einer zellwandlosen Mutante untersuchten Mitochondrien bewegten
sich in einer gerichteten Weise mit einer Durchschnittsgeschwindigkeit von 1,4 pm/s. Die
Destabilisierung des Mikrotubulizytoskeletts durch Nocodazol fiihrte zu einem Verlust der
gerichteten Mitochondrienbewegung (Steinberg und Schliwa, 1993), wohingegen
aktindestabilisierende Substanzen keinen Einfluss auf die Mitochondrienbewegung haben
(Prokisch et al., 2000). Das konventionelle Kinesin Nkin und das in den Transport von
Mitochondrien involvierte konventionelle Kinesin von N. haematococca besitzen eine

Aminosdurenidentitit von 77 %. Trotz dieser groBen Homologie ist das konventionelle
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Kinesin in N. crassa nicht an dem Transport von Mitochondrien beteiligt (Seiler et al.,
1999).

In tierischen Zellen erfolgt der Transport von Mitochondrien vorwiegend entlang
von Mikrotubuli. Hier konnte die Beteiligung mehrer Kinesinisoformen (K/FIB, KLP67A,
KIF5B) nachgewiesen werden (Nangaku et al., 1994; Pereira et al., 1997; Khodjakov et al.,
1998; Tanaka et al., 1998). Kiflb kolokalisiert mit Mitochondrien in vivo und ist bei
Subfraktionierung von Zellen in der Mitochondrienfraktion angereichert. Das isolierte
Protein kann zudem in in vitro Experimenten Mitochondrien entlang von Mikrotubuli
bewegen (Nangaku et al., 1994). Deletion einer Isoform des konventionellen Kinesins
(KIF5B) fihrt zu einem Aggregieren von Mitochondrien in der Néhe des Zellkerns (Tanaka
et al, 1998). Diese Isoform des konventionellen Kinesins kolokalisiert in
Séugetierzelllinien mit Mitochondrien (Khodjakov ef al., 1998). Auch in Drosophila konnte
eine Kolokalisation von Kinesin (KLP67A4) mit Mitochondrien beschrieben werden (Pereira

etal., 1997).

3.5.4 Aufrechterhaltung mitochondrialer Gestalt und Positionierung

Eine fehlerhafte Positionierung von Mitochondrien muss nicht zwangsldufig das
Resultat einer eingeschrinkten Motorfunktionalitit sein, sondern kann auch auf den Verlust
der Interaktion von Motorprotein und Fracht zuriickzufiihren sein.

Anhand von Mutanten mit verdnderter mitochondrialer Morphologie, den ,,mdm
(mitochondrial distribution and morphology)“-Mutanten, wurde eine Reihe von Genen
identifiziert, die fiir die normale Verteilung und Gestalt von Mitochondrien wichtig sind
(McConnell et al., 1990; Burgess et al., 1994; Sogo und Yaffe, 1994; Hermann et al.,
1997). Zu den identifizierten Proteinen gehdren die AuBenmembranproteine Mdm10 und
Mdm12 (Sogo und Yaffe, 1994; Berger et al., 1997; Boldogh et al., 1998) und Mmm1 (fiir
"maintenance of mitochondrial morphology") (Burgess ef al., 1994). Die Deletion der fiir
Mdm10 und MmmIl kodierende Gene fiihrt zur Ausbildung von Riesenmitochondrien, die
nicht mehr in der Lage sind, an Aktinfilamente zu binden (Boldogh et al., 1998).
Nachfolgende Untersuchungen fiihrten zur Annahme, dass Mmm1 zusammen mit Mdm10
und Mdm12 einen Rezeptorkomplex fiir aktinbindende Proteine bildet und die Vererbung
von mtDNS und Mitochondrien durch Interaktion mit dem Zytoskelettsystem vermittelt
(Hobbs et al., 2001; Boldogh et al., 2003). Nullmutanten des mmm-1 Gens zeigen in N.
crassa einen temperatursensitiven Wachstumsdefekt. Sie enthalten abnormal grofe
Mitochondrien (Prokisch et al., 2000). Dieser Phinotyp &hnelt sehr dem der Ammmli-
Deletionsmutante in Hefe. Da Mitochondrien in N. crassa jedoch nicht entlang der
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Mikrofilamente sondern entlang von Mikrotubuli transportiert werden, kann der
resultierende Mitochondrienphénotyp nicht durch den Verlust der Bindung zum
Aktinzytoskelett erklart werden. Mmm1 scheint vielmehr eine generelle Rolle im Erhalt der
Mitochondrienmorphologie zu spielen (Prokisch et al., 2000; Fuchs et al., 2002; Koch et
al.,2003).

Neben diesen AuBlenmembranproteinen sind auch Proteine, welche an der Fusion
und Teilung von Mitochondrien beteiligt sind, fiir die Aufrechterhaltung der
Mitochondrienmorphologie und der Vererbung von Mitochondrien wichtig (Jensen et al.,
2000; Osteryoung, 2001; Shaw und Nunnari, 2002; Westermann, 2002). Um die
mitochondriale Vererbung vollstdndig zu verstehen, reicht die Kenntnis der an dem
Transport von Mitochondrien beteiligten Motorproteine nicht aus. Zusdtzlich miissen alle
Komponenten identifiziert werden, die die mitochondriale Morphogenese und die

Interaktion mit dem Zytoskelett vermitteln.

3.6 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Doktorarbeit war es, molekulare Komponenten, die den Transport und
die Positionierung von Mitochondrien in dem Modellorganismus N. crassa vermitteln, zu
identifizieren und zu charakterisieren.

Es war bereits bekannt, dass Mikrotubuli in N. crassa — &hnlich wie in
Saugetierzellen — eine wichtige Rolle fiir den Mitochondrientransport spielen (Steinberg
und Schliwa, 1993; Prokisch et al., 2000). Daher ist dieser filamentdse Pilz ein geeigneter
Modellorganismus, um die Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli zu untersuchen.
Weder das Motorprotein noch andere an diesem Prozess beteiligte Proteine waren zu
Beginn der Arbeit bekannt.

Um die beteiligten Proteine identifizieren zu konnen, sollten zunidchst in vitro-
Testsysteme etabliert werden, mit denen sich die Interaktion von Mitochondrien mit
Mikrotubuli untersuchen lasst. Dabei wurde ein biochemischer Ansatz verfolgt, bei dem die
Interaktion isolierter Mitochondrien mit gereinigten Mikrotubuli nach Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation nachgewiesen werden sollte. Mit diesem Testsystem sollten
die biochemischen Grundlagen dieser Interaktion aufgekldrt und eine mogliche Rolle neu
identifizierter Proteine belegt werden.

Die Fiarbung von Mitochondrien mit GFP (Green-Fluorescent-Protein), welches mit
einer mitochondrialen Prasequenz fusioniert ist, hat sich als sehr niitzlich fiir das Studium

der mitochondrialen Dynamik in Hefe und in Sdugerzellen erwiesen (Rizzuto et al., 1998;
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Westermann und Neupert, 2000). Zu Beginn dieser Arbeit war — trotz zahlreicher Versuche
verschiedener Arbeitsgruppen — die erfolgreiche Expression von GFP in N. crassa nicht
beschrieben. Es sollte ein Expressionssystem entwickelt werden, mit dem sich die
Mitochondrien in N. crassa mit GFP farben lassen. Mit diesem System sollte das Verhalten
der Mitochondrien in vivo untersucht werden. Dariiber hinaus sollte die Interaktion GFP-
markierter Mitochondrien mit fluoreszenzgefarbten Mikrotubuli in vitro untersucht werden.

Zeitgleich zu diesen Arbeiten lief die Sequenzierung des Neurospora-Genoms durch
ein internationales Forscherteam, welche kiirzlich vollendet wurde (Galagan et al., 2003).
Die Genom-Daten sollten die Grundlage bilden, um gezielt nach Motorproteinen zu suchen,
die die Bindung der Mitochondrien an Mikrotubuli vermitteln. Eine Rolle dieser
Motorproteine sollte anschlieBend durch die in vitro-Testsysteme und durch die Erstellung
und funktionelle Charakterisierung von Mutanten belegt werden.

Da der Transport von Mitochondrien nicht nur von Motorproteinen abhéngt sondern
auch mit Fusions- und Teilungsprozessen der Mitochondrienmembran verkniipft ist,
bestand ein weiteres Ziel der Doktorarbeit darin, neue unbekannte Komponenten der
Mitochondrienmorphogenese in S. cerevisiae zu finden. Zu diesem Zweck sollte eine
Deletionsmutanten-Bibliothek verwendet werden, die die ca. 4800 nichtessenziellen Gene
der Hefe umfasst (Giaever et al., 2002). Diese Deletionsmutanten sollten in einem
gemeinsamen Projekt innerhalb der Arbeitsgruppe hinsichtlich anormaler Form und

Verteilung der Mitochondrien untersucht werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Methoden der Molekularbiologie

4.1.1 Verwendete Plasmide

Name des Plamids Verwendungszweck Erstmalige Verwendung
pCRII-Topo Subklonierung -

pBluescript Ks(-) Standardklonierungsvektor -

pQE60 Expressionsvektor -

pETGEXCT Expressionsvektor (Sharrocks et al., 1994)

pGEM3Su9 (1-69) -

(Rapaport et al., 1998)

pFF6 Expression von GFP in N. crassa (Fuchs et al., 2002)
pFF7 Expression von GFP in N. crassa (Fuchs et al., 2002)
pFF8 Expression von GFP in N. crassa (Fuchs et al., 2002)
pFF9 Expression von GFP in N. crassa (Fuchs et al., 2002)
pFF10 Expression eines GST- | Diese Arbeit
Fusionsproteins zur
Antigenherstellung.
pFF11 Expression eines GST- | Diese Arbeit
Fusionsproteins zur
Antigenherstellung
pFF12 Expression eines | Diese Arbeit
Hexahistidinpeptidfusionsproteins zur
Antigenherstellung
pFF13 Herstellung eines Plasmids zur | Diese Arbeit
Disruption von  Nkin2  mittels
homologer Rekombination
pFF14 Herstellung eines Plasmids zur | Diese Arbeit
Disruption von  Nkin2  mittels
homologer Rekombination
pFF15 Herstellung eines Plasmids zur | Diese Arbeit

Disruption von  Nkin2  mittels

homologer Disruption

Tab. 1. In der Arbeit verwendete Plasmide
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4.1.2 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendungszweck
Fla-1 (29-mer) AAA TCT AGA GAT ATC | Klonierung pFF6
TTG GAA CGG CCC GG
Fla-2 (27-mer) AAA GGA TCC GGC GTA | Klonierung pFF6
GGT GCG GGC CTG
Fla-3 (29-mer) AAA AGT CGA CGT GGT | Klonierung pFF7
GAG CGT GTA AGT GC
Fla-4 (30-mer) AAA GGG CCC TAC TGT | Klonierung pFF7
GAT CCG CAA ATT CAG
Notl-Hyg (31-mer) AAA GCG GCC GCA GGG | Klonierung pFF8 und pFF14
AAT AAG GGC GAC ACG
G
Hyg-Notl (31-mer) AAA GCG GCC GCT GCC | Klonierung pFF8 und pFF14
GAT TTC GGC CTA TTG
G
NKIF1A (33-mer) AAA AGC TTG GAT CCA | Klonierung pFF10
TGT GTT TAT TCC ACC
ACC
NKIF1B (28-mer) AAA AGA TCT CGC ATT | Klonierung pFF11
CGT ACC CGT GCC G
NKIF1C (38-mer) AAA GGA TCC GAA TTC | Klonierung pFF10 und pFF11
TCA TAT GAT ATT AGT
CCT CACCC
KIF1B-Nco (27-mer) GGG CCA TGG AGG ACG | Klonierung pFF12
CCA ATG CCC GCA
KIF1B-b (30-mer) AAA AGA TCT GGC TTT | Klonierung pFF12
CGC TTC AAG AGG ATG
Fmm3 (42-mer) AAT AGG CCG AAA TCG | Klonierung pFF13
GCA GTG CAT TCA GGG
ATA CCC AAT GGG
Fmm4 (18-mer) CAA CGT AGT AAC CCG | Klonierung pFF13

TTG
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FmmI1-Xba (27-mer) GGG TCT AGA CGT CTG | Klonierung pFF15
GAG TCT CGA CCG

Fmm2-Xho (27-mer) GGG CTC GAG TCC GGA | Klonierung pFF15
CGC GAT CAC AGC

Fmm?7 (18-mer) GTG CAT TCA GGG ATA | Southern-Blot-Sonde
CCC

FmmS8 (20-mer) CGG ATG AAT ACA TAC | Southern-Blot-Sonde
CTATG

Fmm36 (26-mer) CAA CAA CTA CAC TAC | Southern-Blot-Sonde
ACA CAA GCC AC

Fmm37 (23-mer) GTC GCC TGG CCG ACG | Southern-Blot-Sonde
GTA ATC GC

Tab. 2. Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide

4.1.3 Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Prédparation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach der Methode der
alkalischen Lyse (Birnboim und Doly, 1979). Bei der Priparation groBBerer Mengen an DNA

(Midi-Préap) wurde die DNA zusitzlich iiber eine Anionen-Austausch-Siule gereinigt.

Reinigung in kleinem MafRstab:

Fiir die Priparation kleiner Mengen Plasmid-DNA wurden Bakterien aus 1,5 ml einer
Ubernachtkultur in LB-Amp (Luria-Bertani-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-Hefe-
Extrakt, 10 g/l NaCl, supplementiert mit 100 mg/l Ampicillin) fiir 2 min in der
Tischzentrifuge abzentrifugiert und in 300 pl E1 (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA,
RNAse 100 pg/ml) resuspendiert. Durch Zugabe von 300 ul E2 (200 mM NaOH, 1,0 % (w/v)
SDS) und Inkubation bei Raumtemperatur iiber 5 min wurden die Zellen lysiert. Zur
Neutralisierung wurden 300 pl E3 (3,1 M Kaliumacetat pH 5,5) zugesetzt, gemischt und
10 min bei 14000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues
Eppendorfgefil} iiberfiihrt. Die DNA wurde dann durch Zugabe von 600 ul Isopropanol und
anschlieender Zentrifugation prézipitiert. Zur Entfernung von ausgefillten Salzen wurde die
Plasmid-DNA einmal mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach dem Trocken der DNA wurde diese
in 30-50 pl Wasser bzw. TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) resuspendiert.
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Reinigung in grofiem Maflstab:

Fiir die Praparation groBerer Mengen Plasmid-DNA (bis ca. 0,2 mg) wurde der
,Jetstar“-Kit der Firma Genomed verwendet. Eine Anionenaustauschsdule wurde mit 10 ml
Losung E4 (0,6 M NaCl, 100 mM Natriumacetat, pH 5,0, 0,15 % Triton X-100) dqulibriert.
Wihrenddessen wurden die Bakterien aus 50 ml einer Ubernachtkultur in LB-Medium mit
Ampicillin durch 5 min Zentrifugation bei 3000 xg sedimentiert. Die Zellen wurden in 4 ml
Losung E1 (50 mM Tris/HCI, pH 8,0, 10 mM EDTA) resuspendiert und anschlieend durch
Zugabe von 4,5 ml Losung E3 (3,2 M Kaliumacetat, pH 5,5) neutralisiert. Nach 10 min
Zentrifugation bei 15000 xg wurde der Uberstand auf die Aqulibrierte Siule gegeben. Es
wurde mit 20 ml Lésung ES (0,8 M NaCl, 100 mM Natriumacetat, pH 5,0) gewaschen und
mit 5 ml Losung E 6 (1,25 M NaCl, 100 mM Tris/HCI, pH 8,5 eluiert. Die DNA wurde durch
Zugabe von 3,5 ml Isopropanol und Zentrifugation (15000 xg, 30 min, 4°C) aus dem FEluat
gefillt, mit 70 % Ethanol gewaschen, an der Luft getrocknet und in 100 pl Wasser oder
TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) resuspendiert.

4.1.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration der DNA wurde durch Messung der Absorption bei 260 nm
bestimmt. Eine OD (optische Dichte) entspricht 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 33 ug
einzelstrangiger DNA.

4.1.5 Amplifizierung von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerase-Kettenreaktion oder PCR wird durch den wiederholten Ablauf von
Strangtrennung, Bindung zweier spezifischer Oligonukleotide (Primer) und DNA-Synthese
mit hitzestabiler DNA-Polymerase eine exponentielle Synthese von DNA-Molekiilen aus
Desoxynukleosidtriphosphaten erreicht (Saiki et al., 1988). Ein typischer Reaktionsansatz von
100 pl enthielt: 2 pl einer Losung mit einer Mischung aller 4 Desoxyribonukleotide
(je 10 mM), 10 ul 10 x PCR-Puffer (100 mM Tris/HCI pH 8,8, 15 mM MgCl,, 500 mM KCl,
1 % (v/v) Triton X-100), ca. 1 pg jeden Primers, ca. 10 ng Plasmid-DNA bzw. 100 ng
genomischer DNA als Matrize und 5U Taqg-DNA-Polymerase. Ein typischer
Temperaturverlauf der PCR sah folgendermafBen aus: Im ersten Schritt der PCR wurde der
Ansatz zum Denaturieren der Matrize auf 95°C aufgeheizt, diese Temperatur wurde im ersten
Zyklus fiir 5 min, in jeden weiteren fiir | min gehalten. Im zweiten Schritt wurde fiir 1 min
auf eine Temperatur von 50-60°C abgekiihlt, um die Anlagerung der Primer an den
Matrizenstrang zu erlauben. Im dritten Schritt wurde der Ansatz auf die Synthesetemperatur

von 72°C aufgeheizt. Je nach Lidnge des zu amplifizierenden Fragmentes wurde diese
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Temperatur fiir 1 bis 5 min gehalten. Nachdem der Zyklus 30-35 Mal durchlaufen war, wurde

die amplifizierte DNA auf einem Agarosegel analysiert.
4.1.6 Enzymatische Modifikationen von DNA

4.1.6.1 Restriktionsverdau von DNA

DNA wurde mit Enzymen der Firma New England Biolabs geméf8 den Angaben des
Herstellers in den entsprechend mitgelieferten Puffern bei einer Enzymkonzentration von
2-3 U pro pg DNA verdaut. Plasmid-DNA wurde lédngstens fiir 2 h verdaut, genomische DNA
oder PCR-Produkte wurden iiber Nacht geschnitten.

4.1.6.2 Dephosphorylierungen von DNA-Fragmenten mit alkalischer Phosphatase

Vor einer Ligation wurden die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten Vektormolekiile
mit alkalischer Phosphatase aus Kélberdarm (Calf Intestine Phosphatase, CIP) entfernt, um
den unerwiinschten Effekt einer Religation (interner Ringschluss) von Vektoren bei
Ligationsreaktionen zu verhindern. Dazu wurden 30 ng linearisierte Vektor-DNA in 100 pl
CIP-Puffer (1 mM ZnCl,, 1 mM MgCl,, 50 mM Tris/HCL, pH 9,0, 10 mM Spermidin)
resuspendiert und mit 1 U Enzym versetzt. Der Probenansatz wurde dann zunéchst 15 min bei
37°C und anschlieBend 15 min bei 56°C inkubiert. Dann wurde erneut 1 U Enzym zugegeben
und nochmals wie zuvor inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 70 ul H,O, 10 pl
10 % SDS und 20 pl 10 x STE-Puffer (1 M NaCl, 10 mM EDTA, 0,1 M Tris/HCI, pH 8,0)
und Erwédrmung bei 65°C beendet. Die dephosphorylierte Vektor-DNA wurde anschlieBend

durch préiparative Agarose-Gelelektrophorese gereinigt.

4.1.6.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

Um zwei DNA-Fragmente mit der aus dem Phagen T4 isolierten DNA-Ligase zu
verkniipfen, wurden 50-100 ng DNA des linearisierten Vektors mit einem etwa vierfachen
Uberschuss des gewiinschten DNA-Fragmentes in dem vom Hersteller (Gibco/BRL)
mitgelieferten 5 x Puffer (0,25 M Tris/HCI pH 7,6; 50 mM MgCl,; 5 mM ATP; 5 mM DTT;
25 % (v/v) PEG-8000) und der entsprechenden Menge Wasser gemischt. Der Ansatz wurde
mit 0,5 U T4-Ligase in einem Volumen von 10 ul 2 h bei 25°C oder iiber Nacht bei 16°C
inkubiert.

4.1.6.4 Zwischenklonierung von DNA-Fragmenten
Die geringe Aktivitdt einiger Restriktionsenzyme an Enden von durch PCR erzeugten

DNA-Fragmenten fiihrt hdufig zu unvollstindigen  Schnitten, wodurch die
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Klonierungseffizienz drastisch verringert wird. PCR-Produkte wurden daher ohne
Restriktionsverdau in die kommerziell erhiltlichen linearisierten Vektoren pCRII-Topo
(Invitrogen) oder pGEM-T (Promega) kloniert, die an den 3’-Enden {iberhingende
Thymidinnukleotide enthalten. Durch Tag-Polymerase amplifizierte PCR-Produkte tragen an
den 5’-Enden tiberhdngende Adenosinnukleotide und kénnen deshalb direkt in diese Vektoren
kloniert werden. Die Ligation erfolgte nach Herstellerangaben 5-60 min bei Raumtemperatur.
PCR-Fragmenten, welche mittels Pfu-Polymerase hergestellt wurden, wurden die
Adenosinnukleotidiiberhdnge an den 5°-Enden durch eine Nachbehandlung mit 1 U Tag-
Polymerase fiir 10-30 min bei 72°C angehingt.

4.1.7 Reinigung und Analyse von DNA

4.1.7.1 Phenolextraktion und Ethanolfiillung

Verunreinigungen von DNA-Priparationen durch Proteine, welche sich an der
Grenzschicht der wissrigen Phase zur phenolischen Phase befinden, wurden durch
Phenolextraktion entfernt. Dazu wurde die wéssrige Phase mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) vermischt und anschlieBend mit Chloroform
ausgeschiittelt. Zur Konzentrierung und Entsalzung der DNA wurde anschlieBend eine
Ethanolfdllung durchgefiihrt. Hierzu wurde die DNA-Losung auf eine Konzentration von
0,3 M Natriumazetat, pH 5,2 eingestellt, mit dem 2,5-fachen Volumen Ethanol versetzt und
30 min auf Eis inkubiert. Die gefillte DNA wurde anschlieBend durch Zentrifugation fiir
30 min bei 15000 xg und 4°C isoliert. Nach Waschen mit 70 % (v/v) Ethanol und Trocknen
wurde die DNA in Wasser oder TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA)

resuspendiert.

4.1.7.2 Gelelektrophorese von DNA

DNA-Fragmente wurden in horizontalen Agarosegelen nach ihrer Grof3e aufgetrennt.
Zum Auftrag wurde die DNA mit 5 x Auftragspuffer (30 % (v/v) Glycerin, 0,25 %
Bromphenolblau, 0,25 % Xylencyanol) versetzt. Die Konzentration der Agarose betrug je
nach der GroBe der aufzutrennenden DNA-Fragmente 0,7-2 %.

Die Elektrophorese erfolgte in 1 x TAE-Puffer (50 x TAE: 242 g/1 Tris-Base, 57,1 ml/l
Eisessig, 50 mM EDTA, pH 8,0) bei einer Feldstirke von bis zu 13 V/cm. Um die DNA unter
UV-Licht sichtbar zu machen, wurde der Agaroselosung vor der Polymerisation,

Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) zugesetzt.
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4.1.7.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

DNA-Fragmente, die durch Restriktionsverdau oder PCR erzeugt worden waren,
wurden zundchst durch Gelelektrophorese (4.1.7.2) aufgetrennt und anschlieBend mit einem
sterilen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA erfolgte dann mit Hilfe
des Gelextraktionskits der Firma Qiagen. Hierzu wurden die DNA-Fragmente nach

Herstellerangabe gelost und mit Qiaquick®-Sdulen isoliert.
4.1.8 Transformation von Mikroorganismen mit Plasmid-DNA

4.1.8.1 Priiparation von elektrokompetenten E. coli-Zellen

E. coli Zellen wurden in LB-Medium (Luria-Bertani-Medium: 10 g/l Bacto-Trypton,
5 g/l Bacto-Hefe-Extrakt, 10 g/l NaCl) bei 37°C bis zur logarithmischen Wachstumsphase
kultiviert und anschlieBend 30 min auf Eis abgekiihlt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(JA 10 Beckman, 4400 xg, 5 min, 2°C) geerntet und das Zellpellet im Kiihlraum mit 500 ml,
250 ml und schlieBlich 50 ml kaltem 10 %igem (v/v) Glyzerin gewaschen.

Die elektrokompetenten E. coli-Zellen wurden in 500 pl 10 %igem (v/v) Glyzerin
resuspendiert, aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei

-80°C aufbewahrt.

4.1.8.2 Transformation von E. coli-Zellen durch Elektroporation

1 pg Plasmid-DNA bzw. 1 pl Ligationsansatz wurde mit 40 pl auf Eis aufgetaute,
kompetente E. coli-Zellen vermischt. Dieser Ansatz wurde in eine vorgekiihlte
Transformationskiivette iiberfiihrt und in einem Elektroporationsgerdt der Fa. Bio-Rad
(Gene Pulser) durch einen Stromstof transformiert (2,5 kV, 400 Q, 25 uF, Zeitkonstante
7,5-9 msec). AnschlieBend wurde der Ansatz sofort mit 1 ml SOC-Medium (2 g/l Bacto-
Trypton, 5 g/l Bacto-Hefe-Extrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
MgSO,, 20 mM Glucose) versetzt und 30-60 min bei 37°C geschiittelt. Die Bakterien wurden
durch kurze Zentrifugation in der Tischzentrifuge gesammelt, in 100 ul Medium
resuspendiert, auf eine LB-Amp-Platte (LB mit 2 % Agar und 100 mg/l Ampicillin)
ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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4.1.9 Klonierung der verwendeten Plasmide
pFF6 (pBS-GFP):

Das DNA-Fragment, welches die fiir das mGFP-Allel kodierende Sequenz enthilt,
wurde mit BamHI/ EcoRI aus dem Plasmid pGEM3Su9(1-69)-GFPS5 (Fuchs et al., 2002)
herausgeschnitten und in den mit BamHI/ EcoRI geschnitten Vektor pBluescript Ks(-) ligiert.

pFF7 (pBs-mtGFPa):

Mit den Primern Fla-1 und Fla-2 und genomischer DNA aus Neurospora als Matrize,
wurde durch PCR ein 1450 bp grofles Fragment des atp-1-Gens erhalten, welches die
Promotorregion sowie die fiir die mitochondriale Prisequenz der Alpha-Untereinheit der
F-ATP-Synthase kodierende Sequenz einschliet. Am 5’-Ende enthielt das Fragment eine
BamHI- und am 3’-Ende eine Xbal-Schnittstelle, die beide in den Primern enthalten waren.
Das Fragment wurde mit den beiden Restrkitionsenzymen geschnitten und reisoliert.
AnschlieBend wurde es mit dem BamHI/ Xbal geschnittenen Plasmid pFF6 ligiert, in E. coli

MHI transformiert und die richtige Orientierung durch Restriktionsanalyse tiberpriift.

Fla-1: 5"-AAA TCT AGA GAT ATC TTG GAA CGG CCC GG-3’
Fla-2: 5"-AAA GGA TCC GGC GTA GGT GCG GGC CTG-37

pFF8 (pBs-mtGFPb):

Mit Hilfe der Primer Fla-3 und Fla-4 und genomischer DNA aus Neurospora als
Matrize, wurde ein 778 bp langes DNA-Fragment amplifiziert, welches fiir den 3’-Bereich
des Proteins sowie den Terminationsbereich des atp-1-Gens kodiert. Das resultierende
Fragment wurde mit Sall/ Apal geschnitten und in das mit Sall/ Apal geschnittene Plasmid
pFF7 ligiert. Nach der Transformation in E. coli MH1 wurde das Plasmid pFF8 mittels

Restriktionsanalyse tiberpriift.

Fla-3: 5"-AAA AGT CGA CGT GGT GAG CGT GTA AGT GC-3°
Fla-4: 5'-AAA GGG CCC TAC TGT GAT CCG CAA ATT CAG-3’
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pFF9 (pNc-mtGFP):

Unter Verwendung der Primer Notl-Hyg und Hyg-Notl wurde die 1500 bp grof3e
Hygromycin-Resistenz- Kassette, welche auf dem Vektor pCB1179 (Sweigard, 1997) kodiert
ist, durch PCR amplifiziert. AnschlieBend wurde die Sequenz mit Notl geschnitten, in das mit
Notl linearisierte Plasmid pFFS8 ligiert, in E. coli MHI1 transformiert sowie der korrekte

Orientierung des Fragments durch Restriktionsanalyse iiberpriift.

Notl-Hyg: 5"-AAA GCG GCC GCA GGG AAT AAG GGC GAC ACG G-3°
Hyg-Notl: 5'-AAA GCG GCC GCT GCC GAT TTC GGC CTA TTG G-3’

pFF10 (pETGEXCT-Nkin3-Full):

Fiir die Expression eines Fusionsproteins aus NKin3 und eines N-terminal fusionierten
GST-Anhang in E. coli wurde eine 1846 bp umfassende Sequenz des nkin3-Gens, unter
Verwendung genomischer DNA aus Neurospora als Matrize, durch PCR amplifiziert. Hierfiir
wurden die Primer NKIF1A und NKIF1C eingesetzt. Das NKin3 kodierende DNA-Fragment
wurde mit BamHI geschnitten, mittels des Qiagen PCR-Purification Kits gereinigt, und in den
mit BamHI linearisierten Vektor pPETGEXCT (Sharrocks, 1994) ligiert. Hierdurch wurde das
Fragment am 5'-Ende mit der GST-Sequenz fusioniert. Das resultierende Plasmid wurde in E.

coli MHI1 transformiert und die Orientierung mittels Restriktionsanalyse {iberpriift.

NKIF1A: 5-AAA AGC TTG GAT CCA TGT GTT TAT TCC ACC ACC-3’
NKIFI1C: 5'-AAA GGA TCC GAA TTC TCA TAT GAT ATT AGT CCT CAC CC-3’

pFF11 (pETGEXCT-Nkin3-C-Term.):

Fiir die Expression des C-Terminalen Bereichs von Nkin3 (Aminosduren 379-616) mit
N-Terminal fusionierten GST-Anhang in E. coli wurde eine 711 bp lange DNA-Sequenz,
unter Verwendung der Primer NKIF1A und NKIF1B, aus genomischer DNA von Neurospora
amplifiziert. Das Produkt wurde mit BglIl geschnitten und in den mit BamHI linearisierten
Vektor pETGEXCT ligiert. Das Plasmid wurde dann in E. co/i MH1 transformiert und mittels

Restriktionsanalyse tiberpriift.
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NKIFIA: 5-AAA AGC TTG GAT CCA TGT GTT TAT TCC ACC ACC-3’
NKIF1B: 5'-AAA AGA TCT GGC TTT CGC TTC AAG AGG ATG-3’

pFF12 (pQE60-Nkin2 (aa372-aa602)-hise):

Das Plasmid dient der Expression eines Fusionsproteins aus einem C-Terminal der
Motordomine gelegenen Bereich von Nkin2 und eines mit diesem C-Terminal fusionierten
Hexahistidin-Peptids (-hiss). Hierzu wurde die DNA-Sequenz, welche fiir die Aminosduren
372-666 von Nkin2 kodiert, unter Verwendung der Primer KIFIB-Nco, KIF1B-b und
genomischer DNA aus Neurospora als Matrize, amplifiziert. Das ca. 900 bp grofle DNA-
Fragment wurde mit Ncol und BglIl geschnitten, gereinigt und in einem Ncol/ Bglll
geschnittenen pQE60-Vektor ligiert. Hierdurch bilden die fiir das Hexahistidin-Peptid
kodierende Sequenz und die nkin2-Sequenz einen Leserahmen. Das Plasmid pFF12 wurde

anschliefend in E. coli XLL1-Blue transformiert.

KIF1B-b: 5'-AAA AGA TCT GGC TTT CGC TTC AAG AGG ATG-3’
KIF1B-Nco: 5'-GGG CCA TGG AGG ACG CCA ATG CCC GCA-3’

pFF13 (pCRII Topo-Nkin2 Downstream):

Dieses Plasmid bildet das Ausgangsplasmid einer dreistufigen Klonierungsstrategie
mit dem Ziel, ein Plasmid zu erhalten, welches ein Hygromycin-Resistenzgen anstelle des
Vollldngenkinesins nkin2, homolog im Genom von Neurospora integriert.

In diesem ersten Schritt wurde mit Hilfe der Primer Fmm3 und Fmm4 sowie
genomischer DNA aus Neurospora als Matrize, ein DNA-Fragment von 2000 Basenpaaren
durch PCR amplifiziert. Dieses enthélt die DNA-Sequenz von 74-2074 Basen downstream
des nkin2-Gens. Der PCR-Ansatz wurde auf einem Agarosegel aufgetrennt, das DNA-
Fragment ausgeschnitten und eluiert. Die gereinigte DNA-Sequenz wurde anschlieBend in den
Subklonierungsvektor pCRII-Topo ligiert, in E. coli XL1-Blue transformiert und mittels

Restriktionsanalyse tiberpriift.

Fmm3: 5-AAT AGG CCG AAA TCG GCA GTG CAT TCA GGG ATA CCC AAT GGG-37
Fmm4: 5'-CAA CGT AGT AAC CCG TTG -3’
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pFF14 (pCRII Topo-Hyg-Nkin2 Downstream):

In diesem zweiten Schritt wurde die kodierende Sequenz der Hygromycin-Resistenz-
Kassette, welche auf dem Plasmid pCB1179 enthalten ist, unter Verwendung der Primer NotI-
Hyg und Hyg-Notl, durch PCR amplifiziert. Das PCR-Fragment wurde iiber die in den
Primern eingebaute Restriktionsschnittstelle Notl, in das mit Notl geschnittene Plasmid

pFF13 eingebaut und in E. coli XL1-Blue transformiert.

Notl-Hyg: 5'-AAA GCG GCC GCA GGG AAT AAG GGC GAC ACG G-3°
Hyg-Notl: 5"-AAA GCG GCC GCT GCC GAT TTC GGC CTA TTG G-3°

pFF15 (pNkin2Disruption):

In dem abschlieBenden dritten Schritt der Klonierungsstrategie, wurde unter
Verwendung der Primer Fmml-Xba und Fmm?2-Xho, eine DNA-Sequenz von 2041
Basenpaaren aus einem Bereich von 2220-179 Basen upstream des Startkodons des nkin2-
Gens, durch PCR amplifiziert. Dieses DNA-Fragment wurde mit den Restriktionsenzymen
Xbal/ Xhol geschnitten und in das mit Xbal/ Xhol geschnittene Plasmid pFF14 ligiert. Nach
der Transformation in E. coli XL1-Blue und der Uberpriifung des Plasmids mittels
Restriktionsanalyse, konnte das Plasmid mit Sacl linearisiert werden und mit dem

linearisierten Plasmid eine Transformation von Neurospora durchgefiihrt werden.

FmmIl-Xba: 5'-GGG TCT AGA CGT CTG GAG TCT CGA CCG-3’
Fmm2-Xho: 5'-GGG CTC GAG TCC GGA CGC GAT CAC AGC-3’

4.2 Methoden der Hefegenetik (Guthrie und Fink, 1991; Rose et al., 1990)

4.2.1 Kultivierung von S. cerevisiae

Das Standardmedium war YPD (10 g Hefeextrakt, 20 g Bacto-Pepton, H,O dest. ad.
900 ml, pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen, nach dem Autoklavieren: + 67 ml 30 % Glucose
zusetzen). Zur Selektion auf mitochondriale Funktion wurde YPG-Medium (10 g Hefeextrakt,
20 g Bacto-Pepton, H,O dest. ad 900 ml, pH 5,5 mit 10 M KOH einstellen, nach dem
Autoklavieren 100 ml 30 % Glycerin zusetzen) verwendet. Die Standardtemperatur fiir die

Kultivierung von Hefezellen war 30°C.
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Die Kultivierung von Fliissigkulturen erfolgte unter Schiitteln bei 120 bis
160 Upm/min in Erlenmeyerkolben. Zur Herstellung von Agarplatten wurde den Medien 2%
Bacto-Agar zugesetzt. Fiir die Isolierung von Mitochondrien wurde Hefe in Laktat-Medium
(3 g Hefeextrakt, 1 g Glucose, 1 g KH,PO4, 1 g NH4Cl, 0,5 g CaCl, x 2 H,0, 0,5 g NaCl,
1,1 g MgSO4 x 6 H,0, 0,3 ml 1 % FeCls, 22 ml 90 % Milchsaure, H,O dest. ad 1 1, pH 5,5 mit
10 M KOH einstellen) kultiviert. Atmungsdefiziente Hefestimme wurden in Laktat-Medium
mit 1% Galaktose oder in YPD-Medium kultiviert. Die Kultur wurde immer im
logarithmischen Wachstum gehalten. Die Hefestimme wurden bis zu zwei Monate auf

Agarplatten bei 4°C gelagert.

4.2.2 Transformation von Hefe

DNA (2 mg/ml) aus Lachsspermien wurde 5 min lang bei 95°C denaturiert und
anschlieend sofort auf Eis gekiihlt. 50 pul einer Suspension kompetenter Zellen wurden 5 min
bei 3000 Upm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Den
Hefezellen wurden folgende Substanzen zugegeben: 240 pl PEG 3350 (50% (v/v)), 36 ul 1 M
Lithiumacetat, 25 pl einzelstrangige Lachsspermien-DNA (2 mg/ml), 50 pl steriles Wasser, in
dem 0,1 bis 10 pg der zu transformierenden DNA geldst war. Der Ansatz wurde 1 min lang
kraftig gemischt und unter leichtem Schiitteln 30 min bei 30°C inkubiert. Darauf folgte eine
20- bis 25-miniitige Inkubation bei 42°C. Nun wurden die Hefezellen 15 s bei 8000 Upm
abzentrifugiert und in sterilem Wasser resuspendiert.

Die Selektion transformierter Zellen erfolgte liber Auxotrophiemarker auf SD-Platten
(2 % Laktat, 0,67 % Stickstoffbasis aus Hefe (ohne Aminosduren), pH 5,5 mit 10 M KOH
einstellen.) oder iiber Geneticinresistenz auf YPD-Platten, die 500 pg/ml Geneticin (G418)
enthielten. Bei der Selektion auf G418 wurden die Zellen nach der Transformation zunichst
in 1 ml YPD-Fliissigmedium aufgenommen und 2 bis 3 h bei 30°C inkubiert, um die
Expression des Geneticin-Resistenzgens zu erlauben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Teil einer Sammlung von Hefestimmen
durchmustert. Diese Hefe-Bibliothek bestand aus 4794 homozygoten, diploiden
Deletionsmutanten und war das Resultat einer weltweiten Kooperation von Hefelabors
(Giaver et al., 2002; Winzeler et al., 1999). Eine Auflistung samtlicher Stimme befindet sich
auf der Webpage der Firma Research Genetics (ftp://ftp.resgen.com/pub/deletions/Homo
diploids 061101.txt). Fiir weitere Untersuchungen der Deletionsmutanten der Hefe-Bibliothek
wurden die haploiden Stimme der Stammsammlung EUROSCARF verwendet
(http://www .uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscart/).
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4.3 Molekukarbiologische Arbeiten mit V. crassa

4.3.1 Kaultivierung von N. crassa

Die Kultivierung von N. crassa erfolgte im Wesentlichen nach Davis und de Serres (Davis
und de Serres, 1970).
Verwendete Medien:
Vollmedium: 2 % 50 x Vogels Minimalmedium, 1 % (w/v) Glyzerin, 1 % (w/v) Zucker,
0,2 % (w/v) Hefeextrakt, 0,1 % Caseinhydrolysat
Minimalmedium: 930 ml H,O, 20 ml 50 x Vogels Minimalmedium (Vogel, 1964) und 40 ml
1,4 M Saccharose; einzelne Komponenten separat autoklaviert.
50 x Vogels Minimalmedium: 150 g Nas-Citrat x H,O, 250 g KH,PO4, 100 g NH4NO3, 10 g
MgSOy4, 5 g CaCl,, 5 ml Spurenelementelosung, 2,5 ml Biotinlosung geldst in einem Liter
H,O
Spurenelementelosung: 50 g Zitronensdure, 50 g Zinksulfat, 10 g Fe ((NH4) SOs), 2,5 g
CuSO0y, 0,5 g MnSO4 x H,0; 0,5 g Na;MoOQy, 0.5 g H3BO; (wasserfrei) gelost in 1 1 HO
Biotinlésung: 100 ml Ethanol, 100 ml H,O, 20 mg Biotin
STC : 91 g Sorbitol, 25 ml 1 M Tris pH 8, 1 M CaCl,, ad 500 ml H,O dest.
PTC: 200 g PEG 4000, 1 M Tris pH 8,
10 x FIGS: 100 g Sorbose, 2,5 g Fructose, 2,5 g Glucose, ad 500 ml H,O dest.
Boden-Agar: 10 ml 50 x Vogels, 7,5 g Agar, 440 ml H,O dest. nach dem Autoklavieren
50 ml 10 x FIGS und Resitenzmarker zusetzen (Hygromycin B, BASTA)

Zum Ansetzen der Bodenplatten fiir die BASTA-Selektion, wurde Vogels ohne
Stickstoffquelle verwendet.
Top-Agar: 10 ml 50 x Vogels, 91 g Sorbitol, 14 g Agar, ad 450 ml H,O dest., autoklavieren

50 ml 10 x Figs zusetzen und in 10-15 ml Aliquots portionieren.

Sorboseplatten: 2 % (v/v) 50 x Vogels, 2 % (w/v) Sorbose, 2 % (w/v) Agar

4.3.2 Gewinnung von Konidien

Die Anzucht der Konidien erfolgte in 250 ml Erlenmeyerkolben auf Voll- bzw.
Minimalmedium (4.3.1) mit 2 % (w/v) Agar. Das Medium wurde entweder mit Myzel, oder
mit Konidiensuspension angeimpft. Alternativ war zudem die Anzucht mit silikatgetrockneten
Hyphen méglich.

Zunichst wurde der angeimpfte Erlenmeyerkolben 3-7 Tage im Dunkeln bei 30°C
inkubiert. Um die Bildung und Reifung der Konidien zu initiieren, folgte weitere Inkubation

iiber 3-5 Tage bei Raumtemperatur und Lichteinwirkung.
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Im Falle des Stammes mit GFP-markierten Mitochondrien wurde ohne
Lichteinwirkung inkubiert, um vorzeitiges Ausbleichen des GFP zu verhindern. Das Ernten
der Konidien erfolgte durch Abschwemmen mit sterilem Wasser. Um abgeldste Hyphen von
den Konidien abzutrennen, wurde die Suspension durch sterile Watte filtriert. Die
Konzentration der Konidiensuspension wurde durch Auszihlen unter einem Lichtmikroskop

bestimmt.

4.3.3 Anzucht von Hyphen

Die Kultivierung von N. crassa erfolgte standardmiBig fir 15 h bei 25°C in
Minimalmedium, dass mit 2 x 10° Konidien/I Kultur angeimpft wurde. Um gutes Wachstum
zu garantieren und den Befall der Kultur durch Bakterien zu verhindern, wurde sterile Luft in
die Kulturen eingeblasen und diese beleuchtet. Die Anzucht des Stammes mit GFP-gefarbten

Mitochondrien erfolgte wiederum ohne Lichteinwirkung.

4.3.4 Konservierung der Hyphen durch Silikattrocknung

Die aus einem Anzuchtkolben gewonnen Konidien wurden mit 10 ml steriler Milch
(10 % (w/v) Milchpulver in Wasser) geerntet und durch sterile Watte filtriert. Anschlieend
wurden dreimal je 1 ml dieser Suspension mit etwa 1 g sterilem Kieselgel vermischt und zwei
bis drei Wochen in einem Exsikkator getrocknet. Die Kulturen wurden bei 4°C oder -70°C
gelagert.

4.3.5 Herstellung von Sphiroplasten

Zur Transformation der N. crassa Stimme wurden zunichst Sphiroplasten hergestellt.
Hierzu wurde Minimalmedium mit 2 x 10° /I frisch gewachsener Konidien inokuliert.
Anschliefend wurde die Kultur solange inkubiert bis 90 % aller Konidien ausgekeimt waren
(4-6 h). Die Auskeimzeit ist eine kritische Komponente bei diesem Prozess, weil zu lange
Hyphenschlduche schnell abbrechen und so die Ausbeute verschlechtert wird.

AnschlieBend wurden die Hyphenschlduche pelletiert, einmal mit eiskaltem Wasser
gewaschen und in 10 ml 1 M Sorbitol resuspendiert. Zur Herstellung der Sphéroplasten wurde
die Hyphenzellwand mit Novozym 234 (3 mg/ml) verdaut und 30 min bei 30°C geschiittelt.
Im Anschluss an den Verdau wurden die Protoplasten zweimal mit 1 M Sorbitol und STC-
Puffer gewaschen und zuletzt in 15 ml STC, 4 ml PTC und 200 ul DMSO aufgenommen.

Die Sphéroplastensuspension wurde aliquotiert, langsam bei - 20°C eingefroren und bei

-70 °C gelagert.
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4.3.6 Transformation von Sphiroplasten

Die Transformation von N. crassa erfolgte nach etalierten Methoden. (Vollmer und
Yanofsky, 1986; Staben et al, 1989 }. Zur Transformation wurden 100 pl
Sphéroplastensuspension langsam auf Eis aufgetaut, mit einer Mischung aus 5 pl DNA
(entspricht ca. 1-5 pg), 2 pl 50 mM Spermidin/HCI und 5 pl Heparin (5 mg/ml in STC)
versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde dann mit 1 ml PTC
versetzt, kraftig vermischt und 20 min bei Raumtemperatur belassen. Dann wurde die
Suspension mit ca. 55°C warmen Top-Agar gemischt und auf Bottom-Agar-Platten
ausplattiert. Je nach Konstrukt wurde dem Bottom-Agar-Platten Hygromycin B (150 pg/ml)
oder BASTA (0,3 g/l) zugesetzt. Die Platten wurden zwei bis fiinf Tage bei 30°C inkubiert

und die gewachsenen Klone zur weiteren Untersuchung auf Schriagagarrohrchen transferiert.

4.3.7 Erzeugung von homokaryotischen Stimmen

Abb. 5. Asexueller Lebenszyklus von Neurospora crassa (Bild bezogen von
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/N/Neurospora.gif)

Stadmme unterschiedlichen Geschlechtes, hier als Typ A und Typ a bezeichnet fusionieren und bilden
einen Ascus. Die gebildete diploide Zelle bildet nach Meiose vier haploide Zellen aus. Die haploiden
Zellen wiederum durchlaufen eine mitotische Teilung, wodurch acht Ascosporen gebildet werden.

Aufgrund des asexuellen Lebenszyklus von N. crassa enthalten Hyphen bis zu acht
Kerne bzw. Asci. Nach einer Transformation enthdlt die Hyphe nicht nur transformierte

Kerne. Es entstehen sog. Heterokaryoten.
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Zur Erzielung von Disruptionsmutanten ist die Selektionierung von homokaryotischen
Stammen notwendig. Hierzu bieten sich zwei Methoden an, die Kreuzung oder die Initiierung

und Gewinnung von Mikrokonidien.

4.3.7.1 Initiierung von Mikrokonidien

Durch Wachstum von heterokaryotischen Stdmmen auf einem jodazetathaltigen
Medium (1 mM Endkonzentration) wurden Hyphen =zur Bildung von einkernigen
Mikrokonidien angeregt, aus denen dann homokaryotische Stimme angezogen werden
konnten (Ebbole und Sachs, 1990).

Die Ausbildung der Mikrokonidien erfolgte fiir sieben bis zehn Tage bei
Raumtemperatur auf Mikrokonidien-Medium (0,1 x SC, 0,5 % Saccharose, 2 % Agar, | mM
Iodoacetat). AnschlieBend wurden die gebildeten Mikrokonidien mit sterilem Wasser
abgeschwemmt. Unter diesen Bedingungen wird jedoch ebenfalls ein geringer Anteil an
Makrokoniden ausgebildet. Um diese Makrokonidien von den Mikrokonidien abzutrennen,
wurde ein steriler Filter (Millex-SV, Millipore) einer PorengroBe von fiinf um verwendet.

Die Methode der Mikrokonidieninitiierung konnte hinsichtlich der Gewinnung eines
homokaryotischen mtGFP-exprimierenden Stamms erfolgreich eingesetzt werden. Hierzu
wurden die Mikrokonidien zwei bis drei Tage bei 30°C auf Sorbose/Hyg Platten inkubiert.
Zur Verifizierung der Hygromycin B-Resistenz des Stammes, wurde der Stamm mehrfach auf

Hygromycin B-haltigem (150 pg/ml Endkonzentration) Fliissigminimalmedium tiberimpft.

4.3.7.2 Kreuzung von N. crassa

Zur Kreuzung von zwei Stimmen wurde der eine Stamm auf Kreuzungsmedium (2 %
corn meal agar, 2 % Vogels, 2 % Saccharose) bei 25 °C inkubiert bis die gesamte Platte
bewachsen ist und sich braune Protoperithetien gebildet haben. Die Bildung der
Protoperithetien wurde mikroskopisch verfolgt (Zeiss Stereomikroskop Stemi SV 6).
Anschliefend wurde der zweite Kreuzungspartner als Konidiensuspension gleichméBig auf
der Platte verteilt.

Nach einer Inkubationszeit von fiinf bis sieben Tagen unter Lichtausschluss, bilden

sich braune Peritethien, die sich nach 10 Tagen schwarz farben.
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Stellt man die Platte dann ans Licht, so werden nach kurzer Zeit die Ascosporen
herausgeschleudert und fangen sich in den an dem Deckel befindlichen kondensierten
Wassertropfen. Die Ascoporen koénnen in diesen Wassertropfen aufgefangen, auf eine
Hartagarplatte (4 % Agar) iiberfiihrt und auf dieser durch Ausplattieren vereinzelt werden.
Die einzelnen Ascosporen wurden dann mit einer Impfnadel in Schriagagarrdhrchen tiberfiihrt.
Damit eine hohe Keimungseffizienz der Ascosporen erzielt wird, musste man die Ascosporen

dann noch 30 min bei 65°C einem Temperaturschock aussetzen.

4.3.8 Isolation genomischer DNA aus V. crassa

Die Gewinnung genomischer DNA aus N. crassa erfolgte nach etablierter Methode
(Lee et al., 1988). Hierzu wurden Hyphen aus Fliissigmedium geerntet, diese gewaschen und
anschlieBend mit 1 g Seesand pro g Hyphen versetzt. Durch UbergieBen mit fliissigem
Stickstoff wurden die Hyphen schockgefrohren, in einem Morser zu einem groben Pulver
zerrieben und in einem Eppendorfgefdl mit 750 pl Aufschlusspuffer (50 mM Tris/HCI
pH 8,0, 50 mM EDTA, 3 % SDS, 1 % B-Mercaptoethanol) versetzt. Nach Homogenisierung
der Suspension durch kréftiges Mischen wurde 2 h bei 65°C inkubiert. Zur Abtrennung der
Proteine wurde der Ansatz zundchst mit 700 pl Chloroform/Phenol (1:1) versetzt und
anschlieend die wiéssrige Phase nochmals mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) extrahiert.
Die DNA wurde durch Zugabe des 0,7-fachen Volumens an Isopropanol prézipitiert,
anschlieBend pelletiert, in 300 ul TE-Puffer, der RNase (0,1 mg/ml) enthielt, aufgenommen
und 10 min bei 65°C inkubiert. Zur weiteren Reinigung wurde die DNA durch Zugabe von
30 pl Natriumacetat und 600 pl Ethanol ausgefillt, mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen,
getrocknet und in 100 pul TE aufgenommen. 5 pl dieser Proben wurden anschlieBend zum

Testverdau eingesetzt.

4.3.9 Transfer von DNA auf Nylon-Membranen

Southern-Blot: Mit diesem Verfahren wurden DNA-Fragmente, die durch
Gelelektrophorese nach ihrer Grofe aufgetrennt wurden, aus der Gelmatrix auf eine
Tragermembran (Biodyne A Nylonmembran, Pall-Gelman) unter Beibehaltung des
Trennmusters {libertragen und immobilisiert. 10-15 pg genomischer DNA aus N. crassa
wurden mit geeigneten Restriktionsenzymen geschnitten und in einem 0.7 %igem Agarosegel

aufgetrennt.
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Zum besseren Transfer hochmolekularer Fragmente wurde die DNA durch Inkubation des
Gels in 0,25 M HCI fiir 10 Min durch Depurinierung fragmentiert. Die zweimalige
30 miniitige Inkubation des Gels in 1,5 M NaCl, 0,5 N NaOH, denaturierte die DNA. Nach
einer zweimaligen Neutralisation fiir 30 min in 1,5 M NaCl, 1 M Tris/HCI, pH 7,4 erfolgte
anschlieBend der Aufbau des Southern-Kapillartransfers.

Als Transferpuffer wurde 20 x SSC (3 M NacCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 6,6, 20 % SDS)
verwendet. Nach mindestens 12 Stunden wurde der Transfer unterbrochen, die
Nylonmembran kurz in 6 x SSC gewaschen, an der Luft getrocknet und durch ein Backen fiir

2 Stunden bei 80°C irreversibel gebunden.

4.3.10 Analyse von DNA-Blots durch Hybridisierung mit Digoxigenin-markierten DNA-
Sonden (Southern, 1975)

Zur Erkennung identischer DNA-Sequenzen wurden Hybridisierungen durchgefiihrt. Dabei ist
eine DNA-Probe auf einer Membran immobilisiert, die Zweite molekular markiert (Sonde).
Letzterer wird die Gelegenheit zur Anlagerung an die identischen Sequenzen der
immobilisierten DNA gegeben. Die hybridisierte Sonde kann anschlieend aufgrund ihrer
Markierung nachgewiesen werden.

Die Hybridisierung und Detektion mit Digoxigenin (DIG)-markierten Sonden erfolgte
im Wesentlichen nach der Vorschrift von Roche Diagnostics: Hierbei wird eine DNA-Sonde
mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion amplifiziert, wobei 1/3 des dTTP durch dUTP mit
kovalent gebundenem DIG (DIG-dUTP, Roche Diagnostics) ersetzt ist. Nach der
Hybridisierung erfolgt der Nachweis der Sonden durch Anlagerung eines gegen DIG-
gerichteten Antikorpers, der an seinem Ende das Enzym alkalische Phosphatase triagt. Das
Enzym dephosphoryliert das Substrat CDP-Star bzw. CSPD. Die Dephosphorylierung des
Substrates fithrt zu einem metastabilen Phenolat-Anion, das beim Zerfall Licht der
Wellenldnge von 477 nm emittiert und detektiert werden kann. Wie bei den radioaktiv
markierten Sonden kann mit dem Auflegen von Rontgenfilmen diese Lichtaussendung

sichtbar gemacht werden.

Nichtradioaktive Markierung von DNA mit Digoxigenin

Fiir die Amplifikation der DIG-markierten Sonde wurden der DIG Probe Synthesis Kit
von Roche Diagnostics verwendet. Ein 5 pl-Ansatz enthielt neben 5 ul PCR-Puffer und 5 pl
dNTP-Mix (mit je 2 mM dNTP) jeweils 50 pmol Oligonukleotide, 0,1 pg Matrizen-DNA.
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Verwendete Sonden:

Als Basis wurde ein Bereich von 3000 Basen downstream und upstream der
genomischen DNA-Sequenz von nkin2, welche aus der Neurospora-Genomdatenbank
stammt, verwendet, d.h. der Basenpaarbereich von 1 bis 3000 entspricht dem DNA-Bereich
upstream des ATG- Startkodons. Der Sequenzbereich von 8750-11750 entspricht dem

Bereich Downstream des Stoppkodons.

Sonde 1 (Upstream nkin2-Gen): Die Sequenz des Bereichs von 2221-2640 wurde unter
Verwendung der Primer Fmm36/ Fmm37 und dem Plasmid pFF15 als Matrize, durch PCR

amplifiziert.

Fmm36: 5'-CAA CAA CTA CAC TAC ACA CAA GCC AC-3’
Fmm37: 5°-GTC GCC TGG CCG ACG GTA ATC GC-3°

Sonde 2 (Downstream nkin2-Gen): Die Sequenz des Bereichs von 8863-9270 wurde mit der

Primern Fmm7/Fmmg8 und dem Plasmid pFF15 als Matrize, durch PCR amplifiziert.

Fmm7: 5'-GTG CAT TCA GGG ATA CCC-3’
Fmm8: 5-CGG ATG AAT ACA TAC CTA TG-3’

Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

Nach dem Transfer der DNA auf Nylonmembranen (siche Abschnitt Southern-Blot)
erfolgte zunichst eine 3-stlindige Prahybridisierung bei 42°C in
Standardhybridisierungspuffer (5 x SSC, 50 % Formamid, 0,1 % Natrium-Laurylsarcosin,
0,02 % SDS, 2 % Blockreagenz). Im Anschluss daran wurde die Membran iiber Nacht bei
42°C mit der in Standardhybridisierungspuffer gelosten DIG-markierten Sonde inkubiert.
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Zum Entfernen unspezifisch an die Membran gebundener DNA wurde die Membran zunéchst
zweimal 5 min bei Raumtemperatur mit Waschlésung 1 (2 x SSC, 0,1 % SDS) gewaschen, es
folgte eine zweimalige Inkubation {iber 15 min bei 68°C in Waschldsung 2 (0,5 x SSC, 0,1 %
SDS).
Nachweis DIG-markierter Sonden:

Zum Nachweis der DIG-markierten Sonde auf der Nylonmembran wurde diese kurz
mit dem Puffer P1 (150 mM NacCl, 0,3 % Tween 20, 100 mM Maleinsdure, pH 7,5)
gewaschen, anschlieBend wurde die Membran durch Inkubation fiir 1 h in Blocklésung
(1 % (w/v) Blockreagenz in Puffer P1) abgesittigt. Es folgte die Dekoration mit dem DIG-
spezifischen Antikorper. Dazu wurde der Antikorper 1:10000 in Blocklosung verdiinnt und
fiir 1 h mit der Membran inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal mit dem Puffer P1
gewaschen.

Fiir die Aktivierung der an den Antikdrper gekoppelten alkalischen Phosphatase wurde
die Membran anschlieBend fiir 5 min in Puffer P3 (100 mM NaCl, 100 mM Tris/HCI, pH 9,5)
aquilibriert, es folgte eine Inkubation fiir 5 min mit dem Substrat CSPD, welches 1:100 in
Puffer P3 verdiinnt war. Danach wurde {iberschiissige Losung von der Membran entfernt und
zur Verstarkung des Signals weitere 10 min bei 37°C inkubiert. DieChemilumineszenz-
reaktion lief bei RT ab und wurde durch einen Rontgenfilm (Fuji NewRX) detektiert.

Zum Ablosen der an die Membran gebundenen Sonden wurde die Membran zunéchst
kurz in H,O (bidest) gewaschen und anschlieBend die Sonde in der NaOH/SDS-Losung (0,2
M NaOH, 1 % (w/v) SDS) fiir zweimal 15 min bei 37°C von der Membran gelost.

Nach dem Waschen in 2 x SSC fiir 5 min konnte die Membran entweder getrocknet

oder sofort flir das ndchste Hybridisierungsexperiment eingesetzt werden.
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4.3.11 Herstellung der nkin2-Disruptionsstimme

Zur Herstellung des heterokaryotischen nkin2-Disruptionstammes wurde der
heterokaryotische Stamm HP1 (Nargang et al., 1995) mit dem Plasmid pFF15 transformiert
und HygromycinB-resistente Einzelstimme isoliert. Von diesen Stimmen wurde genomische
DNA isoliert und die Insertion des Disruptionskonstruktes in den nkin2-Genlokus mittels
Southern-Blot iiberpriift. Ein Stamm welcher die korrekte Insertion besal3, wurde fiir weitere
Untersuchungen verwendet und mit Dis34 bezeichnet. Durch Anzucht des Stammes in
Minimalmedium supplemetiert mit 0,2 mg/ml Histidin und 400 uM FPA konnte auf den
disruptierten Karyon seletioniert werden. Zur Herstellung des homokaryotischen
Disruptionsstammes wurde der Stamm Dis34 mehrfach auf Selektivmedium inkubiert und
somit der disruptierte Karyon forciert. AnschlieBend wurden Konidien initiiert und diese
Konidien zur Isolierung von Einzelstimmen, auf Sobose-haltigem Minimalmedium,
supplementiert mit 0,2 mg/ml Histidin ausgestrichen. Diese Einzelstimme wurden
anschlieBend auf ihre Wachstumsbediirfnisse untersucht. Stdmme welche nur in
Minimalmedium supplementiert mit Histidin, nicht aber mit 10 pg/ml Panthotenat wachsen
konnten, sind homokaryotische nkin2-Disruptionsstimme. Sie wurden anschliefend mittels

Western-Blot und Southern-Blot liberpriift.
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4.3.12 Verwendete Neurosporastimme

Name des Stamms Genotyp Herstellung Verwendungszweck
St. Lawrence Wildtyp, eingesetzt zu
WT74A Transformations und

Kreuzungszwecken
WT93a Wildtyp s.o.
NcGFP9 Transformation von | Visualisierung GFP-
St.Lawrence gefarbter Mitochondrien
WT74A mit pFF9 | in vivo, Verhalten
(Fuchs et al., 2002) | isolierter Mitochondrien
in vitro
HP1 his-3 mtrR a (Nargang et al., | Stamm eingesetzt zur
pan-2 BmIR a 1995) Disruption von
essenziellen Genen in N.
crassa
Dis34 nkin2::hyg" Transformation von | ,,Sheltered  Disruption®
his pan™ ben’® fpa" HP1 mit pFF15 von nkin2,
nkin2" heterokaryotischer
his pan” ben® fpa" Stamm
His-27 nkin2::hyg" Isolierter ~ Stamm | Sheltered Disruption von
his pan™ ben’® fpa" nach nkin2, Homokaryotischer
Mikrokonidisierung | Stamm
des Stamms Dis34
mmm-1""% (Prokisch et al,|Rip Knockout Mutante

2000)

von mmm 1

Tab. 3. Liste der in dieser Arbeit verwendeten N. crassa Stamme

4.4

Methoden der Zellbiologie

4.4.1 Gewinnung von Gesamtzellprotein aus V. crassa

Zur Isolierung von Gesamtzellprotein wurden Hyphen, alternativ ein Myzel, mit Hilfe

von fliissigem Stickstoff schockgefroren und in einem Morser zerrieben. Nach Verdunsten
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des Stickstoffs wurden pro Gramm Myzel 1 ml SEM-Puffer (250 mM Saccharose, 1| mM
EDTA, 10 mM Mops, pH 7,2) mit 1 mM PMSF und 1 % SDS dazugegeben. Der Zellextrakt
wurde durch Zentrifugation (5 min, 4000 xg, 4°C) von unldslichen Bestandteilen befreit und
durch SDS-PAGE sowie anschlieBender Immundekoration analysiert. Zur Gewinnung von
Gesamtzellprotein aus Konidien wurde eine andere Aufschlussmethode verwendet. Fiir diesen
Aufschluss wurden 30 OD (optischen Dichte) Konidien abgenommen, diese mit 100 pl 1 x
Laemmli-Aufschlusspuffer versetzt und ein 1/2 Volumen Glassbeads zugesetzt. Der Ansatz
wurde fiinf Minuten bei 95°C gekocht und anschlieBend weitere fiinf Minuten kréftig
durchmischt. Danach wurden 400 pl 1 x Laemmli-Aufschlusspuffer zugesetzt und 10 min bei
12000 Upm in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und je
nach Konzentration zwischen 10-20 pl auf einem denaturierenden Gel durch Elektrophorese

aufgetrennt.

4.4.2 Isolation von Mitochondrien aus N. crassa

Zur Priparation kleinerer Mengen an Mitochondrien wurden 20 g Hyphen (aus einer
2 1 Kultur) mit 20 g Seesand und 20 ml SEM (250 mM Saccharose, 10 mM Mops, pH 7,2 und
I mM EDTA) mit 1| mM PMSF ca. 1 min in einem Morser zerrieben. Nach Zugabe weiterer
40 ml SEM mit 1 mM PMSF und Zerreiben des Homogenisats iiber insgesamt 5 min, wurden
die Mitochondrien durch differenzielle Zentrifugation aus dem Homogenisat abgetrennt. In
den ersten beiden Zentrifugationsschritten (jeweils 5 min, 3000 xg, 4°C, Beckmann JA 10)
verbleiben die Mitochondrien im Uberstand. In der dritten Zentrifugation (12 min, 17000 xg,
4°C, Beckmann JA 20) sedimentieren sie. Die Mitochondrien wurden in 20 ml SEM-Puffer
(250 mM Saccharose, 10 mM Mops, pH 7,2 und 1 mM EDTA) resuspendiert und erneut
sedimentiert (12 min, 17000 xg, 4°C, Beckmann JA 20), in 1 ml SEM-Puffer aufgenommen
und die Konzentration mittels Bradford-Assay (4.5.5) ermittelt. Die Ausbeute betrug etwa 0,3

mg mitochondriales Protein pro Gramm Hyphen (Feuchtgewicht).
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Die Gewinnung groflerer Mengen an Mitochondrien, wie sie fiir die Préparation von
Aullenmembranvesikeln notwendig sind, folgte dem gleichen Protokoll, die Hyphen wurden
jedoch nicht von Hand, sondern in einer Zellmiihle (Sebald und Neupert, 1979) aufgebrochen.
1000-2000 g Hyphen aus einer 100 I-Kultur wurden in 3 1 SEM-Puffer mit 1 mM PMSF
aufgenommen, mit 1500-3000 g Quarzsand versetzt und in einem Mixer (Waring Blender)
zerkleinert. Der erhaltene Brei wurde zuerst in einer groberen und anschliefend in einer
feineren Zellmiihle homogenisiert. Aus dem Zellhomogenisat wurden die Mitochondrien (ca.

5-10 mg/g Hyphen) durch Zentrifugation abgetrennt wie oben beschrieben.

4.4.3 Aufreinigung von Mitochondrien mittels Saccharosegradientenlauf

Zur Untersuchung zur Lokalisierung von Proteinen wurden Mitochondrien wie unter
(2.4.2) beschrieben isoliert und iiber einen Saccharose-Stufen-Gradienten weiter aufgereinigt
(Rowley et al., 1994). Die Mitochondrien wurden auf einen Gradienten mit 20 %, 30 %,
40 %, 50 % und 60 % Saccharose (w/w) in 10 mM Mops/KOH pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM
PMSF) geladen und zentrifugiert (240000 xg, 15 min, 4°C, Beckman SW 41-Rotor). Die
Mitochondrien in der Bande zwischen der 40 % und der 50 % Saccharose-Phase wurden
gesammelt, durch Zentrifugation (12000 xg, 10 min, 4°C) konzentriert, mit SEM-Puffer
(250 mM Saccharose, 10 mM Mops/KOH, pH 7,2) gewaschen, erneut zentrifugiert und in
SEM-Puffer resuspendiert.

4.4.4 Isolierung von mitochondrialen Auflenmembranvesikeln

Die Priparation von Aullenmembranvesikeln erfolgte nach etablierter Methode
(Mayer et al., 1993). Isolierte Mitochondrien von N. crassa (aus 100 1 Kultur) wurden bei
einer Proteinkonzentration von 20 mg/ml in 250 mM Saccharose, 2,5 mM EDTA, 10 mM
Mops/KOH, pH 7,2, 1 mM PMSF aufgenommen und 10 min bei 37°C inkubiert.
Anschliefend wurde die Mitochondriensuspension mit 10 Volumina eines eiskalten
hypotonen Schwellpuffers (5 mM KPi, pH 7,2, 1| mM EDTA, 1 mM PMSF) verdiinnt und fiir
30 min unter Rithren bei 4°C inkubiert. Die Mitochondrienmembranen wurden durch
Zentrifugation (17700 xg, 45 min, 4°C) reisoliert und erneut in Schwellpuffer resuspendiert.
In einem automatischen Glass-Teflon-Homogenisator wurden wihrend 40 min bei 4°C, Teile
der Auflenmembran von den Mitoplasten abgeschert. Jeweils 20 ml Homogenisat wurden auf
einem Stufengradienten aufgetragen (10 ml 0,9 ml Saccharose und 9 ml 0,25 M Saccharose in
OMP (1 mM EDTA, 10 mM Mops/KOH, pH 7,2 und 1 mM PMSF) und in einem Beckman
SW 28 Rotor zentrifugiert (14100 xg, 1 h, 4°C).
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Wihrend intakte Mitochondrien, Mitoplasten und Bruchstiicke der Innenmembran
sedimentieren, sammelte sich die mitochondriale Aullenmembran zusammen mit einer
Fraktion mittlerer Dichte (IDF), einer Mischung aus AuBlen- und Innenmembran, an der
Grenzschicht zwischen 0,25 M und 0,9 M Saccharose an. Diese Schicht wurde mit der Pipette
abgesaugt und auf eine Saccharosekonzentration von 0,9 M eingestellt. Jeweils 14 ml der
Probe wurden mit 20 ml 0,72 M Saccharose in OMP und mit 3 ml OMP (ohne Saccharose)
iberschichtet.

In der folgenden Flotationszentrifugation (141000 xg, 10 h, 4°C, Beckman SW 28)
sammeln sich die AuBenmembranvesikel aufgrund ihrer geringen Dichte an der Grenzschicht
zwischen 0,72 M Saccharose und OMP ohne Saccharose an. Verunreinigungen wie die IDF
oder das endoplasmatische Retikulum besitzen eine hohere Dichte und bleiben in der Schicht
zwischen 0,72 M und 0,9 M Saccharose zuriick. Die Aulenmembranvesikel wurden erneut
mittels einer Pipette abgenommen und mit 50 mM Kaliumacetatpuffer, pH 7,0, im Verhéltnis
1:2 verdiinnt. Durch eine anschlieBende Zentrifugation (257000 xg, 1 h, 4°C, Beckman SW
41 Rotor) wurden die AufBenmembranvesikel sedimentiert und in 3-5 ml 50 mM
Kaliumacetat, pH 7,0 resuspendiert. Die isolierten Aulenmembranvesikel wurden entweder

frisch verwendet oder in fliissigen Stickstoff eingefroren und bei -70°C gelagert.

4.5 Methoden der Proteinchemie

4.5.1 Reinigung rekombinanter Proteine mit His-Anhang aus E. coli

Das Hexahistidinpeptid-Fusionsprotein Nkin2 (aa372-aa602)-Hise, kodiert auf dem
Plasmid pFF12, wurde in E. coli exprimiert und mittels Ni-NTA-Chromatographie unter
nativen Bedingungen gereinigt. Hierfiir wurde eine 400 ml Kultur mit Bakterien, welche das
Expressionsplasmid enthielten, angeimpft und in LB-Amp (4.1.8.2) bei 37°C bis zu einer
ODgoo von 0,5 angezogen. AnschlieBend wurde die Expression des rekombinanten Proteins
fiir 4 h durch Zugabe von 0,5-2 mM IPTG induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation
(3000 g, 10 min, 4°C, Beckman JA 10 Rotor) geerntet, in 15 ml Puffer A (200 mM NacCl,
10 mM Imidazol, 50 mM Natriumphosphat, pH 8,0, 10 % (v/v) Glycerol), der | mM PMSF
enthielt, resuspendiert. Nach Zugabe von 10 mg/ml Lysozym und Inkubation auf Eis iiber
30 min wurden die Zellen durch Beschallung (Makrospitze, Stufe 5, 50 % Duty Cycle,

10 Impulse von je 10 sec, durch 10 sec Intervalle unterbrochen) aufgeschlossen.
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Das Zelllysat wurde zentrifugiert (17500 xg, 15 min, 4°C, Beckman JA 20 Rotor), und
anschlieBend das im Uberstand befindliche rekombinante Protein auf eine 3-ml-Siule mit Ni-
NTA-Agarose, die vorher mit 3 Sdulenvolumina Puffer A aquilibriert worden war, geladen.
Ungebundenes Material wurde durch Waschen der Sédule mit 5 Séulenvolumina Puffer A
entfernt, die Elution des rekombinanten Proteins erfolgte durch einen linearen Gradienten
iber 15 ml von 0 bis 60 % Puffer B (200 mM NaCl, 300 mM Imidazol, 50 mM
Natriumphosphat, pH 8,0, 10 % (v/v) Glycerol). Das auf diese Weise gewonnene 16sliche
Protein wurde als Antigen fiir die Gewinnung eines polyklonalen Antikdrpers gegen Nkin2

(4.1.9) eingesetzt.

4.5.2 Reinigung rekombinanter Proteine mit GST-Anhang aus E. coli

Zur Expression von Proteinen mit GST-Anhang wurden E. coli des Stammes BL21
verwendet, die das Plasmid pETGEXCT (Sharrocks et al., 1994) enthielten, in das die cDNA
des entsprechenden Proteins kloniert wurde. Eine 400 ml E. coli Kultur wurde in LB-Amp mit
Chloramphenicol (34 pg/ml) bei 37°C unter Schiitteln bis zu einer ODgo9 von 0,5 angezogen.
Anschliefend wurde die Expression des rekombinanten Proteins fiir 3 h durch Zugabe von
I mM IPTG induziert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (3000 xg, 10 min, 4°C,
Beckman JA 10 Rotor) geerntet, in 15 ml Puffer A (137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 8,2 mM
Natriumphosphat, 1,9 mM Kaliumphosphat, pH 7,4), der | mM PMSF enthielt, resuspendiert.
Die Zellen wurden durch Beschallung (Makrospitze, Stufe 5, 50 % Duty Cycle, 10 Impulse
von je 10 sec, durch 10 sec Intervalle unterbrochen) aufgeschlossen. Das Zelllysat wurde
anschlieend zentrifugiert (17500 xg, 15 min, 4°C, Beckman JA 20 Rotor).

Der Uberstand enthilt 16sliches rekombinantes Protein. Proteine, welche

Einschlusskorper bilden, verbleiben im Membranpellet.

4.5.3 Reinigung von Proteinen aus Einschlusskorpern

Das GST-Fusionsprotein Nkin3-Full, kodiert auf dem Plasmid pFF10, sowie das GST-
Fusionsprotein NKin3-C-Term., kodiert auf dem Plasmid pFF11, bilden nach Expression in
LB-Amp/Chloramphenicol, Einschlusskdérper aus denen sie aufgereinigt werden miissen.

Eine 400 ml Kultur mit Bakterien, die das jeweilige Expressionsplasmid besitzen,
wurde in LB-Amp mit Chloramphenicol (34 pug/ml) bei 37°C unter Schiitteln bis zu einer
ODggo von 0,5 angezogen. AnschlieBend wurde die Expression des rekombinanten Proteins

fiir 3 h durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert.
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Die Zellen wurden durch Zentrifugation (3000 xg, 10 min, 4°C, Beckman JA 10
Rotor) geerntet. Das Bakterienpellet wurde anschlieBend in 10 ml H,O aufgenommen und
nach Zugabe von 10 ml 2 x Lysepuffer (20 mM NaP; pH 7,2, 60 mM NaCl, 0,5 % Tween 20,
20 mM B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Danach wurde Lysozym bis zu einer
Endkonzentration von 0,1 mg/ml zugesetzt. Zum Verdau der Bakterienzellwand wurde dann
30 min auf Eis inkubiert. Nach der Lysozyminkubation wurde der Ansatz im Sonifizierer
(12 x 10 s, 4°C, Stufe 4, Duty 80 %) beschallt. Im Anschluss wurden zwei ml 5 M NaCl dem
Ansatz zugesetzt und zentrifugiert (JA 20 Rotor, 15000 Upm, 4°C). Der Uberstand wurde
aufgehoben und das Pellet in 20 ml Losung 2 (20 mM Tris pH 7,4, | mM EDTA, 1 mM
PMSF, 1 % Triton X-100) resuspendiert. Er folgte ein Beschallen der Suspension (3 x 10 s,
4°C, Stufe 5, Duty 40 %). Erneut wurde 30 min bei 4°C und 15000 Upm unter Verwendung
eines JA20 Rotors zentrifugiert. Nicht aufgeschlossenes Bakterienpellet wurde dann in 20 ml
Losung 3 (20 mM Tris pH 7,4, | mM EDTA, 1 mM PMSF) aufgenommen. Es folgte ein
weiterer Aufschluss- und Reinigungsschritt durch Beschallen (3 x 10 s, 4°C, Stufe 5, Duty
40 %) und zentrifugieren (30 min, 4°C, 15000 Upm, JA 20). Zum Abschluss wurde das
Bakterienpellet in 1 ml Losung 5 (7 M Harnstoff, 50 mM Tris pH 7,4) aufgenommen. Die
erhaltenen Proteinldsungen wurden als Antigenlosung zur Herstellung von Antikdrpern gegen

Nkin3 (4.6.1) verwendet.

4.5.4 Denaturierende Fillung von Proteinen mit Trichloressigsiure

Proteine wurden nach Zugabe von Trichloressigsdure (10 % (w/v) Endkonzentration)
wihrend einer nachfolgenden Inkubation von mindestens 30 min auf Eis gefallt.
Die Proben wurden zentrifugiert (Sigma Kiihlzentrifuge, 14000 Upm, 4°C, 30 min), zweimal
mit eisgekiihltem Aceton gewaschen und in Laemmli-Auftragspuffer (2 % (w/v) SDS,
5 % (v/v) B-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin, 0,2 % Bromphenolblau, 60 mM Tris/HCI

pH 6,8) aufgenommen.

4.5.5 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (Bradford, 1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der von Bradford 1976
beschriebenen Methode, unter Verwendung des "BioRad-Proteinassay". Bei dieser Methode
bindet der Farbstoff Coomassie G-250 an Proteine, wodurch das Absorptionsspektrum des
Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm verschoben wird. Die Proteinproben wurden mit einer
1:5-Verdiinnung des Farbstoffkonzentrates gemischt und 5-15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Zur Quantifizierung

wurde zuvor eine Eichkurve mit Proteinen bekannter IgG-Konzentration erstellt.
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4.5.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter
Verwendung von BioRad-Minigelapparaturen aufgetrennt. Das Sammelgel hatte eine
Abmessung von 5 x 72 x 0,75 mm und das Trenngel von 55 x 72 x 0,75 mm. Die
Endkonzentration von Acrylamid betrug 9 bis 16 % (m/v). Die Proben wurden in 1 x
Auftragspuffer (2 % SDS, 5 % (w/v) B-Mercaptoethanol, 10 % (v/v) Glycerin, 0,2 %
Bromphenolblau, 60 mM Tris, pH 6,8) gelost und vor dem Auftrag fiir 4 min auf 95°C erhitzt.

Die Elektrophorese erfolgte in vertikalen Kammern bei konstantem Stromfluss von
20 mA. Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine entweder
mittels Silber- oder Coomasiefirbung (4.5.7-4.5.8) sichtbar gemacht oder zur
immunologischen Detektion auf Nitrozellulosemembran transferiert (4.5.9).

Trenngellosung:

16 % (m/v) Acrylamid/ 0,10 % (m/v) Bisacrylamid (fiir Proteine mit einer molekularen Masse
unterhalb 60 kDa) ;

11 % (m/v) Acrylamid/0,08 % (m/v) Bisacrylamid (fiir Proteine mit einer molekularen Masse
iiber 60 kDa) 375 mM Tris/HCI, pH 8§,8; 0,1 % (m/v) SDS; 0,1 % (m/v) APS; 0,01 % (v/v)
TEMED.

Sammelgellosung: 5 % (m/v) Acrylamid; 0,03 % (m/v) Bisacrylamid; 60 mM Tris/HCI,
pH 6,8; 0,1 % (m/v) SDS; 0,1 % (m/v) APS; 0,01 % (v/v) TEMED.

Bodengellosung: 20 % (m/v) Acrylamid; 0,13 % (m/v) Bisacrylamid; 375 mM
Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 % (m/v) SDS; 0,1 % APS (m/v); 0,01 % (v/v) TEMED.

10 x Laufpuffer: 0,5 M Tris/HCI pH 8,3; 3,8 M Glycin; 1 % (m/v) SDS.

4.5.7 Silberfirbung nach Blum (Blum et al., 1987)

Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 1 ng pro Protein. Bei der Silberfarbung
von Proteinen werden die Proteine zuerst im Gel fixiert und dann in einer Silbernitratlésung
geschiittelt. Einige Silberionen werden von den Proteinen gebunden und durch Reduktion in
Silberkeime umgewandelt. Mithilfe eines starken Reduktionsmittels werden die im Gel
enthaltenen Silberionen zu metallischem Silber reduziert. Dieser Vorgang lduft in der Ndhe
von Silberkeimen sehr viel schneller ab als im iibrigen Gel und daher farben sich die
Proteinbanden schnell dunkelbraun bis schwarz.

Die Entwicklung beinhaltet eine Anderung des pH-Wertes, wodurch unldsliche
Silbersalze gebildet werden konnen. Zur Entfernung dieser an der Geloberfliche haftenden

Silbersalze muss das Gel mit Wasser gewaschen werden. Damit nicht alle Silberionen im Gel
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zu metallischen Silber reduziert werden, muss die Entwicklung rechtzeitig gestoppt werden,
was man normalerweise durch eine starke pH-Wert-Anderung mit verdiinnter Essigsdure
erzielt.

Das hier vorliegende Protokoll (Tab.4) ermoéglicht die Durchfiihrung einer

hochsensitiven und kontrastreichen Silberfarbung, bei gleichzeitiger Minimierung der

Hintergrundfarbung.

Vorgang Eingesetzte Losung Zeitdauer
Fixierung der im Gel | 30 % (v/v) Ethanol Mindestens 1 h
aufgetrennten 10 % (v/v) Essigsdure
Proteinbanden:

Waschen des Gels: 50 % (v/v) Ethanol 3 x 20 min
Quellen des Gels: H,0 monodest. 5 min
Impréagnieren der in dem | 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat 1 min

Gel enthaltenen

Proteine:

Waschen des Gels: H,O monodest. 1 x 20 sec
Binden von Silberionen an | 0,2 % (w/v) Silbernitrat 20 min
Proteine: 0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %)

Waschen des Gels zur | HO monodest. 2 x 30 sec

Entfernung
nicht gebundener

Silberionen:

Reduktion der Silberionen:

6 % (w/v) Kaliumcarbonat

Bis zur gewiinschten

0,05 % (v/v) Formaldehyd (37 %) Féarbung
Entfernung des | H,O monodest. 2 x 30 sec
Reduktionsmittels:
Abstoppen der | 30 % (v/v) Ethanol Mindestens 1 h
Entwicklungsreaktion: 10 % (v/v) Essigsdure
Waschen der entwickelten | 50 % (v/v) Methanol Keine Zeitbegrenzung

Proteinbanden:

Tab. 4. Arbeitsschritte zur Silberfarbung von Proteinen nach Blum
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4.5.8 Coomassiefirbung von Proteingelen

Die zu firbenden Gele wurden in eine Farbelosung aus 40 % Methanol, 10 %
Essigsdure und 0,1 % (w/v) Coomassie Blue G 250 eingelegt. Je nach Frische der
Féarbelosung dauerte das Farben 10 min bis iiber Nacht. AnschlieBend wurden die Gele in
einer Entfarbelosung aus 40 % Methanol und 10 % Essigsdure entfarbt, bis ein optimaler

Kontrast zwischen Proteinbande und Gelhintergrund erzielt werden konnte.

4.5.9 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Um Proteine nach der elektrophoretischen Auftrennung immunologisch nachweisen zu
konnen, wurden sie nach dem Semi-Dry-Verfahren (Kyhse-Anderson, 1984) auf
Nitrozellulosemembranen transferiert. Hierzu wurden das Gel, die Nitrozellulosemembran
und das Whatman-Papier in Blotpuffer getrankt (20 mM Tris, 150 mM Glycin, 20 % (v/v)
Methanol, 0,2 % (w/v) SDS) und in definierter Reihenfolge aufgeschichtet. 4 Lagen
Whatman-Papier wurden auf die untere Graphitelektrode gelegt, iiber die die
Nitrozellulosemembran, das Gel und 4 weitere Whatman-Papiere geschichtet wurden. Die
einen Proteintransfer behindernden Luftblasen wurden durch vorsichtiges Rollen eines
Glasstabes iiber die einzelnen Schichten entfernt. Zuletzt wurde die obere Graphitelektrode
aufgelegt und mit Gewichten beschwert. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 75 mA pro Gel
iber 1,5 h. Um die transferierten Proteine sichtbar zu machen, wurde die Membran in
Ponceau S-Férbelosung (0,2 % (w/v) Ponceau S in 3 % (w/v) TCA) geschwenkt und mit

entsalztem Wasser leicht entfarbt.
4.6 Immunologische Methoden

4.6.1 Gewinnung polyklonaler Antiseren

Fiir die Erzeugung polyklonaler Antikérper wurden Kaninchen immunisiert, denen
nach 10-14 Tagen das antikdrperenthaltende Serum entnommen wurde. Als Antigene dienten
rekombinante Proteine, die in E. coli exprimiert wurden (4.5.1-4.5.2).

300 pl (maximal 200 pg Antigen) der Antigenlosung wurden fiir die Erstinjektion mit
300 pl "Titer Max" (CytRX) versetzt. Fiir die nachfolgenden Injektionen, die im Abstand von
vier bis sechs Wochen erfolgten, wurden 300 pl Antigenlosung mit 300 pl Freudschen

Adjuvans (inkomplett) vermischt.
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Die Injektion des Antigens erfolgte subkutan nahe der Lymphknoten in der
Achselregion der Kaninchen. Zehn bis vierzehn Tage nach der Folgeinjektion wurden aus der
Ohrvene des Kaninchens 20-25 ml Blut entnommen und zur Gerinnung des Blutes 2 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erfolgter Gerinnung wurde das Serum durch
2 Zentrifugationsschritte (3000 Upm, 5 min Heraeus Bactifuge und 12000 Upm, 15 min,
Beckman JA 20 Rotor) gewonnen und fiir 20 min bei 56°C inkubiert um das
Komplementsystem zu inaktivieren. Das Serum wurde in Portionen geteilt und bei -20°C
gelagert.

Das Kaninchen wurde zuerst zweimal im Abstand von zwei Wochen immunisiert,
bevor die erste Blutung vorgenommen wurde. AnschlieBend wurde das Antigen alle 4-6

Wochen injiziert.

4.6.1.1 Auswahl der verwendeten Antigene

Da zum Zeitpunkt der erstmaligen Entdeckung eines Kinesin-dhnlichen Proteins
(Nkin2) mit starker Homologie zu KIF'1Ba, die Sequenzierung des Neurospora-Genoms noch
nicht abgeschlossen war, konnte die Lage eventuell vorkommender Introns nicht eindeutig
bestimmt werden. C-Terminal der Motordomédne von Nkin2 befindet sich eine
hochkonservierte Coiled-coil Region. Da die Lage eines Introns in dieser hochkonservierten
Region nicht anzunehmen ist, wurde diese Region zur Herstellung eines Antigens ausgewihlt.
Zur Herstellung eines fiir Nkin2 spezifischen Antigens, wurde das Expressionsplasmid pFF12
(4.1.9) verwendet. Das Fusionsprotein konnte gemall der in 4.5.1 beschriebenen Methode
exprimiert, gereinigt und als Antigen eingesetzt werden.

Im Falle der Gewinnung eines polyklonalen Antikorpers gegen NKin3 wurden die
Expressionsplasmide pFF10 und pFF11 zur Herstellung der Antigene verwendet. Unter
Verwendung des mittels des Expressionsplasmids pFF10 erhaltenen Antigens, konnte ein
polyklonales Antiserum, welches gegen das Volllingenprotein gerichtet ist, erhalten werden.
Das Antigen, welches unter der Verwendung von pFF11 erhalten werden konnte, ermdglicht
hingegen die Gewinnung eines polyklonalen Antiserums, welches gegen den C-Terminalen

Bereich des Proteins gerichtet ist.
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4.6.2 Kopplung von Antikorpern an eine Sdulenmatrix

Zur Kopplung von Antikorpern an eine Sdulenmatrix wurde zuerst das Sdulenmaterial
vorbehandelt. Hierzu wurden pro 1,5 mg des zu koppelnden Antigens 0,24 g CNBr-
(Cyanbromid) aktivierte Sepharose in 10 ml einer 1 mM HCI-Lsung resuspendiert. In dieser
Suspension konnte das Sdulenmaterial wéhrend einer 10 miniitigen Inkubation im
Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur quellen. Im Anschluss wurde das Siulenmaterial noch
dreimal mit je 10 ml einer 1 mM HCI-Losung gewaschen. Wahrend dieser Behandlung des
Sdulenmaterials wurde das Antigen in 3 ml einer Pufferlosung (0,1 M NaHCOs, pH 8,3, 0,5
M NaCl, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA) verdiinnt. Von dieser Proteinlosung wurde 10 pl fiir
einen Gelauftrag zuriickbehalten.

Zur Kopplung des Antigens an das S#dulenmaterial wurde das vorbehandelte
Siulenmaterial mit der Proteinlosung versetzt und 1 % Stunden im Uberkopfschiittler bei
Raumtemperatur ~ inkubiert. Nach der Kopplung wurden zur Uberpriifung der
Kopplungseffizienz 10 pl des Uberstands abgenommen und zusammen mit dem vor der
Kopplung abgenommenen 10 ul der Proteinlésung mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Kopplungseffizienz konnte dann durch Anfarben des Proteins mit Coomassie bestimmt
werden. Nach dreimaligem Waschen mit je 3 ml Puffer (0,1 M NaHCOs, 0,5 M NaCl) und
5 ml Pufferlésung (0,1 M Tris/HCI pH 8), wurde die Sdule zur Absittigung von freien
Bindungsgruppen 2 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Abschliefend erfolgte dreimaliges
Waschen der Sadule mit je 5 ml Puffer (0,5 M NaCl, 0,1 M Natriumacetat pH 4,0) und 5 ml
Pufferlésung (0,5 M NaCl, 0,1 M Tris/HCI pH 8,0). Zur Aufbewahrung im Kiihlschrank
wurde das Sidulenmaterial in Pufferlésung (0,1 M Tris/HCIL, pH 8,0 (mit 10 mM Natriumazid
versetzt)) gelagert.

4.6.3 Affinitatsreinigung von Antikorpern

Die antigenspezifischen Antikorper wurden mit Hilfe einer Antigensdule aus dem
Serum aufgereinigt. Zur Herstellung der Affinitdtssdule wurde das Antigen an BrCN-
aktivierter Sepharose 4B (Amersham Phamacia) gekoppelt (4.6.2). Die Affinitétsreinigung
erfolgte in modifizierter Form nach Harlow und Lane (Harlow und Lane, 1988)

Zu Beginn der Antikorperreinigung wurde die Affinitdtssdule mit den folgenden
Puffern gewaschen: 10 Sdulenvolumina 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 10 Séaulenvolumina 100
mM Glycin/HCL, pH 2.5; 10 Sdulenvolumina 10 mM Tris/HCI, pH 8§,8; 10 Sédulenvolumina
100 mM Natriumphosphat, pH 11,5; und 10 Sidulenvolumina 10 mM Tris/HCI, pH 7,5.
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5 ml des Antiserums wurden mit 20 ml 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 verdiinnt und mit PMSF
(Endkonzentration 1 mM) versetzt. Mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe (Amersham
Pharmacia) wurde das verdiinnte Antiserum dreimal mit einer FlieBgeschwindigkeit von
I ml/min auf die vorbereitete Affinititssdule aufgetragen. AnschlieBend wurde die
Affinitétssdule mit 20 Sdulenvolumen 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 20 Saulenvolumina 10 mM
Tris/HCL, pH 7,5, 500 mM NaCl; 20 Saulenvolumina 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 und
10 Sdulenvolumina 100 mM Zitronensdure/NaOH, pH 4,0, gewaschen.

Die Elution erfolgte durch Zugabe von 10 Sdulenvolumina 100 mM Glycin/HCI, pH
2,5 und anschlieBend 10 Saulenvolumina 100 mM Natriumphosphat, pH 11,5. Die Eluate
wurden in 1 ml Fraktionen in vorbereiteten Reaktionsgefalen aufgefangen, die 120 ul 1 M
Tris-Base (fiir die Glycinelution) bzw. 100 pl 1 M Glycin, pH 2,5 (fiir die Phosphatelution)
enthielten. Dadurch wurde die anschlieBende Neutralisierung der Eluate erleichtert. Mittels
Bradford-Assay wurden die antikorperenthaltenden Fraktionen ermittelt, vereinigt und fiir die
Immundekorationen verwendet. Zum Abschluss wurde die Affinitdtssdule mit 10 ml Puffer
(10 mM Tris/HCI, pH 7,5) gewaschen und unter 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 (versetzt mit
0,05 % Natriumazid) bei 4°C gelagert.

4.6.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen

(Western-Blot)

Es wurden polyklonale Seren gegen Nkin2 und Nkin3 eingesetzt. Aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Schliwa wurde freundlicherweise ein monoklonales Antiserum gegen
3-Tubulin (monoklonaler Antikdrper WA 93) und NKin zur Verfiigung gestellt. Weitere
verwendete Antiseren (Anti-Tim54, Anti-Tom40, Anti-Tom70 und Anti-Porin stammten aus
der Seren-Sammlung des Neupert-Labors.

Um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen, wurden die Nitrozellulosemembranen
nach dem Proteintransfer (4.5.9) bei 4°C 1 h in TBS-Puffer mit 5 % (m/v) Magermilchpulver
geschwenkt. Es folgte eine Immundekoration bei 4°C {iber Nacht mit einem spezifischen
Antiserum, das je nach Titer zwischen 1:20 und 1:5000 in TBS mit 5 % (m/v)
Magermilchpulver verdiinnt war. Danach wurden die Membranen 10 min in TBS-Puffer,
ebenfalls 10 min in 0,05% (v/v) Triton X-100 in TBS und wieder 10 min in TBS-Puffer
gewaschen. Um die gebundenen Antikorper nachzuweisen, wurden gegen ImmunglobulinG
von Kaninchen gerichtete Antikorper verwendet, an die Meerrettich-Peroxidase gekoppelt
war. Diese Antikorper wurden 1:10.000 in TBS-Puffer mit 5% (m/v) Magermilchpulver
verdiinnt und die Membranen 60 min mit dieser Losung inkubiert. AnschlieBend wurde erneut

gewaschen und die gebundene Peroxidase mit einem auf Chemolumineszenz basierenden

61



Material und Methoden

Detektionssystem (ECL, Amersham) nachgewiesen. Die Membranen wurden mit der
Lumineszenz-Losung inkubiert und zwischen 1 s und 10 min auf Rontgenfilmen exponiert.
Fiir die Immundekoration von Nkin wurde die Nitrozellulosemembran in einer
TBS/0,05 % Tween-Losung geschiittelt, die 2 % BSA enthielt. Fiir die Immundekoration
wurde eine TBS/0,05 % Tween-Losung mit 1 % BSA verwendet, die das Serum in einer
1:250-Verdiinnung enthielt. Fiir die nachfolgenden Waschschritte wurde eine TBS/0,05 %

Tween-Losung verwendet.
4.6.5 Immunfillung von Proteinen

4.6.5.1 Immunfillung unter stringenten Bedingungen

Fir die Immunféllung wurden zunédchst Antikdrper an Protein A-Sepharose (PAS)
gekoppelt. 20 ul PAS wurden zweimal mit TBS und dann mit dem gewlinschten Lysepuffer
gewaschen. 30 ml Antiserum wurden dann mit den dquilibrierten PAS fiir mindestens 1 h
unter Schiitteln inkubiert und anschlieBend einmal mit dem gewiinschten Lysepuffer
gewaschen.

100 pg Mitochondrien wurden in 60 pl SDS-Puffer (1 % SDS, 100 mM Tris/HCI pH
7,4, 10 mM PMSF) resuspendiert, um Mitochondrien fiir die Immunfallung zu Solubilisieren,
und fiir 10 min bei Raumtemperatur gschiittelt. Das Solubilisat wurde 20-fach mit TBS/0,5 %
Triton X-100 verdiinnt und zentrifugiert (TLAS5 Rotor, 45000 Upm, 2°C, 30 min). Der
Uberstand wurde auf die mit TBS/0,5 % Triton X-100 gewaschenen PAS gegeben, an die die
Antikorper gekoppelt worden waren. Zur Bindung des Antigens wurde 1 h im
Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert und anschlieBend zweimal mit TBS/0,5 % Triton X-100
und einmal mit 10 mM Tris/HCI pH 7,4 gewaschen.

Die Elution der adsorbierten Proteine erfolgte durch Schiitteln fiir 15 min bei
Raumtemperatur in Laemmli-Auftragspuffer. Die Proben wurden anschlieBend durch SDS-
PAGE (4.5.6), Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran (4.5.9) und Western-Blot (4.6.4)

analysiert.

4.6.5.2 Coimmunfiillung unter milden Bedingungen

Gesamtzellextrakt, Mitochondrien bzw. AuBlenmembranvesikel mit einer Protein-
konzentration von 0,2-1 mg/ml wurden in Digitonin-Puffer (1 % (w/v) Digitonin, 250 mM
Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM Mops/KOH, pH 7,4) im Uberkopfschiittler solubilisiert.
Nach dem Abtrennen von unloslichem Material (25.000 xg, 2°C, 15 min) wurde der

Uberstand als Ausgangsmaterial fiir die Immunféllung eingesetzt.
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Dazu wurden spezifische Antiseren oder auch IgGs im Uberkopfschiittler in 300 pl
Digitonin-Puffer bei 4°C an Protein-A Sepharose (PAS; 100 pl affinitdtsgereinigtes
Antiserum bzw. 70 pg IgG pro Milligramm PAS) vorgebunden. Die Protein-A-Sepharose mit
den gebundenen Antikdrpern wurde abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge, 30 sec) und
mit den  Digitonin-Extrakten = aus  Gesamtzellextrakt, = Mitochondrien = bzw.
AuBenmembranvesikeln inkubiert (Uberkopfschiittler, 1 h, 4°C). Die an die Protein-A-
Sepharose gebundenen Immunkomplexe wurden abzentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge,
30 sec), zweimal mit Digitonin-Puffer und zweimal mit 10 mM Tris/HCI, pH 7,5 gewaschen
und erneut abzentrifugiert. AnschlieBend wurden die Immunkomplexe mit Laemmli-
Auftragspuffer dissoziiert, flir 5 min bei 56°C inkubiert und mittels SDS-PAGE und
Immundekoration analysiert.

Um eine Uberlagerung der resultierenden Banden durch schwere oder leichte IgG-
Ketten zu vermeiden, wurde dem Laemmli-Auftragspuffer H>O, (0,05 %) zugesetzt,
auBerdem enthielt der Puffer kein B-Mercaptoethanol, somit wurde eine Dissoziation der IgGs

in schwere und leichte IgG-Ketten verhindert.
4.7 Biochemische Methoden

4.7.1 Isolation von Tubulin

Die Isolierung von Tubulin erfolgte modifiziert nach E.M. Mandelkow (Mandelkow et al.,
1985).

Durch mehrere temperaturabhidngige Polymerisations- bzw. Depolymerisationszyklen
lassen sich Tubulin und mikrotubulibindende Proteine von den iibrigen Zellbestandteilen
trennen. Tubulin kann dann mittels einer Kationenaustauschchromatographie bis zur
Homogenitét gereinigt werden.

Zur Isolierung von Tubulin wurden 700 g Schweinehirn nach dem Entfernen von
Adern und Bindegewebe mit PBS (PBS (10 x) : 1 g/l MgCl,, 2 g/l KCl, 2 g/l KH,PO4, 80 g/
NaCl, 11,5 g/l NaH,POy)) gespiilt, mit 700 ml Puffer A (100 mM Pipes pH 6,9, | mM EGTA,
100 uM ATP, 1 mM DTT, 1 mM MgSQ,) in einem Kiichenmixer (Braun) homogenisiert und
zentrifugiert (Rotor JA 14 Beckmann, 14000 Upm, 65 min, 4°C). Der Uberstand (S1) wurde
mit einem Viertel Volumen Glycerin und 1,5 mM ATP versetzt und 20 min bei 35°C im
Wasserbad polymerisiert. AnschlieBend wurde die Mikrotubuli in vorgewdrmten Rotoren
(Beckmann 35, 35000 Upm, 60 min, 30°C) pelletiert (P2), in 100 ml Puffer B (500 mM Pipes
pH 6,9, 1 mM EGTA, 100 uM ATP, 1 mM DTT, 1 mM MgSO,) resuspendiert und 25 min

auf Eis depolymerisiert. Der nach einer weiteren Zentrifugation (Rotor 42.1 Beckmann,
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36000 Upm, 30 min, 4°C) enthaltene Uberstand (S3) wurde wieder 20 min bei 35°C mit
1,5 mM ATP polymerisiert und im vorgewédrmten Rotor 42.1 (33000 Upm, 60 min, 30°C)
zentrifugiert. Diese Pellets (P4) wurden in fliissigen Stickstoff schockgefroren und konnten
iber Monate bei -70°C gelagert werden.

Zur weiteren Reinigung wurden die Pellets in 50 ml Puffer B resuspendiert und nach
25 min auf Eis im Rotor 42.1 (36000 Upm, 30 min, 4°C) zentrifugiert. Der Uberstand (S5)
wurde mit 10 % DMSO und 1,5 mM ATP versetzt, 20 min bei 35°C polymerisiert und im
warmen Rotor 42.1 sedimentiert (33000 Upm, 60 min, 30°C). Die Pellets wurden in 10 ml
Puffer C (100 mM Pipes pH 6,9, 1 mM EGTA, 100 uM ATP, 1 mM DTT, 1 mM MgSOQO,)
resuspendiert und zur Depolymerisierung 30 min auf Eis gelagert. Nach der folgenden
Zentrifugation (Beckman Rotor 70.1 Ti, 34200 Upm, 30 min, 4°C) wurde die Tubulin-Lésung
(S7) auf eine Phosphozellulosesdule (P11, Whatman) aufgetragen und mit einer
FlieBgeschwindigkeit von 20 ml/h fraktionsweise eluiert. Mittels Bradford-Test (4.5.5)
wurden die Tubulin enthaltenen Fraktionen detektiert, die Fraktionen vereinigt, portioniert
und nach Zugabe von 0,1 M GTP in fliissigen Stickstoff schockgefroren.

Die verwendete P11-Phosphozellulose wurde nach Herstellerangabe aktiviert, in
3 Séulenvolumina Puffer C (ohne ATP und DTT) aufgenommen und in eine Sdule gepackt.
Zum Aquilibrieren wurde die Siule mit 3 Siulenvolumina Puffer C (ohne ATP und DTT),
5 Séulenvolumen Puffer C (10 mM MgSQO,) und 2 Sidulenvolumen Puffer C gewaschen.

4.7.2 Polymerisierung von Mikrotubuli

Zur Polymerisation von Mikrotubuli wurde sdulengereinigtes Tubulin auf Eis
aufgetaut und zentrifugiert (TLA-100 Beckmann, 80000 Upm, 10 min, 4°C) um aggregiertes
Tubulin abzutrennen. Der Uberstand wurde mit 1 mM GTP versetzt und 30 min bei 37°C im
Heizblock polymerisiert. Nach 12 min wurde 20 uM Taxol zugesetzt um die Mikrotubuli zu
stabilisieren.

Zur Reinigung der Mikrotubuli wurden diese anschliefend iiber ein 40 %iges
Saccharosekissen geschichtet und durch dieses pelletiert (TLA-100 Beckman, 80000 Upm,
10 min, 25°C). Nach der Zentrifugation wurde das Pellet zweimal gewaschen und dann in
Puffer (10 mM Mops pH 7,2, 1 mM EDTA, 4 mM MgCl,, 250 mM Saccharose, 20 uM

Taxol) aufgenommen. Die Konzentration der Mikrotubuli wurde spektrometrisch bestimmt.

4.7.3 Herstellung von Rhodamin-gefirbten Tubulin

Das Protokoll zur Fiarbung von Tubulin erfolgte in modifizierter Form von Arshad Desai

(Mitchison Lab).
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Benotigte Losungen:

Kissen 1 Losung: 0,1 M HEPES pH 8,6, 1 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 60 % (v/v) Glycerin
Férbepuffer: 0,1 M HEPES pH 8,6 , | mM EGTA, 40 % (v/v) Glycerin

Quench-Lo6sung: 2 x BRB 80, 100 mM KGlutamat, 40 % (v/v) Glycerin

Kissen 2 Losung: 60 % (v/v) Glycerin in BRB 80

10 x IB-Losung: 500 mM KGlutamat, 5 mM MgCl,, pH Wert der 1 x Losung ca. pH 7,0

Zum Férben des Tubulins mit Tetramethylrhodamin wurde 120 mg Tubulin in einem
50 ml Falcon auf Eis aufgetaut. Anschliefend wurden 600 ul BRB 80 und MgCl, bis zu einer
Endkonzentration von 4 mM zugefiigt. Als ndchstes wurde GTP bis zu einer
Endkonzentration von 1 mM zugesetzt und 5 min auf Eis inkubiert. Nach diesem Schritt
wurde auf 37°C erwdrmt und 1/3 des Volumens an Glycerin zugegeben. Nach kréftigem
Durchmischen wurde das Tubulin fiir 40 min bei 37°C polymerisiert. In 2 Beckman 50.2 Ti
Ultrazentrifugationsrohrchen wurden je 20 ml der Kissen 1 Losung vorgelegt und das
polymerisierte Tubulin auf dieses Kissen geschichtet. Es folgt eine Zentrifugation iiber 1 h bei
45000 Upm und 37°C in einem Beckmann Ti50.2 Rotor. Kurz vor Abschluss der
Zentrifugation wurde das Carboxy-TMRhodamine (C1171, Molecular Probes) mit einer
Endkonzentration von 100 mM wasserfreiem DMSO geldst. Der Fluorophor wurde dann bis
zu einer Endkonzentration von 4 mM in den auf 37°C vorgewirmten Farbepuffer verdiinnt
und gut vermischt.

Die Verkniipfungsreaktion von Fluorophor und Tubulin l4uft {iber eine Zeitspanne von
30 min bei 37°C ab. Zwischenzeitlich wurde alle 3 min kréftig gemischt. Nach 30 min wurde
das gleiche Volumen an Quenchlésung zum Féarbeansatz zugesetzt, und gut gemischt. Kurz
vor Abschluss der Férbereaktion wurde 1 ml der vorgewédrmten Kissen 2-Losung in
TLA100.3 Ultrazentrifugationsrohrchen vorgelegt und mit 2 ml des abgestoppten
Férbeansatzes iiberschichtet. Es folgte eine Zentrifugation iiber 30 min bei 70000 Upm und
37°C unter Verwendung eines TLA100.3 Rotors. Wihrend der Zentrifugation wurde ein
kleiner Glasdouncer und 10 ml IB-Puffer auf Eis kaltgestellt. Nach der Zentrifugation wurde
die obere Kissenschicht und die Interphase abgenommen, zweimal mit Wasser gewaschen
und anschlieBend 0,5 ml eiskalter IB-Puffer in das Zentrifugationsrohrchen gefiillt. Das Pellet
wurde dann in dem IB-Puffer resuspendiert und in den Glasdouncer {iiberfiihrt. Das
Zentrifugationsrohrchen wurde nochmal mit 0,5 ml IB-Puffer ausgewaschen und die Puffer-

Losung im Glasdouncer vereinigt.
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Eine 30 miniitige Inkubation auf Eis ermoglichte ein effizientes Depolymerisieren des
Tubulins durch leichtes Douncen iiber nahezu den gesamten Zeitraum. Zur Entfernung von
nicht depolymerisiertem Tubulin wurde das Tubulin anschlieend bei 2°C und 100000 Upm
iber 10 min im TL100.3 zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und BRB 80, sowie MgCl, bis zu einer Endkonzentration von 4 mM und GTP
bis zu einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt. Nach 5 min Inkubation auf Eis, wurde
1/3 des Volumens an reinem Glycerin zugesetzt, kriftig gemischt und bei 37°C {iber 45 min
polymerisiert. In 2 TL100.3 Zentrifugationsréhrchen wurden dann 0,7 ml der Kissen
2-Losung vorgelegt und anschlieBend mit den polymerisierten Mikrotubuli.

Es folgte eine Zentrifugation bei 37°C und 70000 Upm iiber 30 min unter
Verwendung eines TL100.3 Rotors. Nach der Zentrifugation wurde das Pellet zweimal mit
Wasser gewaschen und der Uberstand komplett abgenommen. AnschlieBend wurde es noch
mit 1-2 ml 1 x BRB 80 gewaschen um riickstindiges Glycerin zu entfernen. Die
Zentrifugationsrohrchen wurden dann auf Eis mit 150 pl eiskaltem IB-Puffer versetzt und die
Mikrotubuli in dem Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zentrifugationsrohrchen
mit 150 pl IB-Puffer ausgewaschen, die Waschldosung mit den in IB-Puffer resuspendierten
Mikrotubuli vereinigt und 20-25 min bis zur vollstdndigen Depolymerisation des Tubulins auf
Eis gelagert.

Von der Tubulinlosung wurde dann eine 1:100-Verdiinnung angesetzt und die
Absorption bei einer Wellenldnge von 280 nm gemessen. Im Anschlu3 daran wurde die
Tubulinlésung nochmal iiber 5 min einer Zentrifugation bei 100000 Upm und 2°C und
Verwendung eines TL100 Rotors unterzogen. Erwiinscht war eine Absorption der verdiinnten
Tubulinlésung von 0,2 Absorptionseinheiten. Wenn erforderlich wurde die Losung mit IB-
Puffer verdiinnt und anschlieBend a’3 ml Aliquots portioniert, schockgefrohren und bei -70°C
gelagert.

Zur Herstellung von rhodamingefarbten Mikrotubuli wurden gefarbte Mikrotubuli mit
nichtgefdarbten Mikrotubuli im Verhéltnis 1:1 gemischt. Die Polymerisation der Mikrotubuli

erfolgte dann gemiB der obengenannten Vorgehensweise.

4.7.4 Biochemisches in vitro-Bindungstestsystem

Dieser Versuchsansatz ermdglicht die Analyse der Interaktion zwischen Mikrotubuli
und Mitochondrien des filamentdsen Pilzes N. crassa. Die in diesem Ansatz eingesetzten
Mitochondrien sind frei von endogenen Tubulin.

Zur Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli wurden 100 pg Mitochondrien mit

100 pg Taxol-stabilisierter Mikrotubuli eingesetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Unter
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Standardbedingungen wurde dem Puffer (10 mM MOPS, pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF,
4 mM MgCl,, 250 mM Saccharose, 20 uM Taxol) 20 U/ml Apyrase zugesetzt. Nach der
Inkubation von Mikrotubuli mit Mitochondrien, wurden die Proben durch Zusatz von 650 pl
2,5 molarer Saccharoseldsung auf eine Saccharosekonzentration von 1,8 M eingestellt und auf
den Boden des SW 60-Ultrazentrifugationsrohrchens geladen.

Die Proben wurden dann mit 2 ml Puffer (10 mM MOPS, pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM
PMSF, 4 mM MgCl,, 1,7 M Saccharose) und abschlieBend mit 1 ml Puffer (10 mM MOPS,
pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 4 mM MgCl,, 250 mM Saccharose) iiberschichtet. Es
folgte eine Ultrazentrifugation (Beckman SW 60 Rotor, 200000 xg, 4 h, 4°C).

Diese Methode ist in der folgenden Abb. 6 schematisch dargestellt. Nach der
Zentrifugation wurde der Gradient folgendermaflen geerntet. Zuerst wurde eine 900 pl
Fraktion abgenommen und verworfen. AnschlieBend wurden vier Fraktionen zu je 500 pl und
eine zu 1 ml abgenommen. Sedimentiertes Material am Boden des Zentrifugationsrohrchens
wurde in SEM-Puffer resuspendiert. Die in den Fraktionen enthaltenen Proteine wurden
mittels TCA gefillt (4.5.4) und mittels Coomasie Farbung oder Western-Blot analysiert. Das
Verhalten der Mitochondrien wihrend des Versuches wurde durch Einsatz eines polyklonalen
Antikorpers gegen Porin, das der Mikrotubuli mittels des monoklonalen B-Tubulin-
Antikorpers WA3 kontrolliert. Die Western-Blot-Signale wurden mittels Densitometrie
(Pharmacia Image Scanner und Image Master 1D Elite software) ausgewertet.

Um Adenin- oder Guaninnukleotid-abhéngige Bindung der Mitochondrien an
Mikrotubuli zu untersuchen, wurde dem Versuchansatz anstelle von Apyrase 2 mM ATP,
ADP, GTP oder GDP zugesetzt. Nach der Inkubation von Mitochondrien und Mikrotubuli auf
Eis erfolgte das Laden des Saccharosedichte-Gradienten und Durchfiihrung des Experimentes
wie oben beschrieben. Des Weiteren wurde der Einflu von vorbehandelten Mitochondrien
auf die Ausbildung der Interaktion zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli untersucht.
Beispielsweise wurden Mitochondrien mit einer konzentrierten 1M KCIl-Salzldsung
vorbehandelt. Hierfiir wurden Mitochondrien 30 min in Puffer (10 mM MOPS, pH 7,2, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF, 4 mM MgCl,, 250 mM Saccharose, 1 M KCl) bei 4°C unter Rotieren
des Versuchsansatzes inkubiert, 12 min zentrifigiert (Sigma Kiihlzentrifuge, 12000 xg, 4°C)
zweimal mit SEM-Puffer (250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM MOPS, pH 7,2)
gewaschen und abschliefend in SEM-Puffer zu einer Endkonzentration von 10 mg/ml
aufgenommen. Die  reisolierten = Mitochondrien  wurden dann  unter  ATP-
Depletionsbedingungen mit Mikrotubuli inkubiert und die Interaktion wie zuvor beschrieben

untersucht.
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In einem anderen Ansatz wurden Mitochondrien mit Trypsin vorbehandelt. Zum
Trypsinverdau wurden isolierte Organellen im Puffer (10 mM MOPS, pH 7,2, ImM EDTA,
1 mM PMSF, 4 mM MgCl,, 250 mM Saccharose, 100 pg/ml Trypsin) 20 min auf Eis
inkubiert. Zum Abstoppen der Proteasebehandlung wurde STI (Sojabohnen Trypsin Inhibitor,
Endkonzentration 1 mg/ml) zugesetzt und weitere 15 min auf Eis inkubiert. Nach dieser
Inkubationszeit, in der die enzymatische Aktivitit der Protease abgestoppt wurde, wurden die
trypsinbehandelten Mitochondrien mit Mikrotubuli unter ATP-Depletionsbedingungen auf Eis
inkubiert und das Experiment wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Um die Abhéngigkeit der Interaktion zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli nach
Antikorpervobehandlung der Mitochondrien zu untersuchen, wurden 100 pg N. crassa WT-
Mitochondrien mit je 500 ng affinititsgereinigten Antikdrper 30 min auf Eis vorbehandelt.
Nach der Inkubation wurden die Mitochondrien zentrifugiert, der Uberstand abgenommen,
die Mitochondrien einmal in SEM-Puffer gewaschen und nach einer erneuten Zentrifugation
in SEM-Puffer resuspendiert. Nach der Reisolation wurden die Mitochondrien wie fiir die
anderen  Experimente  beschrieben zur Interaktionsstudie eingesetzt. Fiir die
Antikdrpervorbehandlung von Mitochondrien der Ankin2-Deletionsmutante, wurde 1 pg
affinititsgereinigtes Antiserum eingesetzt und analog der oben beschriebenen Methode

verfahren.
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Abb. 6. Flotationsexperiment zur Analyse der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli

Mitochondrien (rote Ellipsen) wurden unter verschiedenen Bedingungen mit Mikrotubuli (blaue
Stabchen) inkubiert und einer Saccharose-Dichtegradienten-Ultrazentrifugation unterzogen. Nach
dieser Ultrazentifugation wurden Fraktionen des Gradienten abgenommen. Die in diesen Fraktionen
enthaltenen Proteine wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und anschliel3end analysiert (Fuchs et al.,
2002).

4.8 Mikroskopische Methoden

4.8.1 Fluoreszenzmikroskopie

Eine detailierte Analyse der Morphologie von Mitochondrien in Hefe- und
Neurospora-Zellen, erfolgte mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops. Die Mitochondrien
wurden mit fluoreszierenden Proteinen oder Farbstoffen sichtbar gemacht. Erfolgte die
Beobachtung der Mitochondrien iiber einen ldngeren Zeitraum z.B. zur Aufnahme von
Bildern, wurde die Zellsuspension durch Zugabe 1 % (m/v) Low Melting Point Agarose auf
dem Objekttriager fixiert.

Fluoreszenz- und Phasenkontrastaufnahmen wurden an einem Zeiss Axioplan
Mikroskop mit einem Plan-Neofluar 100x/1,30 Ol-Objektiv (Carl Zeiss GmbH, Jena) erstellt.
Es wurde eine 100 W Quecksilber-Lampe verwendet. Fiir die Analyse von mtGFP wurde
Filtersatz No. 09 verwendet (Anregung: 450 bis 490 nm, Emission: >515 nm) (Heim und
Tsien, 1996). Fiir Rhodamin-B-Hexylester wurde Filtersatz No. 15 verwendet (Anregung: 534
bis 558 nm, Emission: >590 nm) (Matz et al., 1999). Die Farbungen mit DAPI und Cell-
Tracker-Blue wurden mit Filtersatz No. 01 durchgefiihrt (Anregung: 353 bis 377 nm,

Emission:> 397 nm).
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4.8.2 Interaktionsanalyse von Mitochondrien und Mikrotubuli mittels Fluoreszenz-

mikroskopie

In diesem fluoreszenzbasierten Testsystem zur Bindung von Mitochondrien an
Mikrotubuli wurden rhodaminmarkierte Mikrotubuli verwendet. Zur Herstellung dieser
Mikrotubuli sieche 4.7.3.

Rhodaminmarkierte Mikrotubuli wurden mit isolierten GFP-gefarbten Mitochondrien
unter ATP-Depletionsbedingungen (4.7.4) inkubiert. In verschiedenen Ansédtzen wurde analog
zum biochemischen in vitro-Bindungsassay (4.7.4) die ATP-Abhéngigkeit und das Verhalten
von mit spezifischen Antikérpern vorbehandelten Mitochondrien untersucht (4.7.4). Die
Auswertung der Versuche erfolgte unter Verwendung des unter 4.8.1 beschriebenen Axioplan

Mikroskop.

4.8.3 Beobachtung von Hyphenwachstum und intrazellulirer Transportvorginge

Objekttriger wurden mit Minimalmedium, dem zur Verfestigung und um den
Brechungsindex der Zellwand zu minimieren 15 % Gelatine zugesetzt war, diinn beschichtet.
Alternativ war dem Medium anstelle der Gelatine 2 % Agar zugesetzt, jedoch konnte
festgestellt werden, dass der Agar einen wesentlich héheren Hintergrund erzeugt, als die
Gelantine. Die beschichteten Objekttrager wurden dann mit Konidiensuspension angeimpft
und bei Raumtemperatur iiber Nacht in einer Feuchtkammer inkubiert. Am Beobachtungstag
wurden die ausgebildeten Hyphen mit einem Tropfen fliissigen Minimalmedium {iberschichtet
und vorsichtig mit einem Deckglas abgeschlossen. Fiir die anschlieBende Quantifizierung der
Organellenbewegung von auf dem Objekttrager gewachsener Hyphen wurden nur aktiv
wachsende Hyphen ausgewdhlt. Die Quantifizierung der Hyphenbewegung und des
Organellentransportes erfolgte mit Hilfe von computer-unterstiitzter Videomikroskopie.
Verwendet wurde ein Axiophot-Mikroskop (Carl Zeiss GmBH, Jena), sowie eine
hochauflosende monochrome Kamera (Modell Orca ER 1394) der Firma Hamamatsu
(Herrsching). Zur Aufzeichnung des Hyphenwachstums und der Organellenbewegung wurde

die Software SimplePCI der Firma Compix verwendet.

4.8.4 Organellenfarbung mit Hilfe von fluoreszierenden Farbstoffen

In Analogie zur Beobachtung der Organellenbewegung von Mitochondrien konnten
andere Zellbestandteile wie Kerne, Endosomen oder Vakuolen mit spezifischen

Fluoreszenzfarbstoffen angefdarbt und beobachtet werden. Hierzu wurde dem das die
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ausgewachsene Hyphe bedeckende Minimalmedium, eine entsprechende Menge an
Fluoreszenzfarbstoff zugesetzt. Die Inkubationszeiten der einzelnen Proben variieren stark. In

der nachfolgenden Tabelle sind die jeweiligen Gebrauchskonzentrationen angegeben.

Subzelluliire Struktur Endkonzentration an Farbstoff
Mitochondrien Rhodamin-B-hexylester (10 pg/ml)
Vakuolen Cell Tracker Blue (10 uM)

Kerne DAPI (2.5 pg/ml)

Endocytose und Spitzenkorper FM4-64 (1 pg/ml)

ER Di(OCe); (1 uM)

Tab. 5. Auflistung der in der Arbeit verwendeten Proben zur spezifischen Visualisierung von
Zellorganellen

Alle verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe wurden von Molecular Probes (Eugene, Oregon)

erworben.

4.9 Gerite, Chemikalien und Enzyme

4.9.1 Gerite
Abimed, Diisseldorf: Kolbenhubpipetten

Agfa-Gevaert, Miinchen: Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine Gevamatic 60

Appligene, Heidelberg: Imaging-System The ImagerTM

Carl Zeiss, Jena GmbH: Axioplan Fluoreszenzmikroskop, Stereomikroskop Axiophot,
Stereomikroskop Stemi SV6,

Beckman, Miinchen: Kiihlzentrifuge J2-21 und Ultrazentrifugen Optima TLX und Optima
MX-E, L8-50M/E und L8-M, Rotoren, Zentrifugationsrohrchen

Bender und Hobein, Miinchen: Vortex-Mixer

Branson, Heusenstamm: Ultraschallgerét Sonifier B-15

Braun, Melsungen: Schiittelwasserbader

Consort, Freiburg: Spannungsgerite fiir die Elektrophorese

Eppendorf, Hamburg: Photometer, Multipette, Schiittler, Thermostate, Tischzentrifugen
(5415D)

Heraeus Christ, Osterode: Tischzentrifuge Bactifuge., Brutschrinke, Inkubatoren

Hamamatsu: Hochauflésungkamera Orca ER 1394
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Ika, Staufen: Magnetriihrer

Julabo, Seelbach: Wasserbadthermostat

Memmert, Hannover: Warmeschréinke

Pharmacia, Freiburg: Spannungsgerite filir Gelelektrophorese und Immunoblots, Densitometer
Ultrascan XL, FPLC- und HPLC-Anlagen, Chromatographiesidulen Superose 6

Sartorius, Mainz: Feinwaagen, Ultrafiltrationsapparatur, Sterilfilter

Schiitt, Gottingen: Autoklav Bioclav.

Shimadzu, Kyoto, Japan: Photometer UV-120-02 und UV-240

Sigma, Miinchen: Kiihlzentrifuge 3K30

Werkstatt des Instituts, Miinchen: Semi-Dry-Blot-Apparaturen, Elektrophoresekammern,
Uberkopfschiittler

4.9.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Agfa-Gevaert, Miinchen: Entwickler, Fixierer fiir Rontgenfilme

ARK-Sigma, Darmstadt: Oligonukleotide

Amersham-Buchler, Braunschweig: ECL-Immunoblot-Detektionssystem,

Biometra, Gottingen: Reagenzien fiir Polymerase-Kettenreaktion (PrimeZyme)

Biorad, Miinchen: Reagenzien zur Proteinbestimmung, Anti-Kaninchen-IgG-gekoppelte
Meerrettich-Peroxidase

Boehringer, Mannheim: dNTPs, Ethidiumbromid, Kreatinkinase, Kreatinphosphat, NTPs,
PCR DIG Probe Synthesis Kit, Restriktionsenzyme, Tris

Braun, Melsungen: Kaniilen, Spritzen

Clontech, Heidelberg: E. coli-Stamme

DIFCO, Detroit, USA: Bacto-Agar, Pepton, Trypton, Hefeextrakt

EUROSCAREF, Frankfurt: Vektoren und Hefestimme

Fluka, Buchs, USA: Trichloressigsdure

Fuji, Diisseldorf: Rontgenfilme

Genomed, Bad Oeynhausen: Jetstar-Reagenzien und Sdulen zur Plasmidisolierung

Gerbu, Gaiberg: Acrylamid, Ampicillin, DTT, NADH

GIBCO-BRL, Eggenstein: Agarose, T4-Ligase, Restriktionsenzyme

ICN Pharmaceuticals, Eschwege: [35S]Methionin (1100 bis 1400 Ci/mmol)

Invitrogen, Groningen: pCRII-Topo-Vektor

Kodak, Miinchen: Rontgenfilme BioMax

Molecular Probes, Eugene, USA: Rhodamin-B-Hexylester, DAPI, Tetramethylrhodamin,
Cell-Tracker-Blue, Di(OC)g
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Nestlé-Alete, Miinchen: Magermilchpulver

NEB, Schwalbach: Restriktionsenzyme

Promega, Heidelberg: RNasin, pGEM-Vektoren (p GEM4)

Qiagen, Homburg: Gel Extraktion Kit, £. coli XL1-Blue

Research Genetics, Huntsville, USA: Hefestammsammlung

Riedel de Haen, Seelze: Kaliumacetat

Roche: Dig Easy Hyp, CDP-Star, Dig Wash and Block Puffer Set, DIG-Luminiscent-
Detection Kit

Sarstedt, Bad Homburg: Reaktionsgefaf3e, Pipettenspitzen, Rohrchen

Schleicher & Schiill, Dassel: Nitrozellulose-Membranen 0,2 pm, Faltenfilter, Filterpapier,
Sterilfilter

Serva, Heidelberg: Bisacrylamid, Bromphenolblau, Coomassie Brillant Blau R-250,

Ethanol, Harnstoff, HEPES, Ponceau S, Raffinose, Saccharose

(Sucrose), SDS, Spermidin, TEMED

Sigma, Miinchen: Aminosdurereste, Ammoniumperoxodisulfat, MOPS,

Glycerin, Lachsspermien-DNA, 3-Mercaptoethanol, Mineraldl

Molekulargewichtsstandards fiir SDS-PAGE, PMSF, Triton X-100,

Stratagene, Heidelberg: pBluescript II KS

United States Biochemical, Cleveland, USA: Pepton, Trypton, Yeast Nitrogen Base (ohne
Aminosaurereste)

Whatman, Maidstone, England: DE52-Zellulose, P11 Sdulenmaterial

Alle iibrigen Chemikalien wurden von der Firma Merck, Darmstadt, bezogen.
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S  Ergebnisse

5.1 Expression von GFP in Mitochondrien des filamentosen Pilzes

Neurospora crassa

5.1.1 Herstellung eines Plasmides zur Visualisierung von Mitochondrien mit GFP

(Green Fluorescent Protein) in N. crassa

Zu Beginn dieser Arbeit konnte die Gestalt und die Bewegung von Mitochondrien in
N. crassa nur mit wenigen mikroskopischen Methoden verfolgt werden. Hierzu zédhlten die
Elektronenmikroskopie (Alberghina et al., 1974; Grad et al., 1999), computerunterstiitzte
Lichtmikroskopie (Steinberg und Schliwa, 1993), sowie die Verwendung von verschiedenen
fluoreszierenden Farbstoffen (Minke et al., 1999; Prokisch et al., 2000). Diese Methoden
lieferten erste Ergebnisse zur Interaktion von Mitochondrien aus N. crassa mit dem
Zytoskelett. Um das dynamische Verhalten von Mitochondrien sowohl in vitro als auch in
vivo iiber einen lingeren Zeitraum fluoreszenzmikroskopisch verfolgen zu kdnnen, war die
Entwicklung einer verbesserten Farbemethode notwendig, wie z.B. die Firbung von
Mitochondrien durch Expression eines GFP-Fusionsproteins. Hierzu sollte ein Plasmid
hergestellt werden, welches die Expression eines GFP-Proteins in Mitochondrien ermdglicht.
Zur Selektionierung von Transformanten sollte das Plasmid zudem mit einem
Resistenzmarker ausgestattet werden.

Die Farbung von Mitochondrien mit GFP-Proteinen, die mit einer mitochondrialen
Zielsteuerungssequenz fusioniert sind, wurde fiir eine Reihe experimenteller Systeme
beschrieben, wie z.B. Hefe (Westermann und Neupert, 2000) und Séugerzellen (Rizzuto et
al., 1996). In Neurospora waren jedoch zahlreiche Versuche zur Verwendung von GFP als
Fluoreszenzmarker fehlgeschlagen (Freitag et al., 2001; Holger Prokisch und Martha Merrow,
personliche Mitteilung; eigene unpublizierte Ergebnisse). Aus Untersuchungen in Arabidopsis
war bekannt, dass eine erfolgreiche GFP-Expression in der Pflanze nur unter Verwendung
eines speziellen GFP-Allels erzielt werden konnte, welches fiir den ,,Codon Usage* von
Arabidopsis optimiert war (Haseloff et al., 1997). Da vergleichbare GFP-Allele bereits zur
Expression in den Pilzen Ustilago maydis (Spellig et al., 1996) und Aspergillus nidulans
(Suelmann et al., 1997) erfolgreich eingesetzt worden waren, wurde das mgfp5-Allel
(Siemering et al., 1996) zur Expression von GFP in N. crassa ausgewéhlt. Dieses Allel ist
nicht nur kodonoptimiert, sondern es erlaubt auch die korrekte Faltung des GFP-

Fusionsproteins bei hoheren Temperaturen. Um eine mikroskopisch detektierbare Expression
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des Fusionsproteins zu erzielen, wurden regulatorische Elemente eines hoch abundanten
mitochondrialen Proteins, der Alpha-Untereinheit der F;-ATP-Synthase, ausgewihlt. Dieses
Protein wird in N. crassa durch das atp-1-Gen (Bowman und Knock, 1992) kodiert. Die
genomische Sequenz enthilt fiinf Introns, von denen je eines in der Prasequenz bzw. nahe der
Terminationssequenz lokalisiert ist. Da eine expressionssteigernde Wirkung von Introns
mehrfach beobachtet wurde (siehe z.B. (Brinster et al., 1988; Buchmann und Berg, 1988;
Choi et al., 1991; Palmiter et al., 1991; Korb et al., 1993)), wurden das erste und das letzte
Intron des atp-1-Gens in das Expressionsplasmid aufgenommen.

Das durch das Plasmid pNc-mtGFP kodierte Protein mtGFP (Abb. 7) enthédlt die
Prasequenz der Alpha-Untereinheit der F;-ATP-Synthase, in welcher die Prozessierungsstelle
enthalten ist, die von der mitochondrialen Matrix-Prozessierungs-Peptidase erkannt wird. Des
Weiteren sind zwei Aminosduren der Alpha-Untereinheit der F;-ATP-Synthase und sieben
weitere Aminoséduren, welche aus Klonierungsgriinden eingefiigt wurden, an GFP fusioniert.
Neben der Expressionskassette fiir mtGFP enthidlt das Plasmid eine Kassette mit einem

Resistenzgen gegen Hygromycin B.

Abb. 7. Plasmid zur GFP-Markierung von Mitochondrien in N. crassa

(A) Struktur der mtGFP-Expressionskassette. Die ein Stopkodon enthaltende kodierende Sequenz fir
GFP ist durch einen weiflen Kasten dargestellt. Regulatorische Elemente des atp-7-Gens sind in grau,
Introns durch schwarze Balken dargestellt. F1a pre bezeichnet die fir die mitochondriale Prasequenz
kodierende Region des atp-7-Gens. F,aC bezeichnet den Bereich des atp-71-Gens, welcher fur den C-
Terminus des F,a-Proteins kodiert. Dieser Bereich wird im Expressionskonstrukt nicht translatiert. atp-
1 ter. bezeichnet den Bereich des atp-71-Gens, welcher die Terminationssequenz des Gens enthalt.

(B) Plasmidkarte von pNc-mtGFP. Funktionelle Elemente des Expressionskonstrukts sind aufgefiihrt.
Die Ampicillin-Resistenzkassette amp" und der Replikationsursprung fiir E. coli, ColE1 ori, sind dem
pBluescript Vektor entnommen.
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5.1.2 Herstellung eines mtGFP-exprimierenden Neurospora-Stammes

Die Herstellung eines Stammes mit GFP-markierten Mitochondrien sollte eine
fluoreszenzmikroskopische Beobachtung der Mitochondrien in diesem Organismus
ermdglichen. Des Weiteren sollten isolierte Mitochondrien dieses Stammes in einem
fluoreszenzbasierten in vitro-Testsystem fiir die Interaktion mit fluoreszenzmarkierten
Mikrotubuli eingesetzt werden. Zur Herstellung von genetisch verdnderten Stimmen in
Neurospora werden Spiaroblasten hergestellt und diese mit Plasmid-DNA transformiert. Da
Sphéroblasten mehrere (bis zu drei) Kerne enthalten, flihrt eine Transformation von
Sphéroblasten mit Plasmid-DNA zur Bildung eines heterokaryotischen Stamms, d.h. die
Kerne weisen einen nicht-einheitlichen Genotyp auf. Eine stabile Expression des GFP-
Fusionsproteins ist allerdings nur in einem homokaryotischen Stamm gewéhrleistet, in dem
alle Kerne das mtGFP-Gen enthalten. Fiir die Isolierung eines homokaryotischen Stammes
wurde der transformierte Stamm auf jodazetathaltigem Medium angezogen. Hierdurch wurde
die Bildung von Mikrokonidien induziert, die durch Mitose entstehen und nur einen Zellkern
enthalten.

Nach Transformation von Sphiroblasten des N. crassa Wildtypstammes St. Lawrence
74A mit dem Plasmid pNc-mtGFP (3.1.1) wurden 27 Hygromycin B-resistente Stdmme
erhalten. 25 dieser Stimme wiesen nach weiterer Anzucht in Hygromycin B-haltigem
Fliissigmedium eine eindeutige Fluoreszenzfarbung der Mitochondrien auf. Die Expression
von GFP in diesen Stimmen war allerdings auf wenige Zellen bzw. einzelne Hyphen
beschriankt. Um eine gleichmédBige Expression von GFP-markierten Mitochondrien zu
erzielen, wurde ein Stamm mit starker mitochondrialer Fluoreszenz ausgewéhlt und mehrfach
(insgesamt fiinfmal) auf Hygromycin B-haltigem Fliissigmedium angezogen. Hierdurch
wurde die Anzahl der Kerne mit dem die Resistenz vermittelnden Expressionsplasmid erhoht.
Anschlieend wurden Mikrokonidien isoliert, um einen homokaryotischen Stamm mit GFP-
gefdrbten Mitochondrien zu erhalten. Die Mikrokoniden wurden dann auf Hygromycin B-
haltigem Sorbosemedium ausplattiert und einzelne Klone isoliert. Hierdurch konnte ein
Stamm isoliert werden, von dem ca. 90% der Zellen GFP-markierte Mitochondrien enthielten.
In diesem Stamm war die Fluoreszenzfarbung ausschlielich auf die Mitochondrien
beschrédnkt, und eine Hintergrundfluoreszenz war nicht zu beobachten.

Abb. 8 zeigt GFP-markierte Mitochondrien in unterschiedlichen Stadien des
Lebenszyklus des Pilzes. In Konidiosporen, auskeimenden Konidiosporen, Hyphen und
Hyphenverzweigungspunkten liegen Mitochondrien in Form von lang gestreckten Organellen

VOr.
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Abb. 8. GFP-gefarbte Mitochondrien in lebenden Zellen von N. crassa

Konidien eines mtGFP-exprimierenden Stammes wurden Uber unterschiedlich lange Zeitspannen in
flissigem Minimalmedium bei 30°C angezogen und mittels Fluoreszenz- (links) oder
Phasenkontrastmikroskopie (rechts) beobachtet.

(A) Konidien vor dem Auskeimen von Hyphen; (B) auskeimende Konidien; (C) Hyphenspitze nach
vierstindiger Inkubation; (D) Hyphe nach Ubernachtinkubation; (E) Hyphenverzweigungspunkt nach
Ubernachtinkubation. Der Langenstandard entspricht 5 um.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass es moglich ist, ein GFP-Fusionsprotein — unter
Verwendung endogener regulatorischer Elemente — zur Anfarbung intrazelluldrer Strukturen
in N. crassa einzusetzen. Parallel zu den hier vorgestellten Arbeiten wurde die Expression von
GFP im Zytoplasma von Neurospora beschrieben (Freitag et al., 2001), die allerdings nur

unter Verwendung von starken nicht-endogenen Promotoren moglich war.
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5.2 In vitro-Testsysteme zum Studium der Interaktion von

Mitochondrien von /. crassa und Mikrotubuli

5.2.1 Entwicklung eines biochemischen in vitro-Testsystems zur Analyse der

Interaktion von Mitochondrien und Mikrotubuli

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war es, die Mitochondrien-Mikrotubuli-Interaktion in
vitro zu untersuchen. Das zu entwickelnde Testsystem sollte eine Charakterisierung der
mitochondrialen Komponenten ermdglichen, die fiir die Bindung von Mitochondrien an
Mikrotubuli notwendig sind. Des Weiteren sollten mit Hilfe dieses Systems Motorproteine
identifiziert werden, die an dem Transport von Mitochondrien entlang von Mikrotubuli in N.
crassa beteiligt sind.

Nach der Isolierung von Mitochondrien aus einem Neurospora-Wildtyp-Stamm wurde
zundchst iiber Western-Blot {iberpriift, dass kein endogenes Tubulin an isolierte

Mitochondrien gebunden ist (Abb. 9).

Abb. 9. Isolierte Mitochondrien aus Neurospora sind frei von endogenem Tubulin

50 pg Zytosol und Mitochondrien wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und mit Antikdrper gegen R-
Tubulin (WAS3; freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Manfred Schliwa) dekoriert.

Mitochondrien wurden unter verschiedenen Bedingungen mit Taxol-stabilisierten
Mikrotubuli inkubiert. Da eine Beteiligung von Adeninnukleotid-abhéngigen Motorproteinen,
wie z.B. Kinesinen, erwartet wurde, wurden unter Standardbedingungen ADP und ATP durch
Apyrase enzymatisch entfernt. Anschlieend wurde der Versuchsansatz an den Boden eines
Saccharose-Dichtegradienten geladen. In der nachfolgenden Ultrazentrifugation steigen die
Mitochondrien in einen ihrer Dichte entsprechenden Bereich des Saccharose-Gradienten auf.

Die einzelnen Fraktionen wurden durch SDS-PAGE und Coomasiefarbung oder Immunoblot
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daraufhin untersucht, ob Tubulin an den Mitochondrien gebunden war. Der schematische
Aufbau des Versuchs ist in Abb. 6 dargestellt. Abb. 10 zeigt ein Beispiel fiir ein solches
Experiment, in dem die Proteine der Fraktionen des Gradienten nach SDS-PAGE mit
Coomassie angefdarbt wurden (hier wurde eine groflere Mikrotubulimenge eingesetzt als in
den weiter unten beschriebenen Experimenten, in denen Tubulin durch Immunoblot
nachgewiesen wurde). Als Kontrolle wurde eine Gradientenzentrifugation von Mitochondrien
in Abwesenheit von Mikrotubuli durchgefiihrt. Dieses Testsystem ermdoglicht die

Identifizierung spezifischer Parameter der Bindung von Mikrotubuli an Mitochondrien.

Abb. 10. Interaktion zwischen Mikrotubuli und Mitochondrien in vitro

Mitochondrien wurden mit einem Uberschuss an Mikrotubuli inkubiert und anschlieBend in einem
Saccharose-Dichtegradienten einer Ultrazentrifugation unterzogen. Die in den abgenommenen
Fraktionen enthaltenen Proteine wurden durch TCA (Trichloressigsdure) gefallt, in
Probenauftragspuffer aufgenommen, in einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Coomasiefarbung
sichtbar gemacht. An Mitochondrien gebundenes Tubulin ist mit einem Stern markiert. Das
Uberschussige nicht gebundene Tubulin verbleibt nach der Zentrifugation am Boden des Gradienten.
Eine zweite Probe wurde in der gleichen Weise in Abwesenheit von Mikrotubuli behandelt.

5.2.2 Fluoreszenzbasiertes Testsystem zur Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli

Mit Hilfe des mtGFP-exprimierenden Stammes sollte ein alternatives

fluoreszenzbasiertes Testsystem zur Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli
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entwickelt werden. Dazu sollte die Interaktion von isolierten mtGFP-markierten
Mitochondrien mit rhodaminmarkierten Mikrotubuli unter verschiedenen
Versuchsbedingungen untersucht werden.

Isolierte, mtGFP-markierte Mitochondrien kollabieren zu runden sphérischen
Organellen (Abb. 11 A). Diese Beobachtung konnte bereits bei der Mitochondrienisolierung
aus Hefe gemacht werden (personliche Mitteilung, B. Westermann). Es ist wahrscheinlich,
dass dieser morphologische Effekt auf einem Verlust der Interaktion von Mitochondrien mit
dem Zytoskelett wahrend der Organellenpriparation beruht und somit unabhéngig von der Art
des interagierenden Zytoskeletttyps ist.

Bei Zugabe von Mikrotubuli war in Abwesenheit von ATP eine spezifische Bindung
der Organellen zu beobachten (Abb. 11 B). Die Bedingungen fiir eine effiziente Interaktion

waren dieselben wie im biochemischen Testsystem.

Abb. 11. Verhalten isolierter Mitochondrien

(A) Isolierte Mitochondrien des mtGFP-exprimierenden Stammes. Das linke Bild zeigt eine
fluoreszenzmikroskopische Aufnahme, das rechte Bild die Aufnahme mittels
Phasenkontrastmikroskopie. Hervorgehoben ist ein vergrofRerter Ausschnitt aus der Bildmitte. Der
Langenstandard entspricht 5 ym, im Bildausschnitt 1 pm.

(B) Isolierte Mitochondrien des mtGFP-exprimierenden Stammes wurden mit rhodaminmarkierten
Mikrotubuli unter ATP-Depletionsbedingungen inkubiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Der Langenstandard entspricht 5 pm.
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5.3 Biochemische Grundlagen der Interaktion von Mitochondrien und

Mikrotubuli

5.3.1 Die Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli wird von ATP-abhingigen

Proteinen vermittelt.

Nachdem die Bindung von Mikrotubuli an Mitochondrien in vitro etabliert war, sollten
im Folgenden die Eigenschaften dieser Interaktion charakterisiert werden. Die Beteiligung
von Kinesin-dhnlichen Motorproteinen in hoheren Organismen (Kiflba, Kif5b, Klp67a) und
die Beobachtung des Mikrotubuli-vermittelten Transports von Mitochondrien in N. crassa
(Steinberg und Schliwa, 1993) sind Hinweise auf eine mogliche Beteiligung eines Kinesin-
verwandten Proteins bei der Assoziation von Mitochondrien und Mikrotubuli in N. crassa.

Aus diesem Grunde sollte eine Adeninnukleotid-abhingige Bindung zwischen
Mitochondrien und Mikrotubuli untersucht werden. Wenn Kinesin-verwandte Proteine an der
Interaktion beteiligt sind, sollte ATP einen negativen Einfluss auf eine stabile Bindung haben,
weil sich Kinesine bei Hydrolyse von ATP von den Mikrotubuli 16sen. Zur Klarung dieser
Frage wurden isolierte Mitochondrien mit Mikrotubuli unter Standardbedingungen (ATP-
Depletionsbedingungen) oder in Anwesenheit von ATP oder ADP inkubiert und untersucht
(Abb. 12).

Abb. 12. Die Interaktion von Mitochondrien und Mikrotubuli ist Adeninnukleotid-abhédngig

Isolierte Mitochondrien des Wildtypstammes WT74A wurden wie in 4.7.4 beschrieben mit Mikrotubuli
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine Ultrazentrifugation in einem Saccharose-
Dichtegradienten sowie das Ernten von Fraktionen. Die Analyse der Fraktionen erfolgte im Western
Blot unter Verwendung von spezifischen Antikérpern. Fraktion 1 enthalt die im Dichtegradienten
aufgestiegenen Mitochondrien, welche mit einem polyklonalen Antikdrper gegen das mitochondriale
AuRenmembranprotein Porin nachgewiesen wurden. Der Gehalt an Tubulin wurde mittels eines
monoklonalen Antikérpers detektiert. Fraktion 3, entnommen aus der Mitte des Gradienten, enthalt
keine detektierbaren Proteine. Fraktion 5 enthalt nicht aufgestiegenes Protein. P bezeichnet die
unterste Fraktion des Gradienten.
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In diesen Versuchen zeigte sich, dass unter ATP-Depletionsbedingungen ein
signifikanter Anteil (40-60 %) der eingesetzten Mikrotubuli an die Mitochondrien gebunden
wird. Die gebundenen Mikrotubuli steigen mit den Mitochondrien in den oberen Bereich des
Saccharosedichtegradienten auf. In Gegenwart von ATP oder ADP (Abb. 13) findet keine
stabile Bindung von Mikrotubuli und Mitochondrien statt. Diese Ergebnisse belegen die
Beteiligung von Adeninnukleotid-abhdngigen Faktoren an der Assoziation von Mitochondrien

und Mikrotubuli.

5.3.2 Die Interaktion von Mitochondrien und Mikrotubuli wird durch peripher mit

der mitochondrialen Auflenmembran assoziierten Proteinen vermittelt

Fiir die Interaktion von Mitochondrien mit dem Zytoskelett wird eine Beteiligung von
Proteinen, die mit der mitochondrialen AuBBenmembran assoziiert sind, angenommen (Shaw
und Nunnari, 2002). Die Identitdt mitochondrialer Proteine, welche die Interaktion mit dem
Zytoskelett in N. crassa vermitteln, ist unbekannt.

Zum Nachweis einer Beteiligung von Proteinen der mitochondrialen Aulenmembran
an der Interaktion zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli in N. crassa wurden zwei
Versuche durchgefiihrt. Zum einen wurde untersucht, ob Mitochondrien, welche mit Trypsin
vorbehandelt wurden, in der Lage sind, Mikrotubuli zu binden. Hierdurch sollte die
Beteiligung assoziierter und integraler AuBenmembranproteine an der Interaktion von
Mitochondrien und Mikrotubuli belegt werden. Zum anderen sollten die beteiligten Proteine
nidher analysiert werden. Diesbeziiglich sollte geklart werden, ob peripher an der
mitochondrialen Aulenmembran gebundene Proteine, die durch einen Hochsalzwaschschritt
von der AuBenmembran entfernt werden konnen, die Wechselwirkung zwischen
Mitochondrien und Mikrotubuli vermitteln.

Es wurden isolierte Mitochondrien des Wildtypstammes WT74A wie in 4.7.4
beschrieben mit Trypsin vorbehandelt. Nach Zugabe von Trypsininhibitoren und Reisolierung
der vorbehandelten Mitochondrien wurden diese mit Mikrotubuli fiir 30 min auf Eis inkubiert.
In einem zweiten Ansatz wurden Mitochondrien mit einer konzentrierten Salzldsung (1M
KCI) extrahiert und anschlieBend durch Zentrifugation pelletiert. Nach Abnahme des
Salzextraktes wurden sie in Reaktionspuffer gewaschen, in SEM-Puffer aufgenommen und
mit Mikrotubuli auf Eis inkubiert.

Die weitere Ultrazentrifugation im Saccharose-Dichtegradienten erfolgte wie zuvor in

(Abb. 12) beschrieben. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt die Abb. 13.
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Abb. 13. Die Bindung der Mitochondrien an Mikrotubuli wird von AuBenmembran-assoziierten
Proteinen vermittelt

Isolierte Mitochondrien wurden mit Mikrotubuli 30 min auf Eis unter ATP-Depletionsbedingungen
inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Ultrazentrifugation in einem Saccharose-Dichtegradienten sowie
das Ernten von Fraktionen. Die Analyse der Fraktionen erfolgte im Western-Blot unter Verwendung
von spezifischen Antikérpern wie fiir Abb. 12 beschrieben. Im zweiten Ansatz wurden Mitochondrien
eingesetzt, die zuerst mit Trypsin vorbehandelt wurden und nach Stoppen des Trypsinverdaus,
reisoliert wurden. Der dritte Ansatz enthielt Mitochondrien, welche mit einer konzentrierten Salzlésung
(1 M KCI) behandelt und nach Reisolierung und Abnahme des Salzextraktes mit den Mikrotubuli
inkubiert wurden.

Trypsinvorbehandelte Mitochondrien verhalten sich wihrend der Ultrazentrifugation
wie unbehandelte Mitochondrien und steigen ihrer Dichte entsprechend in den oberen Bereich
des Saccharose-Gradienten auf. In dieser Fraktion kann kein Tubulin im Western-Blot
nachgewiesen werden. Die Bindung der Mitochondrien an Mikrotubuli geht also durch die
Proteasebehandlung verloren.

Das Waschen von Mitochondrien mit einem Hochsalzpuffer fiihrt zu einem
vergleichbaren Ergebnis. Es findet keine Interaktion zwischen Mitochondrien und
Mikrotubuli statt. Die Mikrotubuli verbleiben am Boden des Stufengradienten.

Dieser Versuch bestdtigt die Annahme, wonach Proteine, die peripher mit der
mitochondrialen AuBenmembran assoziiert sind, eine Rolle bei der Bindung von
Mitochondrien an Mikrotubuli spielen. Mitochondrien, die mit Trypsin vorbehandelt wurden,
sind nicht mehr in der Lage, die Assoziation mit Tubulin auszubilden, weil Proteine, welche

die Interaktion vermitteln, von der Peptidase Trypsin abgebaut werden.
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5.3.3 Die Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli wird in N. crassa nicht von

Mmm1 vermittelt.

Nullmutanten von Mmml in §. cerevisiae und Neurospora besitzen stark vergroBerte,
nahezu unbewegliche Mitochondrien (Boldogh et al., 1998; Prokisch et al., 2000). Aufgrund
der Arbeiten in Hefe wurden postuliert, dass Mmml benétigt wird, um aktinbindende
Proteine an die AuBenmembran von Mitochondrien zu rekrutieren (Boldogh et al., 1998;
Boldogh et al., 2003). Es sollte untersucht werden ob Mitochondrien der mmm-1-RIP-

Mutante von N. crassa (mmm-1 2P

) noch mit Mikrotubuli interagieren konnen. Deshalb
wurden Mitochondrien dieses Stammes mit Mikrotubuli in Abwesenheit oder Anwesenheit

von ATP inkubiert und mit Hilfe des Bindungsassays untersucht.

Abb. 14. Interaktionsstudie von Mitochondrien einer mmm-1-RIP-Mutante mit Mikrotubuli

Isolierte Mitochondrien der mmm-1-RIP-Mutante wurden wie in 4.7.4 beschrieben in Abwesenheit oder
in Anwesenheit von ATP mit Mikrotubuli fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation erfolgten
eine Ultrazentrifugation im Saccharose-Dichtegradient und das Sammeln von Fraktionen. Die in den
Fraktionen enthaltenen Proteine wurden mit TCA prazipitiert, mittels SDS-PAGE aufgetrennt und im
Western-Blot, wie fir Abb. 12 beschrieben, analysiert.

Unter ATP-Depletionsbedingungen konnen Mitochondrien der mmm-1-RIP-Mutante
mit Mikrotubuli interagieren, sodass die an die Mitochondrien gebundenen Mikrotubuli
wihrend der Ultrazentrifugation in den oberen Bereich des Gradienten aufsteigen (Abb. 14).
Diese Bindung wird ebenfalls — wie im Falle von Mitochondrien des Wildtypstammes (zum
Vergleich sieche Abb. 12) — in ATP-abhédngiger Weise vermittelt, weil die Anwesenheit von
ATP eine vollstindige Inhibierung der Bindungsaffinitit von Mitochondrien an Mikrotubuli
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bewirkt (Abb. 14). Mmm1 wird also fiir das Binden von Mitochondrien an Mikrotubuli in

Neurospora nicht bendtigt.

5.4 Beteiligung Kinesin-verwandter Proteine an der Interaktion von

Mitochondrien mit Mikrotubuli

Die Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli in vitro weist Charakteristika auf,
die auf eine Beteiligung von Kinesin-verwandten Motorproteinen schlieen lassen. Zu Beginn
dieser Arbeit war nur ein Kinesin in N. crassa identifiziert worden. Dieses als Nkin
bezeichnete Motorprotein gehort zur Gruppe der konventionellen Kinesine und ist
wahrscheinlich das am haufigsten vorkommende Kinesin in N. crassa (personliche Mitteilung
Prof. Schliwa). Die =zelluldire Funktion dieses Motorproteins ist bereits eingehend
charakterisiert worden (Steinberg und Schliwa, 1993; Steinberg und Schliwa, 1995; Seiler et
al., 1997). Aufgrund dieser Arbeiten kann eine Beteiligung von Nkin an dem Transport von
Mitochondrien entlang von Mikrotubuli ausgeschlossen werden.

Die Sequenzierung des N. crassa-Genoms wurde kiirzlich abgeschlossen (Galagan et
al., 2003). Durch Sequenzvergleiche mit der Kinesinmotordomine konnten im Laufe der
Arbeit 10 Kinesin-verwandte Proteine im Genom von Neurospora identifiziert werden. Diese
Kinesine lassen sich aufgrund ihres Aufbaus aus verschiedenen Dominen unterschiedlichen
Kinesinfamilien zuordnen. Da man aus der Zuordnung zu einer Kinesinfamilie Riickschliisse
auf die zelluldre Funktion des entsprechenden Proteins treffen kann, lassen sich potenzielle
Kandidaten des Organellentransports aufgrund der zugeordneten Kinesinfamilie auswéhlen.
Die nachfolgende Abb. 15 zeigt einen Homologiestammbaum und eine Zuordnung der

gefundenen Kinesin-dhnlichen Proteine zu den einzelnen Kinesin-Familien.
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Abb. 15. Klassifizierung von Kinesin-dhnlichen Proteinen in N. crassa

Aus der Aminosauresequenz der Motordoméane der unterschiedlichen Kinesin-ahnlichen Proteine der
Neurospora-Genomdatenbank (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/neurospora/) abgeleiteter
Kinesinstammbaum und Klassifizierung der Proteine in die jeweilige Kinesin-Familie. Verwendet
wurde das Programm DNAMan (Lynnon BioSoft, Vaudreuil, Canada).

Wie anhand der AbD. 15 ersichtlich, befinden sich unter den neuen Kinesin-
verwandten Proteinen zwei Mitglieder der Uncl104/KIF1-Familie. Da zu dieser Kinesin-
Familie viele an dem Transport von Organellen beteiligte Motorproteine gehdren (Hirokawa,
1998; Bloom, 2001a), stellen beide Proteine potentielle Kandidaten fiir mitochondriale
Motorproteine dar und wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Diese beiden

Motorproteine sind im Folgenden als Nkin2 und Nkin3 bezeichnet.

5.4.1 Das nkin2-Gen

Das nkin2-Gen (Neurospora Kinesin 2) konnte wahrend des Genom-
Sequenzierungsprojektes von Neurospora durch Sequenzvergleich mit der hochkonservierten
Motordoméne von Nkin identifiziert werden. Nkin2 ist ein ca. 206 kDa grof3es Protein, dessen
Motordoméne starke Homologie zu Kiflba aufweist, einem Kinesin, dem eine Rolle beim
Transport von Mitochondrien in Mauszellen zugeschrieben wurde (Nangaku et al., 1994). Die
abgeleiteten Aminosdurensequenzen der Motordoméinen der beiden Proteine weisen eine

Identitdt von 41,8 % auf (Abb. 16).
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KIFlb  ............. MSGASVKVAVRVINPFNSRETSKESKCII@®MOGNSTSI INPIWNPINEAP 47
Nkin2 MAPGMAPMGGGGNIKVVVRCRPFNARNEHDRGAQCIVEMRDNETVLTTPPDAVVINGGIHDOG 60
KIF1lb KSEFSFDYSYWSHTSPEDIZCEINSONRVYNIB T@INEMIRT HENIECN4N V[GRNY:N{E0RKe 7\ €1 ¢S) Y TV 107
Nkin2 QKIFAFDRSYWSFEFDKN AleOpIo)N=IDIFGKIFNLIBNAFOGYNINCIFAYGQTGEGKSYEM 120

KIFlb WIEKOEESQA QLEEELIE CNEEMSYS . SN @ERVRDLLNPINKGNL| 166
Nkin2 WEYGKDAG. . MI@ODMgK QODKNLRCT\EHSHMT | INERVRDLLNPIRNKGNL 178
KIF1lb NVREHPIREGPYVEDLSKLEVENSNEYS TENT MDIAGNKARTVAATNMNETSSRSHAVE TIRA T 226
Nkin2 1VREHPSTGPYVEDL‘KL* IO} TIMEIT.MDIZBGNKARTVAATNMNETSSRSHAVE TIMUIRT] 238
KIFlb IM6D PE TINFSENE KIPSIK T ST.VDLAGSERAIBS TGAINGEY A ImTL Sk 286
Nkin2 INSD PE TR EKEVAK T SLVDLAGSERANINS TGAIN A TNIRSLETLGI 298
KIFlb EVSK UNDICN RN DY RD SVL TWL L8 \WAARSPADINYDETLSTLRYA 342
Nkin2 DLET KGSAAGQV)I4IANNIRRKD S MAANSPADINYDETLSTLRYA 358
KIF1lb REVNOIRNCNERY TINEAD PNAKT, TRIRKDLIERAQELGDITIDTSMGSLTSSPSSCSL 402
Nkin2 Sk ENYVINEADAINPAR M T LAQIFR SKIRGNGEVVGDTHVPGEEVYAEGTPLEK 418

KIF1lb NSQVGLTSVTSIQERIMS 420
Nkin2 QL. ... 420

Abb. 16. Homologievergleich der Aminosduresequenzen von Nkin2 und Kifiba aus
M. musculus

Aminosaurensequenzvergleich der Kinesin-Motordomanen von Nkin2 (AA 19-365) und des
Mitochondrienmotors Kif1Ba (AA 1-362) aus Maus. Zur Darstellung wurde das Programm DNAMan
(Lynnon BioSoft, Vaudreuil, Canada) verwendet.

Die Aminosdurensequenz des Nkin2-Proteins weist neben der Kinesin-Motordomédne
(AA 62-365) weitere charakterisierte Proteinmotive auf (Abb. 17). Hierzu zihlt eine FHA-
Domine, welche an Phosphothreoninreste bindet und an Protein-Protein-Wechselwirkungen
beteiligt ist (Durocher et al, 1999; Li et al, 2000; Westerholm-Parvinen et al., 2000;
Durocher und Jackson, 2002). Des Weiteren besitzt Nkin2 eine PH-Domine (Lemmon und
Ferguson, 1998). Diese vermittelt eine Interaktion mit Phospholipiden und besitzt somit eine
wichtige Rolle in der Interaktion von Motorproteinen mit Membranen der zu

transportierenden Fracht.
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Abb. 17. Doméanenstruktur von Nkin2

Nkin2 besitzt eine Kinesinmotordomane, welche die Aminosduren 62-365 umfasst. Ca. 150
Aminosauren hinter dem Ende der Motordomane befindet sich eine FHA-(Forkhead associated
domain)-Domane. Am C-Terminus des Proteins befindet sich eine PH-(Pleckstrin Homology)-Domane.

Der modulare Aufbau dieses Kinesins entspricht somit dem des Dictyostelium
Unc104-Homologs (DdUnc104). Fiir dieses Kinesin konnte gezeigt werden, dass die PH-
Doméne die Interaktion von Motorprotein und Vesikeln vermittelt (Klopfenstein et al., 2002).
Diese Interaktion ist von der Anwesenheit von PtdIns(4,5)P, in der Vesikelmembran abhéngig
(Klopfenstein et al., 2002).

Die grofite Homologie iiber die Gesamtlinge des Proteins weist ein hypothetisches

Protein aus Gibberela moniliformis (Datenbanknummer AY 230443) auf (Abb. 18).

Abb. 18. Identititsvergleich verschiedener Nkin2-Homologe aus D. discoideum, C. elegans und
verschiedenen filamentésen Pilzen

Vergleich der Aminosauresequenz von Nkin2 und homologen Proteinen. Ein vollstdndiges Alignment
der Proteinsequenzen sowie die zu den Proteinsequenzen gehérenden Datenbanknummern sind im
Anhang (Abb. 36) zu finden. Verwendet wurde das Programm DNAMan (Lynnon BioSoft, Vaudreuiil,
Canada). An = Aspergillus nidulans; Bf = Botryotinina fuckeliana; Ce = Caenorhabditis elegans; Ch =
Cochliobolus heterostrophus; Dd = Dictyostelium discoideum; Gm = Gibberella moniliformis; Gz =
Gibberella zeae; Mg = Magnaporte griseae; Um = Ustilago maydis.
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5.4.2 Das nkin3-Gen

Das nkin3-Gen (Neurospora Kinesin 3) kodiert fiir ein 677 Aminosduren langes
Motorprotein. Sein Aufbau weist bis auf die Kinesinmotordomine keine Ahnlichkeit zu
bekannten Proteindomdnen auf. Die Kinesinmotordoméine von Nkin3 besitzt die grofite
Homologie zu Kiflc in Homo sapiens. Im Vergleich zu Kiflc in Sdugern (Dorner et al., 1998)
besitzt dieses Motorprotein einen auffallig verkiirzten C-Terminus. Weitere Kiflc-Homologe
mit dhnlich verkiirztem C-Terminus sind nur in filamentdsen Pilzen zu finden (Schoch et al.,
2003). Anhand von phylogenetischen Studien (Abb. 19) nimmt man an, dass Nkin3 und
homologe Proteine anderer filamentoser Pilze innerhalb der KIF1C-Familie eine Unterfamilie
verkiirzter Uncl04-Kinesine bilden (Schoch et al., 2003). Zelluldre Funktionen dieser

Familienmitglieder sind nicht bekannt.

Abb. 19. Phylogenetischer Stammbaum von HsKif1c, MmKific, Nkin3 und weiteren Homologen
aus filamentdsen Pilzen

Zur Erstellung dieses Stammbaums wurde das Programm DNAMan (Lynnon BioSoft, Vaudreuiil,
Canada) verwendet. Ein vollstandiges Alignment der Aminosauresequenzen ist im Anhang (Abb. 37)
zu finden. Bf = Boftryotinina fuckeliana; Ch = Cochliobolus heterostrophus; Gm = Gibberella
moniliformis; Hs = Homo sapiens; Mm = Mus musculus.

5.4.3 Subzellulire Lokalisation von Nkin2 und Nkin3

Kiflba kolokalisiert mit Mitochondrien in Zellkulturen von Maus. Dariiber hinaus ist

dieses Motorprotein in der Lage, Mitochondrien in vitro entlang von Mikrotubuli zu
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transportieren. Aus diesen Griinden wurde postuliert, dass Kiflba beim Transport von
Mitochondrien in Mauszellen involviert ist (Nangaku et al., 1994).

Zur Bestimmung der subzelludren Lokalisation von Nkin2 und Nkin3 wurden
Subfraktionen aus Gesamtzellextrakt (Abb. 20, Spur 1), postmitochondrialem Uberstand
(Abb. 20, Spur 2), isolierter Mitochondrien (Abb. 20, Spur 3), mittels Saccharosegradienten-
gereinigte Mitochondrien (Abb. 20, Spur 4), sowie Aullenmembranvesikel (Abb. 20, Spur 5)
von Neurospora pripariert und mittels Western-Blot auf die Verteilung von Nkin2 und Nkin3
untersucht. Verwendet wurden spezifisch gegen Nkin2 bzw. Nkin3 gerichtete Antikorper.

In der Abb.20 ist die subzelluldre Lokalisation von Nkin2 und Nkin3 im
Wildtypstamm 74A  dargestellt. Nkin3 kann im Gesamtzellextrakt und in dem
postmitochondrialen Uberstand nachgewiesen werden, so dass die Lokalisation von Nkin3 der
Lokalisation des konventionellen Kinesins Nkin gleicht. Nkin2 hingegen fraktioniert wie das
integrale Aulenmembranprotein Tom40. Es ist in der Fraktion gereinigter Mitochondrien und
der der AuBlenmembranvesikel stark angereichert. Vergleicht man den Proteingehalt in der
Fraktion der Aulenmembranvesikel mit dem der Fraktion der gereinigten Mitochondrien, so
nimmt der Proteingehalt von Nkin2 weniger stark zu als der von Tom40. Diese Beobachtung
konnte durch eine periphere Assoziation des Motorproteins mit der mitochondrialen
AuBenmembran und damit auf einen Verlust an Protein wihrend der Priparation der
AuBenmembranvesikel zurtickzufiihren sein.

Als Kontrolle fiir die Fraktionierung zelluldrer Membranen wurde der Gehalt des
peroxisomalen Proteins Pex14 in den einzelnen Fraktionen bestimmt. Mitochondrien, die
durch differenzielle Zentrifugation prapariert wurden, enthielten einen signifikanten Anteil an
Pex14 (Abb. 20, Spur3). Diese Verunreinigung der Mitochondrien war in
Saccharosegradienten-gereinigten Mitochondrien nicht mehr festzustellen (Abb. 20, Spur 4).
Diese Fraktion enthilt also hochgereinigte Mitochondrien, die weitgehend frei von anderen
Organellen sind. Das Fraktionierungsverhalten anderer Zellorganellen, wie z.B. Endosomen,
ER etc., konnte nicht kontrolliert werden, da keine geeigneten Antikdrper zur Verfligung

standen.
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Abb. 20. Subzellulare Lokalisation von Nkin2 und Nkin3 in N. crassa

Flissigminimalmedium wurde mit Konidien des Wildtypstammes angeimpft und Uber 16 h bei 25°C
inkubiert. Nach dem Ernten der Hyphen wurden diese aufgeschlossen und eine Fraktion des
Gesamtzellextrakt (G) abgenommen. Der restliche Gesamtzellextrakt wurde nach einer differenziellen
Zentrifugation in Mitochondrienpraparation (M) und Uberstand der Mitochondrienpraparation (U)
aufgeteilt. Ein Teil der Mitochondrienpraparation wurde mittels eines Saccharosegradientenlaufs
aufgereinigt (ger. M) und der andere Teil zur Isolierung von Aullenmembranvesikeln (Amv) verwendet.
Die Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit spezifischen Antikérpern gegen NKkin,
Nkin2, Nkin3, Pex14 und Tom40 dekoriert.

Der Immunoblot subzelluldrer Fraktionen mit spezifischen Antikdrpern gegen Nkin2
zeigt eine Kolokalisation von Nkin2 mit Mitochondrien. Nkin2 konnte aus diesem Grund eine
wichtige Rolle im Transport von Mitochondrien entlang des Zytoskeletts in N. crassa spielen.
Nkin2 ist zudem zu einem geringen Anteil im postmitochondrialen Uberstand enthalten. Es ist
deshalb wahrscheinlich, dass Nkin2 neben einer moglichen Rolle im Transport von

Mitochondrien weitere Transportaufgaben in N. crassa besitzt.

5.4.4 Charakterisierung der Assoziation von Nkin2 mit der mitochondrialen

Auflenmembran

Die zuvor beschriebene Lokalisation von Nkin2 deutet auf eine periphere Assoziation
mit der Auflenmembran hin. Daher sollte die Interaktion von Nkin2 mit der Aulenmembran
von Mitochondrien im Detail analysiert werden. Ein peripher mit Mitochondrien assoziiertes
Motorprotein sollte sich durch einen Hochsalzwaschschritt von der mitochondrialen

AuBenmembran entfernen lassen.
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Zum Nachweis einer peripheren Assoziation von Nkin2 mit der mitochondrialen
Aullenmembran wurden Mitochondrien mit einer konzentrierten Salzlésung (1 M KCI)
behandelt. Nach Zentrifugation, Abnahme des Salzextraktes und Reisolierung der
salzgewaschenen Mitochondrien konnten peripher an die mitochondriale Aufenmembran
gebundene Proteine von integralen Membranproteinen getrennt werden.

Die Abb. 21 belegt das Ablésen von Nkin2 von der mitochondrialen AuBenmembran
durch Waschen von Mitochondrien mit einer konzentrierten Salzlosung (1 M KCl). Tom40,
ein integrales Membranprotein, kann unter diesen Bedingungen nicht von der Aulenmembran
entfernt werden. Durch diesen Versuch konnte die periphere Assoziation von Nkin2 mit der

Aullenmembran von Mitochondrien in N. crassa nachgewiesen werden.

Abb. 21. Nkin2 ist peripher mit der mitochondrialen AuBenmembran assoziiert

Isolierte Mitochondrien wurden mit einem konzentrierten Salzpuffer gewaschen, die Mitochondrien
durch Zentrifugation pelletiert und der Salzextrakt abgenommen. Die salzgewaschenen Mitochondrien
wurden in SEM-Puffer gewaschen und nach einer weiteren Zentrifugation in SEM-Puffer reisoliert.
Anschliefend wurden gleiche Proteinmengen von Mitochondrien, salzgewaschenen Mitochondrien
und Salzextrakt aufgetragen und der Gehalt an Nkin2 in den jeweiligen Fraktionen bestimmt. Als
Kontrolle wurde mit einem spezifischen Antikorper gegen Tom40 dekoriert.

5.4.5 NKkin2 ist an der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli beteiligt

Die bisherige Charakterisierung der Interaktion von Mitochondrien und Mikrotubuli
legt eine Beteiligung von Kinesinen nahe. Die hohe Homologie von Nkin2 zu Kiflba, die
Kolokalisation von Nkin2 mit Mitochondrien und dessen periphere Assoziation mit dem
Organell liefern Hinweise fiir eine Beteiligung von Nkin2 an der Interaktion von

Mitochondrien mit Mikrotubuli. Um diese Hinweise zu untermauern, sollte die Funktion von
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Nkin2 auf isolierten Mitochondrien durch eine Vorbehandlung mit Antikérpern inhibiert und
anschliefend die Bindung der Mitochondrien an Mikrotubuli in vitro getestet werden.

Die Vorbehandlung der Mitochondrien erfolgte mit spezifischen Antikdérpern gegen
beide Vertreter der Unc104/KIF1-Familie, Nkin2 und Nkin3. Als Negativkontrolle fungierte
eine Vorbehandlung von Mitochondrien mit Antikdrpern gegen das mitochondriale
Innenmembranprotein Tim54. Nach der Antikérperbehandlung und dem Entfernen von nicht
gebundenen Antikérpern wurden die Mitochondrien und Mikrotubuli unter ATP-
Depletionsbedingungen inkubiert und im biochemischen in vitro-Interaktionsassay untersucht.

Mitochondrien, welche mit Antikdrpern gegen Nkin3 und Tim54 vorbehandelt
wurden, konnen unter ATP-Depletionsbedingungen mit Mikrotubuli interagieren und
verhalten sich wie Mitochondrien ohne Antikorper-Prdinkubation (Abb. 22). Dagegen wird
nach einer Vorbehandlung von Mitochondrien mit Antikorpern gegen Nkin2 keine Bindung

von Mikrotubuli an Mitochondrien beobachtet.

Abb. 22. In vitro-Interaktionsstudie zwischen Taxol-stabilisierten Mikrotubuli und
antikorpervorbehandelten Wildtyp-Mitochondrien von N. crassa

100 ug Mitochondrien des Wildtypstammes WT74A wurden mit 500 ng affinitdtsgereinigtem Antiserum
vorbehandelt. Nach einem Waschschritt erfolgte eine Inkubation der reisolierten vorbehandelten
Mitochondrien mit Mikrotubuli unter ATP-Depletionsbedingungen. Das weitere Vorgehen erfolgte wie
unter Abb. 12 beschrieben. Das Vorkommen von Mikrotubuli in den einzelnen Gradientenfraktionen
wurde durch Immunoblot gegen Tubulin nachgewiesen.

93



Ergebnisse

Dieses Ergebnis zeigt, dass der spezifisch gegen Nkin2 gerichtete Antikdrper in der
Lage ist, in vitro die Bindung von Wildtypmitochondrien an Mikrotubuli effektiv zu
inhibieren. Antikorper, welche gegen Nkin3 oder Tim54 gerichtet sind, haben keinen Einfluss
auf die Interaktion von Mitochondrien des Wildtypstammes mit Mikrotubuli. Diese
Beobachtung impliziert, dass Nkin2 die Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli direkt
vermittelt.

Um dieses Ergebnis zu bestdtigen, wurde das gleiche Experiment unter Einsatz des
mikroskopischen Testsystems (4.8.2) wiederholt. In diesem Versuch (Abb.23) wurden
Mitochondrien des mtGFP-exprimierenden Stammes mit Antikorpern gegen Nkin2 oder
Nkin3 vorbehandelt und anschlieBend mit rhodamingefiarbten Mikrotubuli unter ATP-
Depletions-Bedingungen inkubiert.

Abb. 23. Interaktion antikérpervorbehandelter Mitochondrien des mtGFP-exprimierenden
Stammes mit rhodamingefarbten Mikrotubuli

Die linke Bildreihe (mtGFP) zeigt Einzelkanalaufnahmen von GFP-gefarbten WT-Mitochondrien, die
unter Standardbedingungen mit rhodamingefarbten Mikrotubuli inkubiert wurden. Die mittlere Bildreihe
(Rho-MT) zeigt eine Einzelkanalaufnahme der rhodamingefarbten Mikrotubuli des jeweiligen
Versuchansatzes, und die rechte Bilderreihe zeigt die Uberlagerung der beiden Kanile. Die
Bilderserien A und B zeigen Versuche, in denen unbehandelte Mitochondrien unter
Standardbedingungen mit Mikrotubuli inkubiert wurden. In den Versuchen C und D wurden die
Mitochondrien zuerst mit Antikérpern gegen Nkin2 vorbehandelt und dann unter ATP-
Depletionsbedingungen mit Mikrotubuli inkubiert. In den Versuchansatzen E und F wurden die
Mitochondrien vor der Inkubation mit Mikrotubuli mit Antikdrpern gegen Nkin3 vorbehandelt. Der
Langenstandard entspricht 5 um.
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Ahnlich wie im biochemischen Interaktionsassay bewirkt die Pridinkubation von
Mitochondrien des mtGFP-exprimierenden Stammes mit Antikorpern gegen Nkin2 eine
Inhibierung der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli. Im Gegensatz dazu kdnnen
Mitochondrien, welche mit Antikdrper gegen Nkin3 vorbehandelt wurden, weiterhin eine
Interaktion mit Mikrotubuli ausbilden. Demzufolge spielt Nkin2 eine wichtige und spezifische

Rolle in der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli.
5.4.6 Herstellung einer Ankin2-Deletionsmutante

5.4.6.1 Erzeugung eines heterokaryotischen Ankin2-Stammes

Alle in vitro erhaltenen Ergebnisse sprechen fiir eine Beteiligung von Nkin2 an der
Interaktion zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli. Diese Annahme sollte durch die
Charakterisierung einer Deletionsmutante von nkin2 in vivo unterstiitzt werden. Da der
Transport von Mitochondrien und ihre Positionierung eine essenzielle Voraussetzung fiir die
optimale Funktion von Zellen ist, war anzunehmen, dass an diesem Prozess beteiligte Proteine
fiir den Lebenszyklus des Pilzes essenziell sind.

Fiir die Herstellung dieser Ankin2-Deletionsmutante wurde ein Plasmid (pFF15)
hergestellt, welches liber homologe Rekombination die Insertion des Disruptionskonstruktes
in den nkin2-Genlokus ermdglicht. Mittels Southern-Blot sollte anschlieBend die erfolgreiche
Insertion des Markergens in den nkin2-Genlokus der Transformanten {iberpriift werden. Da
Sphiroblasten zwischen einem und drei Kerne enthalten, fiihrt eine Transformation von
Sphéroblasten mit Plasmid-DNA zur Herstellung eines heterokaryotischen Stammes. Da
dieser Stamm nach der Transformation Kerne unterschiedlichen Genotyps besitzt, sollte
mittels meiotischer Kreuzung ein homokaryotischer Stamm erhalten werden. Hierfiir wurden
nach Kreuzen des transformierten Stammes mit einem Wildtypstamm entgegengesetzten
Paarungstyps Ascosporen isoliert, die durch Meiose entstehen und nur einen Zellkern
enthalten. Es war jedoch nicht moglich, auf diese Weise einen homokaryotischen Stamm mit
disruptiertem nkin2-Gen zu erhalten. Aus diesem Grunde wurde zu diesem Zeitpunkt
angenommen, dass das nkin2-Gen essenziell fiir die Lebensfihigkeit von N. crassa ist.

Deshalb wurde in einem zweiten Ansatz mit der ,,Sheltered Disruption“-Methode
(Nargang et al., 1995), welche die Disruption essenzieller Gene in N. crassa ermoglicht, die
Herstellung einer Ankin2-Nullmutante durchgefiihrt. Bei dieser Methode wird ein
Heterokaryon verwendet, welcher 2 Kerne mit unterschiedlichen Auxotrophiemarkern enthélt
(Abhéngigkeit vom Zusatz von Histidin bzw. Panthothenat zum Medium). Das Verhéltnis

dieser beiden Kerne zueinander kann durch die Wahl des zur Anzucht des Stammes
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verwendeten Mediums beeinflusst werden. Die Transformation des Stammes mit dem
Plasmid pFF15 fiihrt entweder zur Transformation des Histidin-bendtigenden Kerns oder des
Panthothenat-bendtigenden Kerns. Eine Unterscheidung dieser beiden Moglichkeiten ist
durch die Anzucht der Stimme auf unterschiedlichen Medien und der anschlieBenden
funktionellen Kontrolle des zu disruptierenden Gens mdglich. Anzumerken ist, dass der
Panthothenat-bendtigende Kern zusitzlich eine Resistenz gegeniiber Benomyl vermittelt. Eine
Selektion auf diesen Kern, erfolgt dementsprechend durch den Zusatz von Benomyl. Da
Benomyl aber mikrotubulidestabilisierende Eigenschaften besitzt, wére ein Verlust an
mitochondrialen Transport nicht nur auf den Verlust des beteiligten Motorenzyms, sondern
auch auf den Verlust der beteiligten Zytoskelettkomponente riickfiihrbar gewesen. Eine
eindeutige Beweisfithrung wire somit nicht moglich geworden.

Wie in der nachfolgenden Abb. 24 zu sehen ist, wurde durch die Transformation
dieses Stammes mit dem Plasmid pFF15 ein Heterokaryon erhalten, in dem der Histidin-
benotigende Kern transformiert worden ist. Der transformierte heterokaryotische Stamm
wurde mit Dis34 bezeichnet. Abb.24 A zeigt eine Southern-Blot-Analyse des erhaltenen
Heterokaryons. Dieser spaltet unter nichtselektiven Wachstumsbedingungen in das nkin2-
Wildtypallel (rnkin2 Wt) und das disruptierte nkin2-Allel (nkin2 Dis) auf. Nach dreitdgiger
Anzucht des Stammes unter selektiven Wachstumsbedingungen in His- (Histidin) und Fpa-
(P-Fluoro-DL-Phenyl-Alanin) haltigem Medium, ist nur noch das disruptierte nkin-2-Allel zu
detektieren. Diese Beobachtung wird durch die Western-Blot-Analyse bestétigt. Nkin2 kann
nach Wachstum in Fliissigmedium, welches Fpa und His enthélt, nicht mehr auf

Mitochondrien nachgewiesen werden (Abb. 24 B).
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Abb. 24. Verhiltnis von disruptiertem und nichtdisruptiertem nkin2-Allel im heterokaryotischen
Stamm Dis34 in Abhédngigkeit der Wachstumsbedingungen

(A) Southern-Blot-Analyse des Wildtypstammes HP1 und des heterokaryotischen Ankin2-Stammes
Dis34 in Abhangigkeit der Wachstumsbedingungen; (B) Western-Blot-Analyse des Wildtypstammes
HP1 und des Heterokaryons Dis34 in Abhangigkeit der Wachstumsbedingungen. Konidien des
Wildtypstammes HP1 sowie des Heterokaryons Dis34 wurden 72h bei 25°C unter Lichteinwirkung und
Luftzufuhr bei den jeweiligen Medienzusammensetzungen inkubiert, das Myzelium geerntet und die
Mitochondrien nach Sebald (Sebald und Neupert, 1979) isoliert. 50 ug Mitochondrien wurden mittels
SDS-PAGE aufgetrennt, auf Nitrozellulose transferiert und mit Antikérper gegen Nkin2 und Tom40
dekoriert.

Dieses Ergebnis war fiir die Herstellung eines Stammes mit disruptierten nkin2-Gen in
zweierlei Hinsicht wichtig. Zum einen ist in dem heterokaryotischen Stamm Dis34 der Kern,
welcher die Fpa-Resistenz vermittelt und Histidin bendtigt, mit dem Disruptionsplasmid
transformiert worden. Die Analyse eines Phanotyps in Abhéngigkeit des Verlustes von Nkin2
kann deshalb durch Anzucht des Stammes in Medium supplementiert mit Histidin und

P-Fluoro-DL-Phenyl-Alanin erfolgen. Zum anderen ist der Proteingehalt von Nkin2 bei der
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Selektion auf den Kern, welcher das disruptierte nkin2-Allel tragt, niedriger als man es fiir ein

essenzielles Gen erwarten wiirde (Frank Nargang, personliche Mitteilung).

5.4.6.2 Isolierung eines homokaryotischen Ankin2-Stammes

Die starke Abnahme des Nkin2-Proteingehalts im heterokaryotischen Ankin2-Stamm
Dis34 durch Anzucht auf selektivem Medium legt nahe, dass es sich bei Nkin2 um ein Protein
handelt, welches flir das Wachstum von Neurospora nicht essenziell ist. Aus diesem Grunde
wurde versucht, einen homokaryotischen Ankin2-Stamm zu isolieren.

Um den Anteil der Kerne, welche das disruptierte nkin2-Allel tragen, zu erhdhen,
wurde der heterokaryotische Stamm Dis34 mehrfach auf Histidin/Fpa-haltigem
Selektionsmedium {iberimpft. Da N. crassa unter normalen Wachstumsbedingungen neben
den Makrokonidien auch zu einem geringen Anteil Mikrokonidien ausbildet, sollte diese
Eigenschaft des Pilzes hinsichtlich der Gewinnung eines homokaryotischen nkin2-
Disruptionsstammes ausgenutzt werden. Durch das mehrmalige Uberimpfen auf
Selektionsmedium wurde die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung von Mikrokonidien, die
ausschlieBlich das disruptierte nkin2-Allel enthalten, erhoht. Diese Konidien wurden
anschlieend geerntet, auf Sorbosemedium vereinzelt und Einzelstimme isoliert. Danach
wurden die Nihrstoffbediirfnisse der einzelnen Stimme durch Anzucht auf unterschiedlichen
Medien bestimmt.

Da homokaryotische Stimme mit disruptiertem nkin2-Gen ausschlieBlich auf
histidinhaltigen Medien wachsen, konnten diese leicht identifiziert werden. Anschlieend
wurden die Stimme mittels Southern- und Western-Blot verifiziert. Fiir die Southern-Blot-
Analyse wurde genomische DNA der verschiedenen Stdmme isoliert, diese mit
Restriktionsenzymen geschnitten und in einem Agarosegel aufgetrennt. Anschlieend erfolgte
ein Transfer der DNA auf eine Trigermembran und die Detektion unter Verwendung von
Digoxigenin-markierten DNA-Sonden. Beispiele dieser Southern- und Western-Blot-

Analysen sind in der Abb. 25 aufgefiihrt.
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Abb. 25. Southern- und Western-Blot-Analyse homokaryotischen Ankin2-Stamme

(A) Southern-Blot-Analyse vom Wildtypstamm HP1, dem heterokaryotischen Disruptionsstamm Dis34,
sowie einiger homokaryotischer Disruptionsstamme. Diese Stdamme wurden 16 h bei 25°C in
flissigem Minimalmedium, dem Histidin zugesetzt worden war, angezogen. Genomische DNA der
verschiedenen Stamme wurde unter Verwendung der Restriktionsenzymen EcoRI und Sacl
geschnitten, die Detektion erfolgte unter Verwendung der digoxygeninmarkierten Sonde 2 (4.3.10).
Die erwarteten Banden von Wildtyp-Allel und disruptiertem Allel von nkin2 sind durch Pfeile
gekennzeichnet. (B) Western-Blot-Analyse von Gesamtzellextrakten verschiedener Stdmme. Jeweils
50 pg Gesamtzellextrakt des jeweiligen Stammes wurden mit spezifischen Antikdrpern gegen Nkin2
und Tom40 dekoriert.

Durch Southern-Blot-Analyse (Abb.25 A) konnten eindeutige homokaryotische
nkin2-Disruptionsstimme nachgewiesen werden, die ausschlieBlich das disruptierte nkin2-
Allel (nkin2 Dis) enthielten. Zwei dieser homokaryotischen Stimme wurden auf das
Vorkommen von Nkin2 im Western-Blot untersucht (Abb. 24 B). Zum Vergleich wurde die
Proteinmenge von Nkin2 im Wildtypstamm und im heterokaryotischen Disruptionsstamm
Dis34 bestimmt. Der heterokaryotische Stamm Dis34 enthielt bereits deutlich geringere
Mengen an Nkin2 als der Wildtypstamm HP1. In den homokaryotischen Ankin2-Stimmen
his-27 und his-70 ist Nkin2 nicht mehr detektierbar. Da diese Stimme dennoch lebensfahig

sind, kann Nkin2 kein essenzielles Protein sein.
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5.4.7 Phénotypische Analyse der Ankin2-Disruptionsmutante

Aufgrund der Ergebnisse der in vitro-Testsysteme kann man auf eine Funktion von
Nkin2 beim Mitochondrientransport entlang von Mikrotubuli schlieBen (Abb. 23). Zur
Verifizierung dieser Annahme wurde der Phénotyp der Nullmutante charakterisiert. Da der
Verlust des konventionellen Kinesins Nkin einen starken Wachstumsdefekt zur Folge hat,
sollte zuerst gekldrt werden, ob die Disruption von nkin2 einen &dhnlichen
Wachstumsphénotyp zur Folge hat.

Diesbeziiglich wurde das Wachstum der Ankin2-Disruptionsmutante im Vergleich
zum Wildtypstamm in ,,Racetubes* untersucht. Mit Hilfe dieser linglichen Glasgefdfe lasst
sich das Hyphenwachstum in Abhéngigkeit der Zeit und somit die Geschwindigkeit des
gerichteten Wachstums messen. Die Racetubes wurden mit Minimalmedium befiillt, dem
Histidin zugesetzt wurde. Das Wachstum der Stimme wurde bei verschiedenen Temperaturen
analysiert. Das lineare Hyphenwachstum unterschiedlicher Ankin2-Stimme im Vergleich zum

Wildtypstamm HP1 ist in der Abb. 26 aufgefiihrt.

Abb. 26. Wachstumskurve verschiedener Stamme in Abhangigkeit von Zeit und Temperatur

Racetubes, die Minimalmedium supplementiert mit Histidin enthielten, wurden mit Konidien
verschiedener Stdmme angeimpft und Uber die angegebene Zeit bei 30°C inkubiert; (B) Racetubes
wurden bei 37°C inkubiert. HP1 = Wildtyp-Stamm; Dis34 = heterokaryotischer Ankin2-Stamm; His27,
His70, forced2 und His29FN = verschiedene homokaryotische Ankin2-Stamme

Die Ankin2-Disruptionsmutante zeigt keinen verdnderten Wachstumsphénotyp, weder
bei 15°C, noch bei 25°C, bei 30°C oder bei 37°C. Um zu analysieren, ob die mitochondriale
Funktion in der Ankin2-Disruptionsmutante beeinflusst ist, wurde das Wachstum auf

nichtfermentierbarem Medium in Racetubes untersucht. Hier zeigte sich ebenfalls keine
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Wachstumsverdnderung im Vergleich zum Wildtypstamm. Hieraus lisst sich schlieBen, dass

die mitochondriale Atmungsfunktion in der Ankin2-Deletionsmutante nicht beeinflusst ist.

5.4.8 Phinotypische Untersuchung des Ankin2-Disruptionsstamms mit Hilfe von

organellenspezifischen Fluoreszenzfarbstoffen

Da die phinotypische Wachstumsanalyse keine Erkenntnisse hinsichtlich einer
Funktion von Nkin2 gebracht hatte, sollte die Anrkin2-Deletionsmutante mit
organellenspezifischen Fluoreszenzfarbstoffen untersucht werden. Es wurde beschrieben, dass
die Deletion des konventionellen Kinesins in N. haematococca zu einer Abwesenheit von
Mitochondrien in der Hyphenspitze fithrt (Wu ef al., 1998), weshalb besonderes Augenmerk
auf Auffilligkeiten der Mitochondrienverteilung in der Hyphenspitze gelegt wurde. Nkin2
besitzt zudem hohe Homologie zu einem Kinesin in U. maydis, welches eine Funktion im
Transport von Endosomen besitzt (Wedlich-Soldner et al., 2002b). Aus diesem Grund sollte
die Frage geklart werden, ob Nkin2 Funktionen in der Endozytose besitzen konnte.

Zur Anfirbung der Mitochondrien wurde der Farbstoff Rhodamin-B-Hexylester
verwendet. Zusdtzlich wurde die Verteilung von Kernen (durch DAPI-Farbung) und
Vakuolen (Farbung mit Cell Tracker Blue) untersucht. FM4-64 wurde eingesetzt, um
endozytotische Vorgénge in der Deletionsmutante zu analysieren.

Die Abb. 27 zeigt Hyphen und Hyphenspitzen, welche mit den unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen angefarbt wurden. Die Ankin2-Disruptionssmutante besitzt wie der
Wildtyp einen sehr gut ausgepriagten Spitzenkorper (Abb. 28). Endozytotische Vorginge sind
von der Disruption von nkin2 nicht beeinflusst. Die Aufnahme des Farbstoffs FM4-64 durch
Endozytose und die Endosomenbewegung in der Mutante entsprechen der des Wildtyp. Die
Kern- sowie die Vakuolenverteilung, welche durch Anfarben mit DAPI bzw. Cell Tracker
Blue visualisiert wurde (Abb. 27), ist ebenfalls nicht betroffen. Die Mitochondrienverteilung
ist allerdings entgegen den Erwartungen nicht beeintrichtigt. Die Mitochondrien in Hyphen
der nkin2-Deletionsmutante erscheinen jedoch im Verhéltnis zum Wildtyp teilweise etwas
langer und dicker (Abb.27 B), was ebenfalls in Phasenkontrastmikroskopie-Aufnahmen
gezeigt werden kann (Abb. 28).
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Abb. 27. Organellenverteilung in der Ankin2-Disruptionsmutante im Vergleich zum
Wildtypstamm

In den linken Bilderserien, ist die Organellenverteilung im Wildtyp, in den rechten Bilderserien, die der
nkin2-Deletionsmutante. Die obere Aufnahme enthalt jeweils das zur unten aufgefihrten
Fluoreszenzaufnahme korresponsdierende Phasenkontrastbild. Die Kernverteilung, welche durch das
Anfarben mit DAPI visualisiert werden kann ist in der Abbildung A, die Verteilung der Mitochondrien in
B und die der Vakuolen in C dargestellt. Der Langenstandard in A und C entspricht jeweils 5 um.

Die Analyse der Organellenverteilung in der Ankin2-Nullmutante ldsst keine
Riickschliisse auf die Art der von Nkin2 transportierten ,,Fracht™ zu, da Form und Verteilung

der untersuchten Organellen im Vergleich zum Wildtyp nicht auffillig verdndert sind.
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5.4.9 Die Deletion von nkin2 besitzt Einfluss auf die Bewegung von Mitochondrien

Die  fluoreszenzmikroskopische = Analyse der Zellorganellen zeigt nur
Momentaufnahmen. Nachdem auf diese Weise in der Ankin2-Deletionsmutante keine
signifikanten Unterschiede zum Wildtyp nachweisbar waren, wurde versucht, intrazellulire
Bewegungsvorginge wihrend des Hyphenwachstums in detaillierterer Weise zu analysieren.

Hierzu wurde computerunterstiitzte Phasenkontrast-Mikroskopie eingesetzt. In diesem
Experiment wurden gelatinebeschichtete Objekttrager mit Konidien der jeweils zu
untersuchenden Stdmme angeimpft, und das Hyphenwachstum sowie intrazelluldre
Transportvorgénge mikroskopisch verfolgt.

Die Analyse der Transportvorginge innerhalb der Ankin2-Disruptionsmutante im
Vergleich zum Wildtypstamm ermdéglichte zwei Beobachtungen. Zu einem frithen Zeitpunkt
des Auskeimens (sechs bis sieben Stunden nach dem Animpfen des Mediums) weist die
Ankin2-Deletionsmutante  Unterschiede beziiglich der Mitochondrienmorphologie und
Bewegung auf. Die Mitochondrien der Mutante sind wesentlich ldnger und dicker als die des
Wildtyps. Sie sind zudem weitgehend parallel angeordnet und weisen kaum Querbewegungen
auf (Abb. 28). Interessanterweise ist die Vorwértsbewegung der Mitochondrien ebenso
schnell wie das Wachstum der Hyphenspitze. Im Wildtypstamm koénnen hingegen
ungleichmifige Vorwérts- und Riickwartsbewegungen der Mitochondrien beobachtet werden.
Des Weiteren ist das Hyphenwachstum der Mutante zu diesem Zeitpunkt, also {iber eine
Zeitdauer von zwei-drei Stunden, nur halb so schnell wie das des Wildtyps. Betrachtet man
die Transportvorgdnge innerhalb der Hyphe nur wenige Stunden spéter (10-14 Stunden nach
Animpfen der Kulturen), so sind keine Unterschiede mehr feststellbar.

Die detaillierte Analyse der Transportvorgénge innerhalb auswachsender Hyphen
weist somit in der Tat, einen Phénotyp als Resultat der Deletion von rkin2 und damit
verbunden, einer eingeschrinkten Motilitdt der Mitochondrien aus. Hierdurch wird erneut die

Wichtigkeit von nkin2 an dem gerichteten Mitochondrientransport verdeutlicht.
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Abb. 28. Hyphenwachstum und intrazellulare Bewegung von Mitochondrien und Vesikeln nach
Deletion von nkin2

Die obere Bilderserie zeigt Aufnahmen des Hyphenwachstums der Ankin2-Mutante 7 h nach
Animpfen der mit Medium beschichteten Objekttrdger mit Konidien. Die untere Bilderserie zeigt
Phasenkontrast-Aufnahmen des Hyphenwachstums zu diesem Zeitpunkt in dem Wildtypstamm. Die
Pfeile weisen auf die Bewegung einzelner ausgesuchter Mitochondrien hin. Der Langenstandard
entspricht 5 ym, in dem vergrdfRerten Bildausschnitt 2 ym.

5.4.10 Kompensation des Verlustes von Nkin2 durch Uberexpression von Nkin3 als

Zeichen funktioneller Redundanz der Unc104-Kinesine aus Neurospora

Da die Ankin2-Mutante einem dem Wildtyp sehr dhnlichen Phénotyp aufweist, fiihrte
dieses zu der Fragestellung, ob der Verlust von Nkin2 einfach toleriert wird, oder aber eine
weitere Komponente diesen Verlust ausgleichen kann. Mdgliche Komponenten waren
ebenfalls in den Klassen der Kinesine zu suchen, welche Funktionen im Organellentransport
aufweisen. Kandidaten waren das schon gut charakterisierte Nkin und das uncharakterisierte
Nkin3, neben Nkin2 der zweite Vertreter der Unc104-Familie. Die Antwort auf diese Frage
sollte durch Analyse des Proteingehaltes subzellulirer Fraktionen, sowohl des
homokaryotischen Disruptionsstammes als auch des heterokaryotischen Disruptionsstammes
ermdglicht werden.

Hierzu wurden die einzelnen Stimme in Fliissigmedium, supplementiert mit Histidin,
angezogen und anschlieBend Subfraktionen der unterschiedlichen Stimme pripariert. In
diesen wurde dann der Gehalt verschiedener Proteine mittels Western-Blot untersucht. Die
Dekoration des Proteingehaltes von Nkin und Tom40 sollte in diesen Experimenten als
Kontrolle dienen, weil sie von der Deletion von Nkin2 nicht beeinfluflt sein sollten. Abb. 29

zeigt das Ergebnis des Experimentes und die Analyse des Proteingehaltes in subzelluldren
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Fraktionen verschiedener Stimme nach 16-stiindiger Anzucht. Zusétzlich wurde der
Proteingehalt von Nkin2 in dem heterokaryotischen Stamm Dis34 durch Inkubation unter
Selektivbedingungen sukzessiv erniedrigt. Hierdurch sollte ebenfalls die Detektion der
Uberexpression eines Proteins als Antwort auf den Verlust von Nkin2 méglich sein. Das

Ergebnis dieses Experimentes ist in der Abb. 30 dargestellt.

Abb. 29. Proteingehalt von Nkin und Nkin3 in Abhangigkeit der Deletion von Nkin2

In diesem Versuch wurden Zellfraktionen des heterokaryotischen Stammes HP1, des
heterokaryotischen Disruptionsstammes Dis34 sowie der homokaryotischen Disruptionsstdmme his-
27 und his-70 aufgetragen und hinsichtlich des Proteingehaltes von Nkin2, Nkin, Nkin3 und Tom40
verglichen. Die unterschiedlichen Stdmme wurden fiir 16 h bei 25°C in Minimalmedium mit Histidin
angezogen. Aufgetragen wurden jeweils 50 ug Gesamtzellextrakt, postmitochondrialer Uberstand und
isolierte Mitochondrien. Die Dekaoration dieser Zellfraktionen erfolgte mit spezifischen Antiseren
gegen Nkin, Nkin2, Nkin3 und Tom40.

Nkin3 ldsst sich in Proteinextrakten unter Wildtypbedingungen nur schwach
detektieren (Abb.29). Der Gehalt an Nkin3 ist in dem heterokaryotischen nkin2-
Disruptionsstamm Dis34 im Vergleich zum Wildtypstamm nach der Anzucht {iber 16 Stunden
auf Selektionsmedium nicht erhéht, weil Nkin2 zu diesem Zeitpunkt noch zu detektieren ist
(Abb. 29 und Abb. 30). Demhingegen ist der Proteingehalt von Nkin3 zu diesem Zeitpunkt in
den homokaryotischen Disruptionsstimmen his-27 und his-70 sehr stark erhoht (Abb. 29).
Solange noch ein Grundgehalt an Nkin2 in dem heterokaryotischen Stamm Dis34 enthalten
ist, wird Nkin3 nicht hochreguliert (siche unterschiedliche Proteingehalte in den
Inkubationstagen eins bis drei, Abb. 30). Nkin2 kann erst nach einer 72-stiindigen Inkubation

des heterokaryotischen Disruptionsstammes Dis34 unter Selektivbedingungen nicht mehr im

105



Ergebnisse

Immunoblot nachgewiesen werden (Abb. 30). Ab diesem Zeitpunkt ist die Expression von
Nkin3 hochreguliert. Es zeigt sich auBerdem, dass zum Zeitpunkt der Uberexpression von
Nkin3 das Protein mit Mitochondrien kolokalisiert (Abb. 29 und Abb. 30). Die Erh6hung in
der Expression von Nkin3 ist hierbei von der subzelluldren Lokalisation unabhidngig. Im
Vergleich zu dem Proteingehalt von Nkin3 bleibt dagegen der Proteingehalt von Nkin und
Tom40 in den subzelluldren Fraktionen unverdndert (Abb.29 und Abb. 30). Diese
Beobachtungen sprechen fiir eine Uberexpression von Nkin3 in nkin2-Mutanten als Antwort

auf den Verlust von Nkin2.

Abb. 30. Proteingehalt von Nkin, Nkin2 und Nkin3 in Zellfraktionen der heterokaryotischen
nkin2- Deletionsmutante Dis34 in Abhédngigkeit von Wachstumsbedingungen

Minimalmedium, welches mit Histidin supplementiert worden war, wurde mit Konidien des
heterokaryotischen Disruptionsstammes Dis34 angeimpft und lber den angegebenen Zeitraum bei
25°C inkubiert. Anschliefend wurden Zellfraktionen prapariert und jeweils 50 yg Gesamtprotein,
postmitochondrialer Uberstand oder isolierte Mitochondrien aufgetragen. Die Dekoration der
Zellfraktionen erfolgte wie fur Abb. 29 beschrieben.

5.4.11 Die Expression von Nkin3 in der Ankin2-Mutante ist strikt reguliert und vom
Hyphenwachstum abhiingig
Die Anzucht der heterokaryotischen Ankin2-Deletionsmutante unter nichtpermissiven
Wachstumsbedingungen und der durch den Verlust von Nkin2 regulierte Proteingehalt von
Nkin3 lassen eine Kompensation des Verlustes von Nkin2 durch eine Uberexpression von

Nkin3 vermuten. Auffillig sind zudem die durch die Videomikroskopie detektierten
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Transportdefekte und Morphologieverianderungen der Mitochondrien zu einem frithen
Zeitpunkt des Hyphenwachstums (Abb. 28).

Diesbeziiglich stellt sich die Frage, ob die Uberexpression von Nkin3 auch von den
unterschiedlichen Stadien des Lebenszyklus von N. crassa abhéngig ist. Diese Frage ldsst sich
durch Analyse des Nkin3-Proteingehaltes in Konidien des HP1- und des homokaryotischen
Ankin2-Stammes klédren.

Die Dekoration von Nkin3 in Gesamtzellaufschliissen aus Konidien von HP1 und der
Ankin2-Disruptionsmutante  (Abb. 31 A) weist keine Unterschiede beziiglich des

Proteingehaltes von Nkin3 in Konidien der unterschiedlichen Stdmme nach.

Abb. 31. Proteingehalt von Nkin3 in Gesamtzellaufschliissen von HP1 (Wildtyp) und his-27
(4nkin2-Disruptionsmutante)

(A) Gesamtzellextrakt wurde aus Konidien von HP1 (Wildtypstamm) und his-27 (Ankin2-
Disruptionsmutante) prapariert und der Proteingehalt von Nkin3 im Western-Blot detektiert; (B)
Konidien der Ankin2-Disruptionsmutante sowie des Wildtypstammes wurden fiir die angegebene
Zeitdauer in Flussigkultur bei 25°C inkubiert und der Proteingehalt von Nkin3 nach Ernten der
Konidien bzw. der ausgekeimten Hyphen bestimmt. Im Gegensatz zum Proteingehalt von Nkin3 in
dem Wildtypstamm HP1 steigt der Proteingehalt von Nkin3 in der Ankin2-Disruptionsmutante
zwischen 6-10 Stunden nach dem Inokulieren des Mediums stark an und verbleibt auf diesem Niveau.

Im Gegensatz zum Wildtypstamm HP1 steigt der Gehalt des Nkin3-Proteins in der
Ankin2-Disruptionsmutante zwischen sechs- zehn Stunden nach dem Animpfen der
Fliissigkultur mit Konidien stark an und verbleibt dann auf diesem erhohten Niveau
(Abb. 31 B). Aufgrund dieses Ergebnisses lisst sich schlieBen, dass die Uberexpression von
Nkin3 in der Ankin2-Disruptionsmutante in Abhingigkeit des Hyphenwachstums und somit

von der Notwendigkeit des Transportes von Mitochondrien in die Hyphenspitze geregelt ist.

5.4.12 In der Ankin2-Mutante wird die Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli

von NKin3 vermittelt

Die Lokalisationsstudie wies auf eine Beteiligung von Nkin2 am Transport von
Mitochondrien entlang von Mikrotubuli in N. crassa hin. Zusitzlich konnte mit Hilfe des

biochemischen Bindungstestsystems auf eine Beteiligung von Nkin2 an der Interaktion
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zwischen Mikrotubuli und Mitochondrien geschlossen werden (Abb. 22 und Abb. 23). Die
phinotypische und biochemische Untersuchung der Ankin2-Deletionsmutante fiihrte dann zu
der Annahme einer Kompensation des Verlustes von Nkin2 durch Nkin3 und ldsst eine
Beteiligung von Nkin3 an der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli in der Ankin2-
Deletionsmutante vermuten. Diese Annahme sollte durch Einsatz von Mitochondrien der

Ankin2-Deletionsmutante im in vitro-Bindungstestsystem iiberpriift werden.

Abb. 32. Interaktion von Mitochondrien der Ankin2-Disruptionsmutante in Abhangigkeit einer
Antikoérpervorbehandlung der Mitochondrien mit unterschiedlichen Antikérpern

Mitochondrien der Ankin2-Disruptionsmutante wurden unbehandelt, oder nach Prainkubation mit
spezifischen Antikérpern, mit Mikrotubuli unter ATP-Depletionsbedingungen inkubiert. Die weitere
Durchfiihrung des Experimentes erfolgte wie unter Abb. 12 beschrieben.

Mitochondrien der Ankin2-Disruptionsmutante sind in der Lage, mit Mikrotubuli in
vitro zu interagieren. Diese Interaktion ldsst sich durch Prainkubation der Mitochondrien mit
Antikorpern gegen Nkin3 inhibieren (Abb. 32), wohingegen eine Prdinkubation der
Mitochondrien mit Antikdrpern gegen Nkin2 oder Tim54 keinen Einfluss auf die Interaktion
hat. Demzufolge wird die Interaktion von Mitochondrien der Ankin2-Disruptionsmutante mit

Mikrotubuli durch Nkin3 vermittelt.
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Die in Abb. 32 dargestellte Beobachtung bestitigt die zuvor erhaltenen Ergebnisse,
welche eine spezifische Rekrutierung von Nkin3 zu Mitochondrien als Folge der Deletion von
nkin2 vermuten lieBen. Nkin3 ist in der Tat in der Lage, bei Abwesenheit von Nkin2 die
Interaktion von Mitochondrien und Mikrotubuli zu vermitteln. Abb. 33 zeigt eine
Quantifizierung der Inhibierung der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli durch

Antikorper gegen Nkin3.
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Abb. 33. Quantifizierung der Bindung von Mikrotubuli an A4nkin2-Mitochondrien nach
Vorbehandlung der Mitochondrien mit Antikérpern gegen Nkin3

Die Durchfihrung von 3 unabhangigen Experimenten erfolgte wie unter Abb. 32 beschrieben. Die
Quantifizierung erfolgte durch Densitometrie (Amersham Image Scanner, Image Master 1D Elite
Software, Freiburg).

Eine Vorbehandlung von Mitochondrien der Ankin2-Disruptionsmutante mit
Antikorpern gegen Nkin3 hat einen deutlich inhibierenden Einfluss auf die Ausbildung einer
Bindung zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli. Der Anteil der an die Mitochondrien
gebundenen Mikrotubuli lief sich durch die Antikorpervorbehandlung mit 750 ng anti-Nkin3
Antikorper auf 38 %, durch eine Vorbehandlung mit 1 pg anti-Nkin3 Antikorper auf 12-20 %
der Bindungskapazitit der Kontrollen senken (Abb.33). Eine Vorbehandlung der
Mitochondrien mit spezifischen Antikdrpern gegen Nkin2 und Tim54 hatte dagegen keinen
Einfluss auf die Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli.Vergleichbare Ergebnisse

konnten erzielt werden, wenn anstelle der Mitochondrien des homokaryotischen
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Disruptionsstammes his-27 Mitochondrien des heterokaryotischen Stammes Dis34 eingesetzt
wurden, der zuvor drei Tage unter nichtpermissiven Bedingungen angezogen wurde (nicht
gezeigt). Des Weiteren konnten diese Ergebnisse nicht nur unter Verwendung des
Antikorpers, welcher gegen den C-Terminus von Nkin3 gerichtet ist, sondern auch durch
Verwendung von Antikorpern, welche gegen das Volllingenkinesin Nkin3 gerichtet sind,

bestitigt werden.

5.5 Durchmusterung einer Hefedeletionsdatenbank nichtessenzieller
Gene nach Mutanten mit verinderter Mitochondrienmorphologie

Zum Zeitpunkt dieser Doktorarbeit waren nur sehr wenige Proteine bekannt, die an der
Aufrechterhaltung der normalen Mitochondrienmorphologie in S. cerevisiae beteiligt sind. Zu
ihnen gehoren Dnml (Bleazard et al., 1999), Fisl (Mozdy et al., 2000), Mdv1 (Fekkes et al.,
2000; Tieu und Nunnari, 2000; Cerveny et al., 2001), Mmm1 (Burgess et al., 1994), Mdm10
(Sogo und Yaffe, 1994), Mdm12 (Berger et al., 1997), Fzol (Rapaport et al., 1998; Fritz et
al.,2001), Ugol (Sesaki und Jensen, 2001) und Mgm1 (Guan ef al., 1993; Shepard und Yaffe,
1999; Wong et al., 2000). Das ca. 6300 Gene umfassende Hefegenom enthélt eine Vielzahl
von Genen unbekannter Funktion. In einer Zusammenarbeit vieler mit Hefe arbeitenden
Laboratorien wurde eine Hefestammsammlung hergestellt, welche in Mikrotiterplatten
angeordnet Deletionsmutanten verschiedener Gene enthdlt (Winzeler et al., 1999; Giaever et
al., 2002). Diese Stammsammlung umfasst Mutanten von 4794 nichtessenziellen Genen der
Béckerhefe. In einer von der Arbeitsgruppe gemeinsam durchgefithrten Durchmusterung
dieser Stammsammlung wurde nach neuen Genen gesucht, welche an der Verteilung und
Aufrechterhaltung der Mitochondrienmorphologie beteiligt sind (Dimmer et al., 2002). Dafiir
wurden Hefestimme bis zu Erreichen der logarithmischen Wachstumsphase auf
glukosehaltigem Medium angezogen. Die Analyse der Verteilung von Mitochondrien sowie
deren Morphologie erfolgte anschlieBend durch das Anfiarben von Mitochondrien mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin-B-Hexylester. Dieser Farbstoff wird von Mitochondrien in
membranpotentialabhdngiger Weise aufgenommen. Deletionsmutanten, welche entweder eine
verdanderte Mitochondrienmorphologie zeigten oder sich nicht anfdrben lieBen, wurden in
einer weiteren Runde untersucht. In einem abschlieBenden Screening wurden die Mutanten,
welche sich nicht anfarben lieBen sowie Mutanten mit reproduzierbarem Morphologiedefekt
mit dem Plasmid pVT100U-mtGFP transformiert. Dieses Plasmid ermdglicht die
Visualisierung von Mitochondrien durch die Expression eines mitochondrial zielgesteuerten

GFP-Proteins (Westermann und Neupert, 2000). Hierdurch konnten ebenfalls

110



Ergebnisse

Deletionsmutanten mit niedrigem mitochondrialen Membranpotenzial analysiert werden, die
sich mit dem Fluoreszenzfarbstoff nicht anfarben lieBen. Alle transformierten Stdimme wurden
mindestens zweimal untersucht.

Die fiir die Verteilung von Mitochondrien und deren Morphologie wichtigen Gene,
lassen sich in 3 unterschiedliche Klassen zusammenfassen. Gene der Klasse 1 und deren
Produkte sind fiir die Entstehung und Aufrechterhaltung der Mitochondrienmorphologie
essenziell. In diesen Deletionsmutanten konnte zu keinem Zeitpunkt eine Wildtyp-dhnliche
Mitochondrienmorphologie beobachtet werden. In den Mutanten der Klasse II ist der
Phinotyp nur unter bestimmten Bedingungen ausgeprigt, und so ldsst sich die netzartige
Mitochondrienmorphologie des Wildtypstammes zu einem geringen Anteil nachweisen. Diese
Mutanten sind in der Lage, auf nichtfermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wachsen und
verfligen somit iiber eine intakte Atmungskette. Mitglieder der Klasse 3 beschreiben Proteine,
welche neben der verdnderten Mitochondrienmorphologie einen Wachstumsdefekt aufweisen.
Zu diesen Proteinen gehdren viele Proteine der Atmungskettenkomplexe. Thre Deletion hat
indirekten Einfluss auf die Mitochondrienmorphologie und ist das Resultat einer stark
eingeschriankten Organellenfunktionalitit.

In dieser Untersuchung konnten alle Proteine gefunden werden, deren Rolle in der
Aufrechterhaltung der Mitochondrienmorphologie bereits beschrieben war. Dariiber hinaus
konnten zehn unbekannte Proteine identifiziert werden, welche an der Morphogenese von
Mitochondrien beteiligt sind. Des Weiteren wurden flinf Proteine identifiziert, deren Funktion
bereits in anderem Zusammenhang beschrieben worden war, welche jedoch noch nicht mit
der Aufrechterhaltung der Mitochondrienmorphologie in Verbindung gebracht wurden.
Zusammenfassend sind nach heutigem Kenntnisstand 23 Gene an der Morphogenese von
Mitochondrien in der Bickerhefe beteiligt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden FIS/,
MDM34, MDM37 und TOM?7 identifiziert. Die verdnderte Mitochondrienmorphologie in

Deletionsmutanten dieser Gene ist in der folgenden Abb. 34 zu sehen.
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Abb. 34. Die Deletion jedes dieser 4 Gene fiihrt zur Ausbildung unterschiedlicher Phanotypen
der Mitochondrienmorphologie

Deletionsstdmme der angegebenen Mutanten wurden auf YPD-Medium bei 30°C bis zum Erreichen
der logarithmischen Wachstumsphase angezogen. Die Mitochondrien dieser Stdmme wurden durch
die Expression eines GFP-Fusionsproteins visualisiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
Der Langenstandard entspricht 5 um.

Die Funktion von FIS/ in der mitochondrialen Morphogenese ist schon seit langem
bekannt. Seine Deletion fiihrt, dhnlich wie die Deletion von DNM1 oder MDV1 (Otsuga et al.,
1998; Mozdy et al., 2000), zur Ausbildung eines groflen ineinander verkniipften
mitochondrialen Netzwerks (Abb. 34 B). Es wurde vorgeschlagen, dass dieses Netzwerk aus
einem kontinuierlich fortschreitenden Fusionsprozess bei gleichzeitig eingeschranktem
Teilungsprozess der Mitochondrien resultiert (Yaffe, 1999; Jensen et al.,, 2000; Shaw und
Nunnari, 2002). Die Deletion von MDM34 hat hingegen die Ausbildung eines grof3en
kugelformigen Mitochondriums zur Folge (Abb. 34 C). Der aus der Deletion von MDM34
resultierende Phénotyp einer verdnderten Mitochondrienmorphologie gleicht somit der
verdnderten Mitochondrienmorphologie, welche aus der Deletion von MMM1, MDM10 oder
MDM 2 resultiert. Mmm?2 konnte somit an dem gleichen oder einem &hnlichen ProzeB wie
Mmml1 beteiligt sein.

Hefezellen der MDM37-Deletionsmutante weisen hauptsdchlich fragmentierte
Mitochondrien auf. Dariiber hinaus sind teilweise ebenfalls sehr kurze schlauchformige
Mitochondrien zu detektieren (Abb.34 D). Dieser Phédnotyp wurde bereits bei

Deletionsmutanten von Komponenten beschrieben, welche an der Fusion von Mitochondrien
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beteiligt sind (Hermann und Shaw, 1998; Rapaport et al., 1998; Shepard und Yaffe, 1999;
Fritz et al., 2001; Sesaki und Jensen, 2001). Der Verlust von TOM?7 fiihrt zu einem Phénotyp,
welcher durch eine ungleichmédBige Verteilung von aggregierten Mitochondrien
gekennzeichnet ist (Abb. 34 E). Eine Funktion dieser Komponente an der mitochondrialen
Formgebung war bisher noch nicht beschrieben worden und es ist zu vermuten, dass TOM7

einen eher indirekten Einfluss auf die mitochondriale Morphogenese besitzt.

Systematische Giingige Bezeichnung des Gens | Funktion des Proteins

Bezeichnung des

Gens

YGL210c MDM34 (MMM?2) Mitochondriale Morphologie und
Vererbung der mtDNS

YGRI101w MDM37 (PCP1, RBDI) Prozessierung von Ccpl und
Mgml

YNLO70w TOM7 Komponente der Auflenmembran-
translokase TOM

YILO065c FIS1 Teilungsprozess von
Mitochondrien

Tab. 6. Fiir die mitochondriale Morphologie und Vererbung wichtige Gene, die bei der
Durchmusterung der Hefemutantenbibliothek im Rahmen dieser Arbeit gefunden wurden.

Eine vollstandige Liste aller Mutanten findet sich in Dimmer et al., 2002.
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6 Diskussion

6.1 Die molekulare  Maschinerie des  Mikrotubuli-abhingigen
Mitochondrientransports in Neurospora

Fiir die Positionierung der Mitochondrien innerhalb der Zelle werden verschiedene
Komponenten benétigt. Sofern der Transport von Mitochondrien aktiv erfolgt, ist zumindest
ein Motorprotein beteiligt. Dieses kann die Interaktion mit dem Organell entweder direkt,
oder iiber verkniipfende Proteine vermitteln. Diese Verkniipfungsproteine wiirden dann als

Rezeptoren dienen, die auf der AuBenmembran des Organells lokalisiert sind.

6.1.1 Die Beteiligung eines Kiflba-homologen Motorproteins an der Interaktion von

Mitochondrien mit Mikrotubuli in Neurospora

In dieser Arbeit wurden verschiedene Testsysteme entwickelt, mit denen die
Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli beobachtet werden kann. Hierdurch wurde die
nukleotidabhéngige Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli durch peripher mit der
AuBenmembran von Mitochondrien assoziierten Proteinen nachgewiesen (Fuchs et al., 2002).
Mitochondrien interagieren demzufolge mit Mikrotubuli in vitro nur in Abwesenheit bzw.
nach Depletion von ATP. Die Beteiligung von Kinesin-dhnlichen Motorproteinen in hheren
Organismen (Nangaku et al., 1994; Pereira et al., 1997; Tanaka et al., 1998) sowie die
Charakteristika der Interaktion waren Hinweise auf eine Beteiligung eines Kinesin-
verwandten Proteins bei der Assoziation von Mitochondrien mit Mikrotubuli in N. crassa.
Proteine der Kinesinfamilie weisen eine hochkonservierte Motordoméne auf. Durch
Sequenzvergleich mit der Kinesinmotordomine des bereits bekannten konventionellen
Kinesins Nkin konnten im Laufe der Arbeit 10 Kinesin-verwandte Proteine im Genom von
Neurospora identifiziert werden. Eines dieser Kinesin-dhnlichen Proteine (Nkin2) wies
besonders hohe Homologie zu Kiflba auf, welches am Transport von Mitochondrien in
Mauszellen beteiligt ist (Nangaku et al., 1994).

Die folgenden Befunde sprechen dafiir, dass Nkin2 die Bindung von Mitochondrien an
Mikrotubuli vermittelt. Erstens wurde Nkin2 auf der mitochondrialen AufBenmembran
lokalisiert und ist durch Waschen der Mitochondrien mit einem konzentrierten Salzpuffer von
der AuBlenmembran von Mitochondrien extrahierbar. Zweitens inhibiert dementsprechend
eine Vorbehandlung von Mitochondrien mit einer 1 M KCl Salzlosung die Bindung von
Mikrotubuli. Drittens wird die Bindung von Mitochondrien an Mikrotubuli durch eine

Vorbehandlung der Mitochondrien mit Antikorpern gegen Nkin2 inhibiert, wohingegen
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Antikorper gegen andere Kinesin-dhnliche Proteine keinen Einfluss haben. Viertens fiihrt die
Deletion von nkin2 zu einem Defekt des Mitochondrientransportes, der erst durch
Uberexpression von Nkin3 sublimentiert wird. Aufgrund dieser Beobachtungen wird
vorgeschlagen, dass Nkin2, zumindest in Wildtyp-Zellen, die Interaktion von Mitochondrien

mit Mikrotubuli vermittelt.

6.1.2 Nkin3 vermittelt die Positionierung von Mitochondrien entlang von Mikrotubuli

nach Depletion von Nkin2

Die Ankin2-Disruptionsmutante besitzt einen Defekt im Mitochondrientransport, der
allerdings nur kurzzeitig detektierbar ist. In einem eng begrenzten Zeitrahmen des
Hyphenwachstums weisen die Mitochondrien in der Ankin2-Disruptionsmutante eine
eingeschriankte Motilitdt auf. Das Bewegungsmuster der Mitochondrien dhnelt eher einem
passiven Transport, da ihre Transportgeschwindigkeit der Wachstumsgeschwindigkeit der
Hyphenspitze gleicht. Zu diesem Zeitpunkt konnte der Mitochondrientransport deshalb auf
einen Mechanismus zuriickgreifen, welcher von Motorproteinen unabhéngig ist. Wie in der
Spalthefe gezeigt, konnte ein Transport von Mitochondrien durch Assoziation mit
Mikrotubuli und deren dynamische Polymerisation erfolgen (Yaffe et al., 2003). Alternativ
konnte auch ein Transport von Mitochondrien in Abhingigkeit eines Stroms von Zytoplasma
erfolgen (Wanka und Van Zoelen, 2003).

Dieser Phédnotyp eines verdnderten mitochondrialen Transportes ist iiber eine
Zeitspanne von bis zu 5 Stunden nach Keimen der Konidien zu beobachten. Danach werden
die Mitochondrien offenbar aktiv bewegt, da ihre Transportgeschwindigkeit grofler als die
Geschwindigkeit des Hyphenwachstums ist. Der Verlust von Nkin2 wird in den untersuchten
Mutanten mit fortschreitendem Hyphenwachstum innerhalb von 3 h kompensiert. Diese
Kompensation geht einher mit Uberexpression von Nkin3, einem weiteren Mitglied der am
Vesikel- und Organellentransport beteiligten Unc104-Kinesinfamilie. Nkin3 kolokalisiert im
Wildtypstamm jedoch nicht mit Mitochondrien, und Antikdrperinhibierungsstudien lassen
darauf schlieen, dass Nkin3 an der Interaktion von Wildtypmitochondrien mit Mikrotubuli
nicht beteiligt ist. Im Gegensatz dazu wurde in der Ankin2-Disruptionsmutante ein anderes
Verhalten von Nkin3 beobachtet. Die Expression von Nkin3 wird als Antwort auf den
vollstindigen Verlust von Nkin2 in den Zellen deutlich hochreguliert. In Abwesenheit von
Nkin2 kolokalisiert Nkin3 mit Mitochondrien. Des Weiteren ist in der Ankin2-
Disruptionsmutante die Interaktion zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli durch den
Nkin3-Antikorper inhibierbar. Diese Beobachtungen sprechen dafiir, dass Nkin3 den Verlust

von Nkin2 kompensiert.
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Eine weitere wichtige Beobachtung ist, dass die Expression von Nkin3 in Konidien
der Ankin2-Disruptionsmutante nicht hochreguliert ist, weshalb Nkin3 erst im Stadium des
filamentosen Wachstums in der Lage ist, die Funktion von Nkin2 zu iibernehmen. Die
Erklirung fiir diese Beobachtung ist mdglicherweise in  unterschiedlichen
Energiebediirfnissen der Zelle zu suchen. Es ist anzunehmen, dass #hnlich wie in
auswachsenden Axonen (Hollenbeck et al., 1985; Martenson et al., 1995; Miller und Sheetz,
2004) die Energiebediirfnisse in der Hyphenspitze durch aktiven Transport von
Mitochondrien gedeckt werden miissen. Im Konidienstadium ist der Pilz dagegen nicht auf
einen gerichteten Langstreckentransport von Mitochondrien angewiesen. Mit dem Auskeimen
der Konidie und fortschreitendem Hyphenwachstum ist er jedoch immer stirker von dem
aktiven Langstreckentransport von Mitochondrien zur Deckung seiner Energiebediirfnisse in
der Hyphenspitze abhingig. Da Nkin2 diese Funktion nicht mehr ibernehmen kann, muss nun
die Expression von Nkin3 hochreguliert werden, um die Funktion als Motorprotein im
Transport von Mitochondrien zu iibernehmen. Uber die normale Funktion von Nkin3 in

Wildtypzellen kann bisher allerdings nur spekuliert werden.

6.1.3 Weshalb besitzt Neurospora zwei Motorproteine, die eine Interaktion von

Mitochondrien mit dem Zytoskelett vermitteln konnen?

In dieser Arbeit wurde eine auBerordentlich schnelle Anpassung der Zellen an den
Verlust von Nkin2 durch Uberexpression von Nkin3 festgestellt. Aus diesem Grunde muss
angenommen werden, dass nur geringe zellulire Anderungen nétig sind, um den Einsatz des
einen oder des anderen redundanten Motorproteins zu favorisieren. Diese Redundanz konnte
evolutiondren Ursprungs sein. Ein schnell zu regulierendes System, welches aus zwei
unterschiedlichen Mitgliedern der Unc104-Familie mit redundanter Funktion besteht, kdnnte
sich entwickelt haben, um auf minimale Verdnderungen in essenziellen Zellvorgingen
reagieren zu konnen. Die filamentdsen Pilze sind aufgrund ihres polarisierten Wachstums auf
optimale Funktion im Langstreckentransport von Organellen und Vesikeln angewiesen. Das
Vorkommen von Vertretern der Nkin3-Familie ausschlielich in Pilzen konnte eine Folge
dieses Bediirfnisses sein. Hierflir spricht, dass nur mit wenigen Ausnahmen alle filamentdsen
Pilze beide Vertreter der Uncl04-Familie und einen konstanten Satz von 10 Kinesin-
verwandten Proteinen besitzen (Schoch et al., 2003). In hoheren Organismen wie Maus und
Ratte ist eine ausgeprigte Spezialisierung zwischen Motorprotein und Transportaufgabe zu
verzeichnen. Man nimmt an, dass die Aufspaltung der Kinesine in die einzelnen Kinesin-
Familien schon vor der Aufspaltung eukaryotischer Zellen in Pflanzen, Pilze und Metazoen

stattgefunden hat (Moore und Endow, 1996). Diese Annahme konnte anhand von
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phylogenetischen Untersuchungen unter Verwendung von Kinesinsequenzen aus Giardia
lambia und deren Vergleich mit Kinesinsequenzen anderer Eukaryoten bestétigt werden
(Iwabe und Miyata, 2002). Ihren Untersuchungen zufolge bildete sich die Spezialisierung von
tierischen Motorproteinen der Uncl04-Familie und deren Transportaufgaben durch zwei
Phasen aktiver Genduplikation aus, welche durch eine relativ lange Ruhephase unterbrochen
war (Iwabe und Miyata, 2002; Schoch et al, 2003). Diese Spezialisierung kénnte dann
wiederum erkldren, weshalb Vertreter der verkiirzten Unc104- (Nkin3) Familie und ihre
redundanten Funktionen in héheren Eukaryoten nicht mehr bendtigt werden.

Als Beispiel fiir die Synthese spezialisierter Motorproteine in Sdugerzellen konnen die
zwei verschiedenen K/F1B-Gene der Maus angefiihrt werden, KI/F'/Ba und KIF1Bf3 (Yang et
al., 2001), deren Primértranskripte in vier unterschiedliche mRNAs gespleiit werden, und die
Expression der kodierten Proteine gewebetypabhédngig reguliert ist (Nangaku et al., 1994)
(Zhao et al., 2001; Mok et al., 2002; Nakamura et al., 2002; Conforti et al., 2003; Matsushita
et al., 2004). Kiflba ist ein Protein von 1150 Aminosduren, welches an dem gerichteten
Transport von Mitochondrien beteiligt ist (Nangaku et al., 1994). Aus dem Primértranskript
von KIFIBf3 werden durch alternatives Spleissen 3 unterschiedliche mRNAs angefertigt.
Kiflbp ist ein Protein von 1770 Aminosduren (Conforti et al., 1999; Gong et al., 1999; Zhao
et al., 2001). Die N-terminale Region von Kiflba und Kiflb§ ist konserviert, jedoch ist ihr
carboxyterminales Ende komplett unterschiedlich. Im Gegensatz zu Kiflba ist eine
Assoziation von Kiflbf (Conforti et al., 2003) mit synaptischen Vesikeln neuronaler Zellen
beschrieben (Zhao et al., 2001; Nakamura et al., 2002). Des Weiteren wird eine mRNA von
KIF1BJ3 angefertigt, in welcher kurze Aminosduresequenzen in die konservierte N-terminale
Region eingefiigt sind und in einer 1816 Aminoséurereste langen Proteinsequenz (Kif1bf32)
resultieren (Gong et al., 1999; Nakamura et al., 2002). Die dritte mRNA von KIF'IBJf3, kodiert
fiir ein 1687 aa langes Protein Kiflb33, welches am Transport von Lysosomen in nicht-

neuronalen Zellen beteiligt ist (Matsushita et al., 2004).

6.1.4 Wodurch wird die Wahl des fiir die Positionierung von Mitochondrien

eingesetzten Motorproteins bestimmt?

Vererbung und Positionierung von Mitochondrien in S&dugerzellen aber auch in
bestimmten Pilzen, wird von konventionellen Kinesinen vermittelt. Beispielweise vermittelt
Kif5b den Transport von Mitochondrien in M. musculus (Tanaka et al., 1998) und Nhkin
diesen in N. haemmatococca (Wu et al., 1998). Das konventionelle Kinesin in N. crassa
besitzt eine sehr hohe Identitdt verglichen mit NhKin. Trotz dieser hohen Konservierung,

besitzen beide Kinesine distinkte Transportaufgaben und Nkin ist nicht am Transport von
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Mitochondrien entlang von Mikrotubuli beteiligt (Seiler et al., 1997). Neben konventionellen
Kinesinen sind auch andere Kinesin-Familien beschrieben, welche die Positionierung von
Mitochondrien vermitteln kdnnen. In Mus musculus konnte die Beteiligung eines Proteins der
Uncl04-Familie (Kiflba) am Transport von Mitochondrien biochemisch und mikroskopisch
beschrieben werden (Nangaku et al., 1994).

Die in dieser Arbeit gefundenen Daten belegen diese Beteiligung von Uncl04-
Kinesinen an der Positionierung von Mitochondrien entlang von Mikrotubuli. Insbesonders
das am Transport von Wildtypmitochondrien beteiligte Nkin2 besitzt eine hochkonservierte
Motordomine verglichen mit Kiflba. Demzufolge sind die am Transport von Mitochondrien
entlang von Mikrotubuli beteiligten Kinesine auch in phylogenetisch relativ weit voneinander
entfernten Organismen hochkonserviert. Zumindest in hoheren Eukaryoten koénnte eine
gewebespezifische Expression der einzelnen Motorproteine festlegen, welches Motorprotein
fiir die Positionierung von Mitochondrien genutzt wird. Alternativ konnte diese Wahl auch
durch die jeweilig aktivierten Signalwege, welche in dem Transport von Mitochondrien

involviert sind, geregelt werden (Okada et al., 1995; De Vos et al., 1998; Luo et al., 1998).

6.1.5 Werden physiologisch wichtige Transportprozesse durch redundante

Motorproteine vermittelt?

In dieser Arbeit wurde erstmalig eine Beteiligung zweier unterschiedlicher Kinesine
an dem gerichteten Transport von Mitochondrien belegt. Eine funktionelle Redundanz von
Kinesinen unterschiedlicher Kinesinfamilien wurde fiir andere Systeme schon friiher
beschrieben. Zum Beispiel wird der NMDA-Rezeptor innerhalb von Neuronen in
dynamischer und priziser Weise zu den Dendriten transportiert. Dieser physiologisch sehr
wichtige Prozess kann sowohl durch Kif17 (Setou et al., 2000) als auch durch Kiflba (Mok et
al., 2002) vermittelt werden. Die Interaktion der beiden unterschiedlichen Motoren mit dem
Rezeptor erfolgt liber so genannte PDZ-Interaktionsdoménen (Mok et al., 2002). Diese PDZ-
Doménen vermitteln eine Protein-Protein-Wechselwirkung und kommen in vielen Membran-
assoziierten Proteinen vor, welche an Signalprozessen beteiligt sind (Ponting et al., 1997).
Daneben besitzen viele Kinesine diese Interaktionsdominen, welche es ihnen ermdglicht mit
einer Vielzahl von Proteinen zu interagieren (Mok ef al., 2002). Das Auftreten funktioneller
Redundanz wird auch innerhalb ein und derselben Kinesinfamilie diskutiert. Beispielsweise
wird der Transport synaptischer Vesikel in Neuronen sowohl von Kifla als auch von Kif1bf3
vermittelt. Der Mechanismus der spezifischen Rekrutierung des einen oder des anderen

Motors ist jedoch noch nicht im Detail bekannt (Nakamura et al., 2002).
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Ein weiteres Beispiel funktioneller Redundanz zwischen Motorproteinen ist im Fall
von CINS and KIPI in S. cerevisiae bschrieben. Die von den beiden Genen kodierten Proteine
binden an dieselbe Fracht und vermitteln Funktionen in der Mitose (Stearns, 1997).
Funktionelle Redundanz von Motorproteinen ist somit ein wichtiges Mittel, um zelluldren
Verdnderungen zu begegnen und die Funktion physiologisch wichtiger Prozesse zu
gewihrleisten. Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse belegen, dass dem auch

Mitochondrien unterworfen sein kénnen.

6.1.6 Mogliche Interaktionsmodelle des Kinesin-vermittelten Transportes von

Mitochondrien in Neurospora

Nkin2 und Nkin3 besitzen eine redundante Funktion im gerichteten Transport von
Mitochondrien, da Nkin2 die Verteilung von Mitochondrien unter Wildtypbedingungen
vermittelt, wohingegen Nkin3 diese Aufgabe in Abwesenheit von Nkin2 iibernimmt.
Betrachtet man den Proteingehalt von Nkin3 in subzelluldren Fraktionen der nkin2-Mutanten,
so ist der Proteingehalt von Nkin3 sowohl in der Mitochondrienfraktion als auch in der
Fraktion des postmitochondrialen Uberstands stark erhoht. Da Nkin2 ebenfalls zu einem
geringen Teil in einer Fraktion des postmitochondrialen Uberstands von Wildtypzellen
nachgewiesen werden kann, besitzt Nkin2 vermutlich mehrere Aufgaben im Organell- und
Vesikeltransport, welche durch Nkin3 {ibernommen werden konnen. Alternativ konnte der
erhdhte Proteingehalt von Nkin3 in der Fraktion des postmitochondrialen Uberstandes auch
freies Protein sein, welches wéhrend der Organellpriparation von dem Organell gelost war.

Hinsichtlich des Transportes von Mitochondrien stellt sich die Frage, auf welche
Weise die Interaktion der beiden Kinesin-verwandten Motorproteine mit Mitochondrien oder
anderen Organellen vermittelt wird. Beide Proteine besitzen, mit Ausnahme der
Kinesinmotordoméne, keine gemeinsamen bekannten Proteininteraktionsdoménen. Die
Beobachtung einer direkten Beteiligung der PH-Doméne des DdUnc104 am Vesikeltransport
in vitro (Klopfenstein ef al., 2002) und in in vivo (Klopfenstein und Vale, 2004) legt nahe,
dass auch im Falle von Nkin2 die Interaktion des Proteins mit Mitochondrien iiber die PH-
Doméne vermittelt wird (Abb. 35). Unstrittig ist, dass der PH-Domine in Vertretern der
Uncl104-Kinesinfamilie eine wichtige Rolle im Vesikeltransport zukommt, da eine
Substitution der PH-Domédne des Uncl04-Proteins in C. elegans durch andere
Lipidbindungsmotive in vivo nicht moglich ist (Klopfenstein und Vale, 2004). Das Einfiihren
von  Mutationen in die PH-Domine, welche die Bindungsaffinitit zu
Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat erniedrigen, fiihrt zudem zu einer eingeschrinkten

Funktionalitét des Kinesins in vivo (Klopfenstein und Vale, 2004).
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Innerhalb der Unc104-Familie ist die PH-Doméne konserviert. Eine Substitution der
PH-Doméne des Unc104-Kinesins aus C. elegans durch die des homologen Proteins aus D.
discoideum ist ohne Funktionalititsverlust in vitro moglich, aber nicht in vivo (Klopfenstein et
al., 2002; Klopfenstein und Vale, 2004). Neben der Vermittlung der Protein-Lipid-
Wechselwirkung konnte die PH-Doméne somit in vivo durch Protein-Protein-
Wechselwirkung ebenfalls regulatorische Eigenschaften besitzen (Klopfenstein und Vale,
2004). In diesem Zusammenhang steht die Beobachtung, dass die Expression der rekombinant
hergestellten PH-Doméne in Neuronen Einfluss auf die Transportrichtung von Mitochondrien
besitzt (De Vos et al., 2003). In zukiinftigen Experimenten konnte ein Inhibitionsversuch mit
einer rekombinant exprimierten PH-Domine von Nkin2 im biochemischen Interaktionsassay
durchgefiihrt werden, um so die Beteiligung dieser Doméne an der Interaktion des
Motorproteins mit Mitochondrien zu verifizieren. Diese Versuche waren im Rahmen der hier
vorgelegten Arbeit jedoch nicht mehr moglich.

Fiir Nkin3 ldsst sich der Mechanismus der Interaktion mit Mitochondrien nicht von
bekannten Motor/Organell-Interaktionen ableiten, da der C-Terminus von Nkin3 kein
bekanntes Proteininteraktionsmotiv besitzt. Die Motordomédne von Nkin3 besitzt grof3e
Homologie zu Kiflc in H. sapiens (Dorner et al., 1998), Nkin3 hat jedoch einen
auBBergewohnlichen kurzen C-Terminus. Kiflc bildet ein Dimer und ist am Vesikeltransport
vom ER zum Golgi beteiligt. Im Gegensatz dazu bildet Nkin3 keine Oligomere, sondern liegt
vermutlich als Monomer vor (personliche Mitteilung Dr. Giinther Wolke). Nkin2 besitzt einen
ausgeprigten Coiled-coil-Bereich, dessen Dimerisation die Bildung eines prozessiv
arbeitenden Motorproteins ermdglichen wiirde (Tomishige et al., 2002). Im Gegensatz dazu
besitzt Nkin3 keinen ausgeprigten Coiled-coil-Bereich. Demzufolge ist eine kooperative
Beteiligung mehrerer Proteine im Transport von Mitochondrien zu vermuten.

Das Binden von Nkin2 und Nkin3 an den gleichen mitochondrialen Rezeptor konnte
erkldren, weshalb Nkin3 in der konditionalen Mutante derart spezifisch und erst nach
vollstdndigem Verlust von Nkin2 zu Mitochondrien dirigiert wird. Nkin2 wiirde in diesem
Falle eine hohere Bindungsaffinitit zu dem Rezeptor der mitochondrialen Aulenmembran
besitzen als Nkin3. Alternativ konnte fiir die Interaktion von Nkin3 mit Mitochondrien ein
weiterer Faktor bendtigt werden, welcher in Abhidngigkeit des Verlustes von Nkin2 zu
Mitochondrien rekrutiert wird (Abb. 35).

Eine Aufklirung der Frage, auf welche Weise diese Motorproteine mit der
mitochondrialen AuBBenmembran interagieren, war im Rahmen der vorgelegten Arbeit nicht

mehr moglich. Ein Erfolg versprechender Ansatz konnte sein, den C-Terminus von Nkin2 und
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Nkin3 mit einem Oligopeptid- oder Proteinanhang zu versehen und nachfolgend die Proteine
an eine Matrix zu immobilisieren. Mitochondriale Proteine, welche mit dem C-Terminus von
Nkin2 oder Nkin3 interagieren, konnen auf diese Weise durch Affinitdtschromatographie
isoliert und anschliefend identifiziert werden. Es wird in der Zukunft interessant sein,
herauszufinden, ob in dem carboxyterminalen Bereich von Nkin3 ein unbekanntes oder
aufgrund schwach ausgepréigter Homologie ,,maskiertes* Proteininteraktionsmotiv zu finden
ist.

Einen weiteren Beitrag zur Aufklarung der funktionellen Redundanz von Nkin2 und
Nkin3 konnte die Analyse einer Nkin3-Deletionsmutante sowie die Herstellung einer
Doppeldeletionsmutante von Nkin2 und Nkin3 liefern. Diesbeziiglich wurde in einer
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Schliwa mit der Disruption von nkin3
begonnen. Erste Ergebnisse weisen daraufhin, dass der Verlust von Nkin3 ebenfalls zu
keinem auffilligen Wachstumsphéanotyp fiihrt. Es wird zu klédren sein, welche Konsequenzen

der Verlust von Nkin3 fiir die Expression und intrazellulére Lokalisation von Nkin2 hat.
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Abb. 35. Modelle zum Mitochondrientransport in N. crassa

In Wildtypzellen erfolgt der gerichtete Transport von Mitochondrien entlang des Mikrotubulisystems
durch Nkin2. Die Interaktion des Motors mit Mitochondrien wird durch Wechselwirkung der PH-
Doméane des Motorproteins mit Ptdins(4,5)P,-Molekiilen der mitochondrialen Auflenmembran
vermittelt. Der durch diesen Motor vermittelte Transport kdnnte geman (Klopfenstein et al., 2002) zwei
unterschiedlichen Mechanismen folgen. Modell (A) beschreibt einen Mechanismus, in dem
normalerweise einzeln vorliegende Motoren in Abhangigkeit einer hohen Dichte von Ptdins(4,5)P.-
Molekilen zusammengefuhrt werden und durch gemeinsame Bewegung die Fracht transportieren.
Modell (B) geht von der Annahme aus, dass die Anhdufung monomerer Motoren zu einer Dimerisation
einzelner Monomere flhrt, die durch die Coiled-coil-Region des Motors vermittelt wird. Ein einzelner
dimerisierter Motor kénnte dann die Fracht in prozessiver Weise transportieren. Diese Prozessivitat
eines Unc104-Dimers wurde bereits beschrieben (Tomishige et al., 2002). Modell (C) beschreibt einen
mdglichen durch Nkin3-vermittelten Transport von Mitochondrien. In der Abwesenheit von Nkin2 kann
Nkin3 die Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli vermitteln. Die Interaktion mit dem
mitochondrialen Rezeptor (blaue Gabel) erfolgt entweder direkt oder wird Uber ein Linkerprotein
(violett) vermittelt. Dieses konnte ebenfalls in Abhangigkeit der Deletion von nkin2 zu Mitochondrien
dirigiert werden.

6.1.7 Die Rolle von Mmml in der Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Morphologie in Neurospora
Mmml war das erste identifizierte Protein, welches an der mitochondrialen
Morphogenese in N. crassa beteiligt ist (Prokisch et al., 2000). Die Funktion dieses integralen
Aullenmembranproteins in der mitochondrialen Morphogenese ist konserviert, und die

Deletion des Gens wurde bereits in Neurospora und Hefe beschrieben. In der Hefe S.
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cerevisiae fuhrt die Deletion des Gens zur Ausbildung von Riesenmitochondrien (Boldogh et
al., 1998). Diese sind nahezu unbeweglich und konnen in vitro nicht mehr an Aktinfilamente
binden (Boldogh ef al., 1998). Fiir Mmm1, und seine Interaktionspartner Mdm10 und Mdm12
wurde deshalb eine Rolle in der Rekrutierung von Proteinen postuliert, welche fiir die
Vermittlung der Interaktion zwischen dem Zytoskelett und dem Organell bendtigt werden
(Boldogh et al., 1998). Interessanterweise weist die Deletion des mmmI-Gens in N. crassa
den gleichen Phinotyp auf, obwohl die Positionierung von Mitochondrien in S. cerevisae
entlang von Aktinfilamenten und nicht wie in N. crassa entlang von Mikrotubuli erfolgt
(Prokisch et al., 2000). Der in Neurospora beobachtbare Phénotyp ist nicht auf den Verlust
der Interaktion von Mitochondrien mit dem Zytoskelett zuriickzufiihren, da Mitochondrien
der mmmI-RIP-Mutante wie Wildtypmitochondrien ATP-abhingig an Mikrotubuli binden
(Fuchs et al.,, 2002; diese Arbeit). Der mitochondriale Phénotyp kann nicht durch die
Depolymerisierung von Aktinfilamenten erzeugt werden, was eine weitere entscheidende
Beobachtung ist (Prokisch et al., 2000).

Das Binden von Mitochondrien der mmm [-RIP-Mutante belegt eindeutig, dass Mmm1
fiir die Vermittlung der Interaktion zwischen Organell und Zytoskelett in Neurospora nicht
benétigt wird. Da sich die aus der Deletion des MMM I-Gens in Hefe und Neurospora
resultierenden Phénotypen derart stark dhneln, muss angenommen werden, dass Mmm1 in
Hefe ebenfalls keine Rolle in der Vermittlung der Interaktion von Mitochondrien mit dem
Zytoskelett spielt. Vielmehr ist auf eine eher allgemeine Rolle von Mmm1 in der Kontrolle
der Morphogenese von Mitochondrien zu schliessen. Eine mogliche Rolle von Mmm1 kénnte
eine Beteiligung an einem Komplex sein, welcher an den Import bestimmter Proteine in
Mitochondrien beteiligt ist. Werden diese Proteine aufgrund der Deletion von MMM/ nicht
importiert, konnte ihr Fehlen dann einen Einfluss auf die Morphogenese der Mitochondrien

besitzen.

6.2 Einsatz von GFP-Fusionsproteinen zur spezifischen Visualisierung
von subzelluléiren Strukturen in Neurospora

Die Markierung von intrazelluldren Strukturen mit GFP-Fusionsproteinen war in
Neurospora lange Zeit nicht moglich. Als Grund flihrte man eine nicht ausreichend starke
Expression der GFP-Fusionsproteine durch Verwendung endogener Neurospora-Promotoren
an (Freitag et al., 2001). Eine zytosolische Expression von GFP-Fusionsproteinen konnte
ebenfalls nur unter Verwendung eines chemisch induzierbaren exogenen Promotors erzielt

werden (Freitag et al., 2001).
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Expression eines zielgesteuerten GFP-
Fusionsproteins etabliert und die Annahme einer unzureichenden GFP-Expression unter
Verwendung endogener Promotoren widerlegt werden (Fuchs et al., 2002). Es konnte ein
Stamm hergestellt werden, mit dessen Hilfe eine Beobachtung des Verhaltens und der
Morphologie von Mitochondrien in verschiedenen Stadien des Lebenszykluses des Pilzes in
in vivo beobachtet werden kann. Daneben wurde die mikroskopische Analyse der Interaktion
von Mitochondrien mit Mikrotubuli unter Verwendung isolierter Mitochondrien dieses
Stammes und des entwickelten mikroskopischen Testsystems moglich.

Diese erfolgreiche Expression eines zielgerichteten GFP-Fusionsproteins war fiir den
weiteren Einsatz zielgerichteter GFP-Fusionsproteine in Neurospora, ein wichtiges Ergebnis
(personliche Mitteilung Dr. Michael Freitag). Durch die Anwendung spezieller Plasmide zum
gerichteten Austausch von Proteinen durch GFP-Fusionsproteine ist der Einsatz von GFP-
Fusionsproteinen in Neurospora mittlerweile etabliert (Kapoor et al., 2002; Folco et al.,
2003). Aus diesem Grunde sollte es in Zukunft auch in Neurospora moglich sein, die
intrazelluldre Lokalisation von Proteinen, durch Expression eines GFP-Fusionsproteins zu
bestimmen. Diesbeziiglich konnte die spezifische Lokalisation von Nkin3 und Nkin2 durch
Expression von GFP-Fusionsproteinen {iiberpriift werden. Die Expression von GFP-
Fusionsproteinen zur spezifischen Visualisierung intrazelluldrer Strukturen konnte in dann in
Neurospora von dhnlich groBem Nutzen wie in S. cerevisiae sein (Westermann und Neupert,

2000).

6.3 Funktion der im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Mutanten an

der mitochondrialen Morphogenese in S. cerevisiae

6.3.1 Die Funktion von MDM34/MMM?2 in der mitochondrialen Morphogenese

Die Deletion von MDM34 fihrt zur Ausbildung einer kugelformigen
Mitochondrienmorphologie (Dimmer et al., 2002). Diese dhnelt somit der verdnderten
Mitochondrienmorphologie, welche aus der Deletion von MMM, MDM10 oder MDM12
resultiert (Boldogh et al., 1998). Im Rahmen dieser Arbeit konnten keine weiteren Studien
durchgefiihrt werden, um die funktionelle Rolle von MDM34 in der Morphogenese von
Mitochondrien zu kliren.

Die spezifische Rolle von MDM34 an der mitochondrialen Biogenese konnte jedoch
durch Studien einer anderen Gruppe belegt werden (Youngman et al., 2004). In der Arbeit
dieser Gruppe wurde in einem genetischen Ansatz nach Genen gesucht, deren Mutation in

Kombination mit mmmI-1, einer temperatursensitiven Mutante des MMM I-Gens, zu einem

124



Diskussion

synthetisch letalen Phanotyp fithrt (Youngman et al., 2004). MDM34 konnte in diesem Ansatz
identifiziert werden und wurde mit MMM?2 bezeichnet. Thren Ergebnissen zufolge ist
Mdm34/Mmm2 ein Aullenmembranprotein und in der Ndhe von mtDNS und Mmml
lokalisiert (Youngman et al., 2004). Die Interaktion von MmmIl und Mmm?2 ist vermutlich
nur transient, da die beiden Proteine bei der Auftrennung von mitochondrialen
Membranvesikeln unterschiedlich fraktionieren und sie ebenfalls in einem Gelfiltrationslauf
solubilisierter Mitochondrien in unterschiedlichen Fraktionen eluieren. Es ist deshalb
anzunehmen, dass Mmm1 und Mmm?2 unterschiedlichen Komplexen angehdren. Die diskrete
Funktion von Mmm?2 in der Biogenese von Mitochondrien ist allerdings noch nicht geklart

(Youngman et al., 2004).

6.3.2 Die Rolle von 7TOM7 in der Morphogenese von Mitochondrien

Tom7 st eine Komponente der Proteintranslokationsmaschinerie in der
Auflenmembran von Mitochondrien. Der Verlust von TOM7 fiihrt zu einem Phénotyp,
welcher durch eine ungleichmédfige Verteilung von aggregierten Mitochondrien
gekennzeichnet ist. Tom?7 ist allerdings mit groBer Wahrscheinlichkeit keine Komponente, die
eine Interaktion von Mitochondrien mit dem Zytoskelett vermittelt. Seine Topologie in der
mitochondrialen Auflenmembran ist unbekannt (Honlinger et al., 1995), und der Verlust von
TOM?7 fihrt zu einer stirkeren Assoziation von Tom22 und Tom20 mit der Kernkomponente
der Auflenmembrantranslokase, Tom40 (Honlinger ef al., 1995). Tom7 ist vermutlich nicht
aktiv an der Aufrechterhaltung der Mitochondrienmorphologie beteiligt. Die Ausbildung des
Phénotyps ist vermutlich das Resultat eines ineffektiven, vielleicht sogar komplett blockierten
Importes von bestimmten Komponenten in die Mitochondrien, welche fiir die

Aufrechterhaltung der normalen Mitochondrienmorphologie bendtigt werden.

6.3.3 MDM37/PCPI/RBDI spielt eine Rolle in der Regulation der Funktion von Mgm1

und besitzt deshalb Einfluss auf die mitochondrialen Morphogenese

Zellen der Amdm37-Deletionsmutante weisen  hauptsdchlich  fragmentierte
Mitochondrien auf. Dariiber hinaus sind teilweise ebenfalls sehr kurze schlauchformige
Mitochondrien zu beobachten. Dieser Phinotyp wurde bereits bei Deletionsmutanten von
Komponenten beschrieben, welche an der Fusion von Mitochondrien beteiligt sind (Hermann
und Shaw, 1998; Rapaport et al., 1998; Shepard und Yaffe, 1999; Fritz et al., 2001; Sesaki
und Jensen, 2001). Versuche zur Aufklirung der Rolle von MDM37 in der Biogenese von

Mitochondrien waren im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit jedoch nicht mehr mdéglich.
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Die spezifische Rolle von MDM37 in der mitochondrialen Morphogenese konnte
jedoch durch Studien anderer Arbeitsgruppen belegt werden (Herlan ef al., 2003; Sesaki et al.,
2003). Mdm37 wird fiir die Prozessierung der 100 kDa langen Isoform von Mgm1 zur 90 kDa
groBBen Isoform bendtigt (Herlan et al., 2004). Die gestorte Mitochondrienmorphologie von
mdm37/pcpl-Deletionsmutanten ist demzufolge vermutlich auf eine unvollstindige
Prozessierung der langen Mgml- zur kurzen Mgml-Isoform zuriickzufiihren. Dieser
Zusammenhang erklért auch den Verlust von mitochondrialer DNS in dpcpl-Zellen, als Folge
des Verlustes an MgmI-Funktionalitit (Herlan ef al., 2003). Einen weiteren Hinweis auf die
Ausbildung des Phénotyps in Abhingigkeit von Mgm1 liefert die Suppression des Verlustes
von mitochondrialer DNA in Apcp1-Zellen, durch Deletion von Dnm1 (Sesaki et al., 2003).

126



Zusammenfassung

7  Zusammenfassung

Vererbung und intrazelluldre Positionierung von Mitochondrien werden in
eukaryotischen Zellen durch verschiedenartige Zytoskelett-abhdngige molekulare
Maschinerien vermittelt. Dabei spielen insbesondere Mikrotubuli eine herausragende Rolle in
Saugetierzellen und in einigen Pilzen. AuBler einzelnen Motorproteinen, welche an der
Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli in Sdugerzellen beteiligt sind, sind keine
weiteren die Interaktion vermittelnden Komponenten bekannt. Ziel der Arbeit war, in dem
filamentdsen Pilz Neurospora crassa als Modellorganismus Proteine zu identifizieren, die an
der Interaktion von Mitochondrien mit Mikrotubuli beteiligt sind und diese zu
charakterisieren.

Zuerst sollte die biochemische Grundlage der Wechselwirkung zwischen
Mitochondrien und Mikrotubuli durch Entwicklung und Einsatz von in vitro-Testsystemen
aufgeklart werden. Hierfiir wurde ein biochemisches Testsystem entwickelt, in dem isolierte
Mitochondrien mit Taxol-stabilisierten Mikrotubuli unter verschiedenen Bedingungen
inkubiert werden, um nach Saccharosegradienten-Zentrifugation die Assoziation zwischen
Mitochondrien und Mikrotubuli zu analysieren. Zusitzlich sollten die Ergebnisse dieser
Versuche in einem fluoreszenzmikroskopischen Testsystem verifiziert werden. Dafiir wurde
die Expression von mitochondrial zielgesteuertem GFP in N. crassa etabliert. Auf diese
Weise konnte nicht nur das Verhalten und die Morphologie von Mitochondrien in
verschiedenen Stadien des Lebenszyklusses in vivo beobachtet werden, sondern isolierte GFP-
gefarbte Mitochondrien konnten zudem fiir eine mikroskopische Interaktionsanalyse mit
Rhodamin-gefarbten Mikrotubuli verwendet werden. Unter Einsatz der beiden Testsysteme
wurde eine spezifische ATP-abhingige Interaktion zwischen Mitochondrien und Mikrotubuli
nachgewiesen, die durch peripher mit der mitochondrialen AuBenmembran assoziierte
Proteine vermittelt wird.

Diese Ergebnisse deuteten auf eine Beteiligung von Motorproteinen an der
Assoziation von Mitochondrien mit Mikrotubuli hin. Deshalb wurde im Genom von N. crassa
gezielt nach Sequenzen gesucht, die Kinesine kodieren, die diese Rolle iibernehmen konnten.
Es wurden zwei neue Mitglieder der Unc104-Kinesinfamilie identifiziert und im Rahmen
dieser Arbeit charakterisiert. Eines dieser Kinesine, Nkin2, ist peripher mit der
Auflenmembran von Mitochondrien assoziiert. Unter Verwendung der in vitro-Testsysteme
wurde die Beteiligung von Nkin2 am Transport von Mitochondrien im Wildtyp belegt. Die

Interaktion der Mitochondrien mit Mikrotubuli in vitro kann durch eine Prainkubation von
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Mitochondrien mit Antikdrpern gegen Nkin2 geblockt werden. Um die Funktion von Nkin2
im Mitochondrientransport in vivo zu untersuchen, wurden nkin2-Deletionsmutanten erstellt
und funktionell charakterisiert. Die Deletion von Nkin2 fiihrt in vivo zu einem
eingeschriankten Mitochondrientransport in auswachsenden Hyphen. Dieser Phénotyp wird
durch Uberexpression des zweiten neu identifizierten Mitglieds der Unc104-Familie, Nkin3,
komplementiert. Zwar ist Nkin3 im Wildtypstamm nicht auf Mitochondrien lokalisiert, es
wird aber bei Abwesenheit von Nkin2 hochreguliert und spezifisch an die Mitochondrien
rekrutiert. In Abwesenheit von Nkin2 ist Nkin3 essenziell fiir die Interaktion in vitro von
Mitochondrien mit Mikrotubuli. Diese Ergebnisse deuten auf eine funktionelle Redundanz
von verschiedenen Motorproteinen im Mitochondrientransport in N. crassa hin, die in
dhnlicher Weise auch in Sdugerzellen vorliegen konnte.

Da Transport und Vererbung von Mitochondrien nicht nur von dem beteiligten
Motorprotein abhingen, sondern auch mit Fusions- und Teilungsvorgdngen der
mitochondrialen Membranen verknilipft sind, wurde eine Stammsammlung von
Deletionsmutanten nichtessenzieller Gene in der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach
Komponenten mit einer Funktion in der Morphogenese von Mitochondrien durchmustert. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden drei neue Gene identifiziert. Die aus der Deletion dieser Gene

resultierenden Phinotypen werden beschrieben.
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8 Anhang

In der Abb. 36 ist ein Alignment von Nkin2-homologen Proteinen aufgefiihrt.
Datenbankzugangsnummern (GenBankID):

Nkin2: NCU06733.1

GzKifl: FG10189.1

MgKifl: MG09255.5

ChKifl: AY?230433

AnKifl: AN7547.2

BfKifl: AY?230422

Umkin3: AALR7137

DdUnc104: AF245277

CeUnc104: M58582

MmKiflba; ABO11163

Nkin2 M..A..... PG.MAPMGGGGNIKV. .V.V...RC.. ..R.BHDRG.RQ..C.I 35
Gmkifl M. oo, P....PTGGG.NIKV..V.V...RC.. .R.EIERG.2ZK..C.I 30
GzKif1 M..ooo... P....PAGGG.NIKV..V.V...RC.. ...R.EIERN.AQ..C.I 30
MgKifl Mo e oe e e C et e e 2
BfKif1 M. oo K....DA...... QT..v.I....T...B..P...... ...G..H..... 14
AnKif1l M. . Aeoennn. PGGGG.NIKV..V.V...RV..RPFNS. ...R.EIERG.AK..C.I 30
ChKif1l MSVASTTSLPEKQHPRPHT . HLRLPHTYTPDFRLLARPLHACPPWRPE . EAATSRSWCDV 58
UmKin3 MADSGNIKVVVR. .......CRPMNSR.....ERNRG........ 24
CeUncl04 MSSVKVAVRVRPENOQR. . .. .BISNT........ 21
DdUnc104 MSSVKVAVRVRPFNSR. . .. .EIARE........ 21
KIFlba MSGASVKVAVRVRPENSR. . . . .HTSKE. ....... 23
Nkin2 ...V.EMRDN.QTVLTTPP..D..AVVKGG.K.DQ. .APNYAG 82
Gmkifl ...V.EMKGN.QTVVTAP. ..E..G..KGV.K.DG. .DPNYAG 74
GzKif1l ...V.EMKGN.QTVITAP...E..G..KGV.K.DS. .DPNYAG 74
MOKIEL ettt e e e e e e e e e e e Y. . 3
BfKifl ..... EAK.S.R....u.... D..A..KGG.KADT .DPSYA 51
AnKif1l ...V.QMK.DSQTILTPPPGAEEKSR . KGGNKAAAEGPKT .APNYAG 83
ChKif1l DPSTGEMKGD . QTILSPPANTDVKG . . KAA . KAAAEGVKT, .APNYAG 113
UmKin3 ASNLIEFVDQHQLILSPPNEADTKENSKATKK. . . . KSMPESEDRAYDEHTE . . . . . . .. 72
CeUncl04  SKCVLQVUNGNTTTINGHSINK. . ..o vuvenenn.. .DPHFIT 65
DAUncl04  SKCIIEMAGATTAITNPKVPPNT. .......... .DADFST 69
KIFlba SKCIIQMOGNSTSIINPKNPK. « oo v v oeenn.. HTSPEDPCFAS 69
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Abb. 36. Vergleich der Aminosauresequenz von Nkin2 und homologen Proteinen

Verwendet wurde das Programm DNAMan (Lynnon BioSoft, Vaudreuil, Canada). An = Aspergillus
nidulans; Bf = Botryotinina fuckeliana; Ce = Caenorhabditis elegans; Ch = Cochliobolus
heterostrophus; Dd = Dictyostelium discoidum; Gm = Gibberella moniliformis; Gz = Gibberella zeae;
Mg = Magnaporte grisae; Mm = Mus musculus; Um = Ustilago maydis

Die folgende Abb. 37 enthélt ein Alignment iiber die Gesamtldnge Nkin3-homologer Proteine

Datenbankzugangsnummern:

Nkin3: NCU03715.1
GmKlp7: AY230443
ChKlp7: AY230432

MmKiflC:  AB001456
HsKif1C: AB001456
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BEKLDT ottt e e 0
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< e Y 0
HeKLiE IO e e e e e e 0
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BEfK1p7 ..o MAIVPRLMPGMGMGVVSTASTPSLRSRRDSVVSTARDAA . GNVR 43
ChK1Ip7 i e MYPLHTTASAPSMRASAEISYAHMSPPTPINDDPGNVK 38
/e e O 0
HeKi £ 1l L e e e e e e e e e e e e e e 0
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NKINZ ottt e 676
GUEKLDT oot e e e e e e e e e 661
BEKLIDT oot e e e e e 496
CHKIDT ettt et e e e e e e e 598
MmKif1lC  PAFRRGRLRWLKQEQLRLQGLQGAGGRGGGLRRPPARFVPPHDCKLRFPFKSNPQHRESW 990
HsKiflC  PAFRRGRLRWLKQEQLRLQGLQGLWGPGRGVRRPPARFVPPHDCNVRFPFKSNPQHRESW 991
NKIN3 ottt e 676
GUKLDT et e e e e e e e e 661
BEKLDT ettt e e e e e 496
CHhKIDT ettt e e e e e e e 598

MmKiflC PGMGSGEAPAP . QPPEEVTVPPAPPNRRPPSPRRPHRSRRNSLDGGSRSRGGGSTQPEPQ 1049
HskKiflC PGMGSGEAPTPLQPPEEVTPHPATPARRPPSPRRSHHPRRNSLDGGGRSRGAGSAQPEPQ 1051

NKIN3 ottt e e e e e e 676
GIMKLDT oot et e e e e e 661
1= 2 1 496
CHEKID7 e otoe e e e e e e e e e e e 598
MmKif1lC  RLRPQKHNGYPQQPQPSPAQR.PGPRYPPYTTPPRMRRQRSAPDLKESGAAV 1100
HsKiflC  HFQPKKHNSYPQPPQPYPAQRPPGPRYPPYTTPPRMRRQRSAPDLKESGAAV 1103

Abb. 37. Alingment von Nkin3 und homologen Proteinen

Zur Darstellung des Alignments wurde ebenfalls das Programm DNAMan verwendet (Lynnon BioSoft,
Vaudreuil, Canada). Bf = Botryotinina fuckeliana; Ch = Cochliobolus heterostrophus; Gm = Gibberella
moniliformis; Hs = Homo sapiens; Mm= Mus muculus
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