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KONVENTION

Zur Schreibweise von Genen und Proteinen in didgagit: Gene werden kursiv geschrieben, die
ersten zwei Buchstaben kirzen den Artnamen ab, wieneiner bestimmten Spezies zugeordnet
werden (z. B. ScMdy PaMth]). Bei der Bezeichnung von Proteinen bestimmterziggewird
ebenfalls zuerst der Artname abgekurzt. Bis auf zlesiten Buchstaben der Artabkirzung wird
GrolR3schrift verwendet (z.B. ScMDV1, PaMTH1). FoldenAusnahmen geltenGrisea (P.

anserinaGen) und GRISEAR. anserinaProtein).



,Wer ﬁcyt, ist etn W;rr fiir etne j‘Z;'nute. Wer nicht ﬁcyt, ist etn W;rr sein Leben
fanj. “
Konfuzius (Kong Qui), 551 v. Chr.- 479 v. Chr.
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Einleitung

1 Einleitung

1. 1 Altern und molekulare Alternsforschung

Biologisches Altern ist ein fortschreitender irresibler Prozess. Wahrend des Alterns kommt
es zur kontinuierlichen Abnahme physiologischer Kiamen und zu einer Zunahme der
Krankheitshaufigkeit (Morbiditat) sowie der Stedblkeit (Mortalitat) des alternden
Organismus (Kirkwood und Austad, 2000). Der Proziess Alterns wird durch unregulierte,
zufallige Schadigungen der Zellen, beispielsweissgalost durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), beschleunigt (Harman, 1956). Diesen Propessdlielien sich z. T. molekular
regulierte, zellulare Kompensationsmechanismenu(y.an (Kirkwood, 2002). Um die
negativen Auswirkungen des Alterns beeinflussenké@nnen, wurde schon frih mit der
Erforschung des Alterns auf molekularer Ebene begon

Eine der ersten Alternstheorien stammt aus dem 1228, die so genannte ,rate of living“-Theorie

(Pearl, 1928), die von dem amerikanischen Altemsstoer Raymond Pearl postuliert wurde. In dieser

wird angenommen, dass die “rate of living”, digarnanderem durch die Energie-Zufuhr und den
Umsatz bestimmt wird, so klein wie mdglich gehakesrden muss, um die Lebenszeit zu verlangern.

Das Interesse an der Alternsforschung hat heuggund der demographischen Entwicklung
in der Bevolkerung der Industrielander noch zugemem Die Zahl der alteren Menschen im
Verhaltnis zu der Anzahl der jingeren Menschen, die Alteren finanziell und sozial
versorgen kénnen, nimmt aufgrund der niedrigen @ehtate in diesen Landern drastisch zu.
Eines der primaren Ziele der Alternsforschung istdeshalb, die Bedingungen fur ein
gesundes Altern, die im Vergleich zu friheren Zegehon verbessert wurden, noch weiter
zu optimieren. Dies ist nur durch die Vermindergegundheitlicher Beeintrachtigungen und
durch die damit verbundene Verbesserung der Lebafitsf im Alter mdglich. Eine
Bedingung fur das Erreichen dieser Ziele ist dasst@dnis der Mechanismen des Alterns
mit Hilfe von Analysen auf molekularer Ebene. Figndgrofiten Teil der erforderlichen
experimentellen Untersuchungen werden aus ethisGnénden Modellorganismen genutzt,
mit denen beispielsweise leicht Kreuzungen angeseterden konnen. In vielen
Modellsystemen wurde gezeigt, dass sich sowohlGkeexpression als auch die Bildung
bestimmter Proteine wéahrend des Alterns verandemd udie Auswirkungen dieser

Verdanderungen wurden weiter untersucht. In einigémganismen konnten durch

1
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Erkenntnisse, die mit Hilfe der molekularbiologisohModulation der Expression bestimmter
Gene erhalten wurden, der Prozess des Alterns geriziverden. Dies ist beispielsweise in
dem filamentésen Ascomycet&wodospora anserina(Prillinger und Esser, 1977; Stumpferl
et al., 2004) und bei dem Fadenwur@aenorhabditis elegangKenyon etal., 1993)
gelungen, die beide schon lange als Modellsystedeimlternsforschung eingesetzt werden.
Erst in neueren Analysen werden die Proteinbildumgl die Zusammenstellung der
vorhandenen Proteine in einem Organismus zu eirestinimten Zeitpunkt, beispielsweise
durch differentielle Proteomanalysen untersuchtt Milfe dieser vielseitigen Methode
werden seneszenzspezifische Unterschiede ideatifizind diese Ergebnisse bieten neue
Aspekte zur Erforschung des Prozesses des Altennsdem jeweilig untersuchten
Modellsystem.

1. 2 Differentielle Proteomanalyse mit Hilfe von zweidinensionalen
Gelelektrophoresen

Die Untersuchung eines Proteoms eines Organells én@s bestimmten Gewebes in einem
Organismus unter Standardbedingungen oder untersahiedlichen Alterns-, Stress- oder
Krankheitsbedingungen wird in zahlreichen Studient fdilfe von Proteomanalysen
durchgefuhrt, die auf zweidimensionalen Gelelekiypsen basieren.
In der ersten Dimension werden die Proteine im Raheiner isoelelektrischen Fokussierung
(IEF) nach ihrem isoelektrischen Punkt separied imder zweiten Dimension, einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), ertfeige gré3enabhangige Auftrennung.
In dem erhaltenen Gel erscheinen die Proteine rathtBanden sondern als Punkte oder
sogenannte ,spots”“. Interessante Proteine werderHitie von MALDI/TOF (MALDI =
Matrix-assisted-Laser-Desorption-lonisation, TOF tmme of flight) oder mit anderen
massenspektrometrischen Methoden charakterisidridemtifiziert.
Die Massenspektrometriemethode MALDI/TOF dient déentifizierung der Proteine in den
.Protein-spots” eines 2D-Gels. Die Proteine wertdatiert und mit Trypsin verdaut. Anschlielend
werden sie an eine Matrix gebunden, ionisiert uadndin einem elektrischen Feld beschleunigt.
Die lonisierung und Ablésung der groRen Molekilenaer festen Matrix wird mit Hilfe von
Laser-Impulsen mdglich: Die Energie wird zunéchst der Matrix aufgenommen und dann in das
adsorbierte Proteinmolekil Ubertragen. Entsprechémeér Masse fliegen die ionisierten
beschleunigten Proteinfragmente unterschiedlich.l&ws den Flugzeiten durch das Vakuum, das
innerhalb des Massenspektrometers erzeugt wirdneddrdie Massen der Molekile berechnet
werden. Die Proteine werden so nach ihren Molekét®ea sortiert. Die GroRe der Fragmente
héangt jeweils von der Sequenz des gesamten PrabinBie erhaltenen FragmentgréRen werden

mit Hilfe von Protein-Datenbanken mit den Grol3em \amderen Proteinen auf Homologien hin
verglichen. Somit kdnnen unbekannte Proteine ifleietit werden.
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Auf diese Weise wird ein Uberblick iber das jewgdifgetrennte Proteom eines bestimmten
Organs, wie z. B. des Gehirnes der Ratte oder @iigarp, wie beispielsweise der
Mitochondrien gewonnen. Dies wurde in einer friheroteomanalysen bei der Hefe
Saccharomyces cerevisiamit Hilfe von zweidimensionalen Gelelektrophoresemd
anschlieBender Massenspektrometrie erreicht. IsediAnalyse von 2003 wurde eine
mitochondriale Proteomkarte dieses Modellsystenstellr (Sickmann etal.,, 2003). Es
wurden weitgehend alle bekannten mitochondrialeotefte identifiziert, z. B. die
Untereinheiten aller acht Proteine, die auf deroafibndrialen DNA kodiert sind und alle
Enzyme des Tricarbonsaurezyklus. Neben den bekamntgeinen, von denen circa 20 % am
Energiestoffwechsel der Zelle beteiligt sind, is¢ ¢Funktion von etwa 25 % noch nicht
erforscht.

In spateren Analysen wurden differentiell-gebildeferoteine unter verschiedenen
Bedingungen charakterisiert. Dabei gibt es diffeedle Proteomanalysen, die das Proteom
eines ganzen Organs umfassen und andere Studielenen das Proteom eines Organells
untersucht wird. Im letzten Jahr wurden beispielsevedie Auswirkungen einer Kalorie-
Restriktion auf die Proteomzusammensetzung demgesaleber weiblicher und mannlicher
Ratten (Valle etal., 2008) oder der altersabhéngigen Anderungen ima@troteom von
Maus-Nieren (Chakravarti et., 2009) untersucht.

Es existieren zuséatzlich einige Analysen, die deazlédferentiell gebildete Proteine im
Proteom der Mitochondrien unterschiedlicher Modeslisme unter verschiedenen
Bedingungen untersuchen. So wurden beispielsweigechMndrien aus Leber, Herz und
Skelettmuskeln junger und alter Ratten charakestisdie entweder jeweils mit oder ohne
Kalorienrestriktion (CR) aufgezogen wurden (Chahglg 2007). Es sollten in dieser Studie
von 2007 seneszenz- und CR-spezifisch differergeildete Proteine gefunden werden. Die
meisten differentiell gebildeten Proteine wurdenden Lebermitochondrien identifiziert.
Diese gehoéren z. B. zum Aminosaure-Abbau (GlutdDedtydrogenase), zum Zitratzyklus
(Malat-Dehydrogenase) und zur Atmungskette (ATPtSase). Aullerdem wurde in den
Mitochondrien aus den alten Ratten eine grol3ere geledes Hitzeschockproteins 60
gefunden, das fur die Proteinfaltung und fur diev&hr gegen oxidativen Stress zustandig ist
(Cabiscol etl., 2002; Di efal., 2005) Passend zu diesem Befund wurde eine ertidange
des Prohibitins gefunden, das eine Chaperonfunktim der Assemblierung der
Atmungskettenkomplexe austibt (Nijtmanslket 2000; Mitsumoto e4l., 2002).

Diese Daten zeigen, dass es sehr wahrscheinlialeim drei untersuchten Geweben wéahrend

des Alterns zu Schadigungen der mitochondrialen ulskettenkomplexe und
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wahrscheinlich auch noch vieler anderer Proteirfgrand von erhohtem oxidativen Stress
kommt. Bei einer zu starken Schadigung werden dieseh Proteasen abgebaut (s. u.) und
somit andert sich die Proteomzusammensetzung irMilechondrien alter Organismen. Mit
Hilfe der 2D-PAGE kdnnen somit u. a. Zielproteirer dxidativen Schadigung identifiziert
werden, die meist in einer verringerten Menge im déitochondrien alter Organismen
vorliegen. Ein zusatzlicher Vorteil dieser ungetsthn Analyse ist die Mdglichkeit zur
Identifizierung neuer Signalwege, die wéahrend dé®rAs im Mitochondrium bedeutend
sind.

Dartber hinaus konnen Proteinschadigungen, diehdteaktive Sauerstoffspezies (ROS)
wéhrend der Alterns ausgelost werden, anhand von utid 2D-Gelelektrophoresen und
entsprechenden anschlieRenden Nachweismethodengtgezerden (s Kap. 1. 4). Die
Kenntnis der durch ROS geschéadigten Kandidatenpetend eventuell auch ihrer genauen
Lokalisation im Organell bieten Hinweise auf denddanismus, der zu dieser Schadigung
fuhrt und somit kénnen anschlie3end die Grundersefd werden. Schadigende reaktive
Sauerstoffspezies, wie zum Beispiel die sehr gbthlen Hydoxylradikale, werden in der

Zelle vor allem in den Mitochondrien produziert.

1. 3 Entstehung und Wirkungsweisen reaktiver SauerstoffSpezies

Zu den ROS gehb6ren u. a. das Superoxid-Ani@a und auch das etwas stabilere
Wasserstoffperoxid D, aus dem allerdings im Rahmen der Fentonreaktioe, wviten
beschrieben wird, Hydroxylradikale-GH) gebildet werden konnen. Diese schadigen
Zellkomponenten wie DNA, Proteine, Lipide und amdefellbestandteile. Im folgenden
Abschnitt werden Moglichkeiten der ROS-Entstehungen Mitochondrien (Kapitel 1. 3. 1)
dargestellt. In Kapitel 1. 3. 2 werden die Entstehuon reaktiven Sauerstoffspezies und auch
das Abfangen dieser schadlichen Verbindungen du@dtechol-haltige Substanzen

beschrieben.

1. 3. 1 Die ROS-Entstehung in der mitochondrialen Atmungskée

Ca. 0,4-4 % des verbrauchten zellularen Sauersigdfsien in den Mitochondrien zu ROS
umgewandelt (Chen etal., 2005). Diese entstehen hauptsachlich an den
Atmungskettenkomplexen | und 1ll. Durch die Ubegitag von Einzelelektronen auf
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Ubichinon entsteht Semiubichinon und Gber den félliten Transport einzelner Elektronen
vom Semiubichinon auf Sauerstoff kommt es zur Biglwon Superoxid-Q, ). Diese
Superoxid-Anionen werden sowohl in die mitochondriaMatrix als auch in den
Intermembranraum freigesetzt (Drose and Brandt,8R0&s wurde gezeigt, dass diese
fehlerhafte Elektronentbertragung wahrend des @dtezunimmt (Schieke eal., 2006).
Dieser Zusammenhang zwischen der mitochondrialerktian und dem biologischen Altern
wurde in der ,Mitochondrialen Theorie des Alterrddrgestellt (Harman, 1956). Die ersten
Ziele, die durch ROS geschadigt werden, sind dienbmangebundenen Komplexe der
Atmungskette in den Mitochondrien selbst. Superesdbadigt z. B. das (4 Fe-4 S)- Eisen-
Schwefel-Zentrum im ersten Komplex (Flintadt, 1993), indem es ein Eisenatom aus dem
Komplex freisetzt. Ein freies Eisen(ll)-lon kann hvénd der Fenton-Reaktion weitere ROS
generieren (Halliwell and Gutteridge, 1984; Gutige etal., 1985).

Komplex | Komplex IlI

+
H Inter -
membranraum

H+

NADH Matrix
NAD+ PG s
i Fe** +H,0, > Fe3* + | OH |:
! + OH i
i Fenton-Reaktion i
Abb. 1: Entstehung von ROS an den Atmungskettenkompxen | und Ill. In der inneren mitochondrialen

Membran liegen die Atmungskettenkomplexe | (grimj Ul (braun). Angegeben sind die Substrate, Ktufegn
sowie Elektronenfluss (orangene Pfeile im Komplexe Pfeile bei ROS-Entstehung und Schadigung)cbur
das Pumpen der Protonen an beiden Komplexen wind M@émbranpotential aufgebaut (blaue Pfeile).

Superoxidradikale'®,) entstehen in beiden Komplexen durch die fehléendbertragung einzelner Elektronen
auf Sauerstoffmolekile. Diese Superoxid-Anionendgaran Komplex | in die mitochondriale Matrix (rote
Pfeile) und an Komplex Il in den Intermembranragestrichelte rote Pfeile) freigesetzt (Drése amdnt,
2008). Abkurzungen: Ubiquinol (UQH (Q): Ubichinon; NAD: Nicotinamidadenindinukledti FMN:
Flavinmononukleotid; Fe-S: Eisen-Schwefel-Zentru@np & Qi: auliere und innere Chinon Bindungsseite;
Cyt.bL & Cyt. bH: Cytochrom b mit niedrigem und leh Potential (H); £& CYTc: Cytochrom ¢ und C;
COX: Komplex IV. Das gebildete Superoxidradikal &digt die Eisen-Schwefel-Zentren verschiedenereiret
(hier: Komplex 1) und setzt dabei Eisen {Jefrei, das in der Fentonreaktion mit® zum Hydroxylradikal
(Kastchen) reagiert. Die Stochiometrien der Elek@re und Protonenfliisse werden nicht dargestetdifiziert
nach Drdse und Brandt (2008).
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Neben der beschriebenen mitochondrialen ROS-Bildexigtieren in der Zelle zusatzlich
andere Mdglichkeiten der ROS-Entstehung. Diese &dnmeispielsweise unter bestimmten

Voraussetzungen durch Catecholgruppen-haltige Wddnigen entstehen.

1. 3. 2 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies durch Catedtgruppen-haltige
Verbindungen

Zu den Catecholgruppen-haltigen Metaboliten geh&edmr viele Substanzen, die entweder
sofort eine Catecholgruppe, also einen Benzolring zwei benachbarten Dihydroxyl-
Gruppen (vicinale OH-Gruppen) besitzen (s. Abb324) oder die erst im Organismus zu
einem Produkt umgewandelt werden, das diese Eipafteaaufweist. Zu diesen Stoffen
gehdren bestimmte polyaromatische Kohlenwasseestffferden z. B. durch die Luft
aufgenommen), Flavonoide und Ostrogene. Das HorEsiradiol kann beispielsweise im
Korper durch Cytochrom P450 1B1 in das geféhrlidheydroxy-Estradiol umgewandelt
werden (s. Abb. 2).

17 B-Estradiol —  4-Hydroxy-Estradiol (4-OHE,) — Semichinon —>» Chinon

DNA-
OH Addukte
~
16 Cyp 450 Cyp 450 OE <
_ 1 i1 . + 0, -H+ -e +
o] o L
HO 1 6 7
,7soD

e
3

Fe?* + H,0, > Fe +|:OH}+ O

Fenton-Reaktion

Zellschadigung

Abb. 2: ROS-Bildung an den Catecholgruppen des 1f-Estradiols (A) 17 B-Hydroxy-Estradiol wird durch
Cytochrom 1B1 in 4-Hydroxy-Estradiol umgewandelasdzwei benachbarte OH-Gruppen besitzt, die leicht
durch Peroxidasen oder einer anderen Oxidatiomirsemichinon umgewandelt werden kénnen. Diesebil
mit Sauerstoff Superoxidanione, die durch Supedisidutasen in Wasserstoffperoxid umgewandelt werden
Dieses reagiert mit Ubergangsmetallen?(Fén der Fenton-Reaktion zum sehr gefahrlichen yglradikal,

das Zellschadigung verursacht. Das Estradiol-Samochschéadigt durch die direkte Addukt-Bildung dalA.

Die gebildeten, instabilen Addukte werden durch &efur entfernt und es entstehen apurine Stelllen.
Modifiziert nach Parl eal. (2009).

Die Catecholgruppe dieses Stoffes wird durch di@akRen mit Sauerstoffradikalen oder
durch Cyp 450 1B1 zu einem Semichinon umgewandet,in der Reaktion mit Sauerstoff

Superoxidanionen generieren kann (Liehr und Rog01%®arl etal., 2009). Diese werden
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spontan oder durch Superoxiddismutasen in Was§gestoxid umgewandelt, das mit
Ubergangsmetallen wie Eisen oder Kupfer im Rahmen Eenton-Reaktion zum sehr
gefahrlichen Hydroxylradikal reagiert (Halliwell dnGutteridge, 1984; Gutteridge at.,
1985). Dieser Mechanismus wird als ein Grund fur die eangene Wirkung von Estradiol
angesehen (Parl at., 2009). Daneben kdonnen die Chinone in ReaktionémdMA Addukte
bilden (Devanesan «il., 2001) und nach der anschlieBenden Entfernungerdiéddukte
durch Depurinierungen entstehen apurine Stellendlai etal., 2000).

Auch Stoffe, fur die eigentlich gezeigt wurde, dagsin vitro antioxidative Eigenschaften
besitzen, kdénnen unter bestimmten Umstanden wispietsweise einer zu hohen ROS-
Konzentration eher schadigend wirken.

Dies wurde fur einige pflanzliche Flavonoide wieBz.Quercetin gezeigt. Dieser pflanzliche
Stoff wird in Nahrungsmitteln als zell-schitzendeisatz verwendet, da er unter anderem in
der Lage ist, Radikale wie das Superoxidanionradétzufangen. Fur die Wirkung als
Radikalfanger ist das Vorhandensein einer Catechppge am ,B-Ring* des Flavonoids
wichtig. Zusétzlich zahlt zu den wichtigen Strukngrkmalen die Doppelbindung zwischen
C-2 und C-3 im ,Ring C* des Quercetins, die in Kaggtion zur 4-Oxo-Gruppe treten kann.
Ein optimiertes Radikalfangerpotential wird durchsitzliche Hydroxylgruppen erreicht.
Unter normalen Bedingungen reagiert die OH-Gruppe Catechol des Quercetins
beispielsweise mit dem Superoxidanionradikal unsl Quercetin entsteht ein Aroxylradikal
bzw. ein Semichinon. Durch die Ubertragung einess#estoffatoms aus einer OH-Gruppe,
und der Bereitstellung eines Elektrons entsteht r Ubeeitere Schritte aus dem
Superoxidradikal schliel3lich Wasserstoffperoxids Pantioxidanz Quercetin tragt in diesem
Fall zwar selbst ein ungepaartes Elektron, das Wradikal ist jedoch im Gegensatz zum
Superoxidradikalen reaktionstrage (Bravo, 1998)Alb. 3). Im zweiten Schritt entsteht
durch die Reaktion dieses Aroxylradikals mit ein@miteren Aroxylradikal ein stabiles
Chinon und wieder Quercetin (Galekagt 1990; Bors eél., 1990; Rice-Evans ai., 1996;
Pietta, 2000). Somit werden Superoxidradikale dumie Reaktion mit Quercetin
weggefangen und es entsteht ein antioxidativer t3ciNeben den aufgefiihrten strukturellen
Voraussetzungen spielt die Chelatisierung von Metan, beispielsweise Kupfer und Eisen
(s. Abb. 3), eine wesentliche Rolle in der Inhibieg von Metallionen-katalysierten
Radikalbildungsprozessen (Morelat, 1994; Perron und Brumaghim, 2009).
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HO o HO
‘ 2H+, e O N H
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Fes3+ q /o
OH O Ffez*
Quercetin Quercetin-Eisen-Komplex
* : Beteiligung an der Hydroxyl-Radikalbildung '
Zellschutz

Abb. 3: Antioxidative Wirkung von Quercetin. (1 a). Unter normalen Bedingungen reagiert die OH-Gruppe
im Catechol des Quercetins mit dem Superoxidantikahund durch die Ubertragung eines Wasserstufiat
und der Bereitstellung eines Elektrons entsteht r Glbeeitere Schritte aus dem Superoxidradikal
Wasserstoffperoxid. Aus diesem wird bei hohen Katrztionen von freien Metallionen im Rahmen der
Fentonreaktion ein Hydroxylradikal gebildet. Ausé@eetin entsteht ein Semichinon bzw. die tautoreetes
Form, das Aroxylradikal(1 b) Im zweiten Schritt entsteht durch die Reaktion Aesxylradikals mit einem
weiteren Aroxylradikal ein stabiles Chinon undedeér Quercetin (Galek at., 1990; Bors eél., 1990; Rice-
Evans etal., 1996; Pietta, 2000). Somit werden Superoxiddikdurch die Reaktion mit Quercetin
weggefangen und es entsteht ein antioxidativer t3c{f) Zusatzlich ist das Quercetin-Semichinon in derd,ag
Chelate mit Metallionen zu bilden und somit die té@neaktion freier Metallionen mit Wasserstoffpado(rote
Markierung) zu verhindern (Morel at., 1994; De Souza e, 2003). Modifiziert nach Perron und Brumaghim
(2009).

Im Gegensatz dazu wurde jedoch auch gezeigt, dassc€in prooxidativ wirkt (Metodiewa
et al., 1999; Robaszkiewicz &l., 2007). Dies geschieht vor allem in Gegenwartenoh
Konzentrationen von Ubergangsmetallen wie Eisenr o#l@pfer oder zu groRer
Superoxidradikalmengen. Unter diesen Bedingungea Quercetin im ersten Schritt (s. Abb.
4), genauso wie unter normalen Bedingungen, irReéaktion mit dem Superoxidradikal zum
8
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Semichinon bzw. dem Aroxylradikal oxidiert. Jedaatitgiftet dieses Semichinon bei hohen
Konzentrationen von Metallionen nicht das Supenadikal, sondern reagiert mit
molekularem Sauerstoff (Brown at., 1998; Metodiewa eal., 1999) und generiert somit
durch die Elektron-Ubertragung auf diesen Saudrstaditere Superoxidradikale. Diese
werden durch Superoxiddismutasen in Wasserstofimraumgewandelt, das in der
Fentonreaktion mit reduzierten Ubergangsmetallém sehadliche Hydroxylradikale bildet
(s. 0.). Zusatzlich wird die Bildung der Semichirodurch hohe Eisen oder Kupfer-
Konzentrationen noch weiter vorangetrieben, dersnQaercetin chelatiert Eisen oder Kupfer
(CW?*und FE" nicht nur, sondern es wird durch die Metalle @eidund reduziert diese im

Gegenzug (s. Abb. 4). Bei dieser Oxidation entstelteemnach weitere Quercetin-
Semichinone und reduzierte Metalle {God Fé") (Cao etal., 1997; Brown egl., 1998a).

Die Semichinone generieren anschlieBend in der tReaknit Sauerstoff Superoxidradikale
(Canada etal.,, 1990) (s. Abb. 4). Aus den entstandenen Superadikalen wird durch

Superoxiddismutasen wieder Wasserstoffperoxid debildas in der Fentonreaktion mit
reduzierten Metallionen Hydroxylradikale bildet. €3¢ Fenton-Reaktion lauft unter
Beteiligung der entstandenen reduzierten Metalle dar Reaktion des Quercetins mit
oxidierten Metallen ab. In vielen Untersuchungenrdeudeshalb die Mutagenitat dieses

Stoffes gezeigt (s. u.).
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Abb. 4: Prooxidative Wirkung von Quercetin. (3 a) Quercetin besitzt zwei benachbarte OH-Gruppen, die
leicht durch die Abstraktion von zwei Wasserstoffand einem Elektron in der Reaktion mit dem
Superoxidradikal zu einem Semichinon oxidiert ward&bnnen. Aus dem Superoxidradikal wird
Wasserstoffperoxid (roter Stern) gebildet, dashmien Konzentrationen reduzierter Metallionen inhfan
der Fenton-Reaktion zu dem sehr reaktiven Hydr&adhkal reagiert(3 b). Somit entsteht aus dem Quercetin
ein Semichinonradikal, das vor allem bei Vorhandensvon hohen Metallionenkonzentrationen mit
molekularem Sauerstoff zum Chinon reagiert undvegiteres Superoxidradikal (roter Stern) generiddteses
tragt durch Umwandlung in Wasserstoffperoxid zurld@ng von metallkatalysierten Bildung von
Hydroxylradikalen in der Fentonreaktion bgl.a) Zusétzlich wird das Quercetin durch Metallionendeit und
reduziert diese im Gegenzug. Bei dieser Oxidatintstehen weitere Quercetin-Semichinone und redezier
Metalle (Ctund Fé") (Cao etal., 1997).(4 b) Die Semichinone generieren anschlieRend in dektReamit
Sauerstoff Superoxidradikale (roter Stern), die Wasserstoffperoxid und spéater in Hydroxylradikale
umgewandelt werden.
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Die Proteinschadigungen durch das entstandene kyldadikal sind vielfaltig, es existieren
zahlreiche Angriffsstellen in Enzymen oder Protemiponenten mit denen das
Hydroxylradikal aufgrund seines grof3en Redoxposdsitieagieren kann (1. 4)

1. 4 Oxidative Proteinschaden und biochemische Nachweigiglichkeiten in
der Analyse von Proteomen

In den beiden folgenden Abschnitten werden einiggefhschaden, die durch die Reaktion
mit dem Hydroxylradikal enstanden sind und Nachmeithioden fur diese
Proteinschadigungen dargestellt. Ein Beispiel eiSehadigung ist die Entstehung von
Carbonylen, die Uber radikalische Intermediate wlel Spaltung der Peptidbindung an
Proteinen entstehen (s. 1. 4. 1). Ein anderes Béispdie Anlagerung oxidativ modifizierter
Zuckerderivate an  Proteine und die anschlieBendeldu®y unloslicher
Glykierungsendprodukte (s. 1. 4. 2). Schlie3lichrdea in Abschnitt 1. 4. 3 die Entstehung
von N-Formylkynurenin durch die oxidative Tryptopisahddigung in Proteinen und ihre
biologische Bedeutung dargestellt. In jedem Abgthnwird zusétzlich eine
Nachweismdglichkeit der entstehenden Schaden vietlies

1. 4. 1 Entstehung von Carbonylgruppen an Proteinen

Eine oxidative Proteinschadigung durch den Angdafhes OH-Radikals auf bestimmte
Aminosauren, wie z. B. Lysin ist die Entstehung @Garbonylgruppen. Bei einem Angriff auf
dasa-C-Atom einer Aminosaure im Proteinriickrat, kommstza einer Fragmentierung der
Peptidkette, wird dagegen ein C-Atom einer Aminosan einer Seitenkette angegriffen,
geht diese verloren. In beiden Fallen kommt es =agimh unter Wasserbildung zur
Abspaltung eines Wasserstoff-Atoms und zur Entstgheines Alkyl-Radikals (s. Abb. 5).
Durch die Anlagerung von Sauerstoff an dieses Rédikrd daraufhin entweder eiga-C-
Atom-Peroxylradikal (s. Abb. 5a) oder ein SeitetdwetPeroxyl-Radikal (s. Abb. 5b) gebildet.
Am Proteinrtickrat kann diesesu-C-Atom-Peroxylradikal unter Aspaltung eines
Peroxidradikals in ein Iminoprodukt umgewandelt aegr, das dann mittels Hydrolyse in ein
a-Ketoacyl und den entsprechenden Amidrest gespwaditehn

Eine andere Mdoglichkeit ist die Reaktion des anfighg gebildeten a-C-Atom-
Peroxylradikals mit einem weiterenC-Atom-Peroxylradikal zu einem Tetroxid, das unter
Sauerstoffabspaltung in zwei Alkoxylradikale umgedelt wird. Diese Alkoxylradikale

11
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werden durclg-Spaltung in eine radikalische und in eine Carbeendindung gespalten. Die
Peroxylradikale, die an den Seitenketten gebildetden, konnen ebenfalls zum Tetroxid
reagieren und es entstehen zwei tertidre Alkoxikedd. Durch eineB-Spaltung wird im
nachsten Reaktionsschritt ein Alkylrest mit eineadikalischen Komponente am
Proteinrickrat und ein Carbonyl aus dem Seitenkedt gebildet. Die Mengen dieser durch
oxidativen Stress gebildeten Protein-Carbonylierdagsen eine Aussage uber den Grad der
Schadigung durch ROS zu (Cao und Cutler, 1995; dikderbei Nystrom, 2005).

"OH .
(@; (R (@a i Of
. I II
A ¥4 ~-N—C—C-R - H0 “3 N— —c R 02
HLTT S ST > E )} e
= H R H H R
Protein Alkylradikal Peroxylradikal
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- HOO * £ ~N=C —C~ 2 & ¥4 ~NH; —Le=L~
Hoot, P - -
Iminoderivat Amid a-Ketoacyl
(Carbonyl) (1)
(2 Peroxylradikale);
Tetroxidbildung, Zer- ? ) ﬁ) P
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len @ l @ |
> R—C—O" R
-0, ||Q
B Alkoxylradikal Radikal Carbonyl

Abb. 5: Bildung der Carbonyl-Gruppe an einem Proten mittels Oxidation durch das Hydroxyl-Radikal.

(A) (1)Durch den Angriff der Hydroxylgruppe auf da£c-Atom entsteht tiber Zwischenstufen ein Iminodstiv
das Proteinriickrat wird gespalten und da¥etoacyl-Derivat wird gebildet. (2) Alternativ kanein
Alkoxylradikal gebildet werden, aus dem durch ef&paltung eine Carbonyl- und eine Radikalkomponente
entstehen(B) Oxidierte Seitenketten werden nach der Bildung®itertiaren Alkoxylradikals durdhSpaltung

als Carbonyl abgespalten (Cao und Cutler, 1995;ditfe bei Nystrom, 2005). Modifiziert nach Deanagt
(1997).
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Diese Art der oxidativen Schadigung von Proteinanmdg schon in zahlreichen Geweben
bzw. subzellularen Fraktionen unterschiedlicher Bmiganismen wéahrend des Alterns oder
bei neurodegenerativen Krankheiten mittels ,OxybRmalysen (Aksenov etal., 2001;
Johansson edl., 2004)gezeigt. Der Nachweis und die Identifizierung varbonylierten
Proteinen geschehen in vielen Analysen mit Hilfe sie genannten ,Oxyblot —Methode*.
Hierbei werden die Proteine vor einer Auftrennugeiner denaturierenden SDS-PAGE mit
dem Reagenz 2,4-Dinitrophenyl-Hydrazin derivatisieDieses bildet selektiv an den
Carbonylgruppen der geschadigten Proteine das iddrdphenyl-Hydrazon. Dieser Stoff
kann von einem spezifischen Antikérper im RahmarereiWesternblot-Analyse detektiert
werden (s. Abb. 6).

Antikorper
e
T
R
NO, o0=¢ i
—~ | e NO,  o=c
ON—_ »—N-NH, + 0—=¢ - /fi \ +  H,0
o AL NN
N 4 W
gE Loy TE
2,4-Dinitrophenylhydrazin a-Ketoacyl-Derivat 2,4-Dinitrophenylhydrazon
(Carbonyl)

Abb. 6: Nachweisprinzip der ,Oxyblot“-Methode. Die Carbonylgruppe des oxidierten Proteins reagier
wahrend der Derivatisierung mit 2, 4-Dinitrophylngdin (DNP) unter Bildung von Wasser zu 2, 4-
Dinitrophylhydrazon. Dies geschieht durch die Reakter Aminogruppe im DNP mit der Carbonylgruppe i
Protein. Das 2, 4-Dinitrophenylhydrazon wird in danschlieBenden Westernblot-Analyse von einem
spezifischen Antikbrper detektiert. Modifiziert talystrom, 2005.

In frihen Analysen wurde beispielsweise mit Hiliesr Methode irD. melanogastedie
altersabhangige Schadigung der mitochondrialen ia&s®m gezeigt (Yan el., 1997) und
seitdem ist in spateren Publikationen in untersiifikeen Modellorganismen immer wieder
gezeigt worden, dass dieses Protein ein Ziel vexdeher oxidativer Modifikationen
darstellt. Der Nachweis der carbonylierten Acomatas D. melanogastemwurde 1997 mit
Hilfe einer eindimensionalen SDS-PAGE und einerchlsf3enden Westernblot-Analyse
durchgefuhrt. Die Methode hat den Nachteil, dass Alflosung der Proteinauftrennung
haufig nicht ausreicht, um aus einer Bande einedn&s Protein zu isolieren. Deshalb wird in
neueren Analysen die Derivatisierung der Proteip@no mit einer zweidimensionalen

Gelelektrophorese bestehend aus isoelektrischeussatung und SDS-PAGE gekoppelt.
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Nach der Westernblot-Analyse konnen oxidierte FRmete isoliert und mittels
massenspektrometrischer Methoden identifiziert eer(s. 0.). Dieses Verfahren zeigt neue
Angriffspunkte oxidativer Carbonylierungen. Geiclige wird gezeigt, wie sich die
Proteinmenge im Vergleich zur Carbonylierung verh&lus diesen Ergebnissen kénnen
Schlussfolgerungen Uber die Proteinqualitatskoletrahd den Abbau gezogen werden. In
Zellen aus alterArabidopsis thalianaPflanzen wurden beispielsweise mit Hilfe einer 2D-
,Oxyblot“-Analyse von 2004 15 Zielproteine fir daxidative Carbonylierung identifziert
(Johansson dl., 2004). Unter diesen Proteinen befanden sicl3dimtereinheit der ATP-
Synthase und die mitochondrialen HitzeschockpreteiSP60 und das SSC1 (Abb. 7).

Glykolyse-Enzyme | Funktion Lokalisation
Eno2 Enolase Cytoplasma
Pdcl Pyruvat Decarboxylase Cytoplasma
Tdhl Glyceraldahyde-3-Phosphat; Cytoplasma
Dehydrogenase
Fbal Fructose-biphosphat AldolageCytoplasma
Adhl Alkohol Dehydrogenase Cytoplasma
Tpil Triose Phosphat Isomerase | Cytoplasma
Hitzeschockproteine
Hsp60 Hsp60 Mitochondrien
Ssal Hsp76 Cytoplasma
Ssbhl Hsp75 Cytoplasma
Sscl Hsp70 Mitochondrien
Ssel Hsp78 Cytoplasma
Andere
Atp2 B-ATPase Mitochondrien
Actl Aktin Cytoplasma
Met6 Methionin Synthase Cytoplasma
Tki1l Transketolase Cytoplasma

Abb. 7: Identifizierung carbonylierter Proteine mit Hilfe einer 2D-,0Oxyblot*“-Analyse in alten A. thaliana-
Pflanzen. Unter den Kandidatenproteinen befinden sich mitodniale Hitzeschockproteine und dig
Untereinheit der ATPase (Johanssoalgt2004).

1. 4. 2 Entstehung von Glykierungsendprodukten (advanced gtation end product =
AGE)

Eine ahnlich durchgefihrte Analyse von geschadidtesteinen ist die Detektion von so
genannten ,advanced glycation endproducts”, abgekikGE". Diese Modifikation an

Proteinen stellt eine oxidative Schadigung dar, thefig entweder den Abbau oder einen
Funktionsverlust des geschadigten Proteins zureHudg. AGE bzw. Glykierungsendprodukte
sind nicht mehr abbaubare langkettige Verbindungk®,durch die eine ROS-vermittelte

14



Einleitung

Reaktion von Zuckern, z. B. Glucose mit AminosadreRroteinen entstehen (Monnieragt
1992). In der Reaktion von Lysin mit Glyoxal, das @alem oxidativen Abbau von Glucose in
Verbindung mit Ubergangsmetallen wie Kupfer hergethit, entsteht (ber viele
Umlagerungsschritte das Glyierungsendprodukt Carddethyl-Lysin (Abb. 8). Im Rahmen
weiterer ,Maillardreaktionen” bilden sich Quervetngngen zwischen diesen enstandenen
~AGE"“-Produkten und es kommt zur Bildung immer ged® unl6slicher Komplexe. Die
Quantifizierung des Carboxy-Methyl-Lysins wurdeuinterschiedlichen Studien als Merkmal
fir oxidativen Sress und der Proteinschadigung eedet. Die Bildung von ,AGE"-
Produkten wurde beispielsweise wahrend der AlzhelD®nenz (AD) beobachtet (Takeda et
al., 2001; Dei etal., 2002). AulRerdem wird die Polymerisation des Rykms durch
Quervernetzung von AGE-Produkten beschleunigt (Ketél., 2007).

G@ﬁ H H o S H
| L @!ﬁ toH O % H H O
—~N—C—C—R 4+ C—H —p [ tHg (T
(C|:H) Ln @ = (I: R TNTpeR
2)4 —
I Il (CH2)4 (CHa)s
NH, o ’L I
Lysin I ll\ll
(|3—H C—H
|
C—H HO—C—H
|| I
o) OH
Protein Glyoxal
Antik orper
\ '\j a \‘«'sj
@ H H O H H O
L] o
—N—(li—g—R £ —[\lj_(lj_ —R
—> (!ii —> (!{, |
- (<|3H2>4 ‘ by (CHo)s
l\ll—H l!ll—H
(ﬁ—H C—Hz
Ho—(lz o=(|:
OH (le

Carboxy -Methyl -Lysin

Abb. 8: Entstehung von Glykierungsendprodukten (,AGE") an Aminosaureseitenketten.Zuckerderivate
wie Glyoxal binden z. B. an dasN-Atom der Amidgruppe der Lysinseitenkette. Dahawfentsteht tUber
Wasseranlagerung und einigen Umlagerungen CarbotyyLysin, das mit einem spezifischen Antikorpar
Rahmen einer Westernblot-Analyse nachgewiesen Madlifiziert nach Glomb und Pfahler (2001).

Eine andere Studie zeigt die ,AGE"-Bildung an Kgia und wahrend des Alterns und auch
im Kollagen wurde ein seneszenzspezifischer Anstieger Produkte gezeigt (Verzijl &tt,
2000). In Skelettmuskel-Zellen aus Ratten wurde @&ache nach altersspezifisch-

modifizierten Proteinen mit Hilfe einer differedten Proteomanalyse mit 2D-
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Gelelektrophoresen und anschlieBenden Westernivlalyden durchgefuhrt (Snow et.,
2007). Es wurde ein Anstieg der ,AGE“-Produkte endProteinproben gefunden und einige
Zielproteine mit MALDI-TOF-Analysen identifiziertes wurden Proteine detektiert, die am
Energiestoffwechsel beteiligt sind, z. B. dieEnolase, und der mitochondriale VDAC, in
dem in einer vorherigen Analyse das Vorhandensem Nitrotyrosin als posttranslationale
Modifikation wahrend des Alterns entdeckt wurde1igla etal., 2005).

1. 4. 3 Entstehung von N-Formylkynurenin durch Oxidation von Tryptophan

Ein weiteres Ziel oxidativer Schadigungen durch Ri@SProteinen ist die Aminoséaure
Tryptophan. Schon in frihen Studien, in denen digemhoxidation beispielsweise in der
menschlichen Augenlinse untersucht  wurde, wurde di&xistenz von
Tryptophanoxidationsprodukten, also z. B. N-Foridyhurenin nach UV-Bestrahlung
nachgewiesen (Zigler und Goosey, 1981; Robertsitidn, 1989). Bei der Oxidation des
Tryptophans durch das Superoxidradikal kommt esZeustérung der Pyrrolgruppe und Uber
zahlreiche Intermediate wird das N-Formyl-Kynuregébildet.

Die Ziele dieser oxidativen Modifikationen wurderstein spateren Analysen gezeigt: Mit
Hilfe von massenspektrometrischen Analysen wurde mi@nschlichex-Cristallin als ein
Protein identifiziert, das an Seitenketten mit Toghan oxidiert wird (Finley eal., 1998).
Diese Oxidation wird mit der Entstehung des altengagigen Kataraktsyndroms (grauer
Star) verbunden.

02\

e ~ o= | s @ 'y
HN NH, i @ NH O NH, A2
‘ & T
o \'A \ Intermediate ) ‘?‘\ )
\Q "/ Q-

Tryptophan im Protein N-Formyl-Kynurenin

Abb. 9: Oxidation von Tryptophan und Entstehung von N-Formyl-Kynurenin. Bei der Oxidation des
Tryptophans durch das Superoxidradikal kommt eZeustrung der Pyrrolgruppe und es bildet sichr iide
Zwischenprodukte das N-Formyl-Kynurenin, das magsekirometrisch nachgewiesen werden kann (Finley et
al., 1998).

In einer neueren Studie wurden Proteine als Ziebdelativen N-Formyl-Kynurenin-Bildung
mit Hilfe von 2D-PAGE und massenspektrometrischemalgsen mitochondrialer
Proteinproben aus seneszenten Ratten gefunden ifldenzet al.,, 2006). In den

Mitochondrien aus den seneszenten Ratten wurdeh@digte Aconitase mit N-Formyl-
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Kynurenin-Gruppen identifiziert. Dies zeigt, dass1 aliesem Protein, neben der
altersabhangigen Carbonylierung, die beispielsweise D. melanogaster einen
Aktivitatsverlust zu Folge hat, eine weitere oxidatSchadigung vorliegt (Hunzinger &,
2006). Zusatzlich wurde N-Formylkynurenin mittelsof@om- und MALDI-Analysen in
anderen mitochondrialen Proteinen von Peroxyrigitandelten Menschenherz-
Mitochondrien, wie z. B. in der ATPase, in der Zifynthase und AIF (Apoptose
induzierender Factor) nachgewiesen (Tayloalgt2003). In der Alternssforschung exisieren
noch nicht so viele Analysen, in denen die N-Foriyhurenin-Bildung untersucht wird,
sodass auf diesem Gebiet noch sehr viel unternomvestten kann.

Abschlie3end lasst sich feststellen, dass mittBISPAGE und der anschlielienden Analyse
der posttranslationalen, oxidativen Modifikation ediMenge und die geschéadigten
Schadigungen wahrend des gleichen Experimentes hogezeigt als auch identifiziert
werden kdonnen.

Aus den Ergebnissen der differentiellen Proteonyseal und der Identifizierung
posttranlationaler Modifikationen kénnen somit Ssfolgerungen tber den Proteinabbau
beispielsweise im Rahmen der Proteinqualitatsktiatroder Uber die transkriptionelle
Regulation gezogen werden. Die Proteinqualitatskdet wird haufig als Reaktion auf
Proteinschadigungen nachgeschaltet und die Protesanmmensetzung wird beispielsweise
im Alter verandert. Verdnderungen im Proteom konnerederum mit Hilfe der

Proteomanalyse untersucht werden.

1. 5 Mechanismen zur Abwehr von Proteinschadigungen: Die
mitochondriale Proteinqualitatskontrolle und apoptotische Prozesse

Ein Prozess, der durch die oxidative Proteinschadjgnduziert bzw. beeinflusst wird, ist die
Proteinqualitatskontrolle. Die Zusammensetzung dasteoms wird wiederum u. a.
maf3geblich durch die Proteinqualitatskontrolle ipesit. Diese wird im Cytosol mit Hilfe des
Proteasoms und in den Mitochondrien durch ProteasefRahmen der mitochondrialen
Proteinqualitatskontrolle vollzogen. Eine weiterelde einer gestorten Proteinhomoostase
und -qualitatskontrolle ist die Induktion der Apoge.
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1. 5. 1 Die mitochondriale Qualitatskontrolle

Im Rahmen der Proteinqualitatskontrolle kommt esnzgezielten Abbau von falsch
gefalteten oder oxidativ geschadigten Proteineesjeschieht in den Mitochondrien mit
Hilfe eines Netzwerks aus Chaperonen und mitochaledr Proteasen, deren Aufgabe es ist
die mitochondriale Proteinhomdéostase und —funkticengfrecht zu erhalten (Marcillat &it,
1988), ahnlich wie das Proteasom im cytoplasmagiscreil der Zellen (Shringarpure at,
2001). Eine ATP-abhangige Protease der mitochdedriaroteinqualitatskontrolle ist neben
den anderen beiden Proteaseklassen CLP und denrarestiimdigen AAA-Proteasen, die
LON-Protease in der mitochondrialen Matrix (Van drahger, 1999). Sie kommt in sehr
konservierter Form in Bakterien und Eukaryoten \@as Homolog in der Hef8. cerevisiae
wird PIM1 genannt. Eifrim1-Deletionsstamm dieser Hefe kann geschéadigte notuibtiale
Matrixproteine viel schlechter abbauen als der ¥Wddm. Bei einer Verminderung der
Lon-Expression in humanen Lungen-Fibroblasten wurdee dbchadigung der
mitochondrialen Struktur and Funktion beobachtebtéBet al., 2005). Dies ist sehr
wahrscheinlich auf die Akkumulation der LON-Subgirateine im Falle einer
Aktivitatsverminderung zurtickzufihren. Dies wird der ldentifizierung einer erhdhten
Menge oxidierter Aconitase, ein bewiesenes Subdeat ON-Protease (Bota und Davies,
2002) in diesen Zellen deutlich.

INTERMEMBRAN -
RAUM

MATRIX

nicht-assemblierte
Proteine \

fehlgefaltete
Proteine

LON-Protease

&

CLP
Abb. 10: Einige Komponenten der mitochondrialen Préeinqualitatskontrolle. In der Matrix der
Mitochondrien bauen die beiden Proteasen LON uhd wahrscheinlich auch CLP miss-gefaltete Proteainge
die andernfalls unter Umstédnden schadliche Aggeebigden konnten. In der inneren mitochondrialemiean
sind die beiden membranstandigen AAA+-ProteasenAA-And i-AAA lokalisiert, die hauptsachlich nicht-
assemblierte Proteine abbauen. Modifiziert nachh&id und Voos (2007).
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Diese Storung der Proteinqualitatskontrolle und \tkeinderte Proteomzusammensetzung,
die durch die Akkumulation oxidierter Proteine wsacht wird, fihren sehr wahrscheinlich
zu der in den Lungen-Fibroblasten beobachtetenzieden caspase-abhéangigen Apoptose
(Bota etal., 2005). Ein zusatzlicher Zusammenhang zwischerPdeteinqualitatskontrolle
und der Apoptose stellt die Prozessierung des iRso@PA1 durch die Rhomboid Protease
PARL dar (Ishihara etal., 2006), einer weiteren Komponente der mitochaieni
Proteinqualitatskontrolle. OPAL reguliert im Rahmaer mitochondrialen Dynamik den
Durchmesser der Cristae und damit die FreisetzongGytochrom ¢ wéhrend der Apoptose
(Frezza etal., 2006; Cipolat etal., 2006). Anhand dieser Befunde zeigen sich
Zusammenhange zwischen der Proteinqualitatskoatwoid apoptotischen Vorgéngen, die
beide die Proteomzusammensetzung in den Mitochemdund damit den Prozess des

Alterns beeinflussen.

1. 5. 2 Bedeutung apoptotischer Prozesse in Alternsprozesse

Die Apoptose ist ein kontrollierter Prozess desgmmmierten Zelltodes, der u. a. fir die
Eliminierung entarteter Zellen eine wichtige Robgielt. Die Apoptose wird entweder
extrinsisch (Typ 1) oder intrinsisch (Typ Il) ingrt. Bei der intrinsischen Initiation der
Apoptose spielen Mitochondrien eine bedeutendeeRoll a. durch die Freisetzung des
Cytochrom c-Proteins aus den Mitochondrien, dieklutie beiden Proteine BCL2 und BAX
vermittelt wird. BCL2 ist ein Protein in der &ufRerditochondrienmenbran, das unter
normalen Umstanden die Apoptose inhibiert. Wennpapse durchgefihrt werden soll bindet
BAX nach seiner Translokation zur &ufReren mitochiefeh Membran an BCL2 und
inhibiert die anti-apoptotische Wirkung von BCL2ieB fordert die Schadigung der aul3eren
Membran und die Freisetzung von Cytochrom c (Ubktsbei: Desagher und Martinou,
2000). Nach der Cytochrom c-Freisetzung ins Cy®pk bindet dieses an das Protein
APAF1 und unter ATP-Verbrauch wird aus APAF1 unddciirom ¢ mit der Caspase 9 das
Apoptosom gebildet (s. Abb. 11). Caspase 9 aktivaurch Schneiden die Effektorcaspasen
3, 6 und 7. Somit wird eine sogenannte Caspaseddasaktiviert und zahlreiche Proteine in
der Zelle werden abgebaut. Diese Effektor-Caspas®hProteasen, die ihre Zielproteine an

einem Aspartat-Rest schneiden und somit die ausfidlen Faktoren der Apoptose darstellen.
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CYTc -Freisetzung CYTe

\_“-‘

CYTc d
Caspase B
Apoptosom-Bildung T Effek;oréc;spasen

Caspase-Aktivierung .

APOPTOSE

Abb. 11: Initiation der Apoptose. Nach einem apoptotischen Signal kommt es zur Permeisbilisg der
auleren mitochondrialen Membran und zur FreisetzongCytochrom ¢ (CYTc). Dieses bindet im Cytoplasm
an das Protein APAF1 und unter ATP-Verbrauch wiud APAF1 und Cytochrom ¢ mit der Caspase 9 das
Apoptosom gebildet. Dieses aktiviert durch Schneidie Effektorcaspasen 3, 6 und 7 die Caspase-dasles

kommt zur Apoptose

Neben der Caspase-abhangigen Apoptose existie€a&spase-unabhangiger Apoptoseweg,
an dessen Auslosung die Mitochondrien noch dirdkéteiligt sind. Die Mitochondrien sind
in der Lage, Apoptose auszulésen, indem sie AlFisdteen. Dieser ist unter
Normalbedingungen im Intermembranraum der Mitochi@md lokalisiert. Nach der
Freisetzung aus den Mitochondrien wandert er inZaikern und induziert dort den Abbau
der nuklearen DNA. In der Folge stirbt die Zelleatueine Caspase-unabhangige Apoptose.
Es existiert noch ein ahnliches mitochondrialestétng das AMID (,AlF-homologous
mitochondrion-associated inducer of death®). Diestdsan der &ufieren mitochondrialen
Membran lokalisiert und induziert wahrscheinlich #allkern apoptotische Prozesse (Wu et
al., 2002). In den letzten Jahren stellte sich herdass apoptotische Vorgédnge ebenfalls in
Ascomyceten wie beispielsweise in der H&e cerevisiagWissing etal., 2004) und in
Podospora anserinaxistieren.P. anserinagehdrt zu den filamentdsen Pilzen, in denen bis
jetzt wenig Uber Apoptose bekannt ist. Zusatzlgthm letzten Jahr bekannt geworden, dass
neben den apoptotischen Prozessen die mitochomdrateinqualitatskontrolle und demnach
ebenfalls die Proteomzusammensetzung das Alterndigsem leicht zuganglichen

Modellorganismus beeinflussen.
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1. 6 Der filamenttse AscomycePodospora anserinan der
Alternsforschung

P. anserinawird in die Klasse der Ascomyceten (Schlauchpiingerhalb der Familie der
Sordariaceen eingeordnet und lebt als saprovorg&ubstrat-verwertender) Organismus auf
Herbivorendung. P. anserinaKulturen bestehen aus einem dichten Geflecht
»Schlauchartiger”, miteinander verbundender Zelletyphen), das in seiner Gesamtheit als
Myzel bezeichnet wird. Im Gegensatz zu vielen amdeAscomyceten, z. B. dem
SchimmelpilzNeurospora crassader dem pathogenen P#spergillus fumigatyszeichnet
sich dieser Hyphenpilz dadurch aus, dass er sech®t#iam nach einem definierten Zeitraum
einstellt (Osiewacz, 2002a). Beim Wildstamm s kome# nach ca. 25 Tagen auf
Standardmedium zu Morphologieveranderungen, wiB. ziner Hyperpigmentierung, einer
verringerten Bildung von Luftmyzel und zu einem \WsitimsstopP. anserinabietet als
leicht zuganglicher Modellorganismus in der molekeh Alternssforschung zahlreiche
Vorteile: Eine einfache Kultivierbarkeit, kurze Geationszeiten, und die Mdoglichkeit, die
jeweiligen Lebensstadien phanotypisch je nach Aitefjuvenil, mittelalt und seneszent

einzuteilen.

Wildstamm juvenil

e T

Wildstam_m seneszent

Abb. 12: Phanotyp von jungen und alterP. anserinaKulturen auf Standardmedium. Das seneszente Isolat
(rechts) zeigt im Vergleich zum juvenilen StammKg) eine verstarkte Pigmentierung, eine Abnahme de
Wuchsrate (cm/Tag) und eine reduzierte Bildung Moftmyzel (Osiewacz, 2002b).

Im Rahmen friher, genetischer Analysen des Alterngsge®s vorP. anserina wurde

gezeigt, dass nach der Befruchtung eines senesz&tdnmes mit juvenilen Spermatien,
Fruchtkorper (Perithezien) entstanden, die entwademile oder seneszente Nachkommen
enthielten. Somit wurde gezeigt, dass das Altern einem cytoplasmatischen Faktor
beeinflusst wird (Marcou, 1961). Bei dem cytoplassthen Faktor handelt es sich um die

Mitochondrien.
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In den Hyphen eineB. anserinaStammes liegen zwei verschiedene Kreuzungstypaderaploiden
Zellkernen vor: plus und minuP. anserinabesitzt zwar die Moéglichkeit, an einem Myzel macim
und weibliche Fortpflanzungsorgane auszubildergiimem homokaryotischen Stamm mit nur einem
Kreuzungstyp kann es jedoch nicht zur Selbstbefunghkommen, da sich immer nur ein Spermatium
(Gamet) und eine Trichogyne (Empfangnishyphe), Td des weiblichen Gametangiums ist, aus
heterokaryotischen Myzelien vereinigen kdnnen. ®Bsfruchtungsart voR. anserinawird Gameto-
Gametangiogamie genannt. Kommt es zur Karyogamitzum Meiose, werden normalerweise vier
geordnete zweikernige Ascosporen in einem sogeeanAscus gebildet. Diese befinden sich im
Fruchtkorper des Pilzes, dem Perithezium. WennAdigosporen, nachdem sie aktiv aus dem Ascus
herausgeschleudert wurden, keimen, wachsen sig/ghen und bilden wieder ein juveniles Myzel. Es
kommt relativ selten kommt vor, dass sogenanntgirére Asci mit mehr als vier Sporen gebildet
werden. Dies kann durch eine fehlerhafte Sporenbitdehg geschehen, bei der nur Einzelkerne
umschlossen werden. Einkernige Sporen kdnnen aiedewzu Hyphen und Myzel auswachsen. Aus
diesen irreguldren Asci werden somit homokaryossktyzelien erhalten, die genetisch stabil bleiben
und grof3tenteils fir Analysen im Labor verwendetdea.

Es wurde in vielen Studien gezeigt, dass konseevigntochondriale Mechanismen B
anserinaden Aternsprozess beeinflussen (Ubersicht beiv@siz, 2002b). Aufgrund der
beschriebenen vorteilhaften Eigenschaften RPoranserinawurden zahlreiche Faktoren der
mitochondrialen Rolle wahrend der Alterns aufgedtedknter anderem &ndert sich die
Mitochondrienmorphologie in der Seneszenz, es kommmtDNA-Reorganisationen (Stahl
etal., 1979) und die Mitochondrien fragmentieren unigee im Mikroskop eine abgekugelte
Form (Scheckhuber al., 2007). Es wurde zusatzlich gezeigt, dasinanserinaeine
alternsbeeinflussende, mitochondriale Proteingitakbntrolle (s. 1. 6. 1) und apoptotische
Vorgange (s. 1. 6. 2) existieren, welche die Pmotmgammensetzung im seneszenten
Stadium des Pilzes wahrscheinlich deutlich veramdéedoch existieren iR. anserina wie

in vielen anderen Modellsystemen, erst wenigejaieitDaten, die aus einer ungerichteten
Untersuchung alternsspezifischer Anderungen dee@rs generiert wurden (s. 1. 6. 3). Ein
Protein, das ifP. anserinaim Rahmen solcher Analysen als seneszenzspezdiffehentiell

gebildet identifziert wurde, gehort zu den O-Mettamsferasen (s. 1. 6. 4).

1. 6. 1 Die Rolle der LON-Protease wahrend des Alterns if?. anserina

Die Identifizierung eine®. anserinaHomologs der LON-Protease PaLON im Rahmen einer
in silico- Analyse (Luce und Osiewacz, 2009), deutete danaufdass inP. anserinaeine
mitochondriale Proteinqualitatskontrolle existiedje u. U. die Lebensspanne dieses
Ascomyceten beeinflussen. Die Uberexpression Rahon fiihrt zu einer signifikanten
Lebensverlangerung (etwa 65%). Zusatzlich zeigsai®utante keine physiologischen
Nachteile wie beispielsweise eine verringerte kegiti oder Atmungsrate wie sie in anderen

langlebigen Mutanten voR. anserinabeobachtet werden.
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Um zu analysieren, ob durch dieaLonUberexpression weniger oxidativ geschadigte,
mitochondriale Proteine vorhanden sind, wurden ahrRen einer ,,Oxyblot“-Analyse (s. 0.)
die oxidierten, carbonylierten Proteine quantifizieln mitochondrialen Proben dieses
Stammes wurden 40 % weniger oxidativ geschadighteie detektiert als im Wildstamm.
Zusatzlich wurden weniger ,advanced glycation eondpcts” (AGE) im Vergleich zum
Wildstamm gefunden. Eine verbesserte Wuchsrate Vdagserstoffperoxid und weniger
oxidativ geschadigte mitochondriale Aconitase zejgdass eine erhohte Aktivitat der
mitochondrialen Proteinqualitatskontrolle zu einerbesserten Funktion der Mitochondrien
fuhrt und somit zur Verlangerug der Lebensspaniigagen. Diese Daten komplementieren
LON-Protease-Deletionsstudien in anderen Modeksysn, in denen gezeigt wurde, dass das
Fehlen dieser Protease negative Auswirkungen hatufs etal., 1994; Bota etl., 2005).
Anhand dieser Befunde wird demnach deutlich, daéssfiektive Beseitigung geschadigter
Proteine durch die mitochondriale Proteinqualitétgkolle eine bedeutende Rolle in den
Mitochondrien einnimmt und damit die Lebensspanme R. anserinaverlangert. Weiterhin
deuten neuere Befunde darauf hin, dass nicht nafit@skontrolle inP. anserinastattfindet,
sondern, dass noch andere Schutzmechanismen gegdanisfestierung oxidativer Schaden

existieren, beispielsweise apoptotische Prozesse.

1. 6. 2 Apoptose inP. anserina

Die Identifikation und Charakterisierung der zweketsicaspasen PaMCAL1l und PaMCA2
(Hamann etal., 2007) inP. anserinageben Hinweise darauf, dass das AbsterbenPder
anserinaKulturen zumindest teilweise durch Apoptose gesteme sein scheint und dass
auch auf diesem Weg u. U. schwer geschadigte Z&8riche des Myzels absterben. Bei
einer Deletion desPaMcat und desPaMca2Gens in P. anserinawird die mittlere
Lebensspanne dieser Mutanten signifikant verlangant deutlicher Effekt ist vor allem bei
der PaMcaZtDeletionsmutante (148 %) zu beobachten. Im Rahiem Analysen inP.
anserina wurde ebenfalls ein Proteinhomolog von AMID idéniert: PaAMID. Die
verlangerte Lebensspanne vBn anserinaDeletionsmutanten dieses Gens zeigt wiederum
eine Beteiligung der Mitochondrien an apoptotiscReozessen in diesem Ascomyceten, die
die Seneszenz sehr wahrscheinlich beschleunigeer. die Induktion dieser Apoptose ist bis
jetzt noch nicht sehr viel bekannt, allerdings veuid P. anserina wie auch in anderen
Modellsystemen, gezeigt, dass reaktive Sauersexigp, z. B. KO, Apoptose und die

Fragmentierung der Mitochondrien auslésen kdnnenHamann, pers. Mitteilung). Dies
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zeigt, dass z. B. eine zu grofRe Schadigung deeZelurch eine erhéhte ROS-Bildung, wie
sie inP. anserinan der Seneszenz belegt wurde (Scheckhubal.,e2007) der Ausléser der
apoptotischen Vorgange sein konnte. Die Apoptoskreviil der Seneszenz h anserina
wird in diesem Fall unter Umstanden zur Beseitigdieger sehr geschadigten Zellen benutzt,
die wiederum zu einer signifikanten Veranderung Blesteomzusammensetzung fihren. In
P. anserinaexistieren erst wenige Analysen, in denen diestkifitielle Bildung von Proteinen
wahrend des Alterns, beispielsweise anhand von BRSE oder Westernblot-Analysen

untersucht wird.

1. 6. 3Proteomanalyse inP. anserina

In einer Analyse von Averbeck at. (2000) wurde mit Hilfe einer eindimensionalen SDS-
PAGE mit Gesamtproteinen eine sehr prominente Plmade in der Probe aus dem
seneszenten Wildstamm gezeigt.

Dieses Protein wurde aus dem Gel isoliert und esSdAdenosylmethionin abhéngige O-
Methyltransferase PaMTH1 identifiziert. Es steltnst ein differentiell gebildetes Protein

wahrend der Alterns dar, das h anserinamit Hilfe einer protein-biochemischen Methode

identifiziert wurde.

Gesamtproteine

Wildstamm s

M| juv | sen
R — N

_—

43 kDa —
—
29 kDa s
18,4 kDa

Abb. 13: Auftrennung von Gesamtproteinen eines juveilen und eines seneszenten Wildstammes in einer
denaturierenden SDS-PAGE Nach der Coomassiefarbung des SDS-Gels wird dautliass in der Probe aus
dem seneszenten Stamm ein etwa 27 kDa groR3es rPintgrol3er Menge gefunden wird. Mit Hilfe einer
Proteinsequenzierung wurde dieses als die SAM-aipén O-Methyltransferase PaMTH1 identifiziert
(modifiziert nach Averbeck &tl., 2000).

Die Methyltransferase PaMTH1 wurde in dieser Arbsiher charakterisiert (s. u.). Aus

diesem Grund werden im folgenden Kapitel Informadio zur Struktur und Funktion der
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Methyltransferasen, deren Vorkommen schon in seélerv Organismen gezeigt wurde,

gegeben.
1. 7 Struktur und Funktion von O-Methyltransferasen

In vielen Analysen und Studien wurde gezeigt, dsssgenannte S-Adenosylmethionin-
abhangige Methyltransferasen ubiquitar in PflanZégren, Bakterien und Pilzen vorkommen
und dass sie an der Methylierung von zahlreichgarschiedlichen Substraten beteiligt sind
(s. u.). Diese Enzyme ubertragen eine Methylgrigydfeden Sauerstoff der Hydroxylgruppe
ihrer Substrate @-Methyltransferase), bei denen es sich um RNA, DNeApteine oder
Sekundarmetabolite in der Zelle handeln kann. Beset Methylierung wird S-Adenosyl-
Methionin (SAM) als Methyldonor verwendet und natgr Abspaltung der Methylgruppe in
S-Adenosyl-Homocystein (SHc) umgewandelt. Der Mietbyor SAM wurde als erstes 1951
entdeckt (Cantoni, 1951). Er entsteht durch diertshgung von Methionin auf Adenosin-
Triphosphat, die durch das Enzym Methionin-Adenimagiferase katalysiert wird. SAM
kann als Methyldonor genutzt werden, da die Metlugdge, die mit dem Schwefelatom im
Methionin verbunden ist, chemisch aktiv ist.

NH2 NH2

® ®
Soc.  NH, . 8oc. N
NK%I N\> Methyltransferase r\IL%I S y
N~ N N~ N
S
oo oor

Ha

/N

Substrat Substrat- CH,
OH OH OH OH

SAM SHc

Abb. 14: Funktion des S-Adenosyl-Methionin (SAM) & Methyldonor in Reaktionen mit
Methyltransferasen. Von dem chemisch aktiven Schwefelatom wird wahresel Methyltransferase-
vermittelten Reaktion eine Methylgruppe abgespaltet auf das jeweilige Substrat Gbertragen. Das Sviid
somit in S-Adenosyl-Homocystein (SHc) umgewandglug).

Die Proteinfamilie der O-Methyltransferasen wirdfgaund von Sequenz-, Substrat- und
Strukturuntersuchungen in zwei groRe Klassen (eitert die Kation-abhéngigen
Methyltransferasen der Klasse |- und die Kationkindagigen Klasse II-Methyltransferasen.
Die Methyltransferasen der ersten Klasse besitaerteer kleines Molekulargewicht von 25-
30 kDa, die Enzyme der zweiten Klasse zeigen einadvher-Grol3e um 40 kDa (Joshi und
Chiang, 1998).
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Wahrend der initialen Analysen, die von Nicole Avetk innerhalb ihrer Dissertation zur
Untersuchung von PaMTH1 durchgefuhrt wurden, wugeile Vergleich der PaMTH1-
Proteinsequenz mit den Proteinsequenzen von anflekamnten Methyltransferasen erstellt.
Die Untersuchung der Proteinsequenz vermitteltreimesten Eindruck von der Ahnlichkeit
von PaMTH1 mit anderen Methyltransferasen aus digsler grol3en Proteinsuperfamilie (s.
Einleitung). Fur den Homologievergleich wurden #&mteinsequenz von PaMTH1 aBs
anserina der pflanzlichen Caffeoyl-CoA-MethyltransferasasaVitis vinifera (V.vinifera
CCoAOMT) und der Catechol O-Methyltransferase agersRhtte Rattus norvegicu€ OMT)
verwendet (Averbeck etl., 2000). Es wird deutlich, dass in der PaMTH1-Sequie flr die
Methyltransferasen typischen Motive I-1ll (Kagandu@larke, 1994) und die Motive F, B, C
und H (Joshi and Chiang, 1998b) vorhanden sind (Abp

F, anserina (FaMTHL) : fennauass s MEG
V. windfera (CColOMT): HMATHOEAGRHOEVG
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Abb. 15: Homologievergleich verschiedener Methyltrasferase-Proteinsequenzen mit der PaMTH1-
Sequenz ausP. anserina Anhand des Vergleiches der AminosaurensequenzeRaldTH1 ausP. anserina
(PaMTH1) der Caffeoyl-CoA-Methyltransferase aliis vinifera (Vitis vinifera CCoAOMT) und der Catechol
O-Methyltransferase aus der RatRaftus norvegicu€OMT), wird sichtbar, dass in der PaMTH1-Sequerz di
Methyltransferase-typischen Motive I-lll nach Kangand Clarke (1994) und die Motive F, B, C und Ha
Joshi und Chiang (1998) vorhanden sind. Alle mitgakennzeichneten Aminosauren sind fir die Binddeg
Methyldonors S-Adenosylmethionin wichtig, alle mit“ gekennzeichneten Aminosduren sind an der Bigdun
des Magnesiums beteiligt und alle mit ,s* gekenokeeten Aminoséuren sind an der Substratbinduregliget
Die Homologieanalyse wurde mit dem Programm ,ClygtaThompson efal., 1994) durchgefihrt. Identische
Aminosauren werden grau unterlegt (modifiziert naokerbeck efal., 2000)
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Das Motiv |, (Kagan und Clarke, 1994) ist z. B. fidie Wechselwirkung der
Methyltransferase mit dem Methyldonor S-Andenosytidnin (SAM) wichtig. Das
Vorhandensein dieses Motivs zeigt deutlich, dassidsbei PaMTH1 um ein Enzym dieser
Art von SAM-abhangigen Methyltransferasen hand&ileichzeitig besitzen alle drei
Methyltransferasen zahlreiche Aminoséauren, die anRindung dieser Kation-abh&ngigen
Methyltransferasen an das Magnesium-Kation betedigd. Bei dieser Analyse werden
allerdings auch Unterschiede in der Homologie derghchenen Enzyme deutlich. So
unterscheidet sich PaMTH1 z. B. im Bereich zwisctien Motiven B und C deutlich von den
anderen beiden Methyltransferasen. Dieser Sequeralbgievergleich zeigt jedoch nur
einen minimalen Teil der sehr groRen Proteinsupglia der Methyltransferasen. Der
Vergleich mit der pflanzlichen und der Sauger-Métlapsferase zeigt die erwarteten
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der drei Enzynid, aper keinen Aufschluss Uber
weitere Eigenschaften, wie z. B. Dimer-Bildung o8ebstratspezifizitat.

Klasse I-Methyltransferasen liegen beispielswems@flanzen in dimerer Form vor und sind
dort an der Ligninbiosynthese beteiligt. Unter Netwirkung eines divalenten Metall-lons (z.
B. Magnesium), das sie zur Deprotonierung der Ataredydroxylgruppe benétigen,
methylieren sie wahrend der Ligninbiosynthese @gff€0A, das wichtigste und zuerst
entdeckte Substrat der pflanzlichen Klasse |- Métlysferasen (Ye eal., 1994). Im
Gegensatz zu den pflanzlichen Kation-abhéangigenyiaen liegen die menschlichen und
tierischen Methyltransferasen, die identifiziertuanalysiert wurden, in monomerer Form vor
und zeigen ebenfalls ein Molekulargewicht von etwb-30 kDa. Fur diese
Methyltransferasen wurde gezeigt, dass sie eineasetiweitere Substratspezifizitat im
Gegensatz zu den pflanzlichen Klasse I-Enzymentzssi Die menschliche Catechol-O-
Methyltransferase (COMT) ist beispielsweise am Abkan Dopamin beteiligt und kann L-
DOPA im zentralen Nervensystem vieler Sauger meien(Vieira-Coelho und Soares-da-
Silva, 1993).
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Abb. 16: Hemmung der Dopamin-Synthese durch Methyérung von L-DOPA und direkte Dopamin-
Methylierung durch die COMT in Nervenzellen von Sagern. Ein Weg zur Verringerung der Dopamin-
Konzentration nach einer Reizleitungsreaktion tstdie COMT-Methylierung der Dopamin-Vorstufe L-
Dihydroxy-Phenylalanin (L-DOPA) dar. Dieses ist iByntheseweg des Dopamins aus dem Ausgangsstoff
Tyrosin als Zwischenprodukt vorhanden. Das Dopakann jedoch auch direkt in das 3-Methoxytyramin
(3MT) umgewandelt werden. L-DOPA und 3MD werden lieflich zu Homovanillinsdure abgebaut. Die
Methylierung dieser beiden Substanzen stellt ubtstimmten Bedingungen auch eine Entgiftung dail we
diese beiden Stoffe aufgrund der Dihydroxyl-Gruppesoxidativ wirken kdnnen (s. 0.).

Zusatzlich zu diesen Funktionen wurde in zahlreicBa@alysen gezeigt, dass die COMT
andere endogene und exogene Catechole methyliaren 8ie kann beispielsweise Catechol-
haltige Ostrogene, wie Estradiol, oder Tee-Catexl@atechin und Epicatechin) methylieren
(Zhu et al.,, 1994; Bai etal, 2007). Die Methylierung von Estradiol verhindert
interessanterweise die vorher beschriebene Eskeelimittelte Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies, die neben anderen Faktoren iir Kdebs-erregende Wirkung des
Estradiols verantwortlich gemacht wird. In molekela Analysen wurde diese Methylierung
als Schutzmechnismus beschrieben.

Fur dieses Enzym wurde im Rahmen worvitro-Analysen gezeigt, dass es auch Flavonoide
methylieren kann, wie z. B. Quercetin (Schrodealet 2002). Quercetin wird sogar 100 x
besser akzeptiert als das Substrat L-DOPA, aul3ekdgm die COMT auch das Flavonoid
Fisetin methylieren (Bai etal., 2007). Auch bei einigen pflanzlichen Klasse I-
Methyltransferasen, die lange Zeit in ihrer Sulialkzeptanz als sehr eingeschrankt eingestuft
wurden, wurde in neueren Analysen herausgefundess dinige Vertreter andere Substrate
wie z. B. Flavonoide akzeptieren. Ein Beispiel fiese Methyltransferasen ist die PFOMT
aus Mesembryanthemum crystallinufispflanze), fir die gezeigt werden konnte, dass s
neben Caffeoyl-CoA auch das Flavonoid Quercetinhgiietren kann (Ibdah edl., 2003).

Flavonoide stellen eigentlich Substrate fur Mettaylsferasen aus der zweiten Klasse dar.
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In dieser zweiten Klasse der Methyltransferasem,séhr viel gré3er ist als die erste Klasse,
besitzen die Methyltransferasen eine breitere $aagizeptanz als die Enzyme in der ersten
Klasse. Klasse II-Methyltransferasen methyliereneoBeteiligung von Metall-lonen sehr oft
in Pflanzen unterschiedlichste Arten von Flavonnid&opycki etal., 2008) sowie z. B.
Myoinositol(Vernon und Bohnert, 1992). Interessantgse methylieren auch diese Enzyme
zum Teil Substrate in der Lignin-Synthese, die ®iijgh von Klasse I-Enzymen erkannt
werden. Eine Klasse II-Methyltransferase, die mibt€inreparatur wahrend des Alterns
verbunden wird, ist die Protein L-lsoaspartyl Mdtlansferase PIMT, die z. B. in
Mausegehirnen geschadigte Aspartatg-ifubulin repariert (Lanthier edl., 2002). Dieses
Enzym methyliert freie--Carboxylgruppen in L-Isoaspartyl-Resten von falgefalteten oder
geschadigten Proteinen. Diese Reaktion initiee dmwandlung der Isoaspartyl-Reste in
Aspartyl-Verbindungen, sodass wieder eine korrel®eoteinstruktur vorliegt. Die
Proteinfamilie der Methyltransferasen erflllt derimasehr viele Aufgaben in vielen

verschiedenen Organismen, Pflanzen und sogar Bexkter
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2 Problemstellung

Die Hauptzielsetzung dieser Arbeit war die Idekéfion neuer mitochondrialer,
alternsabhangiger Signalwege und Funktionen mieHdlner differentiellen Proteomanalyse
der Mitochondrien. Dazu sollten moglichst gleichhdedelte, hochreine Mitochondrien
junger und alter Wildstdmme isoliert und charakiert werden. Die Rolle der interessanten,
wahrend des Alterns differentiell-gebildeten Pro¢ein P. anserinasollte anschliel3end mit
Hilfe von molekularbiologischen, biochemischen unphysiologischen Methoden

charakterisiert werden.

30



Material

3 Material

3. 1 Bezugsquellen

3. 1. 1 Geréate
Gerate Modell Hersteller
Autoklav GE 446 EC-1 Getinge
Binokular GZ6 Leica
Brutschranke Kelvitron Heraeus

Rubarth Hannover

Bunsenbrenner GASI Schutt
Chemilumineszenzgerdt ~ Chemi Smart 5000 PegLab
~Crosslinker” UV-Stratalinker 1800 Stratagene
Einschweil3gerat Petra
Elektrophorese Mini SUB DNA Cell BioRad

Feinwaage
Filmentwickler
Fluoreszenzmikroskop
Heizbad

Heizblock

Homogenisator

Hybridisierungsofen
Kihlschrank
Magnetrihrer
Mikroskop

Mikroskop-Kamera
Mikrowelle
Wasseraufbereitung
Minizentrifuge
Multiplate Reader
NanoDrop®
Spectrometer
Netzgeréte
pH-Meter
PCR-Gerate

Pipetten (1000ul, 200pl,
20pl, 2ul)

“Real Time”-PCR Optik
Schiittelinkubator
Sterilbank
Transilluminator
Trockenschrank
Vakuum-
Transferapparatur
Vakuumzentrifuge

Wide-Mini SUB DNA Cell
Mini Protean Il
Protean Il
PB 303
Protec 45 compact
CLSM TCS SP5
u3
Thermomixer compact
Dri-Block DB 3
Bead-Beat¥r
Disruptor Genie
Waring-Blendor
Hybridization Oven/Shaker

Ikameg Reo
Laborlux S
DM LB

DC 500
Jet 900w

Milli-Q Plus
C-1200

Infinite M1000
ND-1000

GPS 200/400
Calimatic 761
TGradient 96
T1 Thermocycler 96

MJ MiniOpticon
HT-Infors
NSF 49; LF 460 EC
Csi
TKE 117
LKB VacuGene XL

SpeedVac Plus SC 110A

Mettler Toledo
Protec
Leica
Julabo
Eppendorf
Techne
Roth
Scientific Industries
Waring
Anlneng
Liebherr
Ikameg
Leitz
Leica
Leica
Whirlpool
Millipore
National Labnet Co.
Tecan
Peqglab

GE Healthcare
Knick
Biometra
Biometra
Abimed

BioRad
Infors-HT
Clean Air
Cybertech
EHRET

Pharmacia

Savant
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Vortex Vortex Genie 2 Scientific Ind.
Waage PB 303 Mettler Toledo
LC 82 Sartorius
Wasserbad 1083 (GFL), MP, U3 Julabo
Zentrifugen 5415 C mit F-45-18-11 Eppendorf
(Festwinkelrotor)
5417 R mit FA-45-24-11 Eppendorf
(Festwinkelrotor)
3. 1. 2 Sonstige Materialien
Materialien Modell Hersteller
Cellophanfolie BioRad
Filterpapier 3MM Whatman
Glasperlen 0,5 mm Biospec Products
Hybridisierungsmembran Hybond-N GE Healthcare
Hybridisierungsroéhren Hybridisierungsréhren GE Hlecdre
PVDF-Membran Millipore Immobilon-P  Roth
Rontgenfilm Hyperfilm MP GE Healthcare
Rontgenfilmkas sette Suprem Dr. Goo:
3. 1. 3 Stoffe und Reagenzien
Substanz Firma Substanz Firma
Aceton Roth KCI Roth
Acrylamid Roth K2HPO4 Merck
Agar Roth KH2PO4 Merck
Agarose Invitrogen LiCl Merck
Ampicillin Boehringer Maismehl Aurora
Ammoniumpersulfat ~ Sigma-Aldrich Maleinséaure Merck
Biomalz Roth B-Mercaptoethanol ~ Sigma-Aldrich
Blocking Licor Methanol Roth
Bromphenolblau Serva MgS0O4 x 7TH20 Merck
BSA Sigma-Aldrich MitoTrackerRed Molecular Probes
CaCl2 x H20 Merck, MnCI2 Roth
Casaminosauren Difco, MnSO4 Merck
Chloroform Roth MOPS Sigma-Aldrich
CsCl Invitrogen N-Laurosylsarkosin  Roth
a-32P-dCTP Amersham NaAcetat Roth
CuS0O4 Merck NaCitrat Roth
dATP MBI Fermentas NacCl Roth
dCTP MBI Fermentas Na2HPO4 x 2 H20  Merck
dGTP MBI Fermentas NaH2PO4 Merck
Digitonin Sigma-Aldrich NaOH Roth
DMPC Sigma-Aldrich NH4CI Merck
Dithiothreitol Merck Polyethylenglykol Serva
EDTA Merck Pepton Roth
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Essigsaut
FeCl2
FeSO4
Formaldehyd
Formamid

Rott
Merck
Merck
Roth
Roth

Glass-beads (0,5 mm) Sigma-Aldrich

Glucanex
Glucose x H20
Glyerin

Glycin

GTC

HCI
Hefeextrakt

Heringssperma-DNA

Hybond N
Hygromycin B
Isoamylalkohol

Nordisk Ferment
Merck

Roth

Roth
Sigma-Aldrich
Merck

Difco

Serva
Amersham
Calbiochem
Roth

3. 2 Medien und L6sungen

3. 2. 1 Medien

Ammoniumacetat-Medium

60 mM Ammoniumacetat

in BMM-Medium
2% (wiv) Agar
autoklavieren

BMM (Biomalz Mais-Medium)

250g Maismehl/5] Wasser
Uber Nacht bei 60°C quellen
Uiber Handtuch filtrieren

8g Biomalz/|

pH 6,5 (KOH)

ad 5 | mit Wasser
autoklavieren

Phenc Rott
Phleomycin Calbiochem
Polyvinylpyrrolidon  Sigma-Aldrich
PVDF-Membran Millipore
Rontgenfilm Amersham
Roti-Nanoquant Roth
Saccharose Roth

SDS Natriumlauryl ~ Roth

Sorbit Serva
TEMED Sigma-Aldrich
TRIS Roth
Tween20 Sigma-Aldrich
Trypton Difco
Xylencyanal Serva

ZnSO4 x 7TH20 Merck

PASM-Medium

10g Glucose
0,59 KH,PGO;
0,69 KHPO,
1g Harnstoff
2% Agar

Nach dem Autoklavieren:

5ul Biotin (0,5mg/ml)

200ul Thiamin (250mg/ml)

1ml PASM Spurenelementlésung

Spurenelementlésung (PASM)

far 1 Liter:

500mg CitricAcidxHO

2% (w/v) Agar
autoklavieren

CM-Medium (PodosporaAnzuchtmedium)

lg KH,PO,

0,59 KCL

0,59 MgSQx7H,0
10g Glucose-Monohydrat
3,79 NHCI

2g Trypton

29 Hefe-Extrakt

Iml Stammlésung A
ad 11 HO

pH 6,5 (KOH)
autoklaviere

500mg ZnSX7H,0

100mg Fe(NH) (SQy),x 6H,0O
25mg CuS@x5H,0

5mg MnSQxH,0

5mg HBo;

5mg NaMoQx2H,0

in 100ml Millpore-

Wasser sterilfiltieren

Stammldsung 1 (50x, far
Transformationsmedium)
7,5% (W/v) KHPO,

2,5% (w/v) KCI

2,7% (w/v) MgSQx 7 H,O
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Luria-Bertani(LB)-Medium

1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefeextrakt

0,5% (w/v) NaCl

pH 7,2 (NaOH)

Festmedium: 2 % (w/v) Agar

Nach dem Autoklavieren:

LBA: 50 pg/ml Ampicillinldsung
LBT: 12,5 pg/ml Tetrazyklinldsung

LB/X-Gal/llIPTG: 2 pl/ml X-Gal (4%) + 5 pl/ml

IPTG (100 mM)
=> 0,008 % X-Gal, 0,5 mM IPTG

3. 2. 2L0Osungen

Ampicillin
50mg/ml in Wasser l6sen
sterilfiltieren

1D-Anodenpuffer
25 mM Imidazol
pH 7,0 (HCI)

BN-Ladepuffer

500 mMe-Aminocapronsaure

50 mM Bis/Tris

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

3 x BNP-Puffer

1,5 Me-Aminocapronsaure
75 mM Imidazol

pH 7,0 (HCI)

Blotting-Puffer
39 Tris

149 Glycin
200ml Methanol
ad 11 mit HO

Chloroform/Isoamylalkohol
96% (v/v) Chloroform
4% (v/v) Isoamylalkohol

Coomassie-Entfarbelésung
20% (v/v) Methanol
7% (v/v) Eisessig

33% (v/v) Glycerin

Stammldsung 2 (50x, fli
Transformationsmedium)
0,005% (w/v) ZnSQx 7 H,O
0,005% (w/v) Fe S&x 7 H,O
0,005% (w/v) CuSex 5 H,O
0,005% (w/v) MnS@x H,O

Transformationsmedium

3,7g Ammoniumchlorid

2,0g Trypton

I 1,0g Hefe-Extrakt

10,0g Glucose-Monohydrat
342,39 Saccharose

20ml Stammldsung 1

20ml Stammlésung 2
ad11HO

pH 6,0 (KOH)

f1,2% (w/v) bzw. 0,5 % Agar,

autoklavieren, 100 pg/ml Hygromycin

DIG-Puffer 3

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

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

DMPC-H 0O

1ml DMPC

+ 99ml 50% Ethanol
ad11HO

DNA-Ladepuffer (6x)

0,25% (w/v) Bromphenolblau

0,25% (w/v) Xylencyanol
50% (w/v) Saccharose
0,1 M EDTA

DIG-Hybridisierungspuffer
(,High-SDS")

7% (w/v) SDS

5x SSC

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

2% (w/v) Blockingreagenz
50 mM NaHPQ, (pH 7,0)

DIG-Puffer 1

0,1 M Maleinséaure
0,15 M NacCl

pH 7,5 (NaOH)
autoklavieren
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Coomassie-Farbelésung

50% (v/v) Methanol

7% (v/v) Eisessig

0,1% (w/v) Coomassie-Brillantblau
filtrienen

DTT (A M)

3,099 DTT

in 20ml 0,01 M NaAc (pH 5,2)
sterilflitrieren

Denaturierungslosung
1,5 M NacCl

0,5 M NaOH
autoklavieren

Denaturierungsmix (RNA)
7 % (v/v) 10 x MOPS

9 % (v/v) Formaldehyd
70 % (v/v) Formamid

DIG-Puffer 2
0,5% (w/v) Blockierungsreagenz in DIRuffer :

Entwickerldsung (Silberfarbung)
10g NaCOs
540ul Formaldehyd (37%)

Extraktionspuffer (Gesamtprotein)

50 mM HEPES (pH 7,4)

100 mM NacCl

0,1 % CHAPS

1 mMDTT

0,1 mM EDTA

CHAPS und DT erst nach autoklaviere

Fixierer 1 (Silberfarbung)
12 % (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Methanol

Fixierer 2 (Silberfarbung)
50 % (v/v) Ethanol

Glycin-Stripping-Puffer
0,2 M Glycin

0,1 % (w/v) SDS

1% (v/v) Tween 20

pH 2,2 (HCI)

1D-Kathodenpuffer

50 mM Tricin

7,5 mM Imidazol

pH 7,0 (nicht einstellen)

a) 0,02 % (w/v) Coomassie
b) 0,002 % (w/v) Coomassie

Mitochondrien-Isolierungspuffer
10 mM Tris

1 mM EDTA

0,33 M Saccharose

pH 7,5 (HCI)

MOPS (10x) (RNA)
200 mM MOPS

50 mM NaAc

10 mM EDTA

pH 7,0 (NaOH)
autoklavieren
Neutralisierungslosung
2 M NacCl

1 M Tris pH 5,5 (HCI)

PBS (10x)

1,4 M NaCl

0,1 M KClI

0,027 M NaHPO,
0,018 M KHPO,

PEG

60% (w/v) PEG 4000
50 mM CaCjx2H,0
10 mM Tris

pH 7,5 (HCI)
autoklavieren

RNA-Agarosegel (1,5%)

1,5g Agarose in 73ml Wasser aufkocl
+10ml 10x MOPS

+16,2ml Formaldehyd

Gel giel3en

RNA-Ladepuffer

50% (v/v) Formamid

40% (v/v) Glycerin

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

RNA-Probenmix (pro Probe)
12,5ul Formamid

4,2ul Formaldehyd

1,2ul 10x MOPS
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RNase A-LOsung

11mg RNase A in
1ml 0,01 M NaAc (pH 5,2)

15 min aufkochen, langsam auf RT abklhlen lassen

+ 100l 1 M Tris/HCI (pH 7,4)

Sammelgel-Puffer (4x)
0,5 M Tris

pH 6,8 (HCI)

0,04% SDS

SDS-Laufpuffer (10x)
0,25 M Tris

1,9 M Glycin

pH 8,3 (HCI)

1% SDS

SDS-Ladepuffer (3x)

7,5ml 20% SDS
1,5mlB-Mercaptoethanol
7,5ml Glycerin

1% Bromphenolblau

9,375ml 4x Sammelgel-Puffer
ad 25ml mit HO

SEMK-Puffer

0,25 M Saccharose

1 mM EDTA

10 mM MOPS (pH 7,2)
100 mM KCI

SEMK+P-Puffer
SEMK-Puffer + 1 mM pefa-bloc

Sensitizer (Silberfarbung)
0,19 NaS,0s
ad 500ml| HO

Silberféarbelésung
0,59 AgNQ,
ad 500ml HO

1,11 x Solubilisierungspuffer
33,33 mM HEPES

166,67 mM Kaliumacetat
11,11 % (v/v) Glycerin

gof. 0,5 mM Pefabloc (Roth)
pH 7,4 (nicht einstellen)

SSC (20x)

3 M NaCl

0,3 M NaCitrat
pH 7,0 (HCI)
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STC

1 M Sorbit (=Sorbitol)
10 mM Tris

50 mM CaCjx H,O
pH 7,5 (1 N HCI)

1xSTE

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

STET

8% (w/v) Saccharose

5% (v/v) TritonX-100

50 mM EDTA, pH 8

10 mM Tris/HCI, pH 8

pH 8,0 (HCI), autoklavieren

Stopperldsung

60% Saccharose

20 mM EDTApH 8
0,025 % Bromphenolblau
0,025% Xylencyanol

TAE (50x Tris-acetat-EDTA)

2 M Tris

57,1ml Eisessig/l

50 mM Na EDTA, pH 8
autoklavieren

TE-Puffer

10 mM Tris

1 mM EDTA
pH 8,0 (HCI)
autoklavieren

TENS-Puffer
10 mM Tris

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

TPS

fur 1 Liter:

10ml Lésung A

90ml Lésung B

200g Saccharose

pH 5,5 (Phosphorsaure)
utoklavieren
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3.3 Enzyme
Enzym Hersteller
Klenow-Enzym MBI Fermentas
Lysozym Merck
Phusion-Polymerase NEB
Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas
RNase Roche
T4 DNA-Ligase MBI Fermentas
Tag-Polymerase Invitrogen
M-MuLV-Reverse Transkriptase NEB

3. 4 Kits

,DIG-DNA labeling and detection kit“, Roche
.NucleoSpin-Extract 1I”, Macherey&Nagel

.Midi-/Maxi Plasmid Purification Kit*, Qiagen
~Western Blotting Luminol Reagent” , Santa Cruz 8hnology
.Strep-tag Starter Kit“, IBA GmbH
~SAM265Methyltransferase Assay* (modifiziert), GBmences

3.5 GrolRenstandards

Name Verwendung Hersteller
GeneRulerT™M 100bp DNA-GroRRenstandard MBI
DNA Ladder Plus Fermentas
Lambda DNA / Hindlll DNA-GroRenstandard MBI
Marker 2 Fermentas
PageRuler Prestained Protein- MBI
Protein Ladder #SM0671 | Molekulargewichtstandard Fermentas
fur SDS-Polyacrylamidgele
100bp Plus DNA-GroRenstandard MBI
Fermentas
Lambda DNA/HindlIl, DNA-GroRRenstandard Roche
DIG-markiert

37



Material

3. 6 AntikOrper

Antikorper

Beschreibung Bezugsquelle

a-p-Aktin

monoklonaler Primarantikdrper aus Maus Abcam
detektiertes Protein: 42 kDa

in Cytoplasma/ Cytoskelett

Verdinnung: 1:1000

a-Cytochrom
c

monoklonaler Primarantikrper aus R. Lill
Kaninchen (Marburg)
detektiertes Protein: 13 kDa

in Mitochondrien

Verdinnung: 1:1000

a-GFP

monoklonaler Primarantikdrper aus Maus Sigma
detektiertes Protein: 24 kDa

GFP-fusioniertes Protein

Verdlinnung: 1: 10000

a-B-ATP

Primarantikérper aus Kaninchen

a-PaMTH1

monoklonaler Primarantikdrper aus Sigma
Kaninchen

detektiertes Protein: 27 kDa

in Cytoplasma und Mitochondrien

Verdinnung: 1:1000

a-mouseCy

polyklonaler Sekundarantikdrper Sigma
Verdinnung: 1:10000

a-rabbit-Cy

polyklonaler Sekurdarantikorper Sigma
Verdinnung: 1:10000

38



Material

3. 7 Verwendete Oligonukleotide

Mth_Ex Pst_for:

Mth_Ex Hindlll_ re:

O-Met _EcaRl_for

O-Met_Ncad_rev

StrepSadl-for

StrepHindlll-rev

primer 3" Pstl-for

primer 3-rev-Xbel

ATC TGC AGATGT TGG GCAGTATTCTTCC

bindet etwa 10 Basen v
dem  Startcodon di
PaMthl-Gens, fligt ein
Pst-Schnittstelle e, es
wird Richtung Stopcodc
amplifiziert

bindet in 3'Flanke de
PaMth1Gens, flgt ein
Hindlll- Schnittstelle eir
es wird Richtuni

ACA AGC TTA GGT AGT TAC TAC CTG CCC C Startcodon amplifiziert

CCGAATTCGCCCCAGGTCCCCTTACC

AACCATGGCCCGCTGAGCCCCGTCC

GACCGCGGGTTGGGCAGTATTCTTCC

TCAAGCTTTCAAGCCCGCTGAGCCC

GGCTGCAGAACATCACGGTTGCTCGG

TATCTAGAGCGCCAGGTTCCGAGGC!

bindet in 5'Flanke de
PaMthl-Gens, fligt ein
EcoRI-Schnittstelle  eir
es wird Richtuny
Stopcodon amplifiziert

bindet hinter der
Stopcodon desPaMthl
Gens, flgt eine Ncd-
Schnittstelle ein, es wil
Richtung Startcodo
amplifiziert

bindet etwa 10 Basen v
dem  Startcodon di
PaMth1Gens, flgt ein
Sadl-Schnittstelle ein, €
wird Richtung Stopcodc
amplifiziert

bindet hinter der
Stopcodon desPaMthl-
Gens, fugt eineHindlll-
Schnittstelle ein, es wil
Richtung Startcoda
amplifiziert

bindet in 3'Flanke de
PaMth1Gens, flgt ein
Pst-Schnittstelle ein

bindet in 5Flanke de
PaMth1Gens, flgt ein
Xba-Schnittstelle ein, ¢
wird Richtung Stopcodc
amplifiziert
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3. 8 Verwendete Plasmide

Plasmid

PAN7-1

pMy60
pKO7

pExMthph

pPaMthlgfpl

pPaMthIEx1

pPaMthIKO1

pPaMthIRev1

pASK-7PlusPaMthl
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Beschreibun Referen:

enthalt eine HygromycinB-Resistenzkassette Zeunt et al., 1987
Selektion vorP. anserina

enthaltS. carlsbergensiONA-Locus Verbeet et al., 1983

Austauschvektor fir die Gendeletion iR. Gabe Dr. A. Hamann
anserina, enthalt eine  HygromycinB-
Resistenzkassette

Uberexpressionsvektor fiiP. anserinaenthdlt Gabe von Dr. A.
0,5 Kbp grolRes Promotor-Fragment détamann
Metallothionein-Gens PaMtl und eine

Hygromycin B-Resistenzkassette

PaMthl-Gfp-Fusionsplasmid: an das Cdiese Arbeit
terminale Ende der Kassette aus dem 1 kbp-

groRen endogenen PaMthl-Promotorbereich

und der genomischen Sequenz des PaMthl-

Gens ist der offene Leserahmen fiir das eGfp-

Gen fusioniert

PaMthl-Uberexpressionsplasmid, enthalt digiese Arbeit
genomische Sequenz des offenen Leserahmens

und der 500 Bp grofRen Terminatorsequenz von

PaMthl

Deletionsplasmid firPaMth1 durch homologe diese Arbeit
Rekombination inP. anserina,enthalt einen 1

kbp groRRen flankierenden Bereich aus der 5'-

Region vonPaMthl und einen entsprechenden

Bereich aus der 3.Region, die die
HygromycinB-Resistenzkassette im Plasmid
umschlieRen

PaMthlReversionsplasmid fiirP. anserina diese Arbeit
enthalt eine Kassette bestehend aus der 1 kbp

grollen Promotorregion, die genomische
Sequenz de$aMthl-Gens und eine 0,5 kbp
Terminatorsequenz zur Reversion RaMthl-
Deletionsmutanten

Plasmid zur heterologen Expression vatiese Arbeit
PaMthl in E.coli XL Bluel, enthéalt die cDNA-

Sequenz voRaMthl an das C-terminalen Ende

von PaMthlwurde der offene Leserahmen fir

den sogenannten ,Strep-Tag“ unter der

Kontrolle eines mit Anhydrotetracyclin
induzierbaren Promotors fusioniert, aul3erdem

befindet sich auf dem Vektor eine Ampicillin-
Resistenz-Kassette zur SelektiorEincoli
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3. 9 Verwendete Stamme

Podospora anseringstamme

Wildstamm ,s“, Isolate '$18260, $18261

Deletionsmutante KU17

4APabnm1l
PaMth1Gfpl
PaMthIEx1
APaMthl

PaMthlRev1

Escherichia coliStamme

XL1 Blue (Stratagene)

(Esser, 1974)

(Prof. Dr. A. Sainsard-Chanet,
Gif-sur-Yvette, Frankreich)

(Scheckhuberat, 2007)
dieseit
digsdeit

diese Arbeit

diese Arbeit

XL1 Blue mit pASK-7PlusPaMthl(heterologe Expression vétaMthl diese Arbeit)
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4 Methoden

4. 1 RNA-spezifische Methoden

4. 1. 1lsolation der Gesamt-RNA ausP. anserina

Je 10-20 Myzelstickchen wurden auf zwei PASM-RPtattiegeimpft und fur drei Tage bei 27 °C und
Dauerlicht inkubiert. Juveniles und mittelaltes Mzvurde von den Platten in jeweils einen Kolben
mit 200 ml CM Uberfihrt und fur zwei bis drei Talgei 27 °C und bei Dauerlicht geschuttelt (143
Upm). Myzel seneszenter Stamme wurde in Fernbabbkomit 150 ml CM Uberfihrt und ohne
Schitteln fur drei bis vier Tage bei 27 °C inkubiétach dem Abfiltrieren des Myzels durch zwei
Lagen Mull erfolgte griindliches Mdorsern in flussgétickstoff. In einem Becherglas mit 20 ml 60
°C warmer GTC-L6sung wurde das Pulver geldst undhda ein SS34-Roéhrchen mit 24 B-
Mercaptoethanol gefillt. Nach zehnminutiger Inkiudrades Rohrchens bei 60 °C zur Lyse der Zellen
wurde zentrifugiert (10 min, 10000 Upm, RT, SSMachdem ca. 8 ml des Uberstands vorsichtig auf
ein 5,7 M CsCl-Kissen (3 ml) in ein TST41.14-Ulteatrifugenrdhrchen pipettiert worden waren,
wurde die RNA durch Ultrazentrifugation (18 h, 3800pm, 20 °C, TH-641) pelletiert. Nach
dreimaligen Wachen des erhaltenen RNA-Sedimeni®ihul 70 % Ethanol/DMPC (10 min, 15000
Upm, 4 °C, 16F24-11) wurde dieses anschlieBend)(ImBDMPC-HZO bei 60 °C resuspendiert. Die

geloste RNA wurde in ein ml-Reaktionsgefald tbetfiind mit 1/10 Vol. 3 M NaAc/DMPC (pH 5,0)
und 2 Vol. absolutem Ethanol (4 °C) fur 30 min B80 °C gefallt. Nach Zentrifugation (20 min,
15000 Upm, 4 °C, 16F24-11) wurde der Uberstand @giem und das RNA-Sediment mit 50070

% Ethanol/DMPC (4 °C) gewaschen (10 min, 15000 UpiC, 16F24-11) und luftgetrocknet. Die
RNAwurde schliefdlich je nach Sedimentgréf3e in 1004 DMPC-H,O bei 65 °C fir ca. 30 min

gelost.

4. 1. 2 RNA-Gelelektrophorese

Fur ein 1,35 % Agarosegel wurden nach dem Aufkoslmenl,5 g Agarose in 80 ml DMPC,@ und
Abklhlung auf ca. 60 °C 11 ml 10 x MOPS und 20 mtriraldehyd hinzugesetzt und das Gel wurde
gegossen. Je Probe wurden 1020RNA mit DMPC-HO auf ein Volumen von 13l eingestellt.
Nach der Zugabe von 2@l RNA-Probenpuffer erfolgte die Denaturierung deNAR mittels
zehnmindtiger Inkubation bei 65 °C im Heizblockndas Minuten auf Eis. Die mit je pl RNA-
Ladepuffer versetzten Proben wurden in jeweils zWaschen des denaturierenden Agarosegels
pipettiert. Die elektrophoretische Auftrennung @RMA erfolgte in 1 x MOPS-Laufpuffer bei einer
Spannung von 60 V fur 2,5 Stunden. Eine Gelhalftede fur 15-30 min im Ethidiumbromidbad (1
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ug/ml EtBr in Wasser) gefarbt und Gber Nacht im Véasad entfarbt, die andere Gelhalfte wurde auf
eine Nylonmembran transferiert (s. 4. 1. 3). Da#inpe Gel wurde auf dem Transilluminator

analysiert und fotographiert.

4. 1. 3 Northerntransfer

Wahrend des Northerntransfers wird aufgetrennte RNMA einem denaturierenden Agarosegel auf
eine Nylonmembran Ubertragen. Die Membran (HybonfdMersham]) wurde zunéchst kurz in 2 x
SSC (DMPC) aquilibriert. Anschlie3end wurde das RS&| in einer Transferapparatur (Pharmacia)
platziert. Bei einem Unterdruck von 50 mbar erfelgine Uberschichtung des Gels fiir drei Stunden
mit 20 x SSC (DMPC). Danach wurde die Membran kar2 x SSC gewaschen und luftgetrocknet.
Beide Seiten der Membran wurden mit UV bestrahltv&tratalinker ,1800“ [Stratagene],
Einstellung am Gerat: ,Auto Crosslink®.) Zur Iddikation einer spezifischen mRNA wurde die

erhaltene Membran mit einer radioaktiv markiertéy3Sonde hybridisiert.

4. 1. 4 Herstellung radioaktiver DNA-Sonden @**P-dCTP-Markierung)

Zur Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde&rden 10ul der zu markierenden DNA (0,2-0,5
ug) mit 27 ul Wasser gemischt und 10 min in kochendem Wasgwatdgert. Nach 5 min Abkihlung
auf Eis wurden 2ul OPL | (Hexanukleotidgemisch [Pharmacia])uBOPL II-C (Desoxynukleotide
ohne dCTP [Pharmacia]), Bl Klenow-Puffer (10x), 1ul Klenow-Fragment (2 W) (MBI Fer-
mentas) und 2,5 «*P-dCTP (Amersham) hinzugegeben. Nach einer einsf@ndnkubation der
Reaktion bei 37 °C, wurde die Reaktion mitBd x STE abgestoppt. Kleine DNA-Fragmente (< 20
bp) und ungebundene Desoxynukleotide mit ,Probeguasb0“-Saulen (Amersham) nach der

Anleitung des Herstellers chromatographisch entfern

4. 1. 5Hybridisierung und Detektion (radioaktiv markierte DNA-Sonde)

Die Membran wurde mindestens vier Stunden bei 3Th°©rmamidhaltiger Hybridisierungslésung
(ohne Sonde) prahybridisiert. Die Hybridisierundolgte in Hybridisierungslosung mit 0,2-0}5
radioaktiv markierter DNA, die zuvor thermisch demert wurde, bei 37 °C Uber Nacht. Zur
Detektion wurde die Membran zwei Mal fir 10 Minuten2 x SSC, 0,5 % SDS bei 37 °C und
anschlieend einmal in 0,1 x SSC, 0,1 % SDS bei@7ur jeweils 10 Minuten gewaschen. Die
Exposition der Membran erfolgte fur eine Stunde ®iFage bei -80 °C auf einem Rontgenfilm
(Amersham). Eine Verstarkerfolie (Suprema [Dr. Qpodiente hierbei zur Erhdhung der
Signalintensitat. Zur Rehybridisierung der gleiciembran wurde gebundene Sonde durch drei bis

vier kurze Inkubationen in kochender 0,1 x SSC20,$DS-Ldsung abgewaschen.
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4. 2 DNA-spezifische Methoden

4. 2. 1lsolierung von genomischer DNA au$. anserina

Zur Isolierung genomischer DNA a&s anserinawurden pro Isolat etwa 10-20 Myzelstiickchen auf
eine BMM-Platte mit Cellophanfolie angeimpft undfegte eine 2-3 tagige Inkubation bei Dauerlicht
und 27°C. Dann wurde nach der von Lecellier undr§iublizierten Methode vorgegangen (Lecellier
und Silar, 1994). Die Konzentration von genomisddBIA wurde densitometrisch bestimmt. Hierzu
wurde 1pl der isolierten genomischen DNA und 250keHindlll-Marker mit bekannter
Konzentration in einem 1%igen TAE-Agarosegel aufgatt. Mittels des Programms ,,Quantity One*
(BioRad) wurde die Konzentration durch die Intefitsder Bande mit der Intensitat der bekanriten

Hindlll-Fragmente-Konzentration verglichen.

4. 2. 2 Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation von DNA diente die Polymerase-atreaktion (engl. ,Polymerase Chain
Reaction [PCR]). Der zu amplifizierende Genbereigbrde durch zwei ca. 20 Basenpaar lange
Oligonukleotide festgelegt, die komplementar zurrb®Bl. 3'-Ende des ausgewdéhlten Fragments
waren. Ein PCR-Ansatz mit der Tag-Polymerase elbtltlgende Komponenten: Matrizen-DNA (10
ng Plasmid-DNA, 20 ng Cosmid-DNA oder 100 ng gersminé DNA), zwei Oligonukleotide (jeweils
0,5uM), 1 x PCR-Puffer (Invitrogen), 1,5 mM MgCI2 (Inkdgen), dNTP-Lésung (0,2 mM) und Tag-
Polymerase (0,05 W, Invitrogen). Ein PCR-Ansatz mit der Phusion-Rograse hingegen enthielt
folgende Komponenten: Matrizen-DNA (10 ng PlasmidA) 20 ng Cosmid-DNA oder 100 ng
genomische DNA), zwei Oligonukleotide (jeweils WM), 5 x PCR-Puffer (Finnzymes), dNTP-
Lésung (10 mM) und Phusion-Polymerase (0,02 ,WFinnzymes).

Im ersten Schritt wurde die doppelstrangige DNAn&fhg bei 95 °C denaturiert. Die darauf
folgenden drei Schritte gehorten zu einem Zykles, etwa 35 x wiederholt wurde. Zuerst wurden die
neugebildeten Fragmente bei 95 °C denaturiert,dfanairden die Oligo-nukleotide bei einer fir sie
spezifischen Temperatur an die Matrizenstrangelaged, bei 72 °C erfolgte durch die Tag-bzw. die
Phusion-Polymerase die Synthese der komplemeng&iréange. Jeder dieser Schritte dauerte je nach
Amplifikatlange und Leistung der Polymerase einfgkunden bis wenige Minuten. Abschlie3end
wurde der Polymerase nochmals einige Minuten Zeitdie Nachsynthese bei 72 °C gegeben. Die

Reaktion wurde beendet, indem der Ansatz auf 4¢t@dgekihlt wurde.
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4. 2. 3DNase I-Verdau und Aufreinigung der Gesamt-RNA vorP. anserinafir die
cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurde im ersten Schritt, dem DNak-Verdau, die Gesamt—RNA
verunreinigende DNA abgebaut. Dazu wurden zud&NA 10ul DNase | — Puffer (1 M NaAc + 50
mM MgSO04) und 1ul DNase | pipettiert. Die Reaktionsgefaf3e wurdehl®® pl mit DMPC-Wasser
aufgefillt und ca. 2 Stunden bei 37 °C inkubiemsghlieBend wurde die RNA im zweiten Schritt
durch eine Phenol-Chloroform gereinigt, indem diedaute DNA sowie Proteine, Lipide und andere
Zellreste entfernt wurden. Der RNA-Probe wurde 1lluveen Phenol hinzu gegeben und ca. 30
Sekunden gemischt. Nach Zentrifugation (5 Minut8000 Upm, RT, F-45-18-11) wurde der
Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihnt. VBlumen Phenol:Chloroform:IAA (in einem
Verhdltnis von 25:24:1) wurde dem Uberstand hinegefpen und gemischt. Nach einer erneuten
Zentrifugation (5 Minuten, 8000 Upm, RT, F-45-18rMurde dieser Schritt wiederholt und nach
einer weiteren Zentrifugation unter gleichen Bedimgen wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal gefillt. AnschlieRend wurde 1/10uvwf@n 3 M Natriumacetat-DMPC und 2,5
Volumen Kalter reinst Ethanol hinzugeben und ingert Die RNA wurde fir 15 Minuten bei -80°C
gefallt und daraufhin zentrifugiert (15 Minuten;@ 15000 Upm, FA45-24-11). Danach erfolgte ein
Waschen des RNA-Sediments mit einer Zugabe von @D °C kaltem 70%-iger Ethanol-DMPC
hinzu gegeben und einer erneuten Zentrifugatiorerugteichen Bedingungen. Das verbleibende
Sediment wurde und in 2@ DMPC-Wasser in einem Schittler bei 65 °C ruckgeld®Die
Konzentration der RNA wurde photometrisch bei 260bestimmt. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

4. 2. 4 Transkription der Gesamt-RNA in cDNA mit M-MuLV-Rev erse Transkriptase

Die Angaben gelten fur einen 10l Ansatz mit 4 yg RNA. Es wurden 1ul Oligo(dT)-
Oligonukleotidldsung (c = 0,hg/ul) zum RNA-Ansatz gegeben. Die RNA wurde dann 1Gen
bei 70 °C denaturiert. Danach wurdepl4 x M-MuLV-RT-Puffer, 2ul dNTP-Lésung (10 mM), 0,5
ul  RNase-Inhibitor (20 U) und 1,51 DMPC-Wasser hinzugeflugt. Zur Anlagerung der
Olilgonukleotide wurde der Ansatz 5 Minuten bei 37 inkubiert. AnschlieBend wurde d M-
MuLV-Reverse Transkriptase dazu gegeben. Um die RNEDNA umschreiben zu kdénnen, wurde
der Reaktionsansatz 1 Stunde bei 42 °C inkubienn Abstoppen der Reaktion wurde der cDNA-
Ansatz 10 Minute bei 70 °C inkubiert, anschlieBemtlPCR-Wasser auf 10 aufgefillt und bei -80
°C gelagert.

4. 2. 5Konzentrationsbestimmung von DNA
Zur Messung der Konzentrationen von Oligonukleatjd@NA und Plasmiden wurde ein Photometer
(Nanodrop® ND-1000 von Peglab) verwendet. Die Komzgionsbestimmungen wurden nach

Herstellerangaben durchgefuhrt Oligonukleotide weardmit einer Wellenldange von 260 nm
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gemessen, um die Molaritdt zu bestimmen. Dabei evalid Absorption gemessen und in folgende
Formel eingesetzt:

Konzentratiogiges (Mol/l) = 2 x Absorption / Em

Em = A x 16000 +T x 9600 + G x 12000 + C x 7000

Em = molare Extinktion ; A, T, G, C = Anzahl dewjiligen Basen

4. 2. 6 Restriktion von DNA
Zur Restriktion wurde Plasmid-DNA oder genomisché¢ADmit den jeweiligen Restriktionsenzymen

und den entsprechenden Puffern nach Herstellerangaiier Nacht bei 37°C inkubiert.

4. 2. 7 Aufreinigung von Nukleinsduren

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten bzw. nach Riesbnen wurde das ,NucleoSpin Extract I1*-Kit
von Macherey-Nagel nach dem Hersteller-Protokotivemdet. Die aufgereinigte DNA wurde in 25-
50ul Elutionspuffer eluiert.

4. 2. 8DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Proben erfolgte in 1%igeAH-Agarosegelen. Die Proben wurden mit
1/6 Volumen 6x DNA-Ladepuffer versetzt. Fir die stetlung des Gels wurde 1 g/100 ml Agarose
abgewogen und in der entsprechenden Menge 1 x TUMerPaufgekocht. Nach Abkuhlung der
Losung auf etwa 60 °C wurde das Gel gegossen,aileereiteten Proben in die Geltaschen pipettiert
und die Auftrennung erfolgte zwischen 1-2 Stunden 8DV. Bei jedem Lauf wurden neben den
Proben DNA-Langenstandards verwendet. Das Gel wufile etwa 15 Minuten in ein
Ethidiumbromidbad (1 pg/ml) zum Anfarben der DNArFBlan gelegt und die angefarbte DNA wurde
mit Hilfe eines Transilluminators visualisiert. D&l mit den ethidiumbromidhaltigen DNA-Banden

wurde fotographiert, gespeichert und ausgewertet.

4. 2. 9 Southerntransfer

Mittels Southern-Hybridisierung wurden spezifisdA-Sequenzen nachgewiesen. Hierbei wurden
0,2-1 pg der zu untersuchenden DNA mit Restriktionsenzynidrer Nacht bei 37 °C in
entsprechendem Puffer nach Angaben des Herstalesiingiert. Nach der Auftrennung der
Fragmente in einem 1 %-igen TAE-Agarosegel wurde@al in einer Ethidiumbromidlésung gefarbt
und unter UV-Licht fotographiert. Vor dem Transferfolgte eine ca. 10 mindtige Inkubation in

Wasser zur Entfernung Ethidiumbromidldsung . EigoNmembran (Hybond-N [Amersham]) wurde
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auf die entsprechende Gelgro3e ausgeschnitten, iku& x SSC-Puffer inkubiert und in einer
Vakuum-Transferapparatur (Pharmacia) platziert. Bat¢ wurde auf die Membran gelegt und ein
Vakuum von 50 mbar angelegt. Durch eine anschl@®80 minutige Behandlung mit HCI| wurde die
DNA depuriniert. Das HCl wurde entfernt und das @& Denaturierungspuffer fir die gleiche Zeit
Uberschichtet. Das in dem Puffer enthaltene NaOHaueierte die doppelstrdngige DNA. Eine
abschlieBende Uberschichtung in Neutralisierungsiggir 20-30 min diente dem Absenken des pH-
Werts unter 9 fur die Bindung von DNA-Sonden in Hglisierungsanalysen. Fir den Transfer der
DNA wurde das Gel 1,5 Stunden mit 20 x SSC bededkth Beenden des Transfers wurde die
Nylonmembran aus der Apparatur genommen, kurz xnS5C-Puffer geschwenkt, auf ,Whatman®-
Papier getrocknet und zur Quervernetzung der Dbiide Seiten im ,UV-Stratalinker 1800*
(Stratagene) behandelt (Einstellung am Gerat: , Atrsslink®).

4.2.10 DIG-Markierung von DNA

Um im Rahmen einer Southernblot-Analyse das gewilasZielgen auf der Nylonmembran zu
detektieren, wurden DNA-Sonden, die eine Markieramgy Digoxygenin (DIG) tragen, hergestellt.
Die Markierung erfolgte mit 100-500ng DNA fur 20uStlen mit dem ,DIG-DNA Labeling Kit"

(Roche) nach Herstellerangaben.

4.2.11 Uberpriifung der Markierung (,spot-blot*)

Um die Konzentration der markierten DNA abschatzeh&dnnen, wurden 1ng, 100pg, 10pg, 1pg und
0,1pg DIG-markierte Kontroll-DNA (Roche) auf einglNnmembran pipettiert. Zum Vergleich wurde
1pl der markierten DNA aufgetragen. Nach der bdiidem Behandlung der Nylonmembran im ,UV-
Stratalinker 1800“ (Stratagene) mit 1200pJoulesOf {Einstellung am Gerat: “Auto Crosslink®)
erfolgte die Detektion wie bei einem Southern Bt4. 2. 12). Statt CSPD wurde NBT/X-Phosphat
als Farbsubstrat aufgebracht und 2-4 Stunden ink&uarbei RT inkubiert Die Farbentwicklung der
Kontroll-DNA wurde mit der markierten DNA vergliche und diente als Mald fir die

Markierungseffizienz.

4.2.12 Hybridisierung und Detektion

Die Hybridisierung der Membran mit einer DIG-markén Sonde erfolgte in einer

Hybridisierungsrohre. Unspezifische Bindestellerrdem durch eine dreistiindige Prahybridisierung
bei 55°C mit ,high-SDS"-Lésung mit 1/100 Volumenvau denaturierter Heringssperma-DNA (HS-
DNA) besetzt. Unter den gleichen Bedingungen etfoldie Hybridisierung Uber Nacht mit 25ng

denaturierter Sonde/ml ,high-SDS"-Lésung und 1/Mumen HS-DNA. Nach der Hybridisierung

wurden zwei Waschschritte in 2 x SSC, 0,5 % SDJeflr jeweils funf Minuten durchgefuhrt. Fr

die Stringenzwaschungen wurde die Membran zwei iMd,1 x SSC, 0,1 % SDS bei 65 °C fur
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jeweils 15 Minuten inkubiert. Die folgenden Schaitvurden bei RT durchgefiihrt. Die Inkubation in
DIG-Puffer 2 verlief mindestens eine Stunde. Angflend wurde die Membran 30 Minuten in 10 ml
DIG-Puffer 2 mit Anti-DIG-AP-Konjugaten (1:10000pkubiert. Es folgten zwei Waschungen in
DIG-Waschpuffer fur jeweils 15 Minuten. Die Membramrde zwei Mal fur jeweils 5 Minuten in
DIG-Puffer 3 aquilibriert und mit 500l Substratlésung (1:100 CSPD in DIG-Puffer 3) flivuten
bedeckt. Nach grundlicher Entfernung der Subssatl wurde die Membran in Plastikfolie
eingeschweil3t. Bevor der Film fir die Entwicklungfgelegt wurde, wurde die eingeschweil3te
Membran fur 15 Minuten bei 37 °C inkubiert (Aktivimmg der alkalischen Phosphatase). Fur 3-5
Stunden wurde ein Rontgenfilm (Amersham) auf dieMen gelegt. Der exponierte Rontgenfilm
wurde mit Hilfe eines Filmentwicklungsautomatenaogec 45 compact) entwickelt und ausgewertet.
Um die DIG-markierte DNA-Sonde zu entfernen wurde BMembran kurz in Wasser gelegt und
anschlieRend zweimal fur jeweils 20 Minuten in BI12laOH, 0,1 % SDS bei 37 °C inkubiert. Danach

erfolgte eine Waschung der Membran in 2 x SSC43 rin).

4.2.13 Ligation von DNA
Bei der Ligation erfolgt die Zusammenfiigung von ¥ekund Insertionsfragment mit kompatiblen
Enden. Zuvor wurden die Konzentrationen des Veltagsdes Insertionsfragment gemessen, da diese

bei der Ligation in einem molaren Verhéltnis vof 11:8 vorliegen sollen.

4.2.14 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung wurde von der Firma ,Scientifies€arch & Development GmbH“ nach der
Kettenabbruchmethode durchgefiihrt. Eingesetzt wupfe Sequenzreaktion 300ng Plasmid-DNA,

und 5pmol Oligonukleotid in einem Gesamtansatz ¥oh

4.2.15 Herstellung kompetenterE. coli-Zellen

Es wurde eine Einzelkolonie von einer Uber Naclsgestricheneik. coli-Platte entnommen und in
5ml LBT (LB mit 12,5 pg/ml Tetrazyklin) Gber Naclvei 37°C im Brutschrank unter Schitteln
(180Upm) inkubiert. Die 5ml-Ubernachtkultur wurde 250ml LBT (LB mit 12,5 pg/ml Tetrazyklin)
gegeben und schittelnd (180Upm) bei 37°C bis meraiptischen Dichte von 0,5 bis 0,7 bei 550 nm
inkubiert. In dieser expotentiellen Wachstumsphaseden die Bakterien bei 4°C 10 min 3500 Upm
(GSA-Rotor) abzentrifugiert. Das Bakterienpelletrdal in einem Volumen kaltem 50 mM CacCl
aufgenommen und fur eine Stunde auf Eis inkubdaith der Inkubation wurde nochmals 10 Minuten
bei 3500 Upm (GSA-Rotor), 4°C zentrifugiert. Dasligeent wurde in 1/10 Volumen 50 mM CacCl
vorsichtig resuspendiert und 24 Stunden auf Eisgget. Nach der Zugabe von 86%igen Glycerin
(Endkonzentration 15% Glycin) wurden Aliquots voA0350ul hergestellt, welche in flissigem
Stickstoff schockgefroren wurden. Die Aliquots wemndbei -80°C eingelagert. Um die Lebendzellzahl

zu prifen wurden auf LBT-Platten je 100ul einer110is 10-6 Verdinnung ausplattiert und tber
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Nacht bei 37°C inkubiert. Die Lebendzellzahl soltt@indestens 107 Zellen/ml Zellsuspension
ergeben. Um die hergestellten kompetenten Zelleh \aerunreinigungen mit Plasmiden zu
Uberprifen, wurden 100-200u! Zellen auf LBA-Plattersplattiert.

4.2.16 Transformation von kompetentenE. coli-Zellen

Die mit TE auf 50 pl aufgefillte, zu transformiedenDNA wurde zu 300ul CaCl2-kompetenten
Zellen pipettiert, dann erfolgte eine 40 minutigegkubation auf Eis. Nach einem dreiminitigen
Hitzeschock bei 42°C wurde 1ml LB hinzugefugt ured @ransformationsansatz wurde eine Stunde
bei 37°C im Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurdle Zellen auf entsprechende Selektionsplatten

ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.17 Isolierung von Plasmid-DNA ausk. coli

Zur lIsolierung von grolReren Mengen Plasmid-DNA weitter hohen Reinheit und Konzentration
wurde das ,Plasmid Purification Kit“ von Qiagen haderstellerprotokoll durchgefuihrt. Zur schnellen
Kontrolle von geeigneteR. colirKlonen wurde die STET-Methode durchgefihrt. Dazwrden 5ml
LBA-Flissigmedium (50 pg/ml Ampicillin) mit eineriizelkolonie angeimpft und Uber Nacht bei
37°C unter Schitteln (180 Upm) inkubiert. Die Ulssintkulturen wurden bei RT 10 Minuten bei
2200 g abzentrifugiert. Das Bakterien-Sediment wuird 150l STET aufgenommen und durch
Zugabe von 12ul Lysozym (10 mg/ml) erfolgte die dyder Zellen. Das Enzym wurde 90 Sekunden
bei 90°C inaktiviert. Danach wurde 10 min und b@0@0 g ,RT zentrifugiert und das entstandene
Sediment wurde entfernt. Dem Uberstand wurden 158ppropanol zur Fallung der DNA
hinzugefiigt und 5 Minuten bei -80°C inkubiert. Natgm Fallen der DNA erfolgt eine 10-mindtige
Zentrifugation bei 4°C und 20000 g. Der Uberstanatde verworfen und die sedimentierte Plasmid-
DNA wurde in 200pul 70%igen Ethanol gewaschen. DallePwurde unter Vakuum getrocknet und in
50ul Wasser (mit 0,2 mg/ml RNaseA) resuspendiert.

4. 3 Protein-spezifische Methoden

4. 3. 11solation von Gesamtprotein aud?. anserina

Zur Isolierung von Gesamtproteinen wurden pro Pijebmvei BMM-Platten mit Cellophanfolie mit
Myzelstlickchen bei Dauerlicht und 27°C im Brutsakrankubiert. Nach zweitagiger Inkubation
wurde das Myzel von den Platten in 200ml-Kolben filigsigem CM-Medium tberfuhrt. Das Myzel
wurde nach zweitagiger Inkubation bei 27°C unteniBeln und Dauerlicht tber zwei Lagen Mull

filtriert und es wurde in flissigem Stickstoff gersért. Das Myzelpulver wurde in ein SS34-
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Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und nach anschlieBeddgabe des Extraktionspuffers (1 ml/g Myzel)
und grundlichem fiinfmaligem Vortexen mit je 30 Sedten Pause auf Eis folgte eine 10-minutige
Zentrifugation bei 5000 g, 4°C. Der Uberstand métmdGesamtprotein wurde aliquotiert und die

Proteinkonzentration (4. 3. 3) bestimmt.

4. 3. 21solation von Mitochondrien ausP. anserina

Fir die Isolation wurden Myzelstiickchen des entdpraden Stammes auf 8-10 PASM-Platten mit
Cellophanfolie 2 Tage bei 27°C und Dauerlicht inleub Pro Platte wurde das Myzel von der
Cellophanfolie in 200ml flissiges CM-Medium in ein&/eithalskolben Gberfihrt und fir weitere 2
Tage bei 27°C und Dauerlicht im Schuttler inkubi@&ei seneszenten Stammen wurde das Myzel in
einen Fernbachkolben mit 150ml flissigem CM-Mediuiperfiinrt und ohne Schutteln bei 27°C und
Dauerlicht inkubiert. Nach Abfiltern des Myzels @itmvei Lagen Mull wurde das Myzel im ,Bead-

Beater™

mit Mitochondrien-Isolation-Puffer mit BSA homogsiert. Hierzu wurde der Behélter zu
einem Drittel mit sterilen Glasperlen, Myzel und ttihondrien-Isolierungspuffer mit 0,2% BSA
aufgefillt. Um kleine Luftblasen auf der Oberflache entfernen, wurden 3-4 Tropfen Antifoam-
Verdinnung (1:5 Verdinnung) zugegeben. Es durfdnigine Luftblasen im geschlossenen Behélter
befinden. Nach zwei 15- bis 20-sekundenlangen Hamiggtionsschritten, mit je einer Minute Pause,
wurde das Myzel durch die Glasperlen zerschlagecwhMler Filtration des Homogenisates durch ein
Nesseltuch wurde dies auf 2 GSA-Becher verteile Qioben Zelltrimmer wurden anschlie3end
durch eine 10-minitige Zentrifugation bei 2000 Upn°C (GSA SLA-1500) sedimentiert. Der
Uberstand wurde tiber Glaswolle filtriert und in 838-Zentrifugenrohrchen verteilt und zentrifugiert
(11500 Upm, 30 min, 4°C, SS34-Rotor). Vom Uberstatiel postmitochondriale Fraktion wurden 2-3
Aliquots bei -80°C eingefroren. Im Pellet befandg&rh die Mitochondrien und Vakuolen, die in 1ml
Mitochondrien-Isolationsspuffer ohne BSA ohne Lid#en resuspendiert und in ein 1,5ml
Reaktionsgefall tberfuhrt wurden. In der Zwischenzeirde der Saccharose-Gradient vorbereitet.
Hierzu wurden vorsichtig 4ml einer 50%igen, 4ml exin36%igen und 2ml einer 20%igen
Saccharoselésung in ein Ultrazentrifugationsrohmcpgettiert, um ein Vermischen der einzelnen
Saccharoseschichten zu vermeiden. Das in 1ml Mutedhenpuffer (ohne BSA) resuspendierte Pellet
wurde auf den Gradienten gegeben. Durch einenzgitaifugationsschritt (60 min, 25000 Upm, 4°C,
TH 641) wurden intakte Mitochondrien von Vakuolemdwerstdrten Mitochondrien getrennt und die
Mitochondrien-Bande wurde mit Hilfe einer Pasteipdte abgenommen und in ein SS34-Réhrchen
gegeben. Das Rohrchen wurde zu zwei Dritteln mitobtiondrien-Isolierungspuffer ohne BSA
aufgefillt und bei 13000 Upm (SS34-Rotor), 20 Marutbei 4°C zentrifugiert. Die sedimentierten
Mitochondrien wurden in max. 300ul Mitochondriemlsrungspuffer (ohne BSA) rickgeldst,

aliquotiert und bei -80°C gelagert.

50



Methoden

4. 3. 3Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Messung der Konzentration von Proteinen basiadf der Methode nach Bradford (Bradford,
1976) mit Hilfe des Roti-Nanoquant-Reagenz. Alstesrswird eine Eichgerade mit verschiedenen
Verdinnungen einer BSA-Stammldsung (1 pg/ul) dts(ejg; 5 pg; 10ug ; 20 pug). Nach dem
Mischen wurden in einem Photometer die Absorptioben 450 nm und 590 nm gemessen. Die
lineare Regression durch den Quotienten beider Whrss ergibt die Eichgerade. Zur Messung der
Proben wurden zu je 2 ul Probe 198 ul Wasser ufdi&anffach verdiinnte Roti-Nanoquant-Lésung
gegeben. Anhand der ermittelten Quotienten und dengleich mit der zuvor erstellten Eichgerade

wurden die Proteinkonzentrationen bestimmt.

4. 3. 4 Untersuchung der submitochondrialen Lokalisation van Proteinen mittels
Digitonin-Solubilisierung (,Digitonin-Assay*)

Um die exakte Lokalisierung von Proteinen innerhadn Mitochondrien zu bestimmen, wurde ein
sog. ,Digitonin-Assay”, basierend auf Arbeiten vdartl etal. (Hartl etal., 1986) angewandt. Je 100
Kg frisch isolierte Mitochondrien wurden mit anggiden Mengen des Detergenz Digitonin inkubiert
Dabei werden die Membranen der Mitochondrien beggidnmit der &uReren Membran solubilisiert.
AnschlieRend wurden die Proben durch ZentrifugaiiorUberstand und Sediment getrennt. Die
hrausgelosten Proteine sind nach einer Zentrifogaiim Uberstand nachweisbar, die nicht-
solubilisierten Proteine befinden sich im Sedim&ieser Ubergang vom Sediment in den Uberstand
erfolgt in der Reihenfolge aulere Membranintermembranraur® innere Membrar> Matrix. Mit
Hilfe eines Vergleichs der Westernblot-Analyse ofgeressanten Proteins mit den Ergebnissen einer
Westernblot-Analyse mit Antikrpern gegen Marketpioe der mitochondrialen Subkompartimente,
z. B. das Cytochrom c fir den Intermembranraumnkdie Lokalisation eines interessanten Proteins
im Mitochondrium bestimmt werden. Fir die Soluldising mit Digitonin wurden pro Ansatz je 100
pg frisch isolierte Mitochondrien durch Zentrifugga (10 Minuten bei 16300 x g ; 4 °C) sedimentiert
und in 100 pl SEMK-Puffer resuspendiert. Der Zéagationsschritt wurde wiederholt und die
Mitochondrien in 50 pul SEMK+P-Puffer resuspendibrtseparaten Reaktionsgefaf3en wurden je 50 pl
Digitonin-Verdiinnungen in SEMK+P-Puffer hergestetlie jeweils die doppelte Konzentration der
Endkozentration fur die Solubilisierung besal3eresBi50 pl- Digitoninlosungen wurden jeweils zu
den Mitochondrien gegeben, gemischt und exakt Bimeite auf Eis inkubiert. Zum Abstoppen der
Reaktion wurden sieben Volumen SEMK+P-Puffer zubgege Die Trennung in Uberstand und
Sediment erfolgte durch eine zwanzigminitige Zé&mggtion bei 25000 x g, 4°C. Das entstandene
Sediment wurde direkt in SDS-Probenpuffer aufgenemnDie Proteine des Uberstands wurden
durch Zugabe von % Volumen 50% TCA gefallt und dufentrifugation (14000 x g fur 15 Minuten
bei 4°C) sedimentiert. Das Sediment wurde mit Acegewaschen und anschlieRend luftgetrocknet.
Die Proteine wurden direkt in 1 x SDS-Probenpudfieigenommen. Sediment und Uberstande wurden
durch SDS-PAGE und Western Blot Analysen weiteersucht.
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4. 3. 5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von Proteinen wurden 12%ige SDSt&alylamidtrenngele gegossen. Dazu wurden
die Glasplatten im Giel3stand zusammengebaut untrdiegelmischung, nach Zugabe von APS und
Temed eingefillt und mit Isopropanol Gberschichiddch der Polymerisation des Trenngels wurde
das Isorpanol weggewaschen und die Sammelgelmigcluim vorher mit APS und Temed versetzt
worden war einpipettiert und der Kamm eingesetzaciN der Vorbereitung des vollstandig
auspolymerisierten Gels lief die Gelelektrophoriesdem Elektrophorese-System ,Mini-Protean Il
(BioRad). Es wurden je 10-60 ug der aufzutrennerteben mit Wasser auf 18 ul aufgefillt und mit
6ul 3x SDS-Probenpuffer versetzt. Nach einem eifitigen Aufkochen bei 10 mi°C wurden den
Proben je 2 ul 2%iges Bromphenolblau zugesetziprbsie auf das Gel aufgetragen wurden. Neben
den Proben wurden 2-5ul des Proteinmarkers #SMEBL Fermentas) mit auf das Gel aufgetragen.
Als Laufpuffer diente 1x SDS-Laufpuffer. Die Eletgrhorese wurde fur 60-80 min bei 100V
durchgefuhrt bis die Bromphenolblau-Front am umterende des Gels austrat. Nach der
Elektrophorese wurde das Gel entweder fir einent&i@sansfer verwendet oder mit Coomassie
gefarbt. Nach einer 30-minutigen Inkubation in Cassie-Farbelésung wurde das Gel Uber Nacht in

Wasser oder Coomassie-Entfarbeldsung entfarbt.

4. 3. 6 Silberfarbung von Proteingelen

Die Silberfarbung wurde fir 2D-SDS-Polyacrylamidgahgewendet, da diese Farbung besser in der
Lage ist, auch sehr kleine Proteinmengen zu detekti Coomassie kann Proteinmengen bis zu einer
unteren Grenze von etwa 40 ng detektieren, Silbgarsnur etwa 1-2 ng. Bei der Farbung wurde das
Gel im ersten Fixierschritt 30 Minuten in der Fikisung 1 inkubiert und dann 20 Minuten in
Fixierlésung 2, um die Proteine zu denaturieren amskufallen. Nach diesem Schritt wurde das Gel
eine Minute in Sensitizer inkubiert, um den Hintergd bei der Farbung gering zu halten. Dann wurde
es 20 Minuten in der Silberfarbeldsung inkubiertd urach dem Farben wurde fur eine Minute in
Wasser gewaschen. Die Entwicklung erfolgte furgagrinuten, bis die Banden gut sichtbar waren.

Durch eine zehnminttige Inkubation in 10 %iger §s&ure wurde die Farbereaktion abgestoppt.

4. 3. 7 Solubilisierung von mitochondrialen Membranproteinen fur die BN-PAGE

Fur die BN-PAGE wurden 100-150 pg mitochondrialet®ne mit Digitonin solubilisiert. Die Proben
wurden nach dem Auftauen auf Eis sorgféltig in Indll x Solubilisierungspuffer resuspendiert. Es
wurde acht Minuten bei 14000 Upm bei 4 °C zentidug (Eppendorf 5417 R), der Uberstand
abgegossen und noch einmal mit einem Milliliter11x1 Solubilisierungspuffer und anschlieRendem
Zentrifugieren unter gleichen Bedingungen gewasclimr Uberstand wurde so gut wie moglich
entfernt und das Sediment resuspendiert. Das Ressispsvolumen richtete sich nach der Digitonin-

Menge im Ansatz. Die Digitonin-Endkonzentrationlsoberingfiigig tiber 1 % fir eine vollstandige
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Solubilisierung liegen. Der Ansatz wurde 30 min agfs inkubiert und die solubilisierten
Membranproteine befanden sich nach der ZentrifogalO min, 14000 Upm, 10 min, 4 °C) im
Uberstand, der in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgetéfiinrt wurde. Dieser wurde mit 1 x BN-

Ladepuffer versetzt und auf ein blau-natives Géjetwagen.

4. 3. 8 Blau-Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (BN-PA)

Pro Gel wurden zwei Trenngele und ein Sammelget¢seigt (s. Tab. 1). Es wurden fir diese Analyse
groBe 10 x 16 cm-Gele gegossen. Dabei waren dien@ede 4 bzw. 13 %ig und das Sammelgel
3,5%ig. Fur die Mischungen wurden entgaste undilstignte Polyacrylamid-Losungen (Roth)
benutzt: 30 % Acrylamid, 4 % Acrylamid/ Bisacrylah(29:1) und 2 % Bisacrylamid. Das Ansetzen
und GielR3en der Gele wurde bei 4 °C durchgefiihrt.démn Giel3en erfolgte die Fixierung der Kanile
mit einem kleinen Stlick Klebeband. Nach der Zugatwe TEMED und APS wurde die Pumpe
angeschaltet und das Gradientenmischerventil zersden beiden Kammern des Mischers geotffnet.
Bevor das Gel gegossen werden konnte, musste denush zwischen Kanile und Pumpe mit Wasser
geflllt sein. Dann wurden die Mischungen fir jewein niedrigprozentiges und ein hochprozentiges
Trenngel bei 4 °C in die Kammern der Mischapparaeiiillt und durch Offnen des Hahnes und
Anstellen der Pumpe zwischen die Glasplatten gepunifurch Absinken der dichteren
Acrylamidlésung und der resultierenden Unterschiogt der leichteren niederprozentigen Lésung
bildet sich ein Gradient innerhalb des Trenngeles and die groReren Proteinkomplexe sind somit
besser in der Lage, in das Trenngel einzulaufechtiiem das Trenngel gegossen wurde, fand die
Polymerisation bei Raumtemperatur statt. Die Sametelischung wurde bei Raumtemperatur
ebenfalls mit den stabilisierten Acrylamidldsungemesetzt, nach der Zugabe von TEMED und APS
zwischen die Glasplatten auf das Trenngel pipéttied der Kamm eingesetzt. Nach Polymersation

des Sammelgel wurde der Kamm gezogen und die Tiasehiel x BNP-Puffer grindlich gespiilt.

BNP-Trenngel- BNP-Trenngel- | Sammelgel
mischung 1 mischung 2
Acrylamidkonzentration 4% 13 % 3.5%
Glycerin 2,41 ml
30 %1ge Acrylamudlosung 1,92 ml 713,6 ul 16975 pl
40 % Acrylamid/Bisacrylamid 4,28 ml
(29:1)
2 % Bisacrylamd 889 ul 7875 ul
3 x BNP-Puffer 495 ml 494 ml 5ml
Wasser 7 ml 2,24 ml 7,385 ml
10 % APS 68 ul 41pl 119 ul
TEMED 6,8 ul 4,1ul 11,9 pul

Tab. 1: Mischungen der Gradiententrenngele und deSammelgels fir die BN-PAGE.
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Vor dem Lauf des Gels wurde der Kathodentank mitkeEhodenpuffer beflllt und der Anodentank
mit 1D-Anodenpuffer. Der Gellauf wurde bei eineraSpung von 100 V und einer auf 10 mA
limitierten Stromstérke gestartet und lief einerie; bis die Proteine in das Sammelgel eingelaufen
waren. AnschlieRend wurde die Spannung auf 500ndrerund die Stromstarke auf 15 mA limitiert,
ab diesem Zeitpunkt lief das Gel noch etwa 3 Standeach einer Stunde nach dem Umstellen auf die
hohere Spannung wurde von dem hoher konzentri&d¢inodenpuffer (0,02 % Coomassie) auf den
niedrig konzentrierten Kathodenpuffer (0,002 % Caesie) gewechselt, damit sich die Banden
wahrend der Elektrophorese besser erkennen laBssnfertige Gel mit den aufgetrennten Proteinen

wurde mit Coomassie gefarbt.

4. 3. 9lsoelektrische Fokussierung (IEF)

Probenvorbereitung

1. Aufschluss der Mitochondrien

Je Probe wurden 100 pug Mitochondrien durch FriedZgklen in Stickstoff aufgeschlossen und
anschlielend mit 1 ul Triton X-100 solubilisiertieDSolubilisierung erfolgte eine halbe Stunde auf
Eis. Danach wurde eine Dialyse der Proben durclhgefda die Salzkonzentration ansonsten zu hoch
ist (> 10 mM). Dadurch kdénnen sehr hohe Stromstérke IEF-Streifen entstehen, die diesen
zerstoren wirden.

2. Dialyse

Zur Dialyse wurde die Probe in einen etwa 6 cm éanDialyseschlauch pipettiert, der mit Klammern
verschlossen war. Nach etwa sechsstindigem RuleseSchlauchs in einem Becherglas mit 2,5 mM
NaCl-Losung (2 1) als Dialysepuffer wurde der Pueneuert und es erfolgte noch einmal Gber Nacht
eine Dialyse. Anschliel3end findet eine FallungReteine statt.

3. Fallung der Proteine mit Aceton

Zur Fallung der Proteine wurd die Probe aus demlyBeschlauch in ein Mikroreaktionsgefafrd
pipettiert und die gleiche Menge eiskaltes 100 %igeeton zugegeben. Nach einer einstiindigen
Inkubation bei —20 °C erfolgte eine funfminutigenfgugation bei 11600 g und 4 °C. Das Sediment

konnte zur isoelektrischen Fokussierung eingesetmtien.

Isoelektrische Fokussierung und 2D-Gelelektroph®res

Das mit Hilfe der Acetonfallung erhaltene Sedimentde in 1551 Proben-Rehydratationspuffer (48
% [wiw] Harnstoff, 2 % [w/w] CHAPS, 0,5 % [v/v] Anilytlbsung pH 3-10, 0,002 % [w/V]
Bromphenolblau) resuspendiert. Durch Zugabe von OZ0 mM Endkonzentration) wurden die
Proteine in einem reduzierten Zustand gehalten, Aggregatbildungen zu vermeiden. Der IEF-
Streifen (ZOOM-STRIP pH 3-10 NL [Invitrogen]) wurddber Nacht in dieser Losung rehydratisiert.
Er konnte dann flr die isoelektrische Fokussiervagvendet werden. Dazu wurde nach Anleitung

des Herstellers die Kammer (ZOOM-IPGRunner [Ing#n]) zusammengebaut und etwa 800 ml
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Milipore-Wasser eingeflllt. Die isoelektrische Fekierung erfolgte danach fir vier Stunden bei einer
Spannung von 500 V. Nach der IEF wurden die IEEif&tn nach Anleitung erst fur 15 Minuten in
funf Milliliter 1 x NuPAGE-LDS-Probenpuffer mit zwgetztem ,ReducingAgent* inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Inkubation in Probenguffnit Acrylamid (10 mMEndkonzentration).
Diese vorbehandelten Streifen wurden fir die 2De(&&trophorese eingesetzt. Dazu wurde der IEF-
Streifen auf ein fertiges Gel (NUPAGE 4-12 % BISISRZOOMGel [Invitrogen]) gesetzt. Die
Elektrophorese lief eine Stunde bei 100 V in 1 x3ARuffer in der ,ZO0M IPGRunner™ Mini-cell”.
Anschlieend wurde das Gel entweder einer Silbdmuféig (Kap. 4. 4. 8) unterzogen oder mit

Coomassie gefarbt.

4.3.10 2D-Gelelektrophorese mit radioaktiv markierten mitochondrialen Proben

Fur die Proteomanalyse wurde relativ viel mitoch@alds Protein pro Probe bendtigt (5 mg bzw. 1
mg). Diese wurden von der Firma ,ProteoSys" jewRilsdie Herstellung so genannter ,préparativer
Gele" eingesetzt (Hunzinger at., 2006; Groebe «tl., 2007). Es wurden entweder Proteine eines
jungen Wildstammes mit den Proteinen eines ,Prelaials” aus seneszenten Wildstammen oder
Proteine eines alten Wildstammes mit einem ,PrelBzinl“ mit Proben aus juvenilen Wildstammen
aufgetrennt und verglichen. Die ,Protein-Pools* dem erstellt, um stammspezifsche Unterschiede
zwischen den je vier verwendeten Proben zu mingmieNach der von ,ProteoSys* patentierten
Methode wurden 2D-Gele angefertigt und verglicheszu wurden etwa 200ug Protein pro Probe auf
mit je einem radioaktiven lod-Isotop'{i oder I3;) derivatisiert und nach dem Mischen der beiden
markierten Ansatze wurden die Proben zusammenlmii&€& und 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt.
Nach der Detektion der Isotopen-spezifischen, adieen Signale wurden diese in zwei Arten von
Farbsignalen {f°=blau und ¥*'=orange) umgewandelt. Die Farbintensitat in demalezhen Bild
entspricht nach der Detektion der Intesitat derejégen radioaktiven Signale. Durch die Auswertung
mit einem Quantifizierungsprogramm wurden differglhtgebildete Proteine gezeigt. Jeder ,spot”
wurde noch einmal manuell Gberpriift und nur sigaifite Unterschiede wurden bertcksichtigt. Zur
optischen Kontrolle wurden von jeder Probe silbEndee Gele angefertigt, in denen nur wenig

Material (10 pg) verwendet wurde.

4.3.11 Generierung eines polyklonalen Peptid-Antikérpers ggen PaMTH1

Zur weitergehenden Untersuchung des PaMTH1-Pratbidts oder der subzellularen Lokalisation
wurde ein polyklonaler Peptidantikdper gegen diésethyltransferase generiert. Diese Arbeiten
wurden von der Firma Sigma GmbH (St. Louis, USA)ctgefihrt. Zur Herstellung des Antikdrpers
wurden zwei weille Neuseelander Kaninchen mit dendaanTragerprotein KLH (,keyhole limpet
hemocyanin“: Hamocyanin der Schlisselloch-Napfscka®egathura crenulatpgekoppelte Peptid
PFNEETADRVSAYC immunisiert, nachdem dieses mituagschem Adjuvans emulgiert worden
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war (komplett fur die erste Injektion, inkompletirfalle weiteren). Jeweils vor der ersten Injektion

wurden die beiden Praimmunseren entnommen. Dietevigektion erfolgte nach drei Wochen, eine

dritte sechs Wochen nach der ersten Injektion. Z@lage danach wurde Serum gewonnen
(Blutabnahme < 10 ml/ kg Korpergewicht) und in fligem Stickstoff schockgefroren. Die Seren

wurden bei -20°C aufbewahrt. Nach der dritten Itigek und der anschlie3enden Serumentnahme
wurden alle erhaltenen Seren im Rahmen einer WdsdtgrAnalyse getestet und die Signale in den
Seren mit denen des Praimmunserums verglichen. NMader Westernblot-Analyse wurden die

beiden zuletzt entnommenen Seren zusammen ubeiSéme affinitatsgereinigt. Der aufgereinigte

Antikorper zeigt 1000 fach verdinnt eine Bande2yekDa.

4.3.12 Western-Transfer

Zur Immunodetektion bestimmter Proteine wurdeninliden SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennten
Proben auf eine PVDF-Membran transferiert. Hierfitirde die Western-Blot-Apparatur ,Mini-
Protean II* verwendet. Eine zurechtgeschnittene PWembran wurde 30 Sekunden in 100 %
Methanol equilibriert, bevor sie 2 Minuten in Wassmd 5 Minuten in Blotting-Puffer inkubiert
wurde. Auch das Polyacrylamidgel, zwei zurechtgestdne Whatman-Papiere, zwei Schwamme
wurden kurz in Blotting-Puffer aquilibriert. Danrnuvden nacheinander ein Schwamm, ein Whatman-
Papier, das Polyacrylamidgel, die PVDF-Membran, \Wimatman-Papier und ein Schwamm in eine
Kassette in gekihlten Blotting-Puffer in die Trarapparatur eingesetzt. Nach Platzierung des Kihl-
Eisblock und des Ruhrfisches in der Apparetur wairdie Proteine im Kihlraum bei 4°C, 100V eine
Stunde transferiert. AnschlieRend folgte eine emtitige Inkubation der PVDF-Membran in

100%igen Methanol, bevor sie auf Whatman-Papienglkhet wurde.

4.3.13 Immunodetektion von Proteinen

Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurdegéirocknete PVDF-Membran vor der Inkubation
des monoklonalen Primarantikorpers eine Stunde RE&i in Blockierungspuffer (Licor), zur
Minimierung von unspezifischem Binden des Primékémnpers, inkubiert. Der Primarantikdrper
wurde in 10ml Blockingpuffer (0, 1 % SDS; 0,1 % Tem20) angesetzt und eine Sunde bei RT oder
Uber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Dieerivbran wurde danach mit 1x PBS, 0,1%
Tween20 3x 10 min gewaschen, bevor die einstinthgabation mit dem entsprechenden Cy-
Fluoreszenz-gekoppelten Sekundarantikorper (Blockigspuffer; 0,1 % Tween20) erfolgte. Nach
dreimaligen 5-minltigen Abwaschen des Uberschisstg&undarantikérpers in PBS, 0,1% Tween20
wurde die Membran mit Hilfe des Odyssey-Fluoresgeamners (Licor) bei der entsprechenden
Wellenlange zur Detektion des gebundenen fluoremziken Antikérpers eingescannt und es folgte die
Auswertung der Bilder. Zum Entfernen des Antikégpeon der Membran wurde diese 2x 5-10 min in

»Stripping“-Puffer inkubiert und 2x 10 min in 1x FBgewaschen. Darauf folgte eine 5-minultige
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Inkubation in PBS, 0,1% Tween20 und eine Aquilibrigy von 1 min in 100% Methanol. Danach

konnte wie gewohnt eine erneute Immunodetektioctdyefihrt werden.

4.3.14 Heterologe Expression und Aufreinigung des PaMTH1Fusionsproteins

A) Kontruktion des Expressionsvektors pASK-7 PLUSPaMthl

Mit Hilfe der PaMthlspezifischen Oligonukleotide Str&adl-for und StrepHindlll-rev wurde die
cDNA-Sequenz des offenen Leserahmens RaMthl mit P. anserinacDNA als Matritze in einer
PCR mit der Phusion-Polymerase amplifizier. Daskehe Produkt wurde m&ad! und Hindlll an
den durch die PCR eingeflihrten Restriktionsstefjeschnitten und aufgereinigt. Nach der Ligation
mit dem ebenso geschnittenen Vektor pASK-IBA7 veudds Ligationsprodukt in kompeteiiecoli
XL1-Blue-Zellen transformiert und der Transformasansatz auf LB-Medium mit Ampicillin
ausplattiert. Nach einer Inkubation Nacht wurdenigei Klone fir eine ,Mini“-Praparation des
Expressionsplasmids Uber Nacht in 5 ml LBA angemo@e isolierten Plasmide wurden mit Hilfe
von Restriktionen Uerprift und ein Bakterienklomr dlas gewlnschte Plasmid enthielt wurd als
Grundlage dir die Anzucht fur eine ,Midi“-Prapacati des Plasmids verwendet. die richtige
Basenabfolge in dem Plasmid pASK-7 PLW®BaMthl mit Hilfe von Testrestriktionen und

Sequenzierungen verifiziert.

B) Anzucht, Expression und Aufreinigung

Zur heterologen Expression des ,strep-tag“-PaMTH&idnsproteins wurde nach den
Herstellerangaben fur das ,Strep-tag Starter Két' Hirma ,IBA" verfahren. Dazu wurde ein Kolben
mit 150 ml LBA-Flissigmedium mit einer frisch Glddacht bei 37 °C angezogenen Einzelkolonie des
transgenen Bakterienstammes angeimpft und wieddiunetwa drei Stunden bei 37 °C unter
Schitteln inkubiert. Bei einer optischen Dichte ¥p5-0,6 bei einer Wellenldnge von 550 nm wurde
die Transkription des StredpaMthXFusionsgenes mit Anhydrotetrazyklin fir drei Stemdnduziert.
Nach dem Aufschluss der Zellen mittels Ultraschaltde der Zellextrakt zur Aufreinigung auf eine
Strep-Tactin-Saule gegeben. Durch die Bindung desrep-tag“-Fusionsproteins an das
Saulenmaterial, wurde nach der Elution mit Elutparféer mit Desthiobiothin eine Gesamtmenge von
etwa 200 pg des Fusionsproteins in ca. 1,0 ml @&istiolumen isoliert. Zur Kontrolle der Induktion
der Expression des Fusionsgenes in dem Baktermanstaurde ein Aliquot des Gesamtzellextraktes,
das vor der Induktion enthommen wurde und ein Altqgdes Gesamtzellextraktes, das danach
entnommen wurde, auf einem 12 %igem Polyacrylanidgdgetrennt, das anschlieend mittels
Silberfarbung gefarbt wurde. Auf diesem Gel wurdebenfalls 10 ul des isolierten Strep-

Fusionsproteins aufgetrennt, um die Reinheit deti@lisfraktion zu Gberprufen.
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4.3.15 Methyltransferase-Aktivitatstest

Die Aktivitat des aufgereinigten Fusionproteins deirin einem photometrischen Aktivitatstest fur
Methyltransferasen mit unterschiedlichen Substrajetestet, von denen bekannt ist, dass sie von
anderen Methyltransferasen akzeptiert werden. Bsieth Test handelt es sich um einen sogenannten
gekoppelten Aktivitatstest flr S-Adenosyl-MethioliAM)-abhéngige Methyltransferasen. Bei einer
Methylierung des angebotenen Substrats kann eirgorAtilonsabnahme photometrisch bei einer
Wellenlange von 265 nm gemessen werden. Fir jedktiea wurden 67uM SAM, 100uM MnCI2,

10 nM Adeninedeaminase, 1 mM MgCI2, and 100 nM Adidcysteinnucleosidase in 200 mM Tris
(pH 8.0) und zwischen 40 und 60 uM des jeweiligahs®ats vorgelegt und nach einer finfminttigen
Aufnahme der ,Baseline” bei 265 nm und 27 °C wudike Reaktion durch Zugabe von 4 ug des
aufgereinigten Fusionsproteins gestartet. Die Aftgmisabnahme infolge der Methylierung des
Substrats durch PaMTH1 wurde anschlie3end fur Kintiten in einem ,Multiplate-Reader” (Tecan)

gemessen und graphisch ausgewertet.

4. 4 Podospora anserinapezifische Methoden

4. 4. 1 Regeneration vonP. anserina

Zur Kreuzung von P. anserina wurde je ein kleines Myzelstick zweier Stamme mit
ungterschiedlichem Kreuzungstyp im Abstand von3z4.cm auf eine M2-Platte angeimpft und bei
27°C und Dauerlicht inkubiert. Nach ca. drei Wochemrden die gewachsenen Perithezien
(Fruchtkorper) isoliert und auf Praparierungsadattén (8 % Agar in kD) gesammelt. Mit Hilfe von
Prapariernadeln wurden die Perithezien getffnakesnige Sporen isoliert und auf BMM-Platten mit
60 mM Ammoniumacetat Uberfihrt. Diese inkubiertair £ Tage bei 27°C und Dunkelheit
(Dunkelheit induziert Keimung). Die juvenilen Stammwurden fir weitergehende Analysen

verwendet.

4. 4. 2 Protoplastierung von Myzel

Fir dieP. anserinaTransformation ist es notwendig, die Zellwand ntfernen, damit eine Aufnahme
der Fremd-DNA madéglich ist. Hierfiir Protoplastierudgs Myzels mit Glucanex protoplastiert. Daftir
wurden von dem zu transformierende Pilzstamm klé¥heelstiickchen auf Platten mit BMM-
Medium angeimpft, die flr 2-3 Tage bei 27°C im Ddight inkubiert wurden. Das Myzel von je einer
Platte wurde in 200 ml CM-Fliassigmedium Uberfuhnd utr weitere 3 Tage unter den gleichen
Bedingungen schittelnd inkubiert. Nach der Filtiatdes Myzels tGber 2 Lagen Mull wurde das

Feuchtgewicht bestimmt und pro Gramm Myzel wurdel SBtucanexsuspension (20 mg/ml)
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hergestellt. Nach der Homogenisierung des Myzek&tex-Gemisches im Waring Blendor fiir 2x 5
Sekunden auf der Stufe low" und fir 2x 5 Sekunderd der Stufe ,high“, wurde es in einen
Weithalskolben Uberfiihrt und 1,5 h bei 35°C im St#ivasserbad inkubiert. Eineinhalb Stunden
nach dem Beginn der Protoplastierung wurde diekeostopisch kontrolliert und anschliel3end folgte
nach der Filtration des Myzel-Gemischs Uber 2-Laddull und einen Glaswolltrichter eine
zehnminitige Zentrifugation bei 4000 Upm (Varifuge, FalcongefalRe). Das Protoplastenpellet
wurde in 1 ml TPS resuspendiert und in ein 2ml Reakgefal? gegeben, die Protoplasten-Losung
wurde erneut bei RT 10 Minuten bei 4000 Upm abzeigiert und das entstandene Pellet wieder in
Iml TPS resuspendiert. Diese Schritte wurden irssges3x wiederholt, um die Protoplastierung
vollstdndig zu beenden. Nach der letzten Waschumnglevdas Pellet in 1ml TPS resuspendiert und
eine hundertfache Verdinnung der Protoplasten btilfe In einer Thoma-Zahlkammer wurde die
Anzahl der Protoplasten bestimmt und diese wurdd®ortionen von 5-8 xI@Protoplasten bei -80°C

eingefroren. Alternativ wurden sofort 1X1Protoplasten fiir einen Transformationsansatz sitge

4. 4. 3 Transformation von P. anserina

Pro Transformationsansatz wurden 1xP@otoplasten auf 200 pl mit STC-Puffer aufgefiilitd es
wurden jeweils 10 pug der zu transformierenden DNi§jegjeben und dieser Ansatz wurde auf Eis
gehalten. Als Negativkontrolle wurde das Plasmidhph und als Positivkontrolle das Plasmid pAN7-
1 (Punt etal., 1987) eingesetzt und auf 40 pul mit sterilem Mdle-Wasser aufgefillt. Der
Regenerationskontrolle wurde keine DNA zugefiughdewn nur 40ul Millipore-Wasser. Mit diesem
Ansatz sollte die Regenerationsfahigkeit der Piagipn tberpruft werden.

Nach Zugabe der DNA wurden die Protoplasten 30 awihEis inkubiert. Nach Zugabe von 50 pl
PEG folgte eine zwanzigminttige Inkubation auf Hi&n wurden die Ansatze in Polypropylen
(PPN)-R6hrchen udberfihrt und es wurden 2 ml PEG5@@ul-Schritten dazugegeben, jeweils
vorsichtig gemischt 30 min auf Eis gehalten. Danaahden die Proben fur 10 Minuten bei RT stehen
gelassen, bevor 4ml STC-Puffer dazugegeben undewgemischt wurde. Nach diesem Schritt folgte
die Ausplattierung der Transformationsansatze awafs dlfransformationsmedium mit dem
entsprechenden Selektionsmarker  (entweder  Hygramycioder  Phleomycin). Pro
Transformationsansatz wurden jeweils 800 pl in 4 Wierschichtungsmedium gegeben und
ausplattiert. Jeweils 1 ml der Verdinnungsreihe®*(bis 10° in STC oder HO) der
Regenerationskontrolle wurden auf Platten ohnebiatikum ausplattiert.

Nach 4 Tagen Inkubationszeit bei 27 °C und Daustriim Brutschrank wurde die Regenerationsrate
der Protoplasten ermittelt. Die Regenerationsrité an, wie viele Protoplasten Uber die Fahigkeit
verfigen, Myzel zu bilden. Myzelien, die sich aw@r dVasserkontrolle bilden, enstanden aus nicht
ausreichend protoplastierten Myzelresten und weraendem Wert, der mit den STC-verdiinnten
Proben ermittelt wurde, abgezogen. Die Transfoonatnsatze, sowie die Positiv- und

Negativkontrolle wurden nach spatestens 14 Tageageavertet und die Transformationseffizienz
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berechnet. Die Transformationseffizienz gibt are wiele Transformanten pro pg eingesetzter DNA

erzielt wurden und sollte etwa bei 1-2 Transforreafiig DNA liegen.

4. 4. 4 Bestimmung der Lebensspanne und Wuchsrate

Zwei Tage alte Isolate wurden auf Rennrohre mgeml PASM-Medium mit 1% Glucose gesetzt
und in der Klimakammer bei 27 °C und Dauerlichtubiert. Alle 2-3 Tage wurde die Wuchsfornt auf
dem Rennrohr markiert. Nachdem das Wachstum detuieu endete, wurde die Lebensspanne in

Tagen, sowie die gesamte Wuchsstrecke und Wuch(®vatensstrecke cm/Tag) ermittelt.

4. 4. 5 Bestimmung der Wuchsrate auf PASM-Medium mit versciedenen
Kufersulphat- oder Wassertoffperoxidkonzentrationen

Zur Analyse der Wuchsrate véh anserinaauf HO, und Kupfersulphat wurden pro Stamm jeweils
zwanzig, zwei Tage alte Stamme auf BMM-Platten watschiedenen Wasserstoffperoxid- oder
Kupfersulphat-Konzentrationen angeimpft. Die Inkiidna erfolgte bei 27 °C in Dunkelheit, da®}

schnell bei Lichteinwirkung zerféallt. Die Wuchsfitomurde taglich auf den Platten markiert.

4. 4. 6 Konfokale Laserscanmikroskopie vonP. anserinaStammen (CLSM)

Die jeweiligen Isolate wurden auf Objekttragerntetiezentrale Mulde mit BMM:1 % Agarose (1:1)
gefullt war, fur einen Tag in einer Feuchtekammei B7 °C angezogen. Zur Farbung der
Mitochondrien in Hyphen wurde eineyM Ldsung ,Mitotracker Red CMXRos" (Molecular Probes
auf die Myzelien pipettiert. Nach zweiminitiger Ublationszeit wurden die Praparate mit einem

CLSM-Mikroskopanalysiert und ausgewertet.

4. 4. 7 Bestimmung der weiblichen Fertilitat vonP. anserina

Ein Myzelstiick des zu untersuchenden homokaryaisdbolats wurde in die Mitte einer M2-Platte
geimpft. Die Pilze inkubierten bei 27°C und Daugtibis die Wuchsfront den Rand der Petrischale
erreichte (ca. 7 Tage). Die zu untersuchenden Rilaelen anschlieBend mit Wildstamm gekreuzt.
Zur Gewinnung der Spermatien (mannliche Gametenjlerualle Platten mit 3 ml sterilem sterilen
Wasser abgeschwemmt (je finf Minuten InkubatioriszBie Spermatienlésung wurde anschlie3end
auf die Platte des anderen Kreuzungstyps gegebdh, 8N« Transformant). Nach funf Minuten
Inkubation wurde die Spermatienldsung abgenommén Stamme inkubierten erneut bei 27 °C und
Dauerlicht. Nach ca. 7 Tagen konnten die entstaamdémuchtkorper (Perithezien) gezahlt werden.
Mit Hilfe einer Schablone (1 c¢ihwurden je 3 Bereiche des Myzels rund um die Argiglle
ausgezahlt. Die Anzahl der Perithezien von Wildstanvurde gleich 100 % gesetzt.
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4. 4. 8 Bestimmung der mannlichen Fertilitat vonP. anserina

Die Anzucht des homokaryotische Myzels erfolgte wiger 4. 4. 8 beschrieben. Zur Bestimmung der
mannlichen Fertilitat wurden Spermatiensuspensidreggestellt. Dafir wurden die Isolate mit 2 ml

A. bidest funf Minuten inkubiert und anschlieRemgdi@schwemmt. Die Suspension wurde in ein 2 mi
Reaktionsgefal? gegeben. Nach einer Zentrifugafid8q0 Upm, RT, F-45-18-11, 10 min) wurde die

Lésung bis zu einem Volumen von 200 ul abgenomnida. Auszahlung der Spermation wurde

mikroskopisch mit Hilfe einer Thoma-zZahlkammer chgefihrt.

4. 4. 9 Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs i®. anserinaGesamt-Myzel

Pro Probe wurden drei PASM-Platten mit Pilz-Sti@chngeimpft. Diese inkubierten fir 2 Tage bei
27°C und Dauerlicht. Vor den Messungen erfolgtevtiebereitung der ,Clark-Elektrode” (Rank
Bros.): Die Anode wird griindlich gereinigt und 84 Tropfen gesattigter KCL-L6sung versehen.
Anschlie3end wird ein Linsen-Papier druber gelsgtyvie eine Teflonmembran und das Ganze mit
einen Dichtungsring verschlossen. Die Kivette wurflest verschraubt und mit dem
Sauerstoffaufnahmepuffer (3 ml) versehen, der demchn Rihrfisch mit Sauerstoff geséattigt wurde.
Die Losung wurde auf 27 °C temperiert. Die Elekgagurde an einen Schreiber angeschlossen und
nach dem Einpendeln (Schreiberausschlag bei 80di)te mit den Messungen begonnen werden.
Jeweils 28 mg Myzel wurden von den Platten abgddamad in die Kivette der ,Clark-Elektrode*
(Rank Bros.) gegeben. Nach der Aufnahme des Saffeesbrauchs wird die COX-spezifische
Atmung mit 1 mM KCN gehemmt. Jede Probe wurde 3megsen. Anhand der Steigung der

Sauerstoffverbrauchs-Kurve lasst sich anschlie@en&auerstoffverbrauch / mg Myzel berechnen.
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5 Ergebnisse

Zwei wichtige Zielsetzungen in dieser Arbeit wadhe Identifizierung und die anschlielRende
Charakterisierung von differentiell gebildeten Rmén wahrend des Alterns im
mitochondrialen Proteom vdPodospora anserin&Vildstammen (Kap. 5. 1). Diese Proteine
wurden wahrend ungerichteter Proteomanalysen ntiamondrialen Proben aus juvenilen
und seneszenteR. anserinaWildstammen identifiziert. In Kapitel 5. 1. 1 wemn die
Vorarbeiten fur diese Proteomanalysen beschrieieim Rahmen des EU-Projektes ,Role
of Mitochondria in Conserved Mechanisms of AgeirigliMage) durchgefuhrt wurden. Sie
beinhaltete isoelektrische Fokussierungen (IEF) matochondrialen Proteinen in der ersten
Dimension und denaturierende SDS-Gelelektrophore§&®DS-PAGE) in der zweiten
Dimension. Die differentiell gebildeten Proteine rden mit Hilfe von
massenspektrometrischen Analysen (z. Baffix Assisted laser [2sorption/bnisation-Tme

Of Flight* [MALDI-TOF]) identifiziert, die Auswertungder Spektren wird in Kapitel 5. 1. 2
dargestellt. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurdee d~unktion der seneszenzspezifisch
gebildeten Methyltransferase PaMTH1 wahrend deserAdt von P. anserina mittels
biochemischer, molekularbiologischer und physidober Methoden analysiert. Diese
Charakterisierungen beinhalteten unter anderemuUditersuchung der Substratspezifizitat
(Kapitel. 5. 2. 3) und die Modulation der Expressia dem filamentdsen Ascomycetén
anserina (Kapitel 5. 2. 4- 5. 2. 6).

5. 1 Identifizierung von differentiell gebildeten Proteinen wahrend des
Alterns im mitochondrialen Proteom vonPodospora anserindVildstammen

Das Proteom stellt das ,Resultat von Genexpresgimosomaler Synthese und Protein-
Degradation in einem bestimmten Zell-, Gewebetyw.b@rganismus zum Zeitpunkt der
Proteinisolation” (LoPachin etl., 2003) dar. Die Zusammensetzung des Proteomsduieh

endogene und exogene Faktoren bestimmt. Zu deneegag Faktoren z&hlen z. B.
unterschiedliche Wachstumsbedingungen, wie Licleiperatur oder diverse Mutations-
auslosende Bedingungen, wie das VorhandenseinctedisStoffe. Endogene Faktoren
umfassen beispielsweise die mitochondriale Bildweaktiver Sauersoffspezies (Considine et

al., 2003) oder das Alter des Organismus” (Unterluggatal., 2008; Chakravarti edl.,
62



Ergebnisse

2009). BeiPodospora anserin@st es u. a. aufgrund von Anderungen der Exprassiverser
bekannter Gene, wie z. B. v&taCtr3 das Gen des hochaffinen Kupfertransporters PaCTR3
in P. anserina(Borghouts etal., 2002) und zahlreicher unbekannter Gene wéahressd d
Alterns zu erwarten, dass das Proteom der Mitodtemdm alten Wildstamm s eine andere
Zusammensetzung aufweist als im jungen Wildstamdedoch wurden die altersbedingten
Unterschiede im mitochondrialen ProteomPinanserinabisher nicht analysiert. Aus diesem
Grund wurden in dieser Arbeit differentiell-gebitdeProteine wahrend des Alterns vBn

anserinaidentifiziert und analysiert.

5. 1. 1 Analyse mitochondrialer Proteine aus juvenilen undgseneszenter?. anserina
Wildstammen mit Hilfe von eindimensionaler SDS-, BNGelelektrophoresen und nicht-
radioaktiven zweidimensionalen Gelelektrophoresen

Der Nachweis von Unterschieden im mitochondrialeotddm ist nur mit Hilfe bestimmter
Methoden madglich, wie z. B. einer sogenannten ziveddsionalen Protein-
Gelelektrophorese und anschlieBenden massenspektischen Analysen (s. u.). Dagegen
werden in einer eindimensionalen SDS-Gelelektropbmr in der die mit dem Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) vollstandig denaturierte mitochondrialen  Proteine
gréRenabhangig aufgetrennt werden, keine eindeutidi@erschiede zwischen jungen und

altenP. anserinaWildstamm-Isolaten gezeigt (Abb. 17).

Mitochondrien

Wildstamm s

160 kDa

100 kDa

55 kDa
45 kDa

35 kDa

25 kDa

Abb. 17: Analyse von mitochondrialen Proben aus diguvenilen und den entsprechenden seneszentén
anserinaWildstammen. Je 60 pg mitochondriale Proteine aus drei unaigén Parchen (1, 2, 3) junger und
alter Wilstamme (juv, sen) wurden in einem 12 %igeatyacrylamidgel aufgetrennt. Dazu wurden die Brob
vorher durch ein einminttiges Aufkochen mit SDSHempuffer denaturiert. Nach der Gelelektrophoresie b
100 V wurden die Proteinbanden im Gel mit CoomaBsiliant Blue G 250 gefarbt. Die Bandenmuster der
mitochondrialen Proben sind sowohl im juvenilen algch im seneszenten Stadium vergleichbar. Als
GroRenstandard (M) wurden 5 pl des vorgefarbten kbfar ,Prestained Protein Standard #671" (MBI
Fermentas) aufgetragen.
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Die Bandenmuster der im Gel aufgetrennten und ratintassie gefarbten Proteine aus den
juvenilen und seneszenten Wildstammen unterschegleim nicht deutlich genug, um
differentiell gebildete Proteine im Mitochondrienopgom zu identifizieren. Ein Grund hierfur
ist die unzureichende Auflésung der Auftrennung Idiite dieser Gelelektrophorese. In einer
sichtbaren Proteinbande kénnen zwei oder mehr iReoteit dem gleichen Molekulargewicht
vorhanden sein. Daher konnen mit dieser Methodenéd@mur sehr deutliche Unterschiede
identifiziert werden und in den interessanten RnbEnden durfen nicht mehrere Proteine
vorhanden sein. Um eine groRere Auflosung in deftr@anung der Proteine zu erhalten,
mussen die Proteine in zwei Dimensionen aufgetrerentien. Das bedeutet, dass die Proteine
nach der ersten Polyacrylamid-GelelektrophoreseGPR in der sie entweder nach der
GroRRe oder nach ihrem isoelektrischen Punkt awdgetrwurden, in der 2D-PAGE noch
einmal nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt veerd Auf diese Weise wird ein
zweidimensionales Gel erhalten, in dem die ProtailsePunkte, sogenannte ,spots®, und
nicht mehr als Banden sichtbar sind.

Eine andere Moglichkeit, um die Auftrennung der tBiree zu verbessern, ist die
Fraktionierung der Proteine vor der Gelelektropberdine Art der Gelelektrophorese, in der
die Proteine schon vor der Auftrennung fraktioniesterden, ist die sogenannte
eindimensionale Blau-Native Gelelektrophorese (BAGE). Hier werden speziell die
Atmungskettenkomplexe der inneren mitochondrialeeniran durch eine Solubilisierung
mit dem milden Detergenz Digitonin aus der Membnanausgelost und nur diese werden
anschlieBend in aktiver Form im Gel separiert.dgemannten ,In-Gel-Aktivitdtsassays”, bei
denen das Gel mit einer Substratldsung fir einemplex, beispielsweise Komplex I,
inkubiert wird, kann die Aktivitat der Komplexe dkt visualisiert werden, da die Umsetzung
des Substrats eine Farbadnderung an den Stellen emv&ursacht, an denen sich die
Proteinbande des Atmungskettenkomplexes befindetctDdie schonende Solubilisierung
(Protein-Digitonin-Verhaltnis: 1:4) konnen sogar chmolekulare Superkomplexe, also
mehrere zusammengelagerte Atmungskettenkomplexdeaugembran herausgelést und im
Gel in nativer Form aufgetrennt werden. Mit Hilféeser Analysen wurde in friheren
Untersuchungen in In-Gel-Aktivitdtsassays und demettenden Gelelektrophoresen in der
zweiten Dimension, denen massenspektrometrischéygarafolgten, die Zusammensetzung
der Superkomplexe voR. anserinaim hochmolekularen Bereich aufgeklart (Krausealet
2004). Die nicht-denaturierende BN-PAGE zeigt dariuthinaus die Integritat der
mitochondrialen Proben, d. h. es ist erkennbars dies Superkomplexe der Atmungskette

intakt vorliegen und dass die isolierten Proteimghindurch Proteasen degradiert wurden.

64



Ergebnisse

Anhand eines Coomassie-gefarbten BN-Gels mit je 1§Caufgetrennten mitochondrialen
Proteinen aus einem juvenilen und dem entsprechesdeeszenten Wildstamm wird erst
einmal deutlich, dass sowohl im juvenilen als auchdem seneszenten Stadium im
hochmolekularen Bereich zwei Superkomplex-Bandealtsn werden (s. Abb. 18). Bei dem
kleineren Superkomplex handelt es sich aufgrund @odl3envergleichen mit publizierten
Daten (Krause edl., 2004) um den Komplexlll,IV1 und bei dem groReren umill,lV .
Diese bestehen jeweils aus einem Komplex I-Monoreerem Komplex IlI-Dimer und
entweder einem Komplex IV-Monomer oder einem Korrplé-Dimer. Die Mengen der
isolierten Superkomplexe sind sowohl im juvenilda auch im seneszenten Stadium des
Wildstammes gleich. Auch die Mengen der anderegeitdnnten Komplexe in diesem Gel,
also des Komplex V-Dimers, des Komplex I-Monomersl uWdes Komplex V-Monomers
unterscheiden sich im seneszenten Stamm nicht wn Mengen dieser Komplexe im

juvenilen Stamm (Abb. 18).

Wts
juv |sen
«i| [kDa]
V, --- e
| -
Vil — | | 6°
IV - 442
232
Il --- *
140

Abb. 18: Analyse der mitochondrialen Atmungskette tin juvenilen und seneszenten Wildstamm sle 100

pHg mitochondriale Proteine aus einem juvenilen dedh entsprechenden seneszenten Wildstamm s (Wt s)
wurden mit Hilfe einer BN-PAGE in einem Gradienteh¢Sammelgel: 3,5 %, Trenngel: 4-13 %) aufgetrennt
Es sind die Atmungskettenkomplexe I,,1(Dimer), II, IV und \; bzw. V, im BN-Gel erkennbar. Au3erdem
sind die Superkomplexglll,IV; und Ll IV, vorhanden. SK = Superkomplexe, M = GroRRenstan{tidh
molecular weight calibration kit for native elegtfmresis® [Amersham], 5ug). Vorher wurde eine
Solubilisierung der Membranproteine mit DigitoniMgssenverhdltnis 4:1, Digitonin:Protein) durchgefiih
Nach der Auftrennung wurde das Gel mit Coomassiféirge Im Gel ist sowohl in der Spur mit der
aufgetrennten Probe des juvenilen Stammes alsiauddr Spur mit den Proteinen aus dem seneszetaems

ein vergleichbares Bandenmuster zu erkennen.

Die Daten zeigen, dass mit Hilfe der eindimensienadBN-PAGE in der ersten Dimension

nur sehr deutliche Unterschiede im Aufbau der Atgskette herausgestellt werden kénnen,
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weniger deutliche Unterschiede, wie sie u. U. zhesc juvenilen und seneszenten
Wildstammen vorkommen, sind dagegen nicht erkenrtiarBeispiel fur einef. anserina
Stamm, bei der die Atmungskette eine andere Zusasetung aufweist, ist die Komplex
IV-Deletionsmutante ex1 (Kuck at., 1985; Schulte &dl., 1988; Frese and Stahl, 1992). Mit
Hilfe einer eindimensionalen SDS-PAGE mit mitochoalén Proteinen sind in dieser
Muntante keine Unterschiede in der Zusammensetdaad’roteoms zu sehen (nicht gezeigt).
Mittels BN-PAGE wird jedoch deutlich, dass die kadSuperkomplexe, die aus den
Komplexen I, Il und IV bestehen, in dieser unsket®en Mutante nicht vorhanden sind.
Diese unsterbliche Mutante besitzt nur Superkonglelie aus den Komplexen | und Il
bestehen (Krause at., 2004) Kleinere Unterschiede, wie z. B. die Memgr Komplex I-
Monomere, die in den Superkomplexen von zwei Prahalten sind, konnen dagegen nur
mit Hilfe einer zweidimensionalen Gelelektrophoresend einer anschlielRenden
Massenspektrometrie gezeigt werden.

Im Gegensatz zu diesen beiden Methoden lasserasahweniger deutliche Unterschiede in
der Zusammensetzung von zwei mitochondrialen GePRanoteomen mit Hilfe einer
differentiellen Proteomanalyse zeigen. Der erstéricdieser Analyse besteht in einer
isoelektrischen Fokussierung (IEF) der mitochondnaProteine. Bei dieser IEF werden die
Proteine nicht nach der molekularen Masse, sondach ihrem isoelektrischen Punkt
aufgetrennt (s. Kap. 1. 2). In der anschlieRendesidimensionalen SDS-Gelelektrophorese
werden die fokussierten Proteine noch einmal nach Molekulargewicht getrennt. In einer
massenspektrometrischen Analyse kdnnen anschlieigiferentiell gebildete Proteine
identifiziert werden. Dartber hinaus ist es ebésfamdglich, post-translationale
Modifikationen an bestimmten Proteinen nachzuwe{seKap. 1. 4).

Fur die isoelektrische Fokussierung mussen digeiseh Mitochondrien jedoch vorgegebene
Bedingungen erfullen. Die Mitochondrien misseniirem Puffer vorliegen, der nur eine sehr
geringe Salzkonzentration enthalt, weil Salz-loden Fokussierung der Proteine verhindern
kbénnen (Lopez, 2007). Fdr initiale Versuche, in @&enim Rahmen dieser Arbeit
mitochondriale Proteine als anserinain 2D-Gelen aufgetrennt wurden, wurden die Proben
vor der Fokussierung dialysiert, von dem Mitochamahisolationspuffer getrennt und in IEF-
Puffer aufgenommen. Aul3erdem missen die Anzuchzweergleichenden Stamme und die
Behandlung der Proben wahrend der Mitochondrieieisolg mdoglichst vergleichbar
geschehen, sodass ein Entstehen von UnterschiedeRroteinmuster durch ungleiche
Behandlung der Proben vermieden wird. Diese Uniégde kénnen z. B. durch eine

Degradation durch Proteasen begrindet sein, dehdine Erwarmung der Proteine wahrend

66



Ergebnisse

der Mitochondrienisolierung initiiert werden karifine andere Schwierigkeit bei der IEF von
mitochondrialen Proteinen besteht darin, dass diegparationen viele Membranproteine der
beiden Mitochondrienmembranen enthalten. Zahlreitieser Membranproteine sind stark
hydrophob. Hydrophobe Proteine haben die Eigensclsédh in wassrigem Milieu zu

Aggregaten zusammenzulagern. Aufgrund dieser Aggibddung kann es vorkommen, dass
die Proteine sich nicht mehr isoelektrisch fokussidassen (McDonald and Van Eyk, 2003).
Mit Hilfe der geeigneten Probenvorbehandlung isgjelsingen, mitochondriale Proteinisolate
mittels 2D-PAGE au$. anserinaaufzutrennen, ohne dass sich aufgrund der hydimho

Proteine Aggregate gebildet haben (s. Abb. 19).

Mitochondrien Mitochondrien
Wildstamm s juv Wildstamm s sen
100 100
oy -
by > kDa .l kDa
. ' - 0' ' ¥ - ' - x
b— % —
‘ .' » v .' 3 v
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Abb. 19: Auftrennung mitochondrialer Proteine aus énem juvenilen und dem entsprechenden
seneszentet?. anserinaWildstamm mittels isoelektrischer Fokusssierung ud 2D-SDS-Gelelektrophorese.
Die beiden waagerechten Balken geben den pH-BemgchlEF-Streifen der ersten Dimension an (pl), die
senkrechten Pfeile deuten die Laufrichtung der ZIZ$AGE an. Die aufgetrennten Proteine umfassea ein
molekulare GréRenspanne von 6-120 kDa. Es wurdeeile 100 pg Protein aufgetrennt. Nach der Auftrern

in der zweiten Dimension wurden die Proteinspotslém Gelen mit Coomassie gefarbt. Die Pfeile deuten
Proteine an, deren Menge entweder juvenil- odezssmzspezifisch erhoht ist.

Anhand der Coomassie-gefarbten Gele wird deuttielss in den Proben aus dem juvenilem
und seneszentem Wildstamm s der gréfdte Teil deeiReoim mittleren pH-Bereich von ca.
funf bis neun fokussiert wurde (s. Abb. 19). Esdensich hierbei allerdings um initiale
Versuche, mitochondriale Proteome &usanserinamit Hilfe dieser Methode aufzutrennen.
Diese Gele zeigen dennoch, dass die Qualitdt déochandrialen Proteine fur diese
zweidimensionalen Gele ausreicht und dass mit Hilieser Methode Unterschiede im
Protecom von P. anserina aufgedeckt werden konnen. Zur Identifizierung
seneszenzspezifischer, differentiell gebildeter tdétne hatten jedoch sowohl die
Probenvorbereitung, als auch die Auswertung mifeHginer speziellen Software in dieser
Arbeit etabliert und optimiert werden mussen. Digarde aufgrund der Mdglichkeit,
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mitochondriale Proteine auB. anserinavon dem Projektpartner Firma ,ProteoSys* im
Rahmen des EU-Projekts ,Role of Mitochondria in €amed Mechanisms of Ageing”
(MiMage) analysieren zu lassen (s.u.), nicht meleitav verfolgt. Im folgenden Kapitel
werden daher die Ergebnisse der differentielleriéd®roanalyse mit Gber Saccharose-Dichte-
Gradienten-Zentrifugation aufgereinigten Mitochaadr(Gredilla etal., 2006) aus juvenilen
und seneszentel.anserina Wildstammen dargestellt. Diese sehr reinen Mitochien

wurden im Rahmen dieser Arbeit fur die Proteomaselgoliert.

5.1.2 Differentielle Proteomanalyse mitochondrialer Proeine ausP. anserina-
Wildstamm mit Hilfe einer Markierung mit radioaktiv en lod-lsotopen und
anschlieBender 2D-Gelelektrophorese

Der Vergleich von zwei aufgetrennten Proteomen mterschiedlichen Gelen und die
graphische Auswertung mit Hilfe von speziellen $afte-Paketen, u. a ,PDQuest* von
BioRad, hat haufig den Nachteil, dass sich Unteesieghin den Proteinmustern allein durch
die Beschaffenheit der beiden Gele ergeben. BeiAddtrennung der zu vergleichenden
Proteinproben in einem Gel nach einer Markierungbagden Proben mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen oder zwei verschiedeneroaktiven lod-Isotopen gibt es keine Gel-
spezifischen Unterschiede und die Proteinmustemdnsehr gut miteinander verglichen
werden.

Im Rahmen des von der Europaischen Union finarerierojekts ,Role of Mitochondria in
Conserved Mechanisms of Ageing* (MiMage) konntemoethiondriale Proteine aus juvenilen
und seneszenteR. anserinaWildstdammen von einem Projektpartner (Firma ,Po&gs”,
Mainz) mittels 2D-Gelektrophoresen und vorherigadioaktiver lod-Isotop-Markierung in
einem Gel aufgetrennt werden. Die differentiell ipdien Proteine wurden anschlieRend mit
Hilfe von Massenspektrometrie identifiziert. Zu de#eitpunkt, als diese Analysen
durchgefuhrt werden sollten, war allerdings noaththdie vollstandige Genomsequenz Van
anserina veroffentlicht. Aus diesem Grund war es ,ProtedSyscht mdoglich, die
differentiellen Proteine nur mit Hilfe von sogentam ,Matrix Assisted _laser
Desorption/bnisation-ime O Flight* (MALDI-TOF)-Analysen zu identifizieren. Fludie
Proteomanalyse wurde relativ viel Material benftigiwa 5 mg bzw. 1 mg der
Proteinextrakte wurden jeweils fur die Herstellusg genannter ,préaparativer Gele*
eingesetzt (Hunzinger etl., 2006; Groebe edl., 2007). Bei der Isolierung dieser Menge

mitochondrialer Proteine musste zusatzlich die igéll Gleichbehandlung der Proteine
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gewahrleistet werden. Nach der Mitochondrienisaler Uber einen Saccharose-Dichte-
Gradienten aus vier juvenilen und den entsprechesdreszenteld. anserinaWildstammen
wurden mit der von ,ProteoSys” patentierten Meth@feGele angefertigt und verglichen
(Abb. 20). Erst einmal wurden silbergefarbte Gelgedertigt, in denen nur wenig Material
verwendet wurde. Es wurden entweder rfit-lodisotopen-markierte Proteine eines jungen
Wildstammes und zusammen mit*4lodisotopen-markierte Proteine eines ,Protein-Bool
aus seneszenten Wildstammen verglichen, oder odziprarkierte Proteine eines alten
Wildstammes und Proteine eines ,Protein-Pools” @usan mit Proben aus juvenilen
Wildstammen aufgetrennt. Die ,Protein-Pools* wurdemstellt, um stammspezifsche

Unterschiede zwischen den je vier verwendeten Prabeminimieren.
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Abb. 20: Zweidimensionale Gele einer differentielle Proteomanalyse mit mitochondrialen Proteinen aus
juvenilen und seneszenteR. anserinaWildstammen. Silbergefarbte Gele mit mitochondrialen Protairdie
durch eine isolelektrische Fokussierung und eineschlielenden SDS-Gelelektrophorese innerhalb der
differentiellen Proteomanalyse aufgetrennt wurdBie Proteine aus vier juvenilen und vier seneszente
Wildstémmen wurden vorher zu gleichen Teilen gehtiammd somit entstanden alternsspezifische Protein
.Pools". In einem Gel wurden mitochondriale Prote@ines einzelnen seneszenten Stammes mit eirnee Bes
Protein-,Pools” juveniler Stamme verglichen. Vorr deuftrennung wurden die Proben jeweils mit einem
radioaktiven lod-Isotop (entwedet? oder % markiert. Die Proteine, die im juvenilen Stadistirker
vorhanden sind, sind blau markiert?fiSignal) die seneszenzspezifisch-gebildeten Pmtsind orange >
Signal). Hier werden reprasentive, Gele gezeigt,ddis Falschfarbenbild mit den blauen und ranf&ignalen
zeigen, das nach Auswertung der radioaktiven Sggadtellt wurde modifiziert nach (Groebe et 8002).

Als Referenz wurden von jeder der acht Proben rgjtiféarbte Gele angefertigt, die als
Referenz fir die praparativen Gele verwendet wurderden préaparativen Gelen wurden
jeweils 300 ug der zu vergleichenden Proteinprahesammen aufgetrennt und anschliel3end
die ,Proteinspots® zur massenspektrometrischen ysealisoliert. Mit den mit Trypsin
verdauten Proteinen wurden gifix Assisted laser_®sorption/bnisation-Tme O Flight“-
Spektren aufgenommen und durch den Vergleichs emt gespeicherten Spektren in einer
MALDI-TOF-Datenbank wurden etwa 50 differentielllbgielete Proteine identifiziert. Diese
50 Proteinspots beinhalteten zum Teil die gleiclkoteine in anderen Isoformen, die

aufgrund einer posttranslationalen Modifikationegirnveréanderten isoelektrischen Punkt oder
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eine andere Masse aufweisen (s. Tab. 2). Zahlreiotlere Proteinspots konnten aufgrund der

fehlenden Genomsequenz noch nicht identifiziertoee.

Name des Proteins und Stoffwechsel | Isoformen | Menge
Atmungskette
- rL -59 %
Ubiquinol-cytochrome-c reductase complex core proteipn 2~ 2 l 27 04
- 0
- 0p: - 0, 0,
ATP Synthase Beta-Chain 5 4 l 52 9%; - 49 % 14 rea%
- 44%; -31%
ATP synthase gamma chain, mitochondrial precursor fT+108%
ATP synthase oligomycin sensitivity conferral proteiiel T+84%
protein °
ATP synthase subunit 4, mitochondrial precursor l -41%
NADH-quinone oxidoreductase 2 ] -50%
cytochrome ¢ oxidase subunit Vb 2 ] -20%
Ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex core protein | 11+ 60 %
(mitochondrial processing peptidase) °
Zitratzyklus
. . . -61%
isocitrate dehydrogenase (NAD) subunitAspergillus
. 3 J-60%
nidulang
-37%
. ) -51%
malate dehydrogenase, mitochondrial precursor l
(Chaetomium globosum 8 ) :Z zf
- 0
Fettsaurestoffwechsel
. . -61%
acetyl-CoA-acetyltransferasAgpergillus fumigatus
3 ] -60%
Mevalonate-Stoffwechsel S 37%
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenas@&efrahymena 60 %
thermophilg Fettsdureoxidation l °
acyl-CoA dehydrogenasésgpergillus fumigatus l 50%
Fettsdureoxidation
enoyl-CoA hydrataseictyostelium discoideum l 2%
- (]
Fettséureoxidation

Tab. 2: Ergebnisse des Vergleichs der MALDI-TOF-Speren mit bestehenden Datenbanken und mit dem
Podospora anseringsenom.Fortsetzung und Erklarungen s. nachste Seite.
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Name des Proteins und Stoffwechsel Isoformen | Menge
ROS-Abwehr
putative peroxiredoxinGandida albicany

-43%

FlavohemoglobinAspergillus fumigatus - 50 %

4 | g |

Manganese superoxide dismuta&egergillus fumigatus -43%

Apoptose

Putative mitochondrial cyclophilin Ngeurospora crassa T +225%

Aminosaureabbau

l - 47 %; - 46 %

glycine cleavage system H proteifigpergillus fumigatys 3 42 9%
- (]

methylmalonate-semialdehyde dehydrogenaspérgillus l

- 0,
fumigatu$ S0%

Aspartate aminotransferase T +139%

Sonstige

Nucleoside diphosphate kinase (ATP-Synthese) T +150%

probable pyruvate dehydrogenase beta chain
(AcetylCoA-Bildung)

Mitochondrial import receptor subunit TOM20 (MOM19
protein) (Proteineintransport)

{1 +1045

l -37%

elongation factor 1-betaA6pergillus terreus

+74%
(Proteinsynthese) T ’

Heat shock protein SSC1, mitochondrial precursor 2 fT+45%; +69%

Disulfide isomerase (Chaperonfunktion) 2 T +700%; + 782 %

probable electron transfer flavoprotein alpha chain 1

-48 %
(Elektronentransport) °

putative SAM-dependent O-methyltranferaBedospora

0 0,
ansering (Methylierung) 2 T + 364 96; + 368 %

Fortsetzung Tab. 2: Ergebnisse des Vergleichs der M.DI-TOF-Spektren mit bestehenden Datenbanken
und mit dem Podospora anseringenom. Die hier gezeigten, identifizierten, differentigiébildeten Proteine
wurden ihren Stoffwechselwegen zugeordnet. Dieléfai Blau oder Orange zeigen, ob die Menge des
jeweiligen Proteins im juvenilen Stadium verringést (blau, Abnahme in Prozent) oder die Menge im
seneszenten Stadium ansteigt (orange, Zunahmeoreftj vorhanden ist. Zusétzlich wird die Anzaht de
detektierten Protein-Isoformen eines Proteins ggZmiodifiziert nach Groebe at., 2007).

Es wurden 29 differentiell gebildete Proteine idfeziert, von denen jedoch z. T. zahlreiche
Isoformen vertreten sind, sodass viel mehr diffeedla Proteinspots im Gel vorhanden sind.
Ein Beispiel fur ein Protein, von dem Isoformen stieren, ist die ATPase, von dff
Untereinheit dieses Proteins wurderPinanserinafiinf Isoformen identifiziert (Groebe at.,
2007). Mehrere Isoformen dieses Atmungskettenkoxeslewurden von ,ProteoSys*
ebenfalls im Rahmen von MiMage in mitochondrialenld@n aus dem Rattengehirn und in
Proben aus menschlichen ,human umbilical vein drala@tl cells* (HUVEC)-Zellen, also aus
menschlichen Nabelschnurzellen identifiziert.

Dies zeigt, dass die ATPase ein Ziel fur oxidatiedifikationen darstellt, denn bei diesem
Protein wurde die sogenannte ,N-formyl KynureninfeBng in allen drei untersuchten

Modellorganismen mittels MALDI-TOF-Analysen nachgesen (Groebe ail., 2007). Bei
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dieser Modifikation handelt es sich um eine oxwmatSchadigung von Tryptophan durch
Radikalangriffe (s. Kap. 1.4). Wenn die identifitzen Proteine in Stoffwechselgruppen
eingeteilt werden, zeigt sich insgesamt anhand Etgebnisse, dass der groldte Teil der
Proteinkomplexe der Atmungskette im seneszentedilBtavon P. anserinain geringerer
Menge vorhanden sind, und dass sie posttranslatiomaifiziert werden. Die beiden
Stoffwechselwege, deren Proteine in vergleichbavéeise betroffen sind, sind der
Zitratcyclus und der Fettsaurestoffwechsel. Bei dgentifizierten Proteinen, die diesen
beiden Stoffwechselwegen zugeordnet werden, wintlide, dass die meisten Proteine in
geringeren Mengen in den Mitochondrien seneszéfitlelstimme als in juvenilen Stdmmen
vorhanden sind. Dies konnte die Folge einer starkewxidativen Schadigung und des
verstarkten Abbaus geschéadigter Proteine sein atdems die Synthese dieser Proteine im
seneszenten Wildstamm aufgrund von DNA-Schadigunggstort wird. Bei der
Proteomanalyse wurden neben den Proteinen, die amergiehaushalt oder an der
Atmungskette beteiligt sind, auch andere Proteitee seneszenzspezifisch differentiell
gebildete Proteine identifiziert.

Proteine der ROS-Abwehr in den Mitochondrien deeralWildstdmme sind ebenfalls in
anderen Mengen vorhanden, als in den Mitochondfegrjungen Wildstamme. Es werden z.
B. deutlich geringere Mengen des putativen Perdexens und der mitochondrialen
Superoxid-Dismutase in den Mitochondrien der alWidstdmme detektiert als in den
Mitochondrien der juvenilen Wildstamme. Ein weiteerotein, das sehr wahrscheinlich an
der ROS-Abwehr beteiligt ist, ist ein juvenil-spgesih gebildetes Flavohamoglobin. Dieses
Protein ist im seneszenten Stadium in geringerargderu finden (s. Diskussion).

Neben diesen Proteinen wurden drei Proteine ideietif, die in den Mitochondrien von alten
Wildstammen in stark erhohter Menge zu finden sas erste Protein Cyclophilin D bzw.
die Peptidyl-Prolyl Isomerase D ist ein in der roftondrialen Matrix lokalisiertes Protein,
das an der Apoptose beteiligt ist (Palmalet2009). Es ist ein Bestandteil der sogenannten
»-mitochondrial permiability transition pore®“. Dasveite Protein, das in stark erhdhter Menge
in den Proben aus den seneszemeanserinalsolaten identifiziert wurde, ist eine Protein-
Disulfid-lsomerase. Dieses Enzym katalysiert die l&garung und Neubildung von Di-

Sulfid-Briicken bei der Faltung von Proteinen (sKbssion).
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Das dritte Protein, das in stark erhéhter Mengdan Proteinisolaten identifiziert wurde, ist
eine S-Adenosyl-Methionin-abhangige (SAM) Methyliséerase (PaMTHL1) (s. Einleitung).
Es wurde Uberraschend in der Liste dieser mitochaleth Proteine gefunden, denn diesem
Protein fehlt eine typische mitochondriale Eintygorssequenz am N-terminalen Ende. Es
wurde zudem im Rahmen einer friheren Suche naassenzspezisch gebildeten Proteinen
innerhalb von eindimensionalen SDS-Gelelektropreresit Gesamtproteinen identifiziert
(Averbeck etal., 2000). In diesen Arbeiten wurde eine prominentetdhbande mit einer
GrolRe von 27 kDa aus Gesamtproteinen des senesadfilttstammes isoliert und mit Hilfe
von Proteinsequenzierung als PaMTH1 identifiziert.

Insgesamt bieten die Ergebnisse der Proteomanaigbe interessante, neu identifizierte
Proteine, deren Rolle wahrend des Alternssprozesdesanserinaweiter analysiert werden
kann und so u. U. in zuklnftigen Arbeiten neugn8iwege in dem komplexen
Alternssprozess aufgedeckt und erklart werden kénne

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Roller SAM-abhangigen Methyltransferase
PaMTH1 als ein potentiell neues mitochondrialegdtnonvdhrend des Alterns . anserina
mit Hilfe von unterschiedlichen molekularbiologigeh biochemischen und physiologischen

Methoden untersucht.

5. 2 Charakterisierung von PaMTHL1, einem Protein, das irP. anserina
seneszenzspezifisch gebildet wird

Mit dem Ziel, die Rolle des neu identifizierten fdientiell-gebildeten Proteins PaMTH1 in
den Mitochondrien vonP. anserina wahrend des Alterns aufzuklaren, wurden
molekularbiologische, physiologische und biochemestMethoden zur Analyse angewendet.
Im folgenden Kapitel werden im Abschnitt 5. 2. 1tehisuchungen zur Einordnung von
PaMTH1 in die Proteinfamilie der Methyltransferaséeschrieben, die einen ersten
Aufschluss Uber dien vivo-Funktion von PaMTH1 geben sollten. Im zweiten Wkapitel 5.

2. 2 wird die Expression dézaMthl-Gens und die Bildung des PaMTH1-Proteins wéhrend
des Alterns imP. anserina Wildstamm mit verschiedenen molekularbiologischemd
biochemischen Methoden analysiert. In Kapitel 53 2vird die Analyse der subzellularen
Lokalisation der Methyltransferase fh anserinamit Hilfe einer GFP-Fusion, anschliel3ender
konfokaler Laserscan-Mikroskopie und Westernbloakeen dargestellt. Die Untersuchung
der Substratspezifizitat von PaMTH1, die mittelseh@loger Expression iR. coliund einem

photometrischen Aktivitatstest charakterisiert veyrdird in Kapitel 5. 2. 4 dargestellt. Zur
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weitergehenden Analyse der Rolle, die von PaMTHPiranserinawéhrend des Alterns
tibernommen werden koénnte, wurde die ExpressionPaiithlin P. anserinamoduliert. In
Kapitel 5. 2. 5 werden die Herstellung und Chanagierung eines PaMthl
Uberexpressionsstammes iR. anserina beschrieben. In Kap. 5. 2. 6 werden die
Untersuchungen zur Auswirkungen einer DeletionetigSens iP. anserinadargestellt und
in Kap. 5. 2. 7 wird die Herstellung einer Revensimutante aus dem vorhandefaMthl
Deletionsstamm und die ndhere Charakterisierurgpdigansgenen Stammes beschrieben.

5. 2. 1 Einordnung von PaMTHL1 in die Proteinsuperfamile derMethyltransferasen

Wahrend der initialen Analysen, die von Nicole Averk im Rahmen ihrer Dissertation zur
Untersuchung von PaMTH1 durchgefiihrt wurden, wueile Vergleich der PaMTH1-
Proteinsequenz mit den Proteinsequenzen von anflekamnten Methyltransferasen erstellt.
Die Untersuchung der Proteinsequenz vermitteltreimesten Eindruck von der Ahnlichkeit
von PaMTH1 mit anderen Methyltransferasen aus des® grof3en Proteinsuperfamilie. Fir
den Homologievergleich wurden die Proteinsequena PaMTH1 ausP. anserina der
pflanzlichen Caffeoyl-CoA-Methyltransferase avisis vinifera (V.vinifera CCoAOMT) und
der Catechol O-Methyltransferase aus der RaRattgs norvegicusCOMT) verwendet
(Averbeck etal., 2000). Es wird deutlich, dass in der PaMTH1-Sequdie fir die
Methyltransferasen typischen Motive I-1ll (Kagandu@larke, 1994) und die Motive F, B, C
und H (Joshi and Chiang, 1998a) vorhanden sind8if¢eitung).

Zur genaueren Einordnung von PaMTHL1 in die Protgiagiamilie der Methyltransferasen,
wurden mit Hilfe eines Homologievergleichs mit et@@0 anderen Methyltransferasen aus
vielen unterschiedlichen Organismen 26 verwandtehiligansferasen aus zwei Unterklassen
der Methyltransferase-Familie fur die Erstellungesi Stammbaums ausgewéhlt. Es wird
deutlich, dass PaMTH1 zur Klasse | der Metyltrarefen gehort (s. Abb. 21). Wie in der
Einleitung dargestellt wird, handelt es sich ben ddasse I-Methyltransferasen um Kation-
abhangige kleinere Methyltransferasen, zu denen auBh die in den Nervenzellen der
Menschen vorhandene Catechol-O-Methyltransfera@MUT) (29 kDa) gehort. Zur Klasse I
gehoren Kation-unabhangige groRere Methyltranséerd30-40 kDa), die in Pflanzen oft in
dimerer Form vorliegen. Auch die sogenannte Prdteisoaspartat O-Methylransferase, die

mit Alternsprozessen in Verbindung gebracht wihdyt zur zweiten Klasse. Dieses Protein
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gibt es in sehr konservierter Form in vielen Orgaren. Die Methyltransferasen methylieren,

je nachdem, zu welcher Klasse sie gehoren, untedicthe Substrate.

Cryptococcus neoformans CCoAOMT (Q5KB94)
Caenorhabditis elegans COMT homologous (Q965W4)

Arabidopsis thaliana CCoAOMT (Q9C9W3)

_{ Mesembryanthemum crystallinum Pfomt-9 (Q6Y195)

Glycine max OMT (TC190220)

4|EMedimgo satva CCoAOMT (Q40313)
Vitis vinifera CCoAOMT (Q43237)
Aspergillus clavatus OMT (A1C9L2)
_| [ {Podospora anserina PaMTH1 (Q9HCR) |
Neosartorya fischeri OMT (A1DJX6)
Medicago varia OMT (Q9SBS0)
Zea maysflavonoid OMT (Q06509)

Thalictrum tuberosum isochinoline OMT (Q9XE91)
Capsicum anuum flavonoid OMT (Q9FQY3)
Arabidopsis thaliana quercetin OMT (Q9FK25)

Saccharomyces cerevisiae PIMT homologous(Q12052)

Caenorhabditis elegans PIMT homologous(Q965W4)
“{_{ Homo sapiens PIMT (P22061)
Drosophila melanogaster PIMT (Q27869)

Neurospora crassa PIMT homologous (Q7RWKG6)
—Aspergillus fumigatus PIMT homologous (B0XZ95)

'—Aspergmus clavatus PIMT homologous (A1CJ14)
Xenopus laevis COMT (A1C9IL2)

4—\—_(: Homo sapiens COMT (21964)

Rattus norvegicus COMT (22734)
Schizosaccharomyces pombe COMT (042898)

_Li Aspergillus oryzae COMT (Q2UE41)

Neosartorya fischeri COMT (A1DNS9)

0.1

Abb. 21.: Stammbaum von verschiedenen Kation-abhamgen Klasse | und Kation-unabhéngigen Klasse
[I-O-Methyltransferasen. Uber die Substratspezifitat der beiden niachstewamdten Methyltransferasen von
PaMTH1, die Enzyme der Ascomycetdteosartorya fischeri(Synonym: Aspergillus fischerianys und
Aspergillus clavatusist nichts bekannt. Die anderen homologen Métaysferasen wurden fur die Erstellung
des Stammbaums als reprasentative Enzyme ausgewléhlverschiedene Substrate akzeptieren: Klasse I-
Methyltransferasen, die das Substrat Caffeoyl-C&2eptieren (CCoAOMT), aber z. T. auch Flavonoidsit(f
gedruckt), pflanzliche Klasse IlI-Enzyme, die Flagime methylieren (flavonoid OMT) und Klasse |I-Enag,

die mit der Alterung in Verbindung gebracht werdebie so genannten  Protein-L-Isoaspartate-O-
Methyltransferasen (PIMT). Eine weitere Untergruplee Klasse I-Methyltransferasen (COMT) ist am Abba
von Dopamin beteiligt und methyliert L-Dihydroxy-#in (L-DOPA). ,UniProt* oder ,TIGR"-Akzessions-
Nummern sind hinter jedem Protein angeben. Ein aigstvon 0,1 im Stammbaum entspricht einem
ausgetauschten Nukleotid im Gen des betreffendeteifs (modifiziert nach Kunstmann und Osiewac&0

Methyltransferasen der Klasse |, die in der Abhiigligrau unterlegt sind, methylieren in
Pflanzen z. B. haufig Caffeoyl-CoA wéahrend der ligBiosynthese (Ye edl., 1994). Diese
Methyltransferasen galten in ihrer Substratakzeptange Zeit als sehr eingeschrankt (s.
Einleitung). Die Methyltransferasen aBs anserina, Neosartorya fischerund Aspergillus
clavatus setzen sich innerhalb der Klasse |- Enzyme von pianzlichen Vertretern ab,
erwartungsgemal setzen sich die drei Methyltraaséer setzen noch deutlicher von den
Methyltransferasen der zweiten Klasse ab (Abb. 21).

Anhand der hier vorliegenden Ergebnisse wird daleetlich, dass PaMTH1 zwar zur ersten
Klasse der Methyltransferasen gehort, u. U. abee andere Substratspezifizitdt vorweisen
konnte als die pflanzlichen Methyltransferasen. Riasse | Catechol-O-Methyltransferase
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aus der Ratte methyliert z. B. das Flavonoid Qatercl0O0x besser als L-DOPA (Zhuat,
1994). Auf der Grundlage des Ergebnisses dieserdtmgievergleiche wurde im weiteren

Verlauf dieser Arbeit die Substratspezifizitat rHilfe biochemischer Methoden analysiert,
mit dem Ziel, diein vivo-Funktion dieses Enzyms zu untersuchen und sormiRdile von

PaMTH1 wahrend des Alterns h anserinazu analysieren (s. 5. 2. 3).

5. 2. 2 Analyse derPaMth1-Transkript- und der PaMTH-Proteinmenge im juvenilen
und seneszente®. anserinaWildstamm

Sowohl mit Hilfe einer eindimensionalen Gelelektiopese mit Gesamtproteinen als auch in
der differentiellen Proteomanalyse mit mitochon@naProteinen vorP. anserinawurde
PaMTH1 als seneszenzspezifisch starker gebildete®i® identifiziert (s. Kap. 5. 1). Im
Rahmen der molekularbiologischen Analysen von PaliTiirde die Menge dd3aMthl
Transkripts in drei unabhangigen Paaren jungeralted Wildstamme in einer Northernblot-
Analyse untersucht, um eine Korrelation der semesgeezifisch hohen Proteinmenge mit
einer eventuell erhéhten Genexpression nachzuweis@ndiese Analyse wurden je 10 g
Gesamt-RNA aus drei unabhéangigen Paaren junger alted Wildstdmme in einem
denaturierenden Gel aufgetrennt und auf eine Ny@mbran transferiert. Als radioaktive
PaMthl Sonde wurde ein*’P-dCTP-markiertes, ca. 650 BanHIl-Fragment des Plasmids
,pPaMthigfpl“ benutzt. Als Ladekontrolle wurde die Membramt einem o**P-dCTP
markierten 5,7 kbpHindlll-Fragment des Plasmids pMy60 (Verbeetkt 1983) gegen die
rRNA von Saccharomyces carlsbergensehybridisiert (s. Abb. 22).

Northernblot RT-PCR
Wildstamm s Wildstamm s
juv senj|juv sen|juv sen juv NK M
PaMih1 - . PaMthl
-
rRNA 2 .
A ‘ B PaPorin

Abb. 22: Analyse der PaMthl-Transkription wéhrend der Alterung in P. anserinaWildstamm s. (A)
Mittels Northernblot-Analyse wurde die Menge d@aMthlTranskripts in der Gesamt-RNA aus drei
unabhéngigen Paaren juveniler und seneszenter fafildsen (Wt s, juv sen) detektiert. Nach der Auftrarg

in einem denaturierenden 1% igem Agarosegel, wuligeRNA auf eine Nylonmembran Ubertragen. Das
Transkript PaMthl) wurde von der radioaktiverPaMthl-spezifischen Sonde nur in den seneszenten
Wildstammen detektiert und zeigt eine starke InguktlerPaMthl:-Genexpression im seneszenten Stamm. Als
Ladekontrolle und zur Integritatsverifizierung wardie rRNA mit einer rDNA-Sonde detektiert. (B) Da20

Bp groRe PaMthlTranskript wurde mittels Reverse-Transkriptase-PGQRT-PCR) mit spezifischen
Oligonukleotiden mit cDNA eines juvenilen Wildstarasnamplifiziert. In der Negativkontrolle (NK) wurde
keine Matritze eingesetzt und als Kontrolle der éBMenge und Integritdt wurde de&B. anserinaPorin
amplifiziert (modifiziert nach Kunstmann und Osie@xza2008).
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Anhand der Northernblot-Analyse wird sichtbar, dass der Gesamt-RNA aller drei
seneszenter Wildstdamme eine erhOhte Menge Ridthl-Transkriptes enthalten ist. Im
Gegensatz dazu wird in den Proben der jungen StékemeTranskript identifiziert. Dieses
lasst sich allerdings mit Hilfe vo®aMthlspezifischen Oligonukleotiden innerhalb der
sensitiveren Methode der Reverse-Transkriptase-PRRPCR) mit cDNA als Matritze
nachweisen (Abb. 22). Dieser Befund zeigt, dasgeim jungen Wildstimmen ebenfalls eine
Transkription vonPaMth1 stattfindet. Dies entspricht den Erwartungen, déas PaMTH1-
Protein wurde z. B. in den Mitochondrien des jungéfldstammes mit Hilfe der
Proteomanalyse gefunden (s. Tab. 3). In Ubereimsting mit dem deutlichen
seneszenzspezifischen Anstieg in der Transkrigeagt eine Westernblot-Analyse, in der ein
neu-synthetisierter Peptidantikdrper gegen PaMTHErwendet wurde, in den
Gesamtproteinen aus jungen und alten Wildstammeeaneetwa zweifachen Anstieg der

Proteinmenge in den alten Stammen (s. Abb. 23).

Gesamtproteine Gesamtproteine
Wildstamm s Wildstamm s
juv sen juv sen

*

PaMTH1 -.

B-Aktin
(42 kDa)

PaMTH1 (x)
o = N
S 1 P M«

Abb. 23: Nachweis einer erhéhten PaMTH1-Menge in Gamtproteinen aus alten Wildstammen mittels
Westernblot-Analyse. Je 25 pg Gesamtproteine eines juvenilen Wildstasnmed des entsprechenden
seneszenten Isolats wurden in einer SDS-Gelelektr@ge aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Nach der Hybridisierung mit einem plagklen Antikérper gegen PaMTH1 wurde in der Prdbs
senszenten Wildstammes im Vergleich zur Probe wlemnjlen Stammes eine deutlich erhéhte Menge PaMTH1
detektiert. Als Ladekontrolle wurde ein Antikdrpgegen das cytoplasmatiscifieAktin verwendet. Die
densitometrische Quantifizierung von vier unabhgegi Westernblots zeigt, dass im seneszenten Stadium
durchschnittlich eine zweifach erhéhte PaMTH1 vaden ist (Wilcoxon test, two-tailed, p = 0, 008)ieD
Balken geben den jeweiligen Standardfehler an (fizmelit nach Kunstmann und Osiewacz, 2008).

Die Quantifizierung dieses Ergebnisses erfolgtenrdem Einscannen der Membran mit dem
,Licor® —=Scanner und dem entsprechenden Computgrprom. Hier wurde ein Antikorper
gegen B-Aktin als Ladekontrolle verwendet und zeigt einkeighmalige Beladung der
Taschen des Gels, aus dem die Proteine auf eind=f&nbran transferiert wurden. Der
polyklonale Peptid-Antikbrper gegen PaMTH1 (s. Metén) stand noch nicht zur

Verfligung, als die Ergebnisse der differentielleot€®omanalyse vorlagen.
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5. 2. 3Die zellulare Lokalisation von PaMTH1 inP. anserina

Die Identifizierung von PaMTH1 in mitochondrialenoBen im Rahmen der Proteomanalyse
war Uberraschend, da dieses Protein keine mitoctad@dEintransportsequenz besitzt. Jedoch
war es zu diesem Zeitpunkt aufgrund des fehlendetikérpers nicht moglich, PaMTH1
direkt in mitochondrialen Proben mittels Westernblachzuweisen. Zur Verifizierung der
mitochondrialen Lokalisation von PaMTH1 wurden diesen Grinden eine GFP-Fusion und
eine Lokalisationsanalyse des gebildeten FusiotsipoinP. anserinavorgenommen.

Fur die Konstruktion eines Plasmids zur GFP-Fusion PaMTH1 inP. anserinawurde
zunachst ein 1, 9 kbp groRes DNA-Fragment mit dégoBukleotiden O-MetEcaRI_for
und O-MetNcd_rev und genomischer DNA als Matrize innerhalbeeifPCR-Reaktion
amplifiziert. Dieses PCR-Produkt besteht aus defieneh Leserahmen vdPaMthl, und der
endogenen 1 kbp grol3en Promotorregion. In der Aikalion wurde am 5-Ende eine
EcoRI-Schnittstelle und am 3"-Ende eitNed-Schnittstelle eingefiihrt. Dem entstehenden
PCR-Produkt fehlt durch eine Basenanderung in aelemden Sequenz des Oligonukleotids
O-Met_Ncol _rev das Stopcodon dBaMthlLeserahmens, damit eine Translation der beiden
fusionierten Leserahmen in den Transformanten robgist. Nach der Aufreinigung des
Amplifikats erfolgte die Herstellung tberh&ngen@®den durch Restriktion miEcoRI und
Ncd. Die Ligation dieses geschnittenen Insertionsfragtes erfolgte in das mit den gleichen
Enzymen geschnittene Plasmid pSM4, das den offeeearahmen fur dasgfpGen, eine
Ampicillin-Resistenzkassette fur die Selektion B coli und eine Hygromycin B-
Resistenzkassette fir die Selektion von transgeRenanserinaStammen tragt. Nach
erfolgreicher Ligation des Vektors pSM4 und desitisnsfragmentes sollte am 3"-Ende der

Kassette aus Promotorregion und deaMthl-Gen dasgfpGen folgen (Abb. 24 A).
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pPaMthlgfpl
puC ori 7,77 kbp

Promotor +
PaMthl BamHI
EcoRlI

S—

Promotor ; PaMthl

NPtrpC
w? BamHI

EcoRlI
A b—— 19kbp — Hindlll

6,6 kbp
4,3 kbp

BamHI : 5,6 kbp, 1,5kbp, 0,7 kbp
Clal : 5,9 kbp, 1,9 kbp

1,0 kbp Notl : 7,0 kbp, 0,7 kbp

Xhol: 5,6 kbp, 1,4kbp, 0,7Bp
EcoRV : 7,6 kbp, 0,1 kbp

Xbal : 7,0 kbp, 0,7 kbp

2,3 kbp

0,5 kbp

B

Abb. 24: Konstruktion eines Vektors zur Herstellung von PaMTH1-GFP-Fusions-Protein bildenden
Transformanten in P. anserina (A) Zur PCR-Amplifikation von PaMthl und der entsprechenden
Promotorsequenz (~ 1,9 kBp) mit genomiscRemanserinaDNA als Matritze wurden die Oligonukleotide O-
Met_EcoRI_for und O-MetNcd_rev eingesetzt. Die schematische Karte des PtsspiaMthlgfpl zeigt den
Aufbau des Plasmids. Die Klonierungs- und Konsadinittstellen sind z. T. in der Karte angegebemp/A=
Ampicillin-Resistenzkassette, hph = Hygromycin-ResizkassettéB) Kontrollrestriktionen von BaMthlgfpl
(jeweils 500 ng) mit den RestriktionsendonukleaBanHI, Clal, Notl, Xhd, EcoRV und Xbal. In der Tabelle
sind die den Restriktionsenzymen entsprechendergnigatgroRen angegeben. Die elektrophoretische
Auftrennung der Ansatze erfolgte in einem 1% Agaf®AE-Gel. M =\ Hindlll (250 ng).

Nach Transformation des Ligats (molares Verhaltdisktor:Insertionsfragment 1:7) in
kompetenteE. coli XL1 Blue erfolgte die Selektion von Ampicillin-negenten Kolonien und
die anschlielende Isolierung des PlasmidRaldthlgfpl® durch eine ,Mini“-Plasmid-
Praparation, das durch eine Restriktionsanalys@arert wurde. Der Bakterienklon, der das
erwartete Plasmid trug, diente als Grundlage file gMidi“-Préparation des Plasmids. Die
Klonierung, Isolierung und Testrestriktion des @kt wurde freundlicherweise von Frau
Alexandra Werner durchgefihrt. Die korrekte Segabfdge des isolierten Vektors wurde
durch Restriktionsanalysen (Abb. 24 B) und mit él#iner Sequenzierung verifiziert.

10 pg dieses Konstrukts, der Positivkontrolle pANTnd der Negativkontrolle phph-1
wurden in je 1 x 10’ mit Hilfe von Glucanex hergestellte Protoplastess B. anserina

Wildstammes s18261 transformiert. Die Transformanten migMthlgfpl wurden anhand
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ihres Wachstums auf Hygromycin B-haltigen Mediurtelsiert. In einigen Transformanten
wurde die Aufnahme des PlasmidBgdithigfpl in das Genom durch eine Southernblot-
Analyse Uberprift. Hierfir wurde die Gesamt-DNAlisd und mitHindlll, das einmal in
pPaMthlgfpl schneidet und somit zum Nachweis von Tandexgrationen geeignet ist,
restringiert. Nach Transfer der restringierten DMAf eine Nylonmembran erfolgte die
Analyse mit einem 688 Bp groRem DIG-markiertBanmHI-Fragment aus dem Vektor
pPaMthlgfpl als Sonde gegeRaMthl Es wurden zwei Transformanten fir weitere
Analysen ausgewahlt. In der DNA dieser Transformantvurde jeweils eine weitere
Integration vonPaMthl mit FragmentgréRen von etwa 11 kbps)(Tind 7, 5 kbp (3)
identifiziert (Abb. 25).

Wt T, [T, [T5[T,]| T5[PK{M

V.
. .
PaMth | : '& e e Kop
-

4,3 kbp

2,3 kbp

Abb. 25: Southernblot-Analyse zum Nachweis der Intgration des Plasmids pPaMthlgfpl in das Genom
der putativen Transformanden PaMthl gfpT;-Ts. Jeweils 800 ng genomische DNA des Wildstamma&¥ts (
und der Transformanden wurde rHiindlll restringiert und in einem 1 % Agarose-TAE-Gé¢ktrophoretisch
aufgetrennt. Nach Transfer der Fragmente auf eiylerihembran erfolgte die Hybridisierung tiber Nawtit
einer PaMthl-spezifischen, DIG-markierten DNA-Sonde. Zuséatzlithdem endogendhaMthl-Fragment mit
einer Grol3e von 6, 7 kbp zeigen die Transformantdennd T, jeweils eine Einzelintegration des Plasmids
(Stern). Als GroRRenstandard wurden 40 ng des DI&ieréeni Hind Il (M) und als Positivkontrolle wurden
10 ng des mitHindlll geschnittenen PlasmidPaMthlgfpl aufgetragen (PK), bei der zweiten Bande irselie
Spur handelt es sich um ungeschnittenen Vektorelenfalls mit der Sonde hybridisiert.

Diese beiden Primartransformanten wurden gegeniitstamm $ 18160 gekreuzt und es
wurden Sekundartransformanten erhalten, die durabhatum auf Hygromycin B- haltigem
Medium selektiert wurden. Die Lokalisierung des H&M-GFP-Fusionsproteins wurde in
jungen, mittelalten und seneszenten Primér- undurgkktransformanten mit Hilfe von
konfokaler ,Laserscan“-Mikroskopie (CLSM) vorgenoram Hierfir wurden die transgenen
Stamme auf einer mit BMM-Nahrmedium gefillten Muldeées Objekttragers in einer
Feuchtkammer fur 1-2 Tage bei 27 °C angezogen. déor mikroskopischen Analyse der
Stamme erfolgte eine Mitochondrienfarbung mit desnbBtoff ,Mitotracker Red CMXRos"

(Sigma). In den mikroskopischen Bildern, in denas GFP-Signal analysiert wird, zeigt sich
in den Hyphen der jungen und mittelalten IsolateeegleichméafRige Verteilung des
grunfluoreszierenden (Abb. 26 A). Dieses GFP-Sigfdt sich mit dem rot-fluoreszierenden

Signal der filamentdsen, mit Mitotracker Red gefé@nbMitochondrien in der Uberlagerung
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nicht in Einklang bringen. Diese Befunde deuteneeaytoplasmatische Lokalisation des
PaMTH1-Fusionsproteins in diesen beiden Altersstadin. Im Gegensatz dazu zeigt das
grine Signal in einigen Hyphen im seneszenten @tadier Transformanten ein punktiertes
Muster. Dieses Bild deckt sich im Uberlagerten Bihit den Signalen der rot gefarbten
fragmentierten Mitochondrien der seneszenten Starese Daten sprechen dafur, dass in
den seneszenten Transformanten zum Teil eine nomotlale Lokalisation des
Fusionsproteins vorliegt. Mit Hilfe von Westernblhalysen wurde diese mitochondriale
Lokalisation des Fusionproteins in den seneszehtansformanden verifiziert. Dazu wurden
mitochondriale und cytoplasmatische Proteine iremirl2 %igem Acrylamidgel aufgetrennt
und auf eine PVDF-Membran transferiert, die mittenGFP-Antikorper hybridisiert wurde.
Dieser Antikorper detektiert das 54 kDa grol3e Fuspootein (PaMTH1 besitzt eine Grol3e
von 27 kDa, freies GFP ebenfalls) in den jungen omtielalten Stadien der untersuchten
Transformanden nur im Cytoplasma und nicht in denodhondrien (Abb. 26 B). Im
Gegensatz dazu wird im seneszenten Pilz das GHBASpsotein im Cytoplasma und in den
Mitochondrien identifiziert. Als Kontrolle fiir didReinheit der analysierten fraktionierten
Proteinproben und als Ladekontrolle wurden die Memén mit einem Antikérper gegen
Cytochrom c¢ als Marker fur mitochondriale Proteined B-Aktin als Marker fur die
cytoplasmatische Proteinfraktion hybridisiert. Da&Sytochrom ¢ wird nur in der
mitochondrialen Fraktion und nicht in den analy®er cytoplasmatischen Proteinen
detektiert, wahrend daB-Aktin nur in der cytoplasmatischen Fraktion undhtiin den
Mitochondrien gefunden wird. Dies bedeutet, dass e den Mitochondrien der alten
Transformanden gezeigte PaMTH1 nicht aufgrund eaysoplasmatischen Verunreinigung
der mitochondrialen Proben detektiert wurde.
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Abb. 26: Verifizierung der mitochondrialen Lokalisation von PaMTH1. (A) CLSM-Aufnahmen von
PaMTH1-GFP bildenden Transformanten. Im juvenilend umittelalten Stadium ist das gunfluoreszierende
Fusionsprotein (PaMTH1/GFP) in den Hyphen der ganen Stdamme gleichmafig verteilt und kann niclit mi
dem Bild der ,MitoTracker Red"-gefarbten Mitochorehr Uberlagert werden. Das PaMTH1-Fusionsprotein
zeigt in einigen Hyphen des seneszenten Stammegudidierte Verteilung der fragmentierten, abgekiege
mit ,MitoTracker Red" gefarbten Mitochondrien. Dee8efunde deuten eine mitochondriale Lokalisaties d
Fusionsproteins an. Die Mal3stabsbalken geben gingd_von 2 um arB) Verifizierung der mitochondrialen
Lokalisation und des seneszenzspezifischen AnstiegPaMTH1-Menge in den Mitochondrien desanserina
Wildstammes. In Westernblot-Analysen von Cytoplasmiad Mitochondrien-Proben aus den juvenilen und
mittelalten transgenen Stammen wird das 54 kD gFafstonsprotein mit einem GFP-Antikdper im Cytoptas
identifiziert. Nur im seneszenten Stamm wird eslén mitochondrialen Proteinprobe nachgewiesen.Late-
und Reinheitskontrolle der mitochondrialen Fraktiurde ein Antikérper gegen Cytochrom c¢ (Cytc)
verwendet. Als Kontrolle fir die Cytoplasmafraktirurde ein Antikdrper gegep-Aktin gewahlt. In einer
Westernblot-Analyse mit je 10 pg mitochondrialerotBinen aus einem juvenilen Wildstamm und dem
entsprechenden seneszenten Isolat mit einem Apgkémgegen PaMTH1 wird das Protein in der
Mitochondrienprobe im juvenilen (juv) und  senegean Stadium detektiert. Die densitometrische
Quantifizierung von vier unabhangigen Westernbhatigit einen etwa zweifachen Anstieg der PaMTH1-Meng
im seneszentem Stadium. Die Balken geben den Stifetieer an. Als Ladekontrolle der mitochondrialen
Proteine wurde ein Antikdrper gegen Porin verwends Cytoplasma-lokalisiertp-Aktin wird mit dem
entsprechenden Antikérper nur im Cytoplasma (Subchidbndrialer Uberstand=UB) und nicht in den
Mitochondrienfraktionen detektiert (modifiziert reKunstmann und Osiewacz).

Die mitochondriale Lokalisation des nativen Progeiohne GFP wurde mit Hilfe einer
Westernblot-Analyse verifiziert, die mit mitochoradlen Proteinen aus juvenilen und
seneszenten Wildstammen durchgefuhrt wurde undrefuetikorper gegen PaMTH1 (Abb.

26 B). Anhand der Ergebnisse wird sichtbar, dassnddéive PaMTH1-Protein im Gegensatz

zu dem GFP-Fusionsprotein ebenfalls in den Mitodnen des jungen Wildstammes
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detektiert wird. Auch in den Mitochondrien des alWildstammes wird im Vergleich zum
jungen Stadium, wie in den Gesamtproteinproberlfy. 23), eine héhere Menge PaMTHL1
identifiziert (2, 5 fach). Die Detektion von PaMTH1 den mitochondrialen Proben aus dem
juvenilen Wildstamm und das Fehlen des Fusionprst& den Mitochondrien der juvenilen
Transformanden stellen hier einen Gegensatz dar.

Anhand dieser Ergebnisse wurde die mitochondriakalisation von PaMTH1 verifiziert,
die submitochondriale Lokalisation von PaMTH1 wurdé Hilfe dieser Analysen jedoch
nicht aufgedeckt. Aul3erdem zeigen diese Analysemgegensatzliches Ergebnis in Bezug auf
die mitochondriale Lokalisation von PaMTH1 im juylen Stadium. Um diese Fragen zu
klaren, wurde ein sogenannter ,Digitonin-Assay” (tHat al., 1986) mit frisch isolierten,
nicht Uber einen Saccharose-Gradient aufgereinijfénchondrien aus jungen und alten
Wildstammen durchfihrt (s. Abb. 27). Je 100 pg Bhimndrien werden in dieser Analyse mit
ansteigenden Mengen des milden Detergens Digitsolunbilisiert und anschlielRend durch
Zentrifugation in Uberstand- und Sediment-Fraktigetrennt. Bei einer sehr geringen
Digitoninkonzentration werden erst einmal die Prateder aul3eren Membran aus den
Mitochondrien herausgelést. Die solubilisierten tBire und zusatzlich Proteine des
Intermembranraums befinden sich nach einer Zegatifaon im Uberstand. Bei den sukzessiv
ansteigenden Digitoninkonzentrationen werden s@hdle immer mehr Proteine der inneren
Mitochondrienmembran solubilisiert und befinderhsi@ch der Zentrifugation im Uberstand,
Matrixproteine bleiben dagegen im Sediment. Mitféditon Westernblot-Analysen, in denen
die Sedimente mit den nicht-solublisierten und tiberstande mit den solubilisierten
Proteinen in Acrylamidgelen aufgetrennt und aukeeiVDF-Membran transferiert werden,
wird die Solubilisierung der Mitochondrien mit Akdirpern gegen Markerproteine aus den
submitochondrialen Fraktionen Intermembranraum,efi@n Mitochondrienmembran und
Matrix Uberpruft. Durch den Vergleich mit den Siterg die der PaMTH1- Antikérper zeigt,
wird auf diese Weise die submitochondriale Lokaiisader Methyltransferase gezeigt. Als
Markerprotein fur die Proteine des Intermembranmesiwurde das Cytochrom c gewahlt.
Dieses Protein wird nach der Zentrifugation deralr@mdelten Mitochondrien (0% Digitonin)
nur im Sediment und nicht im Uberstand detektiBies bedeutet, dass die Mitochondrien
nach der Aufreinigung mittels differentieller Zefigation (s. Methoden) Uber eine intakte
aulRere Membran verfligen. Das Cytochrom ¢ wird sd¢lerDigitonin-Konzentrationen von
0,1 — 0,2 % aus den Mitochondrien herausgel6st wid von dem entsprechenden
Antikorper nach der Zentrifugation im Sediment, rab@r allem auch im Uberstand detektiert.

Bei hoheren Digitoninkonzentrationen wird es wedlar Sediment, noch im Uberstand
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detektiert. Das Markerprotein fur die innere Mitoodrienmembran, dif-Untereinheit der
ATPase wird bei Digitoninkonzentrationen von 0 % 0j1 % nur im Sediment und nicht im
Uberstand detektiert und die Menge der herausgelpsmn Uberstand detektierten ATPase

nimmt mit ansteigender Digitoninkonzentration zu.

Mitochondrien Mitochondrien
Wildstamm s (juvenil) Wildstamm s (seneszent)
Digitonin (%) 0. 0] 0. 1] 0.2]0. 4[0. 6]0. 8 1. 0 Digitonin(%) |0.00.1]0.2 0. 40.6]0.8/1. 0
. l* = o v ) -
Cyte UB Cytc uB
S |4 et e S |™ -
UB [ T ™ e R UB —— —— e —
B-ATPase B-ATPase
- s I, —— —— —~——
S | - -y - — S
PaMTH1
PaMTHl S e . - - S i . S———

Abb. 27: Analyse der submitochondrialen Lokalisatim von PaMTH1 in juvenilem und seneszentem
Wildstamm s. Nach der Solubilisierung von je 100 pg Mitochdedrmit den angegebenen Konzentrationen
Digitonin wurden diese mittels Zentrifugation in éistand und Sediment aufgetrennt. Die solubilisiert
Proteine im Uberstand wurden geféllt, resuspendied zusammen mit den unsolubilisierten, resusjeeteti
Proteinen aus den Sedimenten mittels Westernblaty&an untersucht. Das Markerprotein fur die Pneteles
Intermembranraumes Cytochrom ¢ (Cyt c¢) wurde nashzéntrifugation der unbehandelten Mitochondrigb (
Digitonin) nur im Sediment (S) und nicht im Ubersia(UB) detektiert. Dies zeigt, dass die unbehaadel
Mitochondrien intakt vorlagen. Schon bei Digitoonzentrationen von 0,1 — 0,2 % wird es aus den
Mitochondrien herausgelést und bei héheren Digitkonzentrationen weder im Sediment, noch im Ubadsta
detektiert. Das Markerprotein fur die innere Mitoodrienmembran, di@-Untereinheit der ATPase wird bei
Digitoninkonzentrationen von 0 % bis 0,1 % nur inedBnent detektiert. Die Menge der im Uberstand
detektierten ATPase nimmt mit ansteigender Digitkonzentration zu. Im Gegensatz dazu wird die
Methyltransferase mit dem Antikdrper bei allen getten Digtoninkonzentrationen nur im Sediment niotht

im Uberstand detektiert. Dies deutet an, dass @4TPi1- Protein nicht aus den Mitochondrien heralisge
werden kann, weil es sich in der mitochondrialertrMebefindet (modifiziert nach Kunstmann und Osaex,
2008) .

Im Gegensatz dazu wird die Methyltransferase min déntikdrper bei allen getesteten
Digtoninkonzentrationen nur im Sediment und nichtWberstand detektiert. Dies bedeutet,
dass PaMTH1 nicht aus den Mitochondrien herausgel@sden kann, weil es sich sehr
wahrscheinlich in der mitochondrialen Matrix beftdDie in diesem Kapitel der Arbeit
vorgestellten Analysen bestatigen somit die mitoch@le Lokalisation von PaMTH1, einem
Protein, das keine erkennbare mitochondriale Ensprartsequenz besitzt und erstmals durch
die Identifizierung in 2D-Gelen mit aufgetrenntenitoohondrialen Proben mit den

Mitochondrien in Verbindung gebracht wurde .
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5. 2. 4 Heterologe Expression von PaMTH1 zur Untersuchung el Substratspezifizitat
von PaMTH1

Wie bereits in Kap. 5. 2. 1 dargestellt wird, |&ssh PaMTH1 aufgrund seiner Grol3e und der
Homologie mit anderen Methyltransferasen in dieteerklasse der Methyltransferase-
Proteinfamilie einordnen. Eine Untergruppe dieskxske I-Methyltransferasen methyliert in
Pflanzen die Lignin-Vorstufe Caffeoyl-CoA (Busamakt 1997) eine andere Untergruppe, z.
B. die COMT im menschlichen Gehirn, ist am Abbaum f@opamin beteiligt und methyliert
L-DOPA im zentralen Nervensystem vieler Sduger.sieigt, dass die Art des Substrates,
das methyliert wird, direkt mit der Funktion derwgligen Methyltransferasen vivo
zusammenhangt. Im Stammbaum (s. Abb. 21) wird PaMTHufgrund seiner
Sequenzhomologie in die N&he dieser pflanzlicherthifgansferasen eingeordnet. Dies
scheint nicht erklarbar, da Ascomyceten keine ligmosynthese ausfiihren. Obwohl diese
Untergruppe der Klasse I-Methyltransferasen langi &ls sehr eingeschrankt galt, deuten
neuere Analysen deuten darauf hin, dass von eimflanzlichen Methyltransferasen auch
andere Substrate akzeptiert werden (s.0.). DiefenBe deuten an, dass diese Enzyme unter
Umstanden auch andere Aufgaben als die Ligninsgethastben konnten.

Mit dem Ziel, die Substratspezifizitdit von PaMTH analysieren, wurde ein ,strep-tag“-
PaMTH1-Fusionsprotein heterologkn coli exprimiert und nach Aufschluss der Zellen Uber
eine Strep-Tactin-Saule aufgereinigt. Mit dem ardgegten Protein wurde die Spezifizitat
von PaMTH1 fur verschiedene Substrate innerhalleseiphotometrischen Aktivitatstests
untersucht. Zur heterologen ExpressiorkEincoli wurde das 720 Bp grofRe Gen veaMthl
innerhalb einer PCR mit cDNA aus jungdP. anserinaWildstammen als Matritze
amplifiziert. Dieses PCR-Produkt ist kleiner als d®CR-Produkt mit genomischer DNA als
Matritze, da in der cDNA ein Intron voRaMth1l fehlt. Fur die Amplifikation wurden die
Oligonukleotide Strefadl-for und StrepHindlll-rev verwendet, die am 5-Ende eine
Schnittstelle fir das Restriktionsenzy@adl und am 3°-Ende eine Schnittstelle fir das
Enzym Hindlll einfihren. Das entstandene, aufgereinigte ARZ&dukt wurde nach der
Restriktion mit diesen beiden Enzymen in den ebemrstringierten Vektor pASK-7Plus
kloniert. Das Expressionsplasmid pASK-7Plus entlddh offenen Leserahmen fir den
sogenannten sehr kleinen ,strep-tag” unter der Kxdieteines mit Anhydrotetrazyklin in den
E. colirZellen induzierbaren Promotors, aul3erdem befirgleh auf dem Vektor eine
Ampicillin-Resistenz-Kassette zur Selektion B coli. Zur Vermeidung einer Bildung des
Fusionsproteins unter nicht-induzierten Umstaneathalt das Expressionsplasmid ebenfalls

einen konstitutiv exprimierten Tetrazyklin-Reprasdgach der Ligation des Vektors mit der
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aufgereinigten, restringierten cDNA wurde das Ligatkompetente Zellen dek. coli
Stammes XL1Blue transformiert. Mit Hilfe der Selekt von resistenten Kolonien auf
Ampicillin-LB-Medium, einer Plasmid-Isolierung uneiner anschlielenden Testrestriktion
wurde ein Klon identifiziert, der das gewlnschtasiiid enthielt. Nach der Midi-Préparation
dieses Plasmids aus dem Klon wurde die richtigeeBasfolge in dem Expressionsplasmid
pASK-7 PLUS PaMthl mit Hilfe von Testrestriktionen und Sequenzierungerifiziert (s.
Abb.28).

Sacll
BamHI N \

Strep-taq

tetp/x

PASK-7 PLUS_ PaMth1 or?)

PaMthl

Hindlll —

Sacll 3,9 kbp
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PaMth1 AmpR
- tet-repressor
Hindlll Pressol
A F— 720b0p — Dral

5
c _
I 5
= £
e X
X <
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B Xhol, Hindlll : 3,4 kbp, 0,51 kbp

Abb. 28: Konstruktion eines Vektors zur Herstellung eines ,strep-tag“-PaMTH1-Fusions-Protein
bildenden E. coli-Stammes. (A) Zur PCR-Amplifikation vonPaMthl mit cDNA aus einem juvenilet®.
anserinaStamm als Matritze wurden die Oligonukleotide BiBadl-for und StrepHindlll-rev eingesetzt. Das
Amplifikat hat eine Lange von 720 Bp. Auf der remintSeite wird eine schematische Darstellung desniidis
pASK-7Plus PaMthl gezeigt. Die Klonierungsschnittstellen sind in #erte angegeben. AuRerdem sind die
Ampicillin-Resistenzkassette (AmpR), der induziegb&romotor (tet p/o), der konstitutive Tetrazykibet)-
Repressor und der ,strep-tag“ am 5 -Ende PaMthlangegebenB) Gelelektrophoretische Auftrennung der
Kontrollrestriktionen von pASK-7Plu®aMthl in einem 1% Agarose-TAE-Gel. (jeweils 400 ng) rdén
RestriktionsendonukleaseBadl/ Hindlll, Sadl, Dral, BarrHI und Xhd/Hindlll. In der Tabelle sind die bei den
Restriktionen entstehenden Fragmente angegebenEBaymSad! in den Spuren 2 und 3 hat nur teilweise
geschnitten. Die korrekte Sequenzabfolge des Ptssmiirde anschlielend mittels Sequenzierungeniziertf
Als GrolRenstandards wurden 250 ng des StandardBp®0O(MBI Fermentas) und 250 rig Hindlll (MBI
fermentas) verwendet.

Der transgene Bakterienstamm wurde in einer 15Kuftdr angezogen und mit einer
optischen Dichte von 0,5-0,6 bei einer Wellenlamge 550 nm wurde die Transkription des

.Strep“-PaMthlFusionsgenes mit Anhydrotetrazyklin fir drei Stemdnduziert. Nach dem
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Aufschluss der Zellen mittels Ultraschall wurde dasllextrakt zur Aufreinigung auf eine
Strep-Tactin-Saule gegeben. Durch die Bindung desep-tag“-Fusionsproteins an das
Séaulenmaterial, wurde nach der Elution mit Elutpuféer mit Desthiobiothin eine
Gesamtmenge von etwa 200 pug des Fusionsproteica. ih,0 ml Elutionsvolumen isoliert.
Zur Kontrolle der Induktion der Expression des basgenes in dem Bakterienstamm wurde
ein Aliquot des Gesamtzellextraktes, das vor dduktion entnommen wurde und ein Aliquot
des Gesamtzellextraktes, das danach entnommen wuadé einem 12 %igem
Polyacrylamidgel aufgetrennt, das anschlieRendemsitSilberfarbung gefarbt wurde. Auf
diesem Gel wurden ebenfalls 10 ul des isoliertéreps-Fusionsproteins aufgetrennt, um die
Reinheit der Elutionsfraktion zu Uberprifen. Beineryleich des Bandenmusters des
Extraktes der nicht-induziertds. coli-Zellen mit dem Extrakt aus den induzierten Zellen i
eine zusatzliche Bande in der GroRenordnung vo2&&Da zu sehen (s. Abb. 29 A). Diese
GroRRe entspricht den Erwartungen fur die Gro3eFlesonsproteins, das aus der 27 kDa
groBen Methyltransferase und dem etwa 1 kDa grofsrep-tag” besteht. In der
aufgetrennten Elutionsfraktion ist nur diese Barmle sehen (s. Abb. 29 A). In einer
Westernblot-Analyse, die mit einem PaMTH1-Antikdrpleirchgefihrt wurde, wird gezeigt,
dass es sich bei dem eluierten Protein um die Ntedimgferase handelt, denn sie wird von
dem Antikorper detektiert. Im Vergleich dazu istsdzur Kontrolle ebenfalls detektierte
PaMTH1 in aufgetrennten®. anserinaGesamtprotein-Extrakt auf der gleichen Membran
etwas kleiner (s. Abb. 29 B).

SDS-PAGE Westernblot
ZE ZE |Strep- M Strep- "
-Ind. | +Ind.|PaMTH]1 PaMTH1|PaMTH1
e . s
-
. 4 (34 kDa
-> e (23 kDa
i - 5 Do W 34kDa
a-PaMTH1 | " o
A 26 kDa

Abb. 29: Heterologe Expression eines ,strep-tag“-&MTH1-Fusionsproteins in E. coli. (A)
Gelelektrophoretische Auftrennung von Zellextrakteles E. colrStammes, der das Plasmid pASK-
7Plus PaMth1tragt und des affinitatsgereinigten Fusionspratesirep“-PaMTH1. Je ein Milliliter wurde aus
der 150 ml-Kultur vor (ZE-Ind.) und nach der Indokt (ZE+Ind.) mit Anhydrotetrazyklin entnommen unach
einer Zentrifugation in 10 pul SDS-Probenpuffer mgmndiert. Diese Proben wurden zusammen mit 1Cesll d
aufgereinigten rekombinanten Fusionsproteins irerairl2 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und nsttel
Silberfarbung gefarbt. In der induzierten Kulturéie zusatzliche Bande sichtbar (Pfeil), die dwit Grol3e des
aufgereinigten Proteins Ubereinstimmt (28 kDa)dén Elutionsfraktion ist nur das Fusionsproteirhatten. Als
Standard wurden 5 pl des ,prestained protein stard@71“ (Invitrogen) verwende(B) Westernblot-Analyse
des eluierten Fusionsproteins und eines Gesamipsetdraktes au®. anserinamit einem Antikdrper gegen
PaMTH1 @-PaMTH1). Das detektierte Fusionsprotein zeigt irargleich zu dem PaMTH1-Protein if.
anserinaGesamtprotein ein groReres Molekulargewicht, deistdden angehéngten ,tag” begriundet ist.
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Mit diesem aufgereinigten PaMTH1-Protein wurde ineen photometrischen Aktivitatstest
fur Methyltransferasen die Substratspezifizitat umterschiedlichen Substraten getestet, von
denen bekannt ist, dass sie von anderen Methylei@asen akzeptiert werden. Bei diesem
Test handelt es sich um einen sogenannten gekepp@lktivitatstest fur S-Adenosyl-
Methionin (SAM)-abhangige Methyltransferasen. Diste Reaktion, die innerhalb des Testes
geschehen muss, ist die Methylierung des angebote®ebstrates und die daraus
resultierende Umwandlung des SAM in S-Adenosylhoyatan (s. Abb. 30), dieses bildet
das Substrat des zweiten Enzyms, das innerhalb Tdsges zum Einsatz kommt: die
Nucleosidase, die das S-Adenosylhomocystein inl®$%ihomocystein und Adenin spaltet.
Daraufhin wandelt die Deaminase, das dritte eingesé&nzym im Test, das Adenin durch
Abspaltung einer Aminogruppe in Hypoxanthin um. €eieUmwandlung von Adenin in
Hypoxanthin ist nur moglich, wenn die Methyltransfge das Substrat akzeptiert hat, den
eingesetzten Methyldonor S-Adenosyl-Methionin @sautzt und in S-Adenosylhomocystein
umgewandelt hat. Die Abnahme der Adeninkonzentmatshe durch die Umwandlung in
Hypoxanthin begrindet ist, wird bei einer Wellegarnvon 265 nm in einem ,Multiplate-

Reader” in Form einer Absorbtionsabnahme photoswtrgemessen.
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Abb. 30: Reaktionsschema des gekoppelten photometchen Aktivitatstests zur Bestimmung einer
Methyltransferase-Aktivitat. Bei der Methylierung, die von der getesteten Meathyisferase katalysiert wird,
wird der Methyldonor S-Adenosyl-Methionin in S-Adeyl-Homocystein (AdoHcy) umgewandelt, das das
Substrat des zweiten Enzyms im Test darstellt: @idoHcy-Nucleosidase. Diese spaltet das S-
Adenosylhomocystein in S-Ribosylhomocystein und MideDas gebildete Adenin wird anschlieBend von der
Adenin-Deaminase zum Hypoxanthin deaminiert. Diendtme der Konzentration des Adenins, das nur bei
einer stattgefunden Methylierungsreaktion zu Begiwes Testes gebildet wird, kann im Rahmen einer
photometrischen Messung bei einer Wellenlange &rgn verfolgt werden (modifiziert nach Kunstmamu u
Osiewacz).

Je starker die Absorptionsabnahme ist, desto h8heiie Spezifizitat der Methyltransferase

fir das getestete Substrat. Die Substratpezifizibéit PaMTH1 wurde in dem Aktivitatstest
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jeweils mit 4 ug des Fusionsproteins tber funf Memuund verschiedenen Flavonoiden und
Catechol getestet. Anhand der graphischen Auswgrtwird deutlich, dass PaMTH1
Catechol sehr schlecht methyliert, das Flavonoidriddyin wird dagegen bevorzugt
methyliert. Auch das Quercetin, das Luteolin und dariodyctiol werden methyliert.
Quercetin und Luteolin wesentlich besser akzepaéstdas Eriodyctiol (s. Abb. 31). Die
beiden gemessenen Absorbtionsabnahmen der Substitetdin und Quercetin sind relativ

ahnlich.

Zeit (min)
3

- Catechol
- Eriodyctiol

- Luteolin
- Quercetin

A abs 265 nm

-0.25 - - Myricetin

-0.3 -

Abb. 31: Gemessene Absorbtionsabnahmen in einem gmdpelten Methyltransferase-Aktivitatstest mit
dem rekombinanten PaMTH1 und verschiedenen Substran. Uber eine Zeit von fiinf Minuten wurde die
Methylierungs-Aktivitat von je 4ug ,strep“-PaMTHId unterschiedlichen Substraten gemesssen. Aufgetra
ist jeweils die Differenz aus der aufgenommenenofibisonsabnahme mit Methyltransferase und Subatnelt
einem Kontrollansatz ohne Enzym. Myricetin wird desten methyliert, Catechol am schlechtesten. Aiich
Eriodyctiol zeigt PaMTH1 keine groRRe Spezifizititie beiden Flavonoide Quercetin und Luteolin werden
dagegen gut methyliert (modifiziert nach Kunstmand Osiewacz).

Im Gegensatz dazu konnten keine Absorbtionsabnahméerden Substraten Thiophenol,
Apigenin, Kaempferol, Naringenin und Uberraschemdhanicht mit L-DOPA gemessen

werden (Tab. 3, s. Diskussion).
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Tab. 4. Zusammenstellung der methylierten und nichimethylierten Substrate von PaMTHL1. Die
methylierten Substrate zeigen eine Dihydroxylgrypen nicht-methylierten Substraten fehlt dieseekéghaft
(modifiziert nach Kunstmann und Osiewacz, 2008).

Mit Hilfe der Untersuchungen zur Substratspezifiziton PaMTH1 wurde gezeigt, dass diese
Methyltransferase dazu befahigt ist, Flavonoide imdjeringer Menge auch Catechol zu
methylieren. In dieser Eigenschaft ahnelt sie asmdtlasse I-Methyltransferasen, wie z.B.
die menschliche COMT, fur die ebenfalls gezeigt deyr dass sie diese Flavonoide
methylieren kann, obwohl es sich dabei nicht um glasvivo-Substrat handeln kann.
Flavonoide werden namlich nicht vom Menschen unadhawmicht von Ascomyceten
synthetisiert. Dennoch geben diese Analysen nuereimitialen Hinweis darauf, dass
PaMTHL1in vivo unter Umstanden Flavonoid-ahnliche Substrate ogesannten vicinalen

Dihydroxygruppen methylieren konnte.
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5. 2. 5 Uberexpression vorPaMth1in P. anserina

Aus den Transkript- und Proteomanalysen geht herdass die PaMTH1-Menge im
seneszenten Stadium vdh anserinadeutlich ansteigt. Damit wird sicherlich auch die
Methylierungsreaktion, die von dieser Methyltrama$e vermittelt wird, in diesem Stadium
induziert. Mit dem Ziel, die Rolle von PaMTH1 wahdedes Alterns ifP. anserinanéher zu
analysieren, also beispielweise herauszufindemli®Methylierung eine SchutzmalRnahme z.
B. vor ROS darstellt, wurden iA. anserinaPaMthl-Uberexpessionsstamme hergestellt und

charakterisiert.

5.2.5.1Herstellung vonPaMth1-Uberexpressionstammen

Zur Herstellung eines Vektors fiir die konstitutlVberexpression voRaMthlin P. anserina
wurde in einer PCR-Reaktion mit genomischer DNA Klatritze ein 1,4 kBp grof3es
Fragment amplifiziert, das den offenen Leserahmen RaMthl und eine 0, 5 kbp
Terminatorsequenz beinhaltet. Fiur die PCR wurdea sjpezifischen Oligonukleotide
Mth_Ex Pst_for und Mth_ExHindlll_ re verwendet, die am 5 -Ende eine Schnitlestilr
das RestriktionenzymPst und am 3’-Ende des Fragments eikiéndlll-Schnittstelle
einfuhren (s. Abb.18). Nach der Restriktion desghrants mit diesen beiden Enzymen und
der Aufreinigung wurde es in das genauso gescheit®lasmid pExMthph kloniert. Dieses
Plasmid enthalt die konstitutive starke Minimalpaiorregion des P. anserina
Metallothioneins, eine Hygromycin B- Resistenzk#teseur Selektion irP. anserinaund
eine Ampicillin-Resistenzkassette zur SelektiorEincoli. Nach der Ligation des Plasmids
mit dem restringierten Fragment wurde das LigatampetenteE. coliZellen des Stammes
XLBluel transformiert. Mittels Selektion auf Ampiai-haltigem LB-Medium und einer
.Mini“-Plasmid-Préparation mit anschlieRender Testriktion wurde ein Klon identifiziert,
der das gewtnschte Plasmid enthielt. Aus diesenteBakstamm wurde das Konstrukt
innerhalb einer ,Midi“-Plasmid-Praparation isoliarhd mit Hilfe einer Testrestriktion und
Sequenzierungen uberprift (s. Abb. 32).
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Abb. 32: Konstruktion eines Vektors zur konstitutiven Uberexpression vorPaMth1 in P. anserina (A) Bei
der PCR-Amplifikation des 1, 4 kBp grol3en DNA-Fragms, das de®aMthlLeserahmen und eine 500 Bp
Terminatorsequenz enthalt, wurden die Oligonuktotiith Ex Psi_for und Mth_Ex HindlIll_ re verwendet.
An das 5-Ende des Amplifikats wurde eine Schmlistfir das Restriktionsenzy®st angehangt und an das
3’-Ende eine Schnittstelle fur das Enziiindlll. Nach der Restriktion und Aufreinigung des PERdukts und
des Vektors pExMthph wurde eine Ligation angesetatl das erwartete PlasmidP@MthlEx wurde
anschlieend in einer ,Midi“-Préaparation isolielter Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz (=Amg)wie
eine Hygromycin-Resistenz (=hph) zur Selektion ¥orcol+ bzw. P. anserinaTransformanten. DaBaMthl-
Gen befindet sich unter der Kontrolle des starkenifdalpromotors de®. anserinaMetallothionein-GengB)
Gelelektrophoretische Auftrennung der Testrestiilgin von PaMthlEx1 in einem 1 % igen TAE-Agarosegel.
Das komplette Plasmid umfasst 6089 Bp. Die Klomgsastellen sind in der Karte eingezeichnet, die
entstehenden Fragmentgrof3en der Testrestriktidndrirsder Tabelle angegeben. Als Kontrolle wur@60 ng
ungeschnittener Vektor aufgetrennt, als GréRenaralsdwurden je 250 n@g—Hindlll und 100Bp+-Leiter
aufgetragen.

In diesem Uberexpressionsvektor steht @adMthl-Gen unter der Kontrolle des starken
konstitutiven Metallothionein-Promotors. 10 pg désktors wurden in 1 x 10Protoplasten
des Wildstammess 18261 transformiert und der Transformationsansatardev auf
Hygromycin B-haltigem Medium ausplattiert. Nach atw-9 Tagen wurden resistente
Transformanden erhalten, bei denen die Aufnahmétesnids mit Hilfe einer Southernblot-
Analyse Uberprift wurde. Bei dieser Analyse wurithelG-markierteBanHI-Fragment aus
dem Vektor paMthlgfpl als Sonde gegeRaMthl eingesetzt. Zwei der untersuchten

Primartransformanden haben das Plasmid jeweils @inmihr Genom aufgenommen (s.
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Abb.33). Sie zeigen in der der Southernblot-Analgeben dem endogen&aMthlSignal

jeweils ein zweites Fragment, das von der Sondektett wird.

Wt [T, |T, [PK| M

* *
9,4 kbp

PaMthl 6.6 kbp

4,3 kbp

8 2,3 kbp

Abb. 33: Southernblot-Analyse zum Nachweis der Inigration des Plasmids pPaMth1Ex1 in das Genom
der Transformanden PaMthl UEx1 (T1) und PaMthl UEx2 (T2). Jeweils 800 ng genomische DNA des
Wildstammes s (Wt) und der Transformanden wurdearHinidlll restringiert und auf einem 1 % Agarose-TAE-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Trardde restringierten DNA auf eine Nylonmembran kyte
die Hybridisierung tber Nacht mit einBaMthl-spezifischen, DIG-markierten DNA-Sonde. Zusétzlichdem
endogenerPaMthl-Fragment mit einer Gro3e von 6, 7 kbp zeigenTdasformanden T1 und T2 jeweils eine
Einzelintegration des Plasmids (Sternchen). Alsenstandard wurden 40 ng des DIG markiektgtindlll
(M) und als Positivkontrolle wurden etwa 10 ng deét Hindlll geschnittenen Plasmid PaMthlEx1
aufgetragen (PK).

Durch Kreuzung der erhaltenen Primartransformandegen den Wildstamm s+18260
wurden hygromycinresistente  Sekundartransformanderhalten, mit denen alle
nachfolgenden Analysen durchgefuhrt wurden. Anhdesl Ergebnisses einer Westernblot-
Analyse, in der der PaMTH1-Gehalt in Gesamtproteibpn aus juvenilen und seneszentem
Wildstamm mit der PaMTH1-Menge in den Proben ausereijuvenilen und der
entsprechenden seneszenten Transformante vergliehiesh wird deutlich, dass der
Antikdrper gegen PaMTHL1 in der Gesamtprotein-Pidge seneszenten Wildstammes die 2,5
fache Menge der Methyltransferase im Vergleich Zuwenilen Wildstamm detektiert. Im
Gegensatz dazu wird sowohl in den Proben aus demien PaMthlUberexpressions-
Transformante und aus dem seneszenten Stamm egleiglebare Menge detektiert (s. Abb.
34).

93



Ergebnisse

Gesamtprotein Gesamtprotein
Wildstamm s | PaMth1-UEx Wildstamm s | PaMth1-UEx
juv sen | juv sen juv sen juv sen
PaMTH1 <
27 kD '-m o .3
( a) 25 |
s >
B-Aktin ~ Q15
N Nm— A
(42 kDa) 11 pok
0.5 1
A 0
UB Mitochondrien Mitochondrien
Wildstamm s PaMth1-UEx Wildstamm s | PaMth1-UEx
juv. juv sen | juv sen juv sen juv sen
PaMTH1 5 A —
(27 kDa) _"m 45
X 4
! 3.5
PaPorin g 73] —
(54 kDa) i % 2.5 -
>
B-Aktin o 1-? ]
B (42 KDaQ) |w— 05
0

Abb. 34: Nachweis der PaMTH1-Menge in Gesamtproteen und Mitochondrien von juvenilen und
seneszentenP. anserina PaMth1l-Uberexpressionsstammen.(A) Westernblot-Analyse von je 15 pug
Gesamtproteinextrakt aus juvenilen und seneszanti@stammen- undaMthi-Uberexpressionsstammen mit
Hilfe des Antikdrpers gegen PaMTH1. In der Probes deneszenten Wildstammes (sen) wird laut der
densitometrischenn Quantifizierung etwa doppeliedales 27 kDa groRen Proteins detektiert wie inRi®be
des juvenilen Wildstammes (juv). Dagegen wird in @&oben aus deaMthl:-Uberexpressionsstamm sowohl
im juvenilen Stadium als auch im seneszenten Stadiine gleichbleibend erhdhte Menge (etwa 2, 5 fach
detektiert. Als Ladekontrolle wurde ein Antikorpgegen das cytoplasmatische Prot@iAktin gewahlt. (B)
Detektion von PaMTH1 in mitochondrialen Proben mwenilem und seneszentem Wildstammen und juvenilem
und seneszenteaMthl-Uberexpressionsstammen. In den Mitochondrien desszenten Wildstammes wird
eine etwa zweifach erhéhte Menge PaMTH1 im Verdlgiem juvenilen Stamm von dem PaMTH1-Antikérper
detektiert. Sowohl im juvenilen Stadium als auchsiemeszenten Stadium deaMth1-Uberexpressionsstammes
sind deutlich erhdhte PaMTH1-Mengen vorhanden. LAldekontrolle fur die mitochondrialen Proteine weird
ein Antikdrper gegen Porin verwendet, als Reinkeitsrolle wurde die Membran mit dem Antikorper gegias
cytoplasmatisch@-Aktin hybidisiert. Als Positivkontrolle fiir diesefntikérper wurden 15 pg Cytoplasma (UB)
aus einem juvenilen Wildstamm im gleichen Gel atrfgent (modifiziert nach Kunstmann und Osiewac)®0

Zwischen den PaMTH1-Mengen im Gesamtprotein aus siemeszenten Wildstamm, dem
juvenilen Uberexpressionstranformand und dem estdignden seneszenten transgenen
Stamm wird zusétzlich mit Hilfe einer densitomethien Quantifizierung kein signifikanter
Unterschied identifiziert. In den mitochondrialerofinproben aus den gleichen Stdammen
werden ahnliche PaMTH1-Mengenverhaltnisse detek(gerAbb. 34). Die Uberexpression
desPaMthl1Gens, die wahrend der gesamten Lebensspanne @nsétitiv erhohte Menge
von PaMTH1 sowohl im Gesamtprotein als auch in ohitmdrialen Proteinen bewirken

sollte, wurde somit anhand der Ergebnisse der Wddt#-Analysen verifiziert.
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5.2.5.2Charakterisierung der PaMth1-Uberexpressiontransformanten

Wie in der Einleitung dargestellt wird, koénnen Fawide, die eine benachbarte
Dihydroxylgruppe besitzen, z. B. durch die Reaktimit Metallionen zu cytotoxischen
Verbindungen reagieren. In einem solchen Fall ehest z. B. Semichinone, die Proteine oder
andere Zellbestandteile schadigen kdonnen. In eindgelysen konnte jedoch gezeigt werden,
dass die Methylierung dieser Flavonoide an einesr agh beiden Hydroxygruppen diese
prooxidative Wirkung verhindern kann (s. o0.). EF@ge oxidativer Schaden an Proteinen ist
die Entstehung von Carbonylgruppen an den Carboxyfeen der Proteinseitenketten (s.
Einleitung). Diese Carbonylgruppen stellen ein Megsk fiir die oxidativ-bedingte
Schadigung des Proteins dar. Der Nachweis und dgehtieRende Quantifizierung der
Proteine mit Carbonylgruppen in einer Probe zeidenoxidative Schadigung der Proteine
durch die Belastung mit reaktiven Sauerstoffspezieslem untersuchten Stamm. Zum
Nachweis der Carbonylgruppen in Proteinproben deflstdmmes und defaMthl

Uberexpressionsstammes wurde eine so genannteb|@%Analyse durchgefiihrt.

Quantifizierung carbonylierter Proteine mittels ,Opblot“-Analyse

In den ersten Untersuchungen wurden dazu je 10 egai@Gtprotein aus einem jungen und
einem alten Wildstamm, aus einem juvenilen und mineseneszentenPaMthl
Uberexpresisonstamm und aus einem jungen und Bé@nmziDeletionsstamm mit dem
Reagenz Dinitrophenyl-Hydrazin (DNP) derivatisiel@NP reagiert gezielt mit den
Carbonylgruppen in den Proteinen und es bildet Biclitrophenyl-Hydrazon (DNPH). Nach
15 min wurde diese Reaktion abgestoppt, die Pretgireinem 12 %igen Polyacrylamidgel
aufgetrennt und anschlieRend auf eine PVDF-Membbantragen. Nach der Hybridisierung
mit einem Antikérper gegen DNPH und dem entspregbenFluoreszenz-gekoppelten
Zweitantikorper wurden die detektierten, derivatiggn Proteine mit Hilfe des Licor-Scanners
visualisiert. Anhand des Ergebnisses dieser ,Oxyfloalyse ist zu sehen, dass speziell in
den  Proteinproben aus dem juvenilen und dem semesze PaMthl
Uberexpressionstranformant deutlich weniger carliertg Proteine detektiert werden als in
den Proben aus dem Wildstamm und aus der langletiig®nmzDeletionsmutante. Die
gleichartige Beladung des Polyacrylamid-Gels wirdrcth die Coomassiefarbung der
Membran gezeigt (Abb. 35).
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Abb. 35: Vergleich der Menge der oxidierten Proteie der PaMthl-Uberexpressionsstamme, des
Wildstammes und derPaDnmZ-Deletionsmutante. (A),Oxyblot“-Analyse von je 10 ug Gesamtproteinen aus
juvenilen und seneszentdh anserinaWildstammen,PaMthl-Uberexpressionstammen und der langlebigen
PaDnmDeletionsmutante. Vor der Auftrennung in einem%igem Polyacrylamidgel wurden die Proben mit
Di-nitro-Phenylhydrazin derivatisiert. Dieses reagimit den Carbonylgruppen zu Di-Nitrophenyl-Hyzra,
das von einem Antikdrpern{DNPH) detektiert wird. Nach dem Transfer auf eP¢DF-Membran und der
Hybridisierung mit dem Antikérper werden in den Bea der PaMthl-Uberexpressionsstamme weniger
carbonylierte Proteine als in den anderen Probésktlert. Zur Kontrolle der Beladung des transfeer Gels
wurde die Membran nach der Detektion der oxidierknoteine mit Coomassie gefarB) Detektion
carbonylierter Proteine in mitochondrialen Probers guvenilen und seneszenten Wildstammeapnmz
Deletionsstammen  und  den PaMthl-Uberexpressionsstammen.  Speziell in  derPaMthl
Uberexpressionsstammen werden sowohl im juvenilsnaach im seneszenten Stadium weniger oxidierte
Proteine identifiziert (modifiziert nach Kunstmannd Osiewacz, 2008).

Ein ahnliches Ergebnis wird bei der Analyse dernfibndrialen Proteine aus den gleichen
Stammen sichtbar: Im Vergleich zum Wildstamm undREDnmZDeletionsmutante ist nur

in den Proteinproben aus d@aMthl-Uberexpressionstammen der Carbonylgehalt deutlich
herabgesetzt. Die gleiche Beladung des Gels mitntieschondrialen Proteinen, das fir den
,Oxyblot“ verwendet wurde, wurde durch eine nacfliche Coomassie-Farbung der
Membran verifiziert (Abb. 35). Die Befunde der baid,Oxyblot“-Analysen zeigen deutlich,
dass die Carbonylieung in deaMthl-Uberxpressionsstammen sowohl im Gesamtprotein als

auch in den Mitochondrien herabgesetzt ist. Diesnk® eine Folge geringerer Belastungen
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durch oxidative Schaden sein, die durch die kanmstiterhohte PaMTH1-Menge in diesen

Stammen verringert wird.

Bestimmung der Wuchsrate der PaMth1-Uberexpressitsime auf stress-induzierenden

Medien (Wasserstoffperoxid und Kupfersulphat)

Ein weiteres Zeichen einer Veranderung der oxigatiBelastung ist eine im Vergleich zum
Wildstamm herabgesetzte Wuchsrate auf Medium, dass@rstoffperoxid (¥D,) oder
Kupfersulfat enthalt. KO, fihrt dem Pilz exogen reaktive Sauerstoffspeziesizd er wird
dadurch in seinem Wachstum beeintrachtigt. WenB.zdie endogen produzierte Menge
reaktiver Sauerstoffspezies in einem transgenemr8tarhoht ist oder dieser Stamm in der
Detoxifizierung der reaktiven Sauerstoffspeziedrieschtigt ist, wachst dieser Pilzstamm im
Vergleich zum Wildstamm langsamer und die WuchspateTag ist niedriger. Mit dem Ziel,
die Wuchsrate delPaMthl-Uberexpressionsstamme auf stress-induzierendenieNezi
testen, wurden je zwanzig, zwei Tage alte, frisdlierte Transformanden und je 20, zwei
Tage alte Wildstamme auf Platten angeimpft, die fErguifat enthielten. Zur verbesserten
Vergleichbarkeit wurden dabei immer ein Wildstanmsotat und drei juvenilePaMthl
Uberexpressionstamme auf eine Platte geimpft. Widheiner flinftagigen Inkubation bei 27
°C wurde die Wuchsfront taglich markiert. Am Ender dAnalyse wurde die Wuchsrate
mittels Division der gemessenen linearen Wuchdgstrearch die Anzahl der Tage bestimmit.
Es wurden CuS@Konzentrationen von 0 uM, 40 uM oder 80 uM vernetrn(@bb. 36).
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Abb. 36: Wuchsraten von jungen WildstammenPaMth1-Uberexpressionsstimmen auf PASM-Medium
mit unterschiedlichen Konzentrationen Kupfersulphat oder Wasserstoffperoxid. Je 20 juvenile
Wildstamme (@ ) undPaMthl-Uberexpressionstransformanted®- ) wurden auf PASAftdh mit 0 uM, 40
UM oder 80 uM Kupfersulphat (Cug0 angezogen. Nach einer fiinftdgigen Inkubation warddie
durchschnittlichen Wuchsraten (cm/T) bestimmt. Awthaler Ergebnisse wird ein signifikant verbessertes
Wachstum dePaMthl-Uberexpressionsstamme beobachtetud (p = 3,133e-08) und 8QM CuSQ, (p =
4,883e-07). Auch auf PASM-Platten mit 0 %, 0,013/82 % oder 0,0,4 % Wasserstoffperoxid@) ist die
durchschnittiche Wuchstrate der 2BaMthl-Uberexpressionsmutanten im Vergleich zum Wildstamm
signifikant erhéht: 0,01 % (p = 9.997e-06); 0,086 5,582e-06) und 0,04 % (p = 4,148e-06). Didt&tamit
H,0, wurden im Dunkeln inkubiert (modifiziert nach Kam&nn und Osiewacz, 2008).

Nach der statistischen Auswertung der Ergebnisse deutlich, dass sich die Wuchsrate der
Uberexpressionsstamme unter normalen Bedingungeht nion der Wuchsrate der
Wildstdmme unterscheidet, beide liegen etwa be8 @/ pro Tag. Dagegen ist bei einer
Konzentration von 40 uM ein signifikanter Unterszhzwischen der Wuchsrate der Mutante
und des Wildstammes zu sehen. Die durchschnittlicistrecke, die die
Uberexpressionsstamme innerhalb eines Tages wadiesginbei 0,55 cm pro Tag, die der
Wildstamme nur bei 0,42 cm pro Tag. Bei einer Kartegion von 80 pM liegt die
Wuchsrate der Mutanten bei einem durchschnittlickéert von 0,43 cm pro Tag, beim
Wildstamm bei einem Wert von 0,27 cm (s. Abb. 3Bjese Wuchstests zeigen, dass die
transgenen Stamme resistenter gegen den endogedativen Stress durch das Kupfersulfat
sind als der Wildstamm. Um die Resistenz diesemB8té gegen exogenen, oxidativen Stress
zu Uberpriifen, wurden die Wuchsraten des der Upezsgionsstamme mit der Wuchsrate
der Wildstamme auf $0,-Medium verglichen.

Wahrend einer funftagigen Inkubation bei Dunkelhaitd 27 °C wurde taglich die
Wuchsfront markiert und die Wuchsrate durch die i¥don der gemessenen linearen
Wouchsstrecke durch die Anzahl der Tage bestimnas®durchschnittliche Wuchsrate wurde
bei H0,-Konzentrationen von 0 %, 0,01 %, 0,02 % oder @®dufgenommen (s. Abb. 36).
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Nach der statistischen Auswertung der Ergebnisse deutlich, dass sich die Wuchsrate der
Uberexpressionsstamme bei 0 % nicht von der Wuthstar Wildstamme unterscheidet,
beide liegen etwa bei 0,58 cm pro Tag. Dagegehdstiner Konzentration von 0,01 % ein
signifikanter Unterschied zwischen der WuchsrateMigtante verglichen mit der Wuchsrate
der Wildstamme zu sehen. Die durchschnittliche cRae die die Uberexpressionsstamme
innerhalb eines Tages wachsen, liegt bei 0,45 @rlpg, die der Wildstdmme nur bei 0,37
cm pro Tag. Bei einer Konzentration von 0,02 %tlidig Wuchsrate der Mutanten bei einem
durchschnittlichen Wert von 0,4 cm pro Tag, beinmd&tamm bei einem Wert von 0,3 cm.
Sogar bei der hochsten getesteten Konzentration ;604% HO, ist ein signifikanter
Unterschied zwischen der Wuchsrate des Wildstan{!;88 cm/Tag) und der Mutante (0,07
cm/Tag) sichtbar. Die Mutante zeigt entsprechemseati Analysen eine deutlich verbesserte

Wuchsrate auf diesen beiden Stress-Medien.

Bestimmung der Lebensspanne und phéanotypische Ck#gasierung der PaMthl-

Uberexpressionsstamme

Anhand der Befunde der Wuchstests auf den Stressmadd der ,,Oxyblot*-Analysen lasst
sich erkennen, dass sich deaMthiUberexpressionsstamm im Vergleich zum Wildstamm
scheinbar in einer verbesserten physiologischamatin befindet. Um zu untersuchen, ob
sich ein allgemein verbesserter Zustand auch aafLébensspanne auswirkt, wurden die
mittleren Lebensspannen d&aMthl-Uberexpressionstammes und des Wildstammes auf
PASM-Medium bestimmt und verglichen. Dazu wurden #B&ch isolierte PaMthl:
Transformanden und 50 frisch isolierte WildstammERASM-Rennrohre angeimpft und bei
27°C im Dauerlicht inkubiert. Die Wuchsfront wurdle zwei bis drei Tage markiert, bis das
Myzel in Seneszenzmerkmale zeigte und kein line#ashstum mehr zu beobachten war.
Die statistisch und graphisch ausgewerteten Lepansendaten zeigen, dass Bia@Mthl-
Uberexpressionsstamme (ber eine deutlich verlangeittlere Lebensspanne im Vergleich
zum Wildstamm verfligen (s. Abb. 37). Die Transfonaten leben im Durchschnitt 28 Tage,
die Wildstamme nur etwa 13 Tage. Dieser Wert eitispreiner Lebensverlangerung von

115% der transgenen Stamme.
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Abb. 37: Vergleich der mittleren Lebensspannen derPaMthl-Uberexpressionsmutanten und desP.
anserina Wildstammes auf PASM-Medium. Alle getesteten Isolate wurden auf Rennrohren Ifittigem
Glukosehaltigem PASM-Medium angezogen. Die Lebemsse ist in Tagen, die Uberlebensrate in Prozent
angegeben. Die mittlere Lebensspanne des Wildstarime®0) betragt 13 Tage, die mittlere Lebensspaten
Hygromycin-resistenten Sekundartransformanten Badith:-UEx1 (n=42) betragt 28 Tage, die mittlere
Lebensspanne der SekundartransformanterPaithl-Uex2 (n=21) betragt 27,5 Tage. Dies entspricherein
Lebnsspannenverlangerung um etwa 115 % (modifinech Kunstmann und Osiewacz, 2008).

Erganzend zu diesen Daten zeigen BaMthl-Uberexpressionsstamme im Gegensatz zu
anderen langlebigen Mutanten véh anserinakeinen veranderten Phanotyp oder eine

geringere Wuchs-, Fertilitats- oder AtmungsrateA({®. 38).
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Abb. 38: Physiologische Charakterisierung de®aMthl-Uberexpressionsstammes. (A)m Vergleich zum
Wildstamm  zeigt die PaMthl-Uberexpressionsmutante keine phanotypischen Uitiede: Die
Myzelmorphologie und -pigmentierung sind verglei@hl§B) Vergleich der Wuchssrate auf PASM-Medium (n
= jeweils 20 Isolate), der Fertilitat und dem Sataff-Verbrauch zwischen juvenilen Isolaten desdatmmes
(rote Balken) und denPaMthl-Uberexpressiontransformanten. Die Balken geben ddittelwert +
Standardfehler an. Signifikante Unterschiede zvdascten Ansétzen sind nicht erkennbar (Wilcoxon-pest
0,05). Die jeweiligen Werte des Wildstammes wur@eri 100 % gesetzt und mit den Werten der Mutante
verglichen (modifiziert nach Kunstmann und Osiew&08).

Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass dsesidanPaMthl-Uberexpressionsstamm
um eine Mutante handelt, die sowohl Uber eine ngdée Lebensspanne als auch Uber eine
verlangerte ,health span” verfugt. Dies bedeutagsddie Zeitspanne, in der sich der Stamm
in einer guten physiologischen Situation befindat Vergleich zum Wildstamm ebenfalls
verlangert ist. Diese Verbesserungen werden waénsiagth durch die konstitutiv erhdohte
Menge der Methyltransferase begriindet, diePinanserinaanscheinend eine Schutzrolle
gegen ROS durch die Methylierung von Substrates, idi nicht-methylierter Form in
Verbindung mit Metallionen zu reaktiven Stoffen geaen konnen und die Proteine
oxidieren. Die endogene Belastung durch endo- wogenen oxidativen Stress ist somit in
diesen Mutanten verringert, die Proteine wenigediext und die Lebensspanne des Stammes

zeigt eine deutliche Verlangerung.
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5. 2. 6 Deletion vonPaMthlin P. anserina

Mit dem Ziel, die Schutzrolle, die von PaMTH1Rn anserinagegen die Entstehung reaktiver
Stoffe Ubernommen werden koénnte, zu verifizierend whie vorhandenen Daten zu
komplementieren, wurde einBaMthl-Deletionsmutante vorP. anserinahergestellt, die
anschlie3end in weiteren Analysen genauer untersuatae.

5.2.6.1 Herstellung vonPaMth1-Deletionsmutanten

Die Deletion desPaMthl:Gens ist mittels homologer Rekombination mit einBtasmid
durchgefuhrt worden, das eine Hygromycin B Resitassettte enthélt, die von zwei etwa 1
kbp langen homologen Sequenzen aus der 5- un@ eéRegion vonPaMthl umschlossen
wird. Zur Konstruktion dieses Plasmids wurden milfeHvon PCR-Reaktionen ein 1 kbp
gro3es DNA-Fragment aus der direkt an BaMthlangrenzenden 5" -Region und ein 1 kbp
gro3es Fragment aus der angrenzenden 3’-Regiorifiaragl Fir diese PCR-Reaktionen
wurden spezifische Oligonukleotide verwendet, die der 5-Seite des Fragmentes, das
strangaufwarts vorPaMthl liegt, eine Xhd-Restriktionsstelle und an das 3"-Ende dieses
Fragments eineHindlll-Restriktionsstelle einfihren. Mit Hilfe einegweiten Paars
Oligonukleotide, das an das 5-Ende des Fragmedges,strangabwarts liegt, eirfst-
Schnittstelle und an das 3"-Ende eiKbal-Restriktionsstelle anfligt, wurde das zweite
Fragment amplifiziert. Nach der Restriktion derdessi aufgereinigten Fragmente mit den
entsprechenden Enzymen wurden diese in den VelQ7pligiert, der mit den gleichen
Restriktionsendonukleasen geschnitten und aufggteiworden war. Dieser Vektor enthalt
die Hygromycin B-Resistenzkassette, die gegenRiddthl-Gen ausgetauscht werden soll
und zur Selektion i. colieine Ampicillinresistenzkassette. Somit wurdenhnder Ligation
Uber Nacht und der Transformation in kompetentdeAetieskE. col-Stammes XL-Blue 1
Ampicillin-resistente Klone erhalten. Eine Kultuesimit Hilfe einer Plasmid-Isolierung und
eines anschlielenden Testverdaus verifizierten Klder das gewlnschte Plasmid enthielt,
wurde fir eine ,Midi“-Préaparation des Plasmids aagen. Die korrekte Abfolge der DNA-
Sequenz in diesem isolierten Plasmid wurde miteHibn Testrestriktionen verifiziert (s.
Abb. 39).
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Abb. 39: Amplifikation der PaMthl-Flanken und Konstruktion des Vektors @PaMthlKO1l. (A)
Schematische Darstellung der beiden zu amplifinidee Bereiche. Die 5 -Flanke vé&aMthl, (ca. 1000 bp)
wurde mit den Oligonukleotiden ,5 -flanke for-pk&dhad*“ und ,5 -flanke rev-pko7Hindll“ amplifiziert. Die
3’-Flanke vonPaMthl wurde mit den Oligonukleotiden ,3"-flanke-for-pkoPst“ und ,3"-flanke-rev-pko7-
Xbd" amplifiziert. Die beiden aufgereinigten Amplifite wurden jeweils mit den entsprechenden Enzymen
geschnitten und in den Vektor pKO7 kloniert. Diesamrde vorher mit den vier Enzymethd, Hindlll, Pst

und Xba gecshnitten und aufgereinigt. In dem isoliertesldionsplasmid umfassen die 5°- und die 3"-Flanke
von PaMthldie Hygromycinresistenzkassette, die in dem StantraKu70dasPaMth1-Gen mittels homologer
Rekombination ersetzen soll(B) Gelelektrophoretische Auftrennung der Kontrollidginen des
Deletionsplasmids PaMthlKO1 mit Xhd/Xba, Pst/Xba, EcdRl, EcdrV, Xhd/Hindlll und Kpnl zum
Nachweis der erfolgreichen Ligation der Flanken den Vektor. Zur Kontrolle wurden 300 ng des
ungeschnittenen Plasmids mit aufgetrennt. Tabsdari wurden die erwarteten Fragmentgrof3en
zusammengefasst

10 pg des isolierten Deletionsplasmids wurden im 10’ Protoplasten de®. anserina
StammesAPaKu70 (El-Khoury etal., 2008) transformiert. In diesei. anserinaStamm
wurde ein Gen, das fir ein Protein codiert, dasli@micht homologe Integration (NHEJ) von
DNA-Sequenzen erforderlich ist, mit einer PhleomyRiesistenzkassette ausgetauscht. Aus
diesem Grund ist die homologe Integration von Ggueezen in das Genom dieses Stammes
erleichtert. APaKu70 wurde dem Arbeitskreis von Prof. Dr. A. Sansairch@ét zur
Verfliigung gestellt. Nach der Transformation dieRBBEomycinresistenten Stammes mit dem
Plasmid paMthlKO1, das die Hygromycin B-Resistenzkassette mit deaMthl
begrenzenden Sequenzen enthélt, wurden Hygromyesistente P. anserinaStamme

erhalten. Aus den Transformanden wurde genomisd& [Boliert, von der jeweils 800ug
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mit dem EnzynmEcaRV restringiert und auf eine Nylonmembran transfenwurde. Nach der
Hybridisierung mit einer DIG markierteiPaMthlGensonde und der anschliel3enden
Detektion der gebundenen Sonde wurde ein Stammitarhan dem das 3,5 kbp grol3e
Fragment (s. Abb. 40), das d&aMth1:Gen enthédlt und das irRaKu70 Elternstamm
detektiert wird, nicht mehr vorhanden war (nichzgjgt). Diese Transformand zeigt jedoch
noch eine Phleomycinresistenz, dies bedeutet, dassich bei diesem Stamm um einen
Deletionsstamm des NHEJ-Gens handelt. Aus diesamd3rurde dieser transgene Stamm
gegen das Wildstammisolat s+18260 gekreuzt unduedem zwei Sekundartransformanden
erhalten, die nur noch die Hygromycinresistenz eeignd gleichzeitig eine Phleomycin-
Sensitivitat aufweisen. In diesen Isolaten ist damais NHEJ-Gen durch die Kreuzung mit
dem Wildstamm wieder vorhanden. Gleichzeitig dedtetHygromycin B-Resistenz darauf
hin, dass es sich uPaMthlDeletionsstamme handelt, in denen Badlthl-Gen gegen die
Hygromycin B-Resistenzkassette ausgetauscht ists Aiesen Transformanden wurde
wiederum genomische DNA isoliert, die nEEoRV restringiert und auf eine Nylonmembran
transferiert wurde. Bei der Hybridisierung mit dgwnde gegefaMthlwird im Gegensatz
zu der Wildstamm-Probe kein Gensignal detektiekt(A40 B). Bei der Hybridisierung dieser
EcoRV-geschnittenen DNA mit einer Sonde gegen die Biygicin B-Resistenzkassette wird
nur in den DNA-Proben aus den Transformanden dasreste 3, 2 kbp grof3e Fragment
detektiert (s. Abb. 40 B). Dieses Fragment entsteirth die Einfuhrung einer weiteren
EcdaRV-Schnittstelle in das Genom der Transformanderctdden Austausch dézaMthl-
Gens gegen die Hygromycin B-Resistenzkassettalieée Restriktionsschnittstelle beinhaltet
Mit Hilfe dieser Southernblot-Analysen wurde die |@®n des PaMthl:Gens in den

analysierten Transformanden verifiziert.
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Abb. 40: Herstellung und Verifizierung einesPaMth1-Deletionsstammes. (ASchematische Darstellung der
genomischen Region mit deRaMthlLeserahmen infP. anserinaWildstamm, des Deletionsplasmides und des
rekombinierten Genoms inPaMthlDeletionsstamm. Wenn genomische Wildstamm-DNA rBitoRV
geschnitten wird, entsteht ein 3, 55 kBp groRes EMddgment, das innerhalb einer Southernblot-Analyse
einer PaMthlspezifischen DNA-Sonde detektiert wird. Bei eindinsatz desPaMthl:-Gens durch die
Hygromycin-Kassette (hph) durch homologe Rekomlmmamit dem Deletionsplasmid, befindet sich in der
rekombinierten genomischen Region RaMthl-Deletionsstamm eine weiteEecdRV-Schnittstelle. In der mit
EcoRV geschnittenen DNA dieses Stammes wird in eineutl®rnblot-Analyse mit einer Hygromycin-
spezifischen Sonde ein 3, 26 kBp gro3es Fragmesktikrt. (B) Verifizierung derPaMthlDeletion mittels
Southernblot-Analyse. Die Gesamt-DNA aus zwei Hygyoin-resistenten und Phleomycin-sensitiven
Sekundartransformanten wurde fBtoRV geschnitten, in einem 1 %igem TAE-Agarosegebatrennt und auf
eine Nylomembran transferiert. Bei der Hybdridigigg mit einefPaMthl-spezifischen DNA-Sonde wird das 3,
55 kBp-grof3e Fragment nur in der Wildstamm-DNA #g&#zt und nicht in den Proben aus den beiden
Deletionsmutanten. Dagegen wird nur in den Prohenden Deletionsmutanten und nicht im Wildstamm das
erwartete 3, 26 kBp Fragment mit einer Hygromygezfischen Sonde detektiert. Dies belegt den Aissta
des PaMth1Gens gegen die Hygromycinkassette aus dem De$piasmid. Als Positivkontrolle fir die
Hygromycin-spezifische Sonde wurden 5 ng desEndRV geschnittenen Vektors pExMthph aufgetragen, der
eine Hygromycinkassette enthélt (modifiziert naamitmann und Osiewacz, 2009).

Um das Fehlen des PaMTH1-Proteins zu belegen, wuMkesternblot-Analysen mit
Gesamtproteinen und mitochondrialen Proteinen dfitnrt. Dazu wurden je 10 pg
Gesamtprotein aus einem juvenilen und seneszentidgstédnm und zwei juvenilen und

seneszenten Transformanden in einem 12%igen SD@u@gétrennt und auf eine PVDF-

105



Ergebnisse

Membran transferiert. Nach der Hybridisierung miteen Antikérper gegen PaMTH1 und
dem entsprechenden Fluoreszenz-gekoppelten Selami#@érper wurde das Fehlen des
Methyltransferase-Proteins in den Transformandemokb im jungen als auch im alten
Stadium im Gesamtprotein verifiziert (s. Abb. 4BIs Ladekontrolle wurde fir die
Gesamtproteine ein Antikdrper gegditAktin verwendet. Mit Hilfe einer analogen
Westernblot-Analyse, die mit mitochondrialen Pnogégi und mit einem PaMTH1-Antikorper
durchgefuhrt wurde, wurde ebenfalls das Fehlen RaMTH1 in den Mitochondrien der
transgenen Stamme nachgewiesen. Als Ladekontiolldi¢ mitochondrialen Proteine wurde

ein Antikdrper gegen das mitochondriale Porin \@rdet (s. Abb. 41).

Gesamtproteine Mitochondrien
Wt [APaMthl| Wt |APaMthl Wt |APaMthl| Wt [APaMthl
) 1] 2 11 2 1 2 1 2
juv_|juv |juv |sen |sen|sen juv | juv | juv [sen [sen|sen
PaMTH1 | . e PaMTH1 [— —
B—Aktln e G B | e e Porin . — —

Abb. 41: Verifizierung der PaMth1-Deletion in Gesamtproteinen und Mitochondrien mitels Westernblot-
Analysen. (A) Je 15 pg Gesamtproteinextrakt aus juvenilen unteszenten Wildstamm- unBaMthl
Deletionsstammen wurden in einer 12 %igen SDS-PAGgetrennt und auf eine PVDF-Membtan transferiert.
Nach der Hybridisierung mit einem PaMTH1-Antikorpeerden weder in der Probe aus dem juvenilen
Deletionsstamm, noch aus dem seneszenten Delddomssdas PaMTH1-Protein detektiert. Im seneszenten
Wildstamm wird wiederum mehr PaMTH1-Protien deteittials im juvenilen Stadium. Als Ladekontrolle fir
die Gesamtproteine wurde ein Antikorper geggktin verwendet. (B) Detektion von PaMTH1 in
mitochondrialen Proben aus juvenilem und senesaewiddstammen und juvenilem und seneszen®ailthl
Deletionsstammen. Im seneszenten Stadium des Afilaisés wird eine erhdhte Menge PaMTH1 im Vergleich
zum juvenilen Stamm gezeigt. Dagegen wird sowohjuvenilen Stadium als auch im seneszenten Stadisn
PaMthl-Deletionsstammes kein PaMTH1-Protein detektiels. lAadekontrolle fur die mitochondrialen Proteine
wurde ein Antikorper gegen Porin verwendet (modifiznach Kunstmann und Osiewacz, 2009).

5.2.6.2Charakterisierung der PaMth1-Deletionsmutanten

Anhand der Wuchsteste deaMthl-Uberexpressionstransformanden auf Kupfer un@®.H
platten wurde nachgewiesen, dass die Stressresidd@ses transgenen Stammes im
Vergleich zum Wildstamm erhoht ist. Um zu untersrglob die Stressresistenz @aMthl
Deletionsmutante verringert ist, wurde eine analog®uchsraten-Analyse mit
Sekundartranformanden des Deletionsstammes duidimyefDazu wurden jeweils 20
juvenile, zwei Tage alte Transformanden und 2Cclrigsolierte Wildstamme auf PASM-
Platten angeimpft, die 0 pM, 40 pM oder 80 puM Kugpdfat enthielten. Nach einer
funftagigen Inkubation bei Dauerlicht und 27°C umgr taglichen Markierung der

Wuchsfront wurde die durchschnittliche Wuchsratechwie Division der Wuchsstrecke der
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getesteten Stamme durch die Anzahl der Tage bestikmhand der statistisch ausgewerteten
Daten ist zu sehen, dass die Resistenz der Dedstéimme im Vergleich zu den getesteten
Wildstammen gegen den durch das Kupfersulfat vaaiten, endogenen oxidativen Stress
verringert ist (s. Abb. 42). DiaAPaMthl1Stamme weisen sowohl bei 40 uM als auch bei 80
UM eine geringere Wuchsrate als die Wildstamme Au€h auf dem HO,-PASM-Medium

mit den drei Konzentrationen 0,01 %, 0,02 % und40% sind die durchschnittlichen
Wuchsraten der Deletionsstamme im Vergleich zuWéddstammen verringert (s. Abb. 42).
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Abb. 42: Wuchsraten von jungenP. anserinaWildstammen und PaMth1-Deletionssstammen auf PASM-
Medium mit unterschiedlichen Konzentrationen Kupfersulphat oder Wasserstoffperoxid.Je 20 juvenile
Wildstémme (grin) unéaMthl-Deletionsstamme (blau) wurden auf PASM-Platten 0mitM, 40 uM oder 80
UM Kupfersulphat (CuSg) inkubiert Nach einer fiinftagigen Inkubation wundelie durchschnittlichen
Wuchsraten (cm/T) bestimmt. Anhand der Ergebnissé @n signifikant schlechteres Wachstum BaMthl-
Deletionsstamme gezeigt: 40 (p = 6,154e-08) und 80M (p = 1,921e-08). Auch auf PASM-Platten mit 0 %,
0,01 %, 0,02 % und 0,0,4 % WasserstoffperoxigQhi ist die durchschnittliche Wuchstrate der Ramthl-
Deletionssmutanten im Vergleich zum Wildstamm digant niedriger: 0,01% (p = 1,443e-08); 0,02% (p =
1,06e-07) und 0,04% (p = 0.99). Die Platten miOlH wurden im Dunkeln inkubiert (modifiziert nach
Kunstmann und Osiewacz, 2009).

Diese Daten entsprechen den Erwartungen und za&igéhereinstimmung mit den Analysen
derPaMthl-Uberexpressionstransformanden, die eine erhénésSesistenz zeigen, dass das
Fehlen von PaMTH1 zu einer verringerten Stresseasidihrt.

Die Lebensspannenbestimmung beiaMthi-Uberexpressionstransformanden zeigt eine
Verlangerung der mittleren Lebensspanne um 115%émenzug dazu, sollten ddaMthl-
Deletionsstamme eine verkirzte Lebensspanne awweldm diese Hypothese zu testen,
wurden Lebensspannenanalysen mit 40 frisch iseheieletionsmutanten durchgefihrt.
Diese Stamme wurden, wie die Uberexprssionstramsfoden bei 27°C und Dauerlicht auf
Rennrohren angezogen, die mit PASM beflllt wareachdem alle zwei-drei Tage die
Wuchsfront markiert wurde und die Isolate das sesr@e Stadium erreicht hatten, wurde die

mittlere Lebensspanne, also der Zeitpunkt bestimmtjem die Halfte aller Isolate gestorben
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war. Dieser Wert betragt bei den untersuchten Toamanden 17,5 Tage und bei den in der
gleichen Analyse getesteten 40 Wildstammen 21 Ta@#es entspricht einer
Lebensspannenverringerung um etwa 18 % (s. Abb. 43)
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Abb. 43: Vergleich der mittleren Lebensspannen dePaMthl-Deletionssmutanten und des P. anserina
Wildstammes auf PASM-Medium. Alle getesteten Isolate wurden auf  Rennrohren fbigem
Glukosehaltigem PASM-Medium angezogen. Die Lebemsse ist in Tagen, die Uberlebensrate in Prozent
angegeben. Die mittlere Lebensspanne des Wildstarmwd0) betragt 21 Tage, die mittlere Lebensspaten
Hygromycin-resistenten, Phleomycin-sensitiven Selmnansformanten auaPaMthl (n=40) betragt 17,5
Tage. Dies entspricht einer LebensspannenverkiraegjPaMthlDeletionsstammes um etwa 18 % im
Vergleich zum Wildstamm (modifiziert nach Kunstmamd Osiewacz, 2009).

Die Befunde der Wuchsraten-Analysen und die Lel@mssenanalyse sprechen dafir, dass in
diesen Transformanden die Belastung durch oxidati$ress aufgrund des fehlenden
PaMTH1-Proteins hoher als im Wildstamm und vor malleals in den PaMthl
Uberexpressionsstammen ist. Diese Stamme zeigendeutlich verbesserte Wuchsrate auf
beiden stress-induzierenden Medien und in den Petgakten dieser Stamme wurden
weniger oxidierte Proteine detektiert als im Widdan.

Um zu untersuchen, ob in deaMthl-Deletionsmutanten u.U. eine erhéhte Menge oxieliert
bzw. carbonylierter Proteine vorliegt, wurden solv@bsamtproteine als auch mitochondriale
Proteine mit Hilfe von ,Oxyblot“-Analysen charakigert. Dazu wurden in der ersten
Analyse je 10 ug Gesamtprotein aus zwei juvenilexd @inem seneszentdhaMthl-
Deletionsstammen und die analogen Proben aus eiMidstamm analysiert. Mit je 10 pg
mitochondrialen Proteinen aus den gleichen Stammede eine analoge ,,Oxyblot*-Analyse
durchgefuhrt. Entgegen den Erwartungen zeigen sigtder in den Proben mit

Gesamtproteinen, noch in den Proben mit den mitwti@en Proteinen Unterschiede zum
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Wildstamm. In keinem der beiden untersuchten Stammele wie erwartet eine erhdhte
Menge oxidierter Proteine detektiert als im Wilasita (s. Abb. 44).
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Abb. 44: Detektion der carbonylierten Proteine in é&n PaMthl-Deletionsstdmmen und imP. anserina
Wildstamm. (A) ,Oxyblot“-Analyse von je 10 pg Gesamtproteinen ausenilen und seneszentén anserina
Wildstammen undPaMthl-Deletionsstamme. Vor der Auftrennung in einem 1R Polyacrylamidgel
wurden die Proben mit Di-Nitro-Phenylhydrazin datigiert. Das an den Carbonylgruppen der Proteine
entstandene Di-Nitrophenyl-Hydrazon wird von einémtikdrper @-DNPH) detektiert. Die Mengen der
oxidierten Proteine sind in allen analysierten Rrolsowohl aus dem Wildstamm als auch aus Riekthl-
Deletionsstammen vergleichbar. Zur Kontrolle dezigiartigen Beladung des transferierten Gels wulide
Membran nach der Detektion der oxidierten Prote@nteCoomassie gefarb(B) In einer analogen ,Oxyblot"-
Analyse mit mitochondrialen Proteinen aus juvenilemd senszenten Wildstdmmen uréaMthl:
Deletionsstammen werden keine signifikanten Unteeste im Gehalt der carbonylierten Proteine in den
untersuchten Proben identifiziert (modifiziert na@mstmann und Osiewacz, 2009).
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5. 2. 7 Reversion derPaMth1-Deletionsstamme

Um zu verifizieren, dass die Effekte, die in demdba analysierten transgenBn anserina
Stammen zu beobachten sind, durch die ModulatiorPd®th}-Expression begrindet sind,
wurde eine Reversionsmutante aus d&aiMthl-Deletionsstammes iR. anserinahergestellt.
Dazu wurde dasPaMthl:Gen mit der angrenzenden Promotorregion und der
Terminatorregion in defPaMthlDeletionsstamm ricktransformiert. Im folgenden kelp

wird die Herstellung und Charakterisierung diesén®ne dargestellt.

5.2.7.1 Herstellung vonPaMth1-Reversionsstdmmen

Um den ReversionsvektoPaMthlRevl, der die Kassette aus Promotor, Gen und Tatorin
tragt, herzustellen, wurden Oligonukleotide abdeteidie etwa 1000 bp strangaufwarts des
PaMthl Startcodons binden und etwa 500 Bp strangabvd@gsStopcodons voRaMthl
Diese Oligonukleotide Mth_revPsti-for und Mth_revliNotl-rev flhrten bei der
Amplifikation der Kassette am 5"-Ende eipst-Restriktionsstelle und am 3"-Ende eNetl-
Restriktionsstelle ein. Nach der Restriktion dedgexeinigten PCR-Produktes und des
Vektors pKO6 mit diesen Enzymen wurden eine Ligation Verhaltnis 1:7 (Vektor:
Inserionsfragment) mit 100 ng des Vektors Uber Nacigesetzt. Der Vektor pKO6 enthalt
zur Selektion inE. coli eine Ampicillinresistenz und zur Selektion vonnggenenP.
anserinaStammen eine Phleomycin-Resistenzkassettte. Namh Tdansformation des
Ligationsproduktes in kompetente Zellen dé&s colrStammes XL1 blue wurden
ampicillinresistente Kolonien erhalten, bei deneAlufnahme des Ligationsprodukts durch
eine Plasmid-Mini-Praparation und einer anschlie@anTestrestriktion tUberprift wurde. Es
wurde ein Klon erhalten, der das korrekte Plasmithielt und dieser Stamm wurde fir eine
Midi-Praparation des Konstruktes verwendet. Dierdkte Sequenz des isolierten Plasmids
wurde mit Hilfe von Testrestriktionen und mitteledsienzierungen verifiziert (s. Abb. 45) 10
g dieses Expressionsplasmids wurden in 1’¥Pt6toplasten deBaMthlDeletionsstammes
transformiert. Die Protoplastierung des Myzels esesStammes wurde mit Glucanex

durchgefuhrt.
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Abb. 45: Konstruktion eines Vektors zur Reversion ér PaMthl-Deletionsmutanten. (A) Bei der PCR-
Amplifikation des 2, 4 kbp groRen DNA-Fragmenteas denPaMthl-Promotor, defPaMthlLeserahmen und
eine 500 Bp Terminatorsequenz enthalt, wurden dgo@ukleotide Mth_rev1Pst-for und Mth_rev1 Noti-rev
verwendet. An das 5"-Ende des Amplifikats wurdeseBehnittstelle fir das Restriktionsenziasi angehangt
und an das 3"-Ende eine Schnittstelle fir das Enixigol. Nach der Aufreinigung und Restriktion des PCR-
Produkts und des Vektors pKO6 wurde eine LigatiarMerhaltnis 1: 7 (Vektor: Insertionsfragment) asgfzt
und das erwartete PlasmidP@MthlRevl wurde anschlie3end innerhalb einer Midi-Prdiam isoliert. Der
Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz (=Amp) seveine Phleomycin-Resistenz (=ble) zur Selektion k.
coli- bzw. P. anserinalTransformanten.(B) Gelelektrophoretische Auftrennung der Testrestnign von
pPaMthIEx1l in einem 1 % igen TAE-Agarosegel. Das kompleRlsmid umfasst 6, 7 Bp. Die
Klonierungsstellen sind in der Karte eingezeichdet,entstehenden Fragmentgro3en der Testrestrétisind

in der Tabelle angegeben. Als Kontrolle wurden 3@0ungeschnittener Vektor (ungesch.) aufgetrenst, a
GrolRenstandards wurden je 250arglindlll und 100Bp+-Leiter aufgetragen.

Nach etwa 5-7 Tagen wurden Phleomycin-resisterd@sformanden erhalten, bei denen die
Aufnahme des Plasmid$’pMthIRev1 mit Hilfe einer Southernblot-Analyse Uberpniitirde

(s. Abb. 46). Fur diese Analyse wurde die GesamADdIs den erhaltenen Phleomycin-
resistenten Primartransformanden isoliert und esdew je 800 pg der DNA pro
Transformand mit Hindlll restringiert, elektrophoretisch aufgetrennt durauf eine
Nylonmembran transferiert. Die Membran wurde miteei DIG-markierten Sonde gegen
PaMthl hybridisiert. Mit Hilfe dieser Southernblot-Anals wurden zwei
Primartransformanden (Tind T,) identifiziert, die das Plasmid genau einmal ant@amen
haben (s. Abb. 46). Diesen transgenen Stammen @&ldlt6, 8 kBp groRe Wildstamm-

Fragment, das in der Probe des Wildstammes detiekiiel, aber in beiden Transformanten
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wird jeweils ein Fragment detektiert, das eine amdertf3e als das Wildstamm-Fragment

besitzt.
T[T | M Ty | Ts | Te | T7 | Tg | Te | Too| Tya|Too [Tag| Tag WT
- %

* ’ i '
9,4 kbp | — ;
6,6 kbp e z — D i —— w o e— PaMth1l
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Abb. 46: Southernblot-Analyse zum Nachweis der Intgration des Plasmids paMthlRev1 in das Genom
der putativen Revertanden T1-T14.Jeweils 800 ng genomische DNA des Wildstammes § (Wd der
Transformanden wurde midindlll restringiert und auf einem 1 % Agarose-TAE-Gakktrophoretisch
aufgetrennt. Nach dem Transfer der DNA auf eineoNylembran erfolgte die Hybridisierung Uber Nacht mi
einer PaMthlspezifischen DIG-markierten Sonde. Das detektig/tlelstamm-Signal (WTPaMthl) hat eine
Grolde von 6, 7 kbp. In keiner Transformanden-DNAdvéin Signal dieser GréRe detektiert, sondermvéade
zahlreiche groRRere oder kleinere Fragmente (z. Boder T,), die aufgrund der Integration des Plasmids
pPaMthIRevl in das Genom der Transformanden vorhanden Beidzwei Transformanden konnte genau eine
Einzelintegration des Plasmids nachgewiesen wertterder Probe aus ;Twird ein Fragment mit einer
ungefahren GréRe von 8, 5 kbp bis 9 kbp detekiiei®, wird ein etwa 6, 0 kbp groRes Fragment detektizig.
beiden Einzelintegrationen sind mit einem Sternaharkiert. Als Standard wurden 40 ng des DIG-mat&ie\
Hind Il aufgetragen, die GroRen sind am linken Bitdtangegeben.

Dies bedeutet, dass es sich bei diesen beidenfdrar@iten um Revertanden handeln kann.
Mit Hilfe dieser Analyse wurde somit die Reintegratder vollstdndigen Reversionskassette
bestehend auBaMthl-Promotor, -Gen und -Terminatorsequenz in das GetesiraMthl
Deletionsmutanten gezeigt.

Um die Bildung des PaMTH1-Proteins nachzuweisenrdem Gesamtproteine aus dem
jungen PriméartransformandePaMthl Rev T, T4 und T3 innerhalb einer Westernblot-
Analyse mit einem Antikorper gegen PaMTH1 untersu€lr diese Analyse wurden je 20 pug
Gesamtproteine gelelektrophoretisch aufgetrenrit,eme PVDF-Membran transferiert und
nach der Hybrisierung der Membran mit dem PaMTHZ1H#&mper und dem Fluoreszenz-
gekoppelten Sekundarantikdrper wurde die Membragewertet. Anhand des Ergebnisses
ist zu sehen, dass die Menge des gebildeten PaMifHHer Mutante T mit der
Einfachintegration der Menge PaMTH1 entspricht, die der Probe des juvenilen
Wildstammes detektiert wird (s. Abb. 47). In dens@atproteinproben aus dem Revertand
T4, der zweiten Mutante mit einer EinzelintegratiomduTy3, der Mutante mit der

Vierfachintegration werden grél3ere PaMTH1-Mengeaeldeert.
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Abb. 47: Verifizierung der Revertanden mittels Wesérnblot-Analysen. Je 20 pg Gesamtproteinextrakt aus
einem juvenilen Wildstamm- und den dRaMthl-ReversionsstaimmePaMthl Rev T, T4 und T;3 wurden in
einer 12 %igen SDS-PAGE aufgetrennt und auf einBPWlembran transferiert. Nach der Hybridisierung mi
einem PaMTH1-Antikérper wird in der Probe aus derangformand T eine mit der PaMTH1-Menge im
Wildstamm vergleichbare Menge detektiert. In ders@mwgtproteinprobe aus dem Revertang der zweiten
Mutante mit einer Einzelintegration undsJder Mutante mit der Vierfachintegration werden gn&3PaMTH1-
Mengen detektiert. Als Ladekontrolle fir die Gesamoteine wurde ein Antikdrper gegfmktin verwendet.

Dieser Befund verifiziert die Mutanten als Revedam desPaMthl-Deletionsstammes und
somit wurde der Primartransformand §egen den Wildstamm s+ 18260 gekreuzt und
anschlieBend Sekundartransformanden zur BestimndenglLebensspanne dieser Mutante
isoliert. Fur alle weiteren Analysen wurden Sekutrdasformanden verwendet, die sowohl
Phleomycin- als auch Hygromycin-resistent sind. sDierifiziert das Vorhandensein der
Hygromycin-Kassette anstatt dézaMthlGens und die Integration dePgMthIRevl-
Plasmids mit der Phleomycinresistenzkassette imofedieser Transformanden. Mit dem
Ziel, die mittlere Lebensspanne dieser Revertandbestimmen, wurden 33 frisch isolierte,
zwei Tage alte Sekundartransformanden auf PASM-Rénen angeimpft und bei 27°C im
Dauerlicht inkubiert, bis sie das seneszente Staditrreicht hatten. Gleichzeitig wurden als
Referenz 33 juvenile, 2 Tage alte Wildstammisolié PASM-Rennrohren angezogen. Bei
allen Isolaten wurde alle zwei bis drei Tage diecWairont markiert und am Ende wurde die
mittlere Lebensspanne bestimmt. Nach der Auswertdeag aufgenommen Daten wird
deutlich, dass zwischen den mittleren LebensspadeemRevertande und des Wildstammes
kein signifikanter Unterschied besteht: Beide Stéanhalben im Durchschnitt 17 Tage (s. Abb.
48).
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Abb. 48: Vergleich der mittleren Lebensspannen detPaMthl-Deletionssmutanten und desP. anserina
Wildstammes auf PASM-Medium. Alle getesteten Isolate wurden auf Rennrohren mit%ilgem
Glukosehaltigem PASM-Medium angezogen. Die Lebemsse ist in Tagen, die Uberlebensrate in Prozent
angegeben. Die mittlere Lebensspanne des Wildstanin¥33) und der Hygromycin-resistenten, Phleomycin
resistenten SekundartransformantenRaisithl Rev (n=33) betragt jeweils 17 Tage.

Zusammenfassend lasst sich damit festzustellens das beobachteten Effekte in den
PaMthl-Uberexpressionstammes und dem entsprechendenddsmm ausschlieRlich auf
die jeweilige Modulation der Expression vBaMthlzurtickzufihren sind.
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6 Diskussion

Aus der langjahrigen Erforschung der Prozesse wéhides Alterns voR. anserindiegt ein
umfangreiches Wissen Uber die Rolle der Mitochardriin diesem leicht zu
charakterisierenden Modellsystem vor. Einige Erkeisse, die sich zum Teil auf andere
Modellorganismen in der Alternsforschung Ubertragissen, und die damit Teil
konservierter Signalwege sind, wurden in der Einteg dargestellt. Diese und weitere
Befunde betonen die Bedeutung mitochondrialer Meisin@en fiir das biologische Altern.
Zahlreiche dieser Daten wurden im Rahmen sogenanitendidatenansatze* vorP.
anserina erhalten, in denen beispielsweise die Ergebnisser eUntersuchung der
alternsabhangigen Transkription eines bestimmtems@a Wildstamm als Grundlage fur die
anschlieBende Herstellung und physiologische Cleriglerung einer Mutante diente, in der
die Genexpression dieses Gens moduliert wurde.

Im Gegensatz dazu waren es in der vorliegenden itAche Hauptzielsetzungen, neue
mitochondriale Proteine, die Komponenten konseieBignalwege wahrend der Seneszenz
in P. anserinadarstellen, zu identifizieren und anschlielBenclzarakterisieren. Dies wurde
mit Hilfe einer ungerichteten, differentiellen Reotnanalyse mit Proteinen aus jungen und
alten P. anserina Wildstammen im Rahmen des EU-Projektes MiMage iygtihrt.
Zeitgleich wurden von dem Projektpartner ,ProtedStsenfalls Mitochondrien aus jungen
und alten humanen Nabelschnur-Endothelzellen undte®gehirnen untersucht, um

konservierte Signalwege aufzudecken.

Auftrennung und Identifizierung differentiell-gebitleter, mitochondrialer Proteine aus

jungen und alten P. anserina-Wildstammen

Die Untersuchung der mitochondrialen Proben ausrjilen und seneszentéh anserina
Wildstammen mittels 2D-PAGE und anschlieBender MAIDF-Analysen hat im
Gegensatz zu anderen gelelektrophoretischen, eemdiionalen Methoden, beispielsweise der
1D-SDS-PAGE, den Vorteil, dass auch weniger deulicUnterschiede in der
Zusammensetzung von zwei mitochondrialen Proteogezeigt werden, weil die Auflosung
der Auftrennung hoéher ist. Diese geringen Unteestdizwischen den Proteomen aus jungen
und altenP. anserinaWildstdammen konnten mit Hilfe von eindimensiona®®S- und BN-
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PAGE nicht gezeigt werden (s. Abb. 17; 18). Dagegeigten sich schon in den initialen
Versuchen der 2D-PAGE mittels Auftrennung in zweléh differentiell-gebildete Proteine
(s. Abb. 19).Fur diese 2D-Analyse des mitochondrialen Proteomsden sehr reine
Mitochondrienproben verwendet, in denen cytoplaguolat Verunreinigungen mittels
Aufreinigung Uber einen Saccharosegradienten merimiurden, um die ldentifizierung
falschpositiver Proteine zu vermeiden. Der zweitehtige Punkt bei der Isolierung war die
Vermeidung einer Erwarmung der Proben, damit keangfiziellen posttranslationalen
Modifikationen wahrend der Isolierung geschehen nein Schon anhand der
zweidimensionalen Gele, die in den initialen Analysles mitochondrialen Proteoms erhalten
wurden, war zu sehen, dass die Qualitat der iseheProteine fir eine Analyse dieser Art
ausreicht. Die meisten Proteine wurden im pH-Bérewischen 5 und 9 fokussiert und es
gab keine stérende Aggregat-Bildung (s. Abb. 19gité/e Gber einen Saccharosegradienten
aufgereinigte Mitochondrien wurden in den nachfolign Proteomanalysen von dem

Projektpartner ,ProteoSys* fur 2D-PAGE verwendet.

Im Rahmen der Proteomanalyse wurden 29 differentigébildete Proteine identifiziert

In den 2D-Gelen, die im Rahmen der differentielleroteomanalyse von ,ProteoSys*
angefertigt wurden, besitzen sehr viele ,Proteitspsoelektrische Punkte in dem Bereich
von vier bis neun (s. Abb. 20). Auch in den ingl2D-PAGE-Analysen wurde der Grol3teil
der Proteine in diesem Bereich fokussiert (s. Ab®), hier sind die Ergebnisse demnach
vergleichbar. Mit Hilfe der 2D-PAGE-Analyse mit deadioaktiv-markierten Proteinen, die
von ,ProteoSys* durchgefihrt wurde, wurden zahheiguvenil- oder seneszenzspezifisch
gebildete Proteine gezeigt (s. Abb. 20) und in aleschlielBenden massenspektrometrischen
Analyse wurden etwa 60 differentielle ,Proteinspoidentifiziert. Zusatzlich konnten viele
Proteine noch nicht mittels MALDI/TOF identifiziewerden, weil zu dieser Zeit die.
anserinaGenomsequenz nicht publiziert war. In der Grupper &0 identifizierten
Proteinspots existieren zahlreiche Kandidaten Jsbhéormen des gleichen Proteins enthalten,
die wahrscheinlich auf posttranslationale Modifiktaen zurtickzufiihren sind. Somit wurden
nur etwa 29 Proteine identifiziert, diefh anserinavéhrend des Alterns differentiell gebildet

werden.
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Im seneszenten Wildstamm von P. anserina sind Ubegend geringere Mengen von

Proteinen vorhanden, die am Energiehaushalt betgilsind

Anhand der Einteilung der Proteine in die jeweiiggehorige Stoffwechselklasse wird
deutlich, dass vor allem Proteine der Atmungskettles Zitratcyclus und des
Fettsadurestoffwechsels in geringerer Menge in déoecmondrialen Proben aus den alten
Wildstammen im Vergleich zu den jungen Wildstamrdetektiert werden (s. Tab. 2).

Ein Protein der Atmungskette, das im alten Wildstain geringerer Menge vorhanden ist
und von dem insgesamt funf Isoformen identifizientirden, ist diep-Untereinheit der
ATPase (Groebe etal, 2007). Mehrere Isoformen der Untereinheit dieses
Atmungskettenkomplexes und zusatzlich eine verrieg@roteinmenge wurden von dem
Projektpartner ,ProteoSys" ebenfalls in mitochoatinh Proben aus dem Rattengehirn und in
Proben aus menschlichen ,human umbilical vein dmd@ cells* (HUVEC)-Zellen
identifiziert. Die ATPase ist ein Protein, von démispielsweise auch schon in anderen
Studien mit Mausen sowohl auf Transkript-Ebene (dzak etal., 2005) als auch auf Protein-
Ebene (Chakravarti etl., 2009) gezeigt wurde, dass die jeweilige Menge den
Mitochondrien wahrend des Alterns abnimmit.

Zusatzlich wurde in allen drei untersuchten Modstiemen an diesem Protein eine ,N-
formyl Kynurenin“-Bildung mittels MALDI/TOF nachgemsen (Groebe etl., 2007). Hier
scheint es sich demnach um einen konserviertenspot’ flr posttranslationale oxidative
Modifikationen zu handeln, denn beispielsweise ierzén alter Mause wurden ebenfalls
oxidative Modifikationen an der ATPase gezeigt (&aretal., 2005). Auch im Rahmen einer
vergleichenden Proteomanalyse von Maus-Nierenuagep und alten Tieren wurde gezeigt,
dass von der ATPase mehrere Isoformen detektierdeme die durch posttranslationale
Modifikationen verursacht wurden (Chakravarti at., 2009). Zusatzlich wurde in
Herzmuskelzellen aus der Ratte eine erhohte Calieounyg der ATPase gezeigt (Chung et
al., 2008). Demnach scheint es sich bei der oxidatMenlifikation der ATPase und der
Verringerung der Menge dieses Proteins im Alterkanservierte Vorgénge zu handeln, die
mit Hilfe der differentiellen ProteomanalyseRn anserinabestatigt werden.

Die beiden Stoffwechselwege neben der Atmungskekteen Proteine in vergleichbarer
Weise betroffen sind, sind der Zitratcyclus und desttsdurestoffwechsel. Bei den
identifizierten Proteinen, die diesen beiden Steffiaselwegen zugeordnet werden, wird
deutlich, dass die meisten Proteine ebenfalls mngeren Mengen in den Mitochondrien

seneszenter Wildstamme als in juvenilen Stammehaaten sind. Es wurde z. B. gezeigt,
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dass die Malat- und Isozitrat-Dehydrogenase inngeren Mengen im alten Stadium
vorhanden sind. Auch hier scheint es sich bei amifrachtigung des Zitratcyclus um einen
konservierten Vorgang zu handeln, denn geringeragde dieser beiden Enzyme wurden
von ,ProteoSys“ auch in den Proben aus alten Ratjefunden. Auch in einer
Proteomanalyse mit Gehirnen aus jungen und altemsbtawurden diese beiden Proteine in
kleinerer Menge im alten Stadium gezeigt (Carrettal., 2006). Neben der Atmungskette
und dem Zitratcyclus sind auch Proteine des Féftgtohsels betroffen. In den Proben aus
alten P. anserinaStammen wird im Vergleich zu den Proben aus jurgg&immen gezeigt,
dass eine verringerte Menge der Enzyms Enoyl-Codratgse, die in der Fettsdureoxidation
die sehr wichtige Funktion der Acetyl-CoA-Bildunarnimmt, vorhanden ist. Dies kbnnte,
wie bei den Atmungskettenkomplexen, eine Folgeret@keren oxidativen Schadigung und
dem verstarkten folgenden Abbau des geschadigteteiRs sein. Es wurde beispielsweise
auch in Endothelzellen gezeigt, dass sie zusammtlen mitochondrialen Aconitase ein
primares Ziel der oxidativen Schadigung durch Raldildarstellt (Addabbo etl., 2009). In
dem NematoderC. eleganswurden z. B. ebenfalls eine verringerte Menge Haoyl-
Hydratase und gleichzeitige AGE-Modifikationen alesgm Protein gezeigt (Rabbani und
Thornalley, 2008). Passend zu diesen Befunden igstLdbensspanne von Glyoxalase 1
(Glo1)- Uberexpressionmutanten i@. elegansverlangert (Morcos eal., 2008). GLO1
katalysiert die Entgiftungsreaktion von Methylglybxmit Glutathion zu Lactat. Durch diese
Reaktion verringert sich die Konzentration des Miglyoxals, das fir die Bildung der AGE-
Modifikationen (s. 0.) verantwortlich ist (Sukdeb a., 2004). So werden wahrscheinlich
Proteine wie die Enoyl-Hydratase vor AGE- Modifiketen geschitzt (Rabbani und
Thornalley, 2008)

Anhand der Analysen zeigt sich, dass gerade eniefgimde Enzyme, beispielsweise aus der
Atmungskette, durch reaktive Sauerstoffspezieshgaigt oder oxidativ modifiziert werden
kobnnen. Dies kann u. a. an der topologischen Nalesed Proteine zum Ort der
mitochondrialen Entstehung von ROS liegen. Diesduie konnten auf3erdem eine
Erklarung fir den gestorten Energiestoffwechseln,seder in vielen senszenten

Modellorganismen belegt wurde.
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Seneszenspezifisch verringerte Bildung von ROS-Almeroteinen in den Mitochondrien

alter P. anserina-Wildstamme

Proteine der ROS-Abwehr in den Mitochondrienpréjanader alten Wildstamme sind, wie
erwartet, in anderen Mengen vorhanden, als in déackbndrien der jungen Wildstamme.
Es werden z. B. deutlich geringere Mengen des ipatatPeroxiredoxins gefunden. Das
Peroxiredoxin Ubernimmt in den Mitochondrien die s8rstoffperoxid-Entgiftung (Nonn et
al., 2003). Der Befund, dass die Peroxiredoxin-Meinggen Mitochondrien voi. anserina
wahrend der Alterung sinkt, bietet einen neuergragsanten Ansatz zur Erforschung der
mitochondrialen Schutzsysteme gegen ROS. Dieseschiongsansatz wird zurzeit in einer
anderen Dissertation im Arbeitskreis nachgegandeissértation S. Zintel). Aul3erdem
wurden geringere Mengen der mitochondrialen SupéDismutase in den Mitochondrien
der alten Wildstamme detektiert als in den Mitoakraen der juvenilen Wildstamme. Die
reduzierte Menge der Superoxid-Dismutase konnte &rklarung fir die Zunahme von
reaktiven Sauerstoffspezies im alten Wildstamnefief Bei der Abnahme der SOD-Menge
kann es sich allerdings auch um eine negative Aiuswg der gro3eren ROS-Menge handeln,
die auf einen verstarkten Abbau des geschadigieteiRs zurickzufiihren ist.

Ein weiteres Protein, das sehr wahrscheinlich arR@S-Abwehr beteiligt ist, ist ein juvenil-
spezifisch gebildetes Flavohamoglobin. Dieses Hrptdas im seneszenten Stadium in
geringerer Menge vorhanden ist, zeigt eine 50%dlgatitat zu dem Flavohamoglobin FHB1
aus Aspergillus oryzag(SwissProt-Nr. Q2U124, Sequenzvergleich siehe AghaDieses
Protein Gbernimmt irA. orizaeeine Rolle in der Detoxifizierung von Stickstoffread Uber
eine Dioxygenase-Funktion und wurde in einer nauémbeit in den Mitochondrien voA.
oryzae lokalisiert (Zhou et al.,, 2009). Hiermit wurde setvahrscheinlich eine neue
Komponente der ROS-Abwehr in deR. anserinaMitochondrien identifiziert, dessen

funktionelle Aspekte in zukinftigen Forschungsadreanalysiert werden kbnnen.

In seneszenten P. anserina Stammen wird eine gréddenge von Chaperonen gefunden,

die bei der Proteinsynthese eine Rolle ibernehmen

Ein Protein, das in stark erhohter Menge in derb@&moaus den seneszentnanserina-
Wildstamm-Isolaten identifiziert wurde, ist eineokin-Disulfid-lIsomerase. Dieses Enzym
katalysiert die Umlagerung und Neubildung von DIffeBriicken bei der Faltung von

Proteinen. Es dhnelt in seiner Struktur dem Thioxed das in der mitochondrialen Matrix
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vorkommt. Der Hauptort, in der Zelle, an dem jedaté Protein-Disulfid-lsomerasen zu
finden sind, ist das endoplasmatische Reticulum) (EBmb und Bulleid, 2002), ein Protein
dieser Klasse wurde allerdings auch schon in Maadnien aus der Rattenleber gefunden
(Rigobello etal., 2000). In zukinftigen Analysen muss diese Lokdilis des Proteins iR.
anserinamit Hilfe einer GFP-Fusion aufgeklart werden, umeine ER-Kontamination der
mitochondrialen Proben auzuschlieen und die Rb#ises Proteins wahrend des Alterns in
den Mitochondrien vo®. anserinanéher zu charakterisieren.

Zusatzlich wurde im seneszenten Stamm eine erlMbige des Proteins SSC1 identifiziert.
Dieses gehort zur Hsp70-Hitzeschock-Proteinfanuitid es Gbernimmt ebenfalls wahrend der
Proteinfaltung eine wichtige Chaperonfunktion. Digeteiligung an der korrekten
Proteinfaltung wurde beispielsweise in der H8fecerevisiagyezeigt (Liu und Steinacker,
2001). In der vorliegenden Proteomanalyse wurdeffemlem erhohte Mengen der
Hitzeschockproteine 60 und 70 in seneszenten Naiels-Endothelzellen gefunden. Auch
hier deutet sich an, dass es sich um eine konservMal3hahme zur Erhaltung einer
korrekten Proteinsynthese und-faltung in den Mityahrien handeln kann, die wéhrend der
Alterung u. U. beeintréchtigt sein konnte. Die Ildliezrierung dieser Proteine in
mitochondrialen Proben aus seneszemenanserinaStammen bietet einen neuen Aspekt in

der Analyse der Rolle der mitochondrialen Protéinfegy und-homdostase . anserina

Identifizierung einer erhdhten Menge eines Apoptdéeietors im seneszenten Stadium von

P. anserina

Im Rahmen der vorliegenden Proteomanalyse wurde emmdohte Menge des Proteins
Cyclophilin D in den mitochondrialen Proben aus deneszenten Wildstammen identifiziert.
Dieses Protein ist ein in der mitochondrialen Makokalisiertes Protein, das an der Apoptose
beteiligt ist (s. 0.). Es ist ein Bestandteil demgenannten ,mitochondrial permiability
transition pore“. Es scheint die Offnung dieserePaihrend der Apoptose zu regulieren,
denn wenn Herzmuskelzellen mit Cyclosporin A, einémhibitor von Cyclophilin D
behandelt werden, wird die Offnung der Pore verindDie Identifizierung dieses Proteins
in Mitochondrien vonP. anserinastellt neben der Charakterisierung der Metacaspase
(Hamann etal., 2007) einen weiteren Ansatzpunkt fur die ApoptoseEhung in diesem
Ascomyceten dar. Die molekularbiologische AnalyseRlolle dieses Protein wurde aufgrund

des Ergebnisses dieser Proteomanalyse im Arbagskuégenommen (Dissertation D. Brust).
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Identifizierung einer stark erhdhten Menge einer Nigyltransferase mit unbekannter

Funktion in den Mitochondrien alter Wildstamme

Das zweite Protein, das in stark erhohter Meng#gem Proteinisolaten identifiziert wurde, ist
eine S-Adenosyl-Methionin-abhangige (SAM) Methyliséerase (PaMTHL1) (s. Einleitung).
Es wurde Uberraschend in der Liste dieser mitochaleth Proteine gefunden, denn bis dahin
gab es keine Hinweise auf eine mitochondriale Lisk#ibn dieses Proteins. Es wurde zudem
im Rahmen einer friheren Suche nach seneszenzdpegebildeten Proteinen mit Hilfe
eindimensionaler SDS-Gelelektrophoresen mit Gesangtimen identifiziert (Averbeck etl.,
2000). In diesen Arbeiten wurde eine prominentadinbande mit einer Grof3e von 27 kDa
aus Gesamtproteinen des seneszenten Wildstammdertisoand mit Hilfe von
Proteinsequenzierung als PaMTHL1 identifiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funktion dieseu ridentifizierten differentiell-
gebildeten Methyltransferase wahrend der Alterung . anserina mit Hilfe
molekularbiologischer, biochemischer und physidogen Analysen untersucht.

Die Klasse I-Methyltransferase PaMTH1

Wie in der Einleitung beschrieben wird, existierem der Proteinsuperfamile der
Methyltransferasen verschiedene Unterklassen vayrgen, die durch Homologie, GréRRen-
und Substratspezifizitat-Vergleiche erstellt wurdBai dem initialen Vergleich der PaMTH1-
Proteinsequenz mit den Proteinsequenzen von andieamnten Methyltransferasen zeigt
sich, dass in der Proteinsequenz von PaMTH1 typisdbtive, also Konsensussequenzen flr
Methyltransferasen vorhanden sind (Averbeckalket 2000). Eins davon ist das Motiv |,
(Kagan und Clarke, 1994), das z. B. fur die Weahisklng der Methyltransferase mit dem
Methyldonor S-Adenosyl-Methionin (SAM) wichtig igs. Abb. 15). Das Vorhandensein
dieser Motive deutet klar darauf hin, dass es bmhPaMTH1 um ein Enzym dieser Art von
SAM-abhangigen Methyltransferasen handeln solltdeicBzeitig besitzen alle drei
Methyltransferasen zahlreiche Aminoséauren, die anRindung dieser Kation-abh&ngigen
Methyltransferasen an das Magnesium-Kation betedigd. Bei dieser Analyse werden
allerdings auch Unterschiede in der Homologie derghchenen Enzyme deutlich. So
unterscheidet sich PaMTHL1 z. B. im Bereich zwisctien Motiven B und C deutlich von den

anderen beiden Methyltransferasen. Der Vergleich der pflanzlichen und der S&auger-
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Methyltransferase zeigt die erwarteten Gemeinsaekeind Unterschiede der drei Enzyme,
gibt aber keinen Aufschluss Uber weitere Eigensehafwie z. B. Dimer-Bildung oder
Substratspezifizitat.

Die Einordnung in einen Stammbaum zeigt deutlicassd PaMTH1 zur Klasse | der
Metyltransferasen gehort (s. Abb. 21). Wie in dandttung dargestellt wird, handelt es sich
bei den Klasse I-Methyltransferasen um Kation-algigen kleinere Methyltransferasen, die
haufig Caffeoyl-CoA wahrend der Lignin-Biosynthasethylieren (Ye eal., 1994). In der
Klasse | setzt sich PaMTH1 zusammen mit den beidgithsten verwandten
Methyltransferasen aus den Ascomycedtosartorya fischerund Aspergillus clavatusyon
den pflanzlichen Methyltransferasen ab. Diese Ba##uentsprechen den Erwartungen, denn
Ascomyceten bilden im Gegensatz zu Pflanzen keigaie, die dort in die pflanzliche
Zellwand eingelagert werden und somit die Verhoigder Zelle bewirken (Lignifizierung).
Zusatzlich setzen sich die drei Methyltransferasevartungsgemald noch deutlicher von den
Methyltransferasen der zweiten Klasse ab. Anhandhds vorliegenden Ergebnisse wird
daher deutlich, dass PaMTH1 zwar zur ersten KlagseMethyltransferasen gehort, u. U.
aber eine ahnliche Substratspezifizitat wie z. iB. @atechol-O-Methyltransferase aus dem
Menschen und der Ratte vorweisen kdnnte. Diedeeispielweise in der Lage das Klasse II-
Methyltransferase-Substrat Quercetin 100 mal begsemethylieren als ihr eigentliches
Substrat (Zhu eal., 1994). Auch fur die PFOMT aus der Eispflanze eeinpflanzlichen
Klasse I-Enzym wurde gezeigt, dass sie neben iligentlichen Substraten Quercetin
methylieren kann (Ibdah at., 2003).

Auf der Grundlage des Ergebnisses dieser Homolegigeiche wurde im weiteren Verlauf
dieser Arbeit die PaMTH1-Substratspezifizitdt mitféibiochemischer Methoden analysiert.
Diese Analysen hatten das Ziel Uber die KenntnisSudostratspezifizitat Hinweise auf dre
vivo-Funktion und auf die Rolle von PaMTH1 wéahrend ddterung in P. anserinazu
erhalten. Zusatzlich sollte diese Rolle mit Hilfenv Northernblot-Analysen untersucht
werden, in denen herausgefunden werden sollteRadthl transkriptionell wahrend des

Alterns reguliert wird.

Im seneszenten Wildstamm ist die groRe PaMTH-Pnoteenge auf eine erhdhte PaMthl1-

Transkriptmenge zurtickzufiihren

Aufgrund der erhéhten Proteinmenge, die im Myzed diden Wildstammes vorhanden ist,

stellte sich die Frage, ob es sich hierbei um dagdé- einer ebenfalls erhéhten
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Transkriptmenge im seneszenten Stadium handeln. kmmnRahmen von Northernblot-
Analysen wurde gezeigt, dass dfaMthLTranskriptmenge in drei unabhangigen alten
Wildstammen im Vergleich zu den entsprechendengangyildtsammen deutlich erhoht ist
(s. Abb. 22). In keiner RNA-Probe aus einem jun§¢amm konnte dagegen ein Transkript
nachgewiesen werden. Dieses wird allerdings miteHdiner RT-PCR in der cDNA aus
einem jungen Wildstamm nachgewiesen. Dieser Behggt, dass in den jungen Stammen
eine relativ kleine MengBaMth-Transkript vorhanden ist, die nur mit Hilfe der Wergleich
zum Northernblot sensitiveren RT-PCR nachgewieserden kann. Das Fehlen eines
Transkripts in den jungen Stdmmen wirde einen Geadgenzu der anschliel3end
durchgefuhrten Westernblot-Analyse mit Gesamtpneteiaus einem jungen und einem alten
Wildstamm darstellen. Diese Westernblot-Analyse deurdurchgefuhrt, nachdem ein
Antikdrper gegen ein Peptid von PaMTHL1 in Kaninchengestellt und getestet worden war.
Dadurch wurden im Rahmen der Westernblot-Analyse @esamtproteinen aus jungen und
seneszenten Wildstiammen sowohl das VorhandensgiRaMTH1-Proteins in der Probe aus
dem jungen Stamm als auch der seneszenzsspezif&obigeg der Proteinmenge im
seneszenten Stadium verifiziert (s. Abb. 23). Wis den Ergebnissen hervorgeht, geht diese
erhohte Proteinmenge aus der erhoaMth:Transkriptmenge hervor. Die Griinde fur den
Anstieg in der Menge dieses Transkripts sind altgysl unklar. Es ist noch nicht sicher, ob es
sich um eine Transkriptions-Induktion oder einenBlaipt-Stabilisierung handelt.

PaMTHL1 ist in P. anserina sowohl im juvenilen alsuah im seneszenten Stadium in den

Mitochondrien lokalisiert

Die Identifizierung von PaMTH1 als seneszenzspsdifigebildetes Protein in den
mitochondrialen Proben au’. anserinastellte, wie im Ergebnisteil beschrieben wird, ein
unerwartetes Ergebnis dar. Wenn die PaMTH1-SequenhHilfe eines online-Programmes
zur Identifizierung von mitochondrialen Eintransisequenzen

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargexPiberprift wird, wird deutlich, dass fir dieses

Protein weder eine eindeutige mitochondriale Laaion, noch eine Sekretion vorausgesagt
wird. Die Wahrscheinlichkeit, dass PaMTH1 im Mitoctdrium zu finden ist, ist sehr gering,
es kann jedoch auch nicht woanders eingeordnetaneAlifgrund des Gegensatzes zwischen
dem fehlenden Eintransportsignal und der Lokalisigr dieses Proteins in den

mitochondrialen Proben wahrend der differentielldProteomanalyse wurde eine
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Lokalisationsanalyse von PaMTH1 mit Hilfe einer GIHision inP. anserinadurchgefuhrt.
Zusatzlich sollte so eine cytoplasmatische PaMTHhtEmination der mitochondrialen
Proben, die fur die Proteomanalyse verwendet wyralesgeschlossen werden.

In PaMTH1-GFP-bildenden Transfonmanten wurde dasioRsprotein sowohl mit Hilfe
konfokaler Lasermikroskopie als auch im Rahmen westernblot-Analysen nur im
seneszenten Stadium in den Mitochondrien gefundenAbb. 26). Dieser Befund liel3,
solange keine Westernblot-Analyse mit dem PaMTH1ik@nper durchgefuhrt worden war,
die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei der Ergller Menge von PaMTH1 in den
Mitochondrien des alten Wildstammes, um die Folgmere seneszenzspezifischen
Translokation des PaMTH1-Proteins aus dem Cytodasm oder in die Mitochondrien
handeln koénnte. Mit dem Peptid-Antikorper gegen P&l wurde das Protein jedoch in
mitochondrialen Proben aus jungen und alten Wikdstan detektiert. Ebenso wird anhand
der Westernblot-Analysen der seneszenzspezifischgtidy der PaMTH1-Menge in den
Mitochondrien verifiziert.

Die genaue submitochondriale Lokalisation und eindggltiger Ausschluss einer
seneszenzspezifischen Translokation wurden miteHiks ,Digitonin-Assays” gezeigt. Im
Rahmen dieser Analyse wurde bestétigt, dass siéhTHa& sowohl in jungen als auch
seneszenten Wildstdammen in der mitochondrialen ikldiefindet (s. Abb. 27). Hiemit
handelt es sich um ein sehr interessantes neufidemtes Protein in den Mitochondrien von
P. anserinadessen Rolle wahrend des Alterns noch unbekannt i

Um diese weiter zu analysieren, wurde in einemeweit Schritt die Substratspezifizitat mit
Hilfe eines spektrometrischen Aktivitatstest miraehiedenen Methyltransferasesubstraten
und einem heterolog aufgereinigten PaMTH1-Fusiartspr aus. coli untersucht.

Die Methylierung von Flavonoiden mit benachbartenitydroxylgruppen durch PaMTH1

gibt einen Hinweis auf die in vivo-Funktion

Fur den gekoppelten Test der Methyltransferaseigktmurde ein rekombinantes ,strep-tag”-
Fusionsprotein von PaMTH1 ais coli verwendet. Der ,strep-tag” wurde gewahlt, weil er
sehr klein ist (1 kDa) und die Aktivitdt des Proteinicht zu sehr beeinflussen sollte.
Aul3erem ist es gelungen, dieses Fusionsprotein éiberSaule nativ in aktiver Form ohne
Nebenprodukte aufzureinigen. Die Reinheit diesestSlwurde mit Hilfe einer Westernblot-
Analyse mit einem PaMTH1-Antikdrper gezeigt (s. A®). Somit konnten mit diesem

Protein spezifische Substratests durchgefiihrt vmerdair Auswahl der entsprechenden
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Substrate, die getestet werden sollten, wurde asfErgebnis der Stammbaumeinordnung
von PaMTH1 zurtckgegriffen. Dieses zeigt, dass PHEMTin die Klasse | der
Methyltransferasen in die Nahe der pflanzlichen Witansferasen eingeordnet wird. Fur
Klasse I-Methyltransferasen aus Séaugern und mvittige auch flr einige Vertreter der
pflanzlichen Klasse I-Methyltransferasen wurde inderen Studien gezeigt, dass sie
Flavonoide annehmen konnen, die eigentlich Sulestratahleicher Klasse |II-
Methyltransferasen in Pflanzen darstellen (s. @t Befund, dass PaMTH1 in der Klasse I-
Enzyme zusammen mit den beiden anderen Methyleeasdn aus Ascomyceten eine eigene
Gruppe bildet, deutet darauf hin, dass dieses Ereip andere Substratspezifitat und damit
eine andere Funktion als die pflanzlichen Methyl¢éfarasen in der Ligninbiosynthese haben
muss. Im Rahmen des Substrattests wurden aus de¥§eden verschiedene Flavonoide und
Catechol als Testsubstrate eingesetzt.

Es zeigte sich, dass PaMTHL1 reines Catechol sehlectt methyliert, das Flavonoid
Myricetin dagegen bevorzugt methyliert. Auch dieaéinoide Quercetin, Luteolin und
Eriodyctiol werden methyliert. Allerdings werden €aetin und Luteolin wesentlich besser
akzeptiert als Eriodyctiol. Die weiteren getestetelavonoide Apigenin, Kaempferol,
Naringenin und zusatzlich L-DOPA und Thiophenol denm dagegen nicht von PaMTH1
methyliert.

Das Ergebnis des Aktivitatstest zeigt, dass diehWlieansferase auB. anserinabestimmte
Flavonoide und in sehr geringem Mal3 auch Catedbd@abstrate annimmt (s. Abb. 31). Die
angenommenen Substrate missen benachbarte Dihighgpyen an einem Phenolring
besitzen, denn nur Flavonoide dieser Art werden RaNTH1 methyliert. Kaempferol oder
Apigenin und auch Naringenin besitzen diese nicitt mit diesen drei Flavonoiden wurde
keine Aktivitdt gemessen. Das Thiophenol, das le¢speise keine OH-Gruppe besitzt, auf
das die Methylgruppe Ubertragen werden kénnte, wirenfalls nicht methyliert. Auch die
Flavonoide, die jeweils nur eine OH-Gruppe besitzeverden nicht angenommen.
Uberraschend wurde auch nicht L-DOPA als Sustratveredet, obwohl es tber zwei
benachbarte Dihydroxylgruppen verfugt (s. Tab.A3).diesem Befund zeigt sich deutlich,
dass von PaMTH1 eher Stoffe akzeptiert werden ld@imrdie etwas gréf3er sind und die Gber
ein Ringsystem verfiigen. In der Gruppe der akzepheFlavonoide existieren zusatzlich
Abstufungen in den gemessenen Aktivitaten. Hiegtzgich, dass mit steigender Anzahl der
vorhandenden Hydroxylgruppen die Aktivitatsrate réals erhoht zu sein scheint (s. Abb.
49).
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Abb. 49: Zusammenhang zwischen der Anzahl der Hydylgruppen am B-Ring des Flavonoids und der
PaMTH1-Spezifizitat. Mit abnehmender Anzahl der Hydroxylgruppen am BeRiaimmt die Akzeptanz (Pfeil)
von PaMTHL1 fiir das Substrat ab. Die Existenz vamabbbarten Dihydroxylgruppen ist entscheidend. Bates
mit nur einer Hydroxylgruppe wie Kaempferol werdeoht methyliert.

Die generelle Voraussetzung fir die Eignung als s8ab fur PaMTH1 scheint das
Vorhandensein von zwei benachbarten OH-Gruppen ia@me Phenolring zu sein, eine
zusatzliche Hydroxylgruppe verstarkt die Spezifizitoch. Substanzen mit einer OH-Gruppe
oder ohne OH-Gruppe werden nicht akzeptiert.

Diese Aktivitatsteste liefern eine Aussage uber aiemischen Eigenschaften dasvivo
Substrats von PaMTH1. Es muss sich um einen Stoftléln, der relativ grof3 ist und der
benachbarte Dihydroxylgruppen besitzt. Diese Beduladsen vermuten, dass PaMTH1 u. U.
ahnlich wie die COMT in Saugern die Entstehung keaktiven Stoffen durch Methylierung
von Substraten mit Dihydroxylgruppen verhinderteg® Stoffe kdnnen unter dem Einfluss
einer erhohten ROS-Menge oder in Verbindung mit rglegsmetallen wie Eisen oder
Kupfer durch die Bildung von Semichinonen und R@&bopidativ wirken (s. Einleitung). So
wurde fir die COMT in den Nervenzellen gezeigt, sdasese Toxifizierung durch eine
Methylierung verringert wird (s. Einleitung). Ein€unktion von PaMTH1 bei der
Verhinderung der Bildung von ROS durch die Methylieg von Stoffen, die benachbarte
Dihydroxylgruppen besitzen, ist eine Option fureilm vivo-Funktion. Weitere Befunde, die
fur diese PaMTH1-Wirkungsweise und den Schutz ver Bildung reaktiver Substanzen
sprechen, sind die Ergebnisse der Analyse der Mdtidal der PaMthl-Expression inP.

anserina
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Die Ergebnisse der Analyse der Modulation der PaNItExpression in P. anserina deuten

auf eine Schutzwirkung von PaMTH1 hin

Die konstitutive PaMthkUberexpression und die daraus resultierende ezhbtenge des
PaMTH1-Proteins wéahrend der gesamten LebenszeiMdé&nten hat u. a. zur Folge, dass
die Proteincarbonylierungen im juvenilen und imeszenten Stadium in Gesamtproteinen
und in mitochondrialen Proteinen im Vergleich zumildadtamm der Mutante deutlich
verringert sind. Dies konnte mit Hilfe der ,Oxyblg&nalysen gezeigt werden (s. Abb. 35).
Desweiteren zeigt di@aMthl-Uberexpressionsmutante im Vergleich zum Wildstagim
verbessertes Wachstum auf Kupfersulphat und Wade#peroxid, beides Stoffe, bei denen
ROS zugefuhrt wird (s. Abb. 36). Diese Befunde deuauf einen optimierten Zustand
aufgrund einer Verringerung der endogenen oxidat®elastung hin. Um zu untersuchen, ob
sich eine allgemein verbesserte physiologischeaitu auch auf die Lebensspanne auswirkt,
wurden die mittleren Lebensspannen dBaMthlUberexpressionstammes und des
Wildstammes auf PASM-Medium bestimmt und verglichBxie statistisch und graphisch
ausgewerteten Lebensspannendaten zeigen, dafablithl-Uberexpressionsstamme (ber
eine um 115% verlangerte mittlere Lebensspanne engl&ich zum Wildstamm verfligen (s.
Abb. 37). Einen weiteren Hinweis auf die Schutaolbn PaMTH1 gegen ROS geben die
Ergebnisse der physiologischen Analyse BaMthlUberexpressionsstimme, denn diese
zeigen weder im Sauerstoffverbrauch, in der F&itiloder der Wuchsrate unter normalen
Bedingungen Unterschiede zum Wildstamm (s. Abb.. 3&8ur Bestatigung und
Komplementation dieser Ergebnisse, die auf eineu@timktion von PaMTHL1 hinweisen,
wurdenPaMthl-Deletionsmutanten voR. anserinahergestellt.

Passend zu diesen positiven Auswirkungen einerdXipeession von PaMTH1, die mit Hilfe
von Westernblot-Analysen auf Proteinebene belegtdeu zeigt die PaMthlDeletion
negative Auswirkungen sowohl auf die Resistenz gegddativen Stress im Medium als
auch auf die Lebensspanne. Die Wuchsraten auf \WsasHEperoxid und Kupfersulphat sind
im Vergleich zum Wildstamm herabgesetzt (s. Abb). d2d diePaMthl-Deletionsstamme
zeigen eine 18 %ige Verkirzung der mitleren Lebgaisse (s. Abb. 43). Bei der Analyse der
Menge der carbonylierten Proteine dieses StammislsnjOxyblot” fallt jedoch auf, dass es
nicht zu dem erwartungsgemallen Anstieg der Carbokginmt, sondern, dass keine
signifikanten Unterschiede im Gehalt der carbomigie Proteine in den untersuchten Proben
detektiert werden (s. Abb. 44). Dies entsprichhhaen Erwartungen. Allerdings ist zu dieser

eindimensionalen gelelektrophoretischen Methode Eiathweis der carbonylierten Proteine
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zu festzustellen, dass kleinere Unterschiede imb&@weierungsgrad der Proteine eher
schlecht nachzuweisen sind. Es kdnnte sein, dddsin.den Deletionsmutanten wenige, aber
wichtige Proteine starker geschadigt sind als indgf@mm. Dies kénnte nur mit Hilfe einer
2D-,Oxyblot“-Analyse gezeigt werden. Da auch dievBsionsmutanten diesé&taMthl-
Deletionsmutanten, die durch die Transformation deompletten Kassette aus
Promotorbereich, Gen und Terminatorbereich erhalarden, wieder eine normale Lange
der Lebensspanne zeigen (s. Abb. 48), deuten dmaltenen Befunde aus den
Expresssionsmodulations-Analysen darauf hin, desdthlin P. anserinaeine Schutzrolle
gegen die Entstehung reaktiver Substanzen, dieiRsochadigungen verursachen, tbernimmt.
Aufgrund der PaMTH1-Substratspezifizitat fur potelt toxische Substanzen mit
benachbarten Dihydroxylgruppen kénnte die Schu&mdrin bestehen, dass die Entstehung
von ROS durch die Oxidation dieser OH-Gruppen dulah Methylierung dieser Stoffe
verhindert wird (s. Abb. 50).
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Abb. 50: Putativer Mechanismus der Verhinderung derBildung reaktiver Sauerstoffspezies durch die
Methyltransferase-Aktivitdat von PaMTH1. Durch die Oxidation von Stoffen, die eine Dihydrigtyppen
besitzen, werden im ersten Schritt die zellschddlga Komponenten Wasserstoffperoxid und das Senanohi
gebildet. Das Wasserstoffperoxid kann durch diekBaa die Fenton-Reaktion zellschadigend tber distén-
Reaktion wirken und das Semichinon kann durch deaklon mit Sauerstoff neues Wasserstofperoxid
generieren. Diese Reaktionsabfolge kann durch déhiierung einer der beiden Hydroxylgruppen vedeirt
werden (Zhu eal., 1994).

Zusammenfassend geben die erhaltenen Ergebniss@nddéyse der Rolle von PaMTH1
wahrend des Alterns i. anserinaeinen deutlichen Hinweis auf die Verhinderung der
Entstehung von ROS durch die Methylierung einedf&pder nicht-methyliert durch die
Reaktion mit ROS zur Generierung von weiteren RO&tf Mit Hilfe der ungerichteten
Proteomanalysen wurde somit ein neues Proteinifcgert, das wahrend der Alterung eine
bedeutende Schutzrolle Gbernimmt. Im Rahmen ddreganden Arbeit ist es mit Hilfe der
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Identifizierung von Flavonoiden mit benachbartemyiroxylgruppen alsn vitro-Substrate
des rekombinanten PaMTH1-Proteins gelungen, en$tenhationen dber den Mechanismus,
der fur den lebensspannenverlangernden EffektPadithl-Uberexpression verantwortlich
ist, zu gewinnen. Allerdings wurde das vivo-Substrat und damit die putativ-toxische
Substanz, die vor allem wahrend der Alterns untemalen Umstanden im Wildstamm eine
schadigende Wirkung auszulben scheint, mit Hilfe derliegenden Analysen nicht
identifiziert.

Bei den angebotenen Flavonoiden handelt es sich ,Muodell“-Substrate, die sehr
wahrscheinlich in ihrer Struktur derm vivo-Substrat dhneln. Obwohl es nicht ganz
auszuschliel3en ist, dass es sich bei dewivo-Substrat beispielsweise auch um Myricetin
oder Quercetin handeln konnte, déhranserindebt auf Herbivorendung und so kdnnte eine
Aufnahme dieser Stoffe aus den pflanzlichen Ub&resn diesem Habitat moglich sein.
Diese Flavonoide kdnnten u. U. als Antioxidanz ademindest als relativ neutrale Substanz
in einem mittelalten ,gesunder®. anserinaStamm vorhanden sein. Im alten Stamm andert
sich jedoch die physiologische Situation, u. a. minz. B. sehr wahrscheinlich die ROS-
Bildung aufgrund einer fortschreitenden Schéadiguleg Atmungskettenkomplexe zu und
zusatzlich wurde gezeigt, dass die Kupferkonzeotram Cytoplasma des Pilzes wéahrend
der Alterns ansteigt (Scheckhuber et al., 2009)teJdiesen Umstdnden koénnten die
Flavonoiden durch die Reaktion mit den vorhandersR@er mit Kupfer prooxidativ wirken
und zusatzlich eine Quelle von ROS darstellen, alse zellschadigende Wirkung zeigen.
Dies wirde auch die verstarkte Bildung von PaMTklSchutzenzym im alten Wildstamm

erklaren. Trotzdem bleiben noch Fragen unbeantworte
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7 Ausblick

A) Identifizierung eines Substrats durch massenkpemetrische Analysen von P.
anserina-Zellextrakten

Um die Hypothese der Verhinderung der Bildung geiéer Semichinone durch eine
Methylierung eines toxischen Stoffes genauer zwed®, muss das vivo-Substrats
identifiziert werden. Somit kbnnen beispielsweise Herkunft des Substrats bestimmt und
eine Aussage Uber die ersten Ziele der oxidativeha@gung durch das unmethylierte
Substrat in der Reaktion mit ROS getroffen werdeskonnte untersucht werden, ob es sich
um einen von aulen aufgenommenen Stoff handelt loeispielsweise um ein Auf- oder
Abbauprodukt in einem bestimmten StoffwechselwegenwW es gelingt, ein PaMTH1-
Substrat mit benachbarten Dihydroxylgruppen zu tifleieren, kann die Bildung von ROS
beispielsweise in der Reaktion dieses Stoffes més¥®rstoffperoxid und Kupfersulphat
mittels EPR-Messungen belegt werden (Garlicklgt1987; Ashton eal., 1998). Jedoch ist
die Identifizierung eines vivo-Substrats von Methyltransferasen, die kleine Mattboder
Stoffe wie die Flavonoide methylieren und der ahsBende Nachweis der methylierten
Komponenten in einem Zellextrakt nicht einfach. EAmsatz konnte beipielsweise die
Analyse mit  Hilfe einer  HPLC-Auftrennung und der sahlieRenden
massenspektrometrischen, vergleichenden Untersgchder Zusammensetzung von
Zellextrakten aus derR. anserinaWildstamm, dePaMthlkUberexpressions- undaMthi-
Deletionsstamme darstellen. Es miisste sich in a&alEen aus der Uberexpressionsmutante
eine groRere Menge eines methyliertes Produktessdesf, wahrend sich in den Extrakten aus
den Deletionsmutanten u. U. das unmethylierte Satbsinsammelt. Diese Stoffe kdnnten
beispielsweise mit Hilfe von NMR-Analysen genauetemsucht werden. Dadurch ist es
maoglich, die chemischen Eigenschaften und die 8truldes in vivo-Substrats der
Methyltransferase PaMTH1 zu charakterisieren undreEindruck tiber das Vorkommen und
diein vivo-Funktion dieses Substrates zu bekommen.

Ein weiterer Ansatz zur Klarung der Frage, ob PaNiTiHvivo Flavonoide methyliert, ist der
Vergleich der Extrakte aus diesen drei Stammenyaliber auf Flavonoid-haltigem Medium
angezogen wurden. Hier sollte es mittels massehgme&trischer Untersuchungen maéglich
sein, das Vorhandensein der methylierten Flavonordé&xtrakt dieser Stamme durch den
Vergleich der Spektren mit den Referenzspektremadt-methylierten und der methylierten
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Flavonoide nachzuweisen (Salyan ak, 2006). Hierbei mussten sich auch wieder
Unterschiede in den Zusammensetzungen BaMthlDeletionsmutante und der -
Uberexpressionsmutante zeigen. Kommt es zur Ulstieimung der aufgenommenen
Spektren der Produkte mit den Spektren der metiwtieReferenzstoffe, gibt dies einen
Hinweis darauf, dass die Flavonoide durch das Mgzéjenommen und methyliert werden
konnten. Dieses kdnnte dann auch unter normalem8eagen im Umfeld des Habitats des
Herbivorendungs der Fall sein.

B) Analyse der PaMTH1-Struktur zur Untersuchung deReaktionsweise und der
Eigenschaften des Substrats

Zur Aufklarung der Frage nach dem vivo-Substrat ist ebenfalls die Untersuchung der
dreidimensionalen Struktur von PaMTH1 mit Hilfe vdRontgenstruktur- oder NMR-
Analysen hilfreich. Durch die Strukturanalyse defgareinigten und kristallisierten Proteins
und dem anschlieBenden Vergleich mit anderen, tsemrifgeklarten Methyltransferase-
Strukturen ergibt sich die Mdoglichkeit einer Aussagber die fir die Methylierungen
wichtigen Regionen des Proteins und den Reaktidamstbder Methylierung. Diese
Informationen geben gleichzeitig Hinweise auf dieséhaffenheit der Substrate. Diese
Untersuchung koénnten einen erheblichen BeitragAzfklarung und Verifizierung der in der
vorliegenden Arbeit vorgeschlagenen Wirkungsweise RaMTHL1 liefern, denn es kénnten
beispielsweise ,docking“-Experimente mit der erbiaéin Struktur und verschiedenen Klassen
von Substrate durchgefiihrt werden, um Daten Uber Beaktionsablauf und weitere

Substrate zu erhalten.

C) Identifizierung der ,Ziele des Schutzes durch MAH1" und Analyse der Auswirkung
dieser Schutzreation

Neben der Strukturaufklarung und der Frage nach idewivo-Substrat ergibt sich die Frage
nach einer weitergehenden biologischen AuswirkueigMethylierung desn vivo-Substrats
und der damit verbundenen Herabsetzung der Genegeaeaktiver Sauerstoffspezies. In der
vorliegenden Arbeit konnte in degPaMthl-Uberexpressionsmutanten gezeigt werden, dass
der Anteil der carbonylierten Proteine in diese@n8hen sowohl in den mitochondrialen als
auch im Gesamtproteinextrakt deutlich verminddrtses kénnte eine bedeutende Ursache
fur die Langlebigkeit dieser Stamme darstellen, bagspielsweise wichtige Enzyme des

Energiestoffwechsel im Mitochondrium weniger oxitiewerden und somit langer
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funktionstiichtig bleiben. Dies konnte die Erklarufiy die verbesserte physiologische
Situation und die  beobachtete Lebensspannenverlamge der PaMthl
Uberexpressionsmutanten sein. Mit Hilfe einer zive&hsionalen ,Oxyblot“-Analyse von
Gesamtproteinextrakten und mitochondrialen Proteirist es maoglich, die weniger
carbonylierten, vor ROS-geschitzten Proteine in ddPnoteom der PaMthl
Uberexpressionstransformanden zu identifizieremgdeson eal., 2004). Dies konnte auf
durch einen Abgleich der erhaltenen Proteinmuster darbonylierten Proteine mit
Westernblot-Analysen mit den im Arbeitskreis vorti@nen Antikérpern gegen einzelne
Proteine, von denen bekannt ist, dass sie ROS-ediigfi sind, geschehen Dies kdnnte z. B.
mit der mitochondrialen Aconitase durchgefihrt veerd und zusatzlich kénnten
spektrophotometrische Aktivitatsanalysen zu demleghen Daten in Bezug gesetzt werden.
Eine andere Maoglichkeit ist die Identifizierung eeuunbekannter Proteine, die weniger
carbonyliert sind mit Hilfe einer zweidimensionalefOxyblot“-Analyse, die mit
MALDI/TOF-Analysen gekoppelt ist. Diese Daten wimdeinen Hinweis auf die direkten
Ziele des Schutzes durch die Verhinderung der Bigduon ROS in den Zellen voR.
anserina geben. Somit kénnte u. U. der Mechanismus der nslslangerung weiter
aufgeklart werden. Anhand eines Vergleichs des &fagier weniger carbonylierten Proteine
aus der PaMthlUberexpressionsmutante mit den Proteinen aus amdkneglebigen
Mutanten, die weniger carbonylierte Proteine zeigerB. Uberexpressionsmutanten éer
anserina LON-Protease, bei der die Proteinqualitatskorgroiterbessert ist, kdnnen
Unterschiede und Gemeinsamkeiten in den Mechanigieeh.ebensverlangerung in diesen
Mutanten aufgedeckt werden. Mit Hilfe der Analyder Unterschiede, die durch die
genetische Manipulation einer Komponente der ROBe@erung (PaMTH1) oder der
mitochondrialen Proteinqualitéatskontrolle (PaLONgnlorgerufen werden, wird in diesen
Studien verdeutlicht, welche Ansatzpunkte zur Lekpannenverlangerungin anserinaftr

existieren.
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8 Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untensagen fuhrten zu folgenden
Ergebnissen:

1. Eindimensionale Gelelektrophoresen

Die Analyse mitochondrialer Proteine aus juvenilemd seneszenterP. anserina-

Wildstammen mit Hilfe von eindimensionaler SDS- ueithdimensionalen Blau-Nativen-
Gelelektrophoresen zeigt keine deutlichen, senespezifischen Unterschiede. Im
Gegensatz dazu werden in initialen Versuchen ddntmadioaktiven 2D-PAGE differentiell-

gebildete Proteine visualisiert.

2. 2D-PAGE mit radioaktiv-markierten, mitochondrieh Proteinen aus jungen und alten
P. anserina-Wildstammen.

In der ungerichteten Proteomanalyse wurden 29 rdifteell-gebildete Proteine identifiziert
und zusatzlich zahlreiche Isoformen einiger Pr&gjezeigt.

Von der B-ATPase wurden modifizierte Isoformen gefunden. &d@m wurde eine
seneszenspezifisch verringerte Bildung von ROS-AlmviRroteinen in den Mitochondrien
detektiert. Im Gegensatz dazu wurde eine groRemg®eines Chaperons gefunden, das bei
der Proteinsynthese eine Rolle spielt: eine Prdbesulfid-Isomerase, die die Umlagerung
und Neubildung von Di-Sulfid-Briicken bei der Faljuvon Proteinen katalysiert. Zusatzlich
wurde eine erhohte Menge des Proteins SSC1 idaatifi Dieses gehért zur Hsp70-
Hitzeschock-Proteinfamilie. Es wurde ebenfalls eerebhte Menge des Apoptosefaktors
Cyclophilin D in den mitochondrialen Proben aus deneszenten Wildstdmmen identifiziert.
Die Identifizierung dieses Proteins in Mitochondrieon P. anserinastellt neben der
Charakterisierung der Metacaspasen (Hamarel.e2007) einen weiteren Ansatzpunkt fur
die Apoptoseforschung iR. anserinadar. Die molekularbiologische Analyse dieses Fnate
wurde aufgrund dieser Proteomanalyse im Arbeitsikaaigenommen (Dissertation D. Brust).
Ein weiteresProtein, das in stark erhohter Menge in den Pristgisen identifiziert wurde,
ist PaMTH1. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit warake Struktur und die Funktion
dieser neu identifizierten differentiell-gebildet®fethyltransferase wahrend der Alterung in
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P. anserinamit Hilfe molekularbiologischer, biochemischer upbysiologischen Analysen

untersucht.

3. Charakterisierung von PaMTH1

Im Rahmen von Northernblot-Analysen wurde gezelggs diePaMthlTranskriptmenge in
drei unabhangigen alten Wildstammen im Vergleich @en entsprechenden jungen
Wildtsammen deutlich erhéht ist. In einer Westeoidinalyse von Gesamtproteinen und
Mitochondrien aus jungen und seneszenten Wildstammied der seneszenzspezifische
Anstieg der Proteinmenge verifiziert. Die genaugiordnung von PaMTHL1 in die Klasse |
der Methyltransferasen und die Ergebnisse der Aeatler Substratspezifizitdt geben einen
Hinweis auf eine Schutzfunktion durch die Verhindey einer ROS-Entstehung unter der
Beteiligung von Substanzen mit einer Catecholgrudpe Ergebnisse der Analyse der
Modulation derPaMthl-Expression inP. anserinadeuten ebenfalls auf eine Schutzwirkung
von PaMTH1 hin:PaMthl-Uberexpressionsstamme zeigen eine verbesserte Snatiehauf
stress-induzierenden Medien, weniger carbonyliBrieine und vor allem eine verlangerte
Lebensspanne ohne physiologische Nachteile im ¥etglzum Wildstamm. Dagegen lebt
die PaMthl-Deletionsmutante kirzer und wachst schlechterRid®-induzierenden Medien,
Sie zeigt allerdings keine erhéhte Menge von caylierten Proteinen im eindimensionalen
,OXxyblot“. Die beobachtete LebensspannenverkirzdagPaMthlDeletionsmutante wird
jedoch durch die Reversion dieser Stamme wiedegetaben, sodass die Hypothese des
Schutzes vor der ROS-Generierung durch die Mettwig von Dihydroxylgruppen anhand
der erhaltenen Daten unterstutzt wird.
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10 Anhang

10. 1 Abklrzungsverzeichnis

a32P-dCTPu32P-2'-Desoxy-Cytidin-5'-triphosphat

AmAc Ammoniumazetat

Amp Ampicillin

AOX alternative Oxidase

AIF Apoptoseinduzierender Faktor
APS Ammoinumperoxidsulfat

As Aminoséaure(n)

ATP Adenosintriphosphat

Ble Phleomycin

BMM Biomalz-Mais-Medium

BN blau-nativ

bp Basenpaare

BSA bovines Serumalbumin

cDNA komplementare DNA

COX Cytochrom-c-Oxidase
CuznSOD Kupfer, Zink-Superoxiddismutase
d Tage

kDa Kilo-Dalton

DH Dehydrogenase

DIG Digoxigenin

DMPC Dimethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukeinsaure
dNTPs 2'- Desoxy-Nukleosid-5'-triphosphate
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

g Gramm

GFP grun fluoresziierendes Protein

GTC Guanidinthiocyanat

HUVEC ,Human umbilical vein endothelial cell"

juv juvenil

kbp Kilo-Basenpaare

kDa Kilo-Dalton

| Liter

LB Luria Bertani

LBA Luria Bertani Ampicillin

LBT Luria Bertani Tetrazyklin

M molar

mat Kreuzungstyp

min Minute(n)

MnSOD Mangan-Superoxiddismutase
MOPS Morpholinopropansulfonséure
mMRNA ,messenger RNA*

mtDNA mitochondriale DNA

NADH Nicotinamic-Adenin-Dinukleotid
OD optische Dichte

OPL ,Oligo-primed labeling*

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

eGFP “enhanced” griin fluoreszierendes Protein

pH potentia hydrogenii

pIDNA ,plasmid-like* DNA

RNA Ribonukleinsaure

ROS reaktive Sauerstoffspezies
rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse-Transkript PCR

SDS Natriumdodezylsulf
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sen seneszent

SG Sammelgel

SK Superkomplex

SSC Natriumsalzzitrat

Tab. Tabelle

TAE Tris-Azetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus

TEMED Tetramethylethylendiamin

Tet Tetrazyklin

TEZ Transformationseffizienz

TG Trenngel

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

tRNA Transfer-RNA

Upm Umdrehungen pro Minute

V Volt

viv ,volume/volume*

Vol. Volumen

Wt Wildtyp

wiv ,weight/volume*

10.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

144

2Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Noakrwne

10:
11:
12:
13:

Entstehung von ROS an den Atmungskettenkomplexed 1.

ROS-Bildung an den Catecholgruppen deg-Eétradiols

Antioxidative Wirkung von Quercetin.

Prooxidative Wirkung von Quercetin.

Bildung der Carbonyl-Gruppe an einem Proteitiats Oxidation durch das Hydroxyl-Radikal.

Nachweisprinzip der ,,Oxyblot“-Methode.

Identifizierung carbonylierter Proteine mitlidieiner 2D-,Oxyblot“-Analyse in alteA. thaliana
Pflanzen.

Entstehung von Glykierungsendprodukten (,AG&f)oxidierten Proteinen.

Oxidation von Tryptophan und Entstehung vondirryl-Kynurenin.

Einige Komponenten der mitochondrialen Proteitititakontrolle.

Initiation der Apoptose.

Phéanotyp von jungen und altBnanserinaKulturen auf Standardmedium.

Auftrennung von Gesamtproteinen eines juvenilet eines seneszenten Wildstammes in einer
denaturierenden SDS-PAGE.



Anhang

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

14: Funktion des S-Adenosyl-Methionin (SAM) als Mdtlgnor in Reaktionen mit
Methyltransferasen.

15: Homologievergleich verschiedener MethyltransferBsoteinsequenzen mit der PaMTH1
Sequenz aBs anserinaAverbeck et al., 2000).

16: Hemmung der Dopamin-Synthese durch Methylierumg l~-DOPA und direkte Dopamin
Methylierung durch die COMT in Nenzellen von Saugern.

17: Analyse von mitochondrialen Proben aus drei jugarund den entsprechenden seneszehten
anserindVildstammen.

18: Analyse der mitochondrialen Atmungskette im juleamund seneszenten Wildstamm s.

19: Auftrennung mitochondrialer Proteine aus einewefulen und dem entsprechenden
seneszentBnanserinaWildstamm mittels isoelektrischer Fokusssierund 8B-SDS
Gelelektrophorese.

20: Zweidimensionale Gele einer differentiellen Pomanalyse mit mitochondrialen Proteinen aus
juvenilen und seneszereranserinaWildstammen.

21.: Stammbaum von verschiedenen Kation-abhangigers&lasnd Kation-unabhangigen Klasse
[I-O-Methyltransferasen.

22: Analyse dePaMthlTranskription wahrend der Alterung h anserinawildstamm s.

23: Nachweis einer erhéhten PaMTH1-Menge in Gesar@jren aus alten Wildstammen mittels
Westernblot-Analyse.

24: Konstruktion eines Vektors zur Herstellung vonvH& 1-GFP-Fusions-Protein bildenden
Transformanten ih anserina

25: Southernblot-Analyse zum Nachweis der Integraties PlasmidsaMthlgfpl in das Genom
der putativen TransformandaMthl gfpT;-Ts.

26: Verifizierung der mitochondrialen Lokalisationnv@aMTHL1.

27: Analyse der submitochondrialen Lokalisation vaAH1 in juvenilem und seneszentem
Wildstamm s.

28: Konstruktion eines Vektors zur Herstellung eifgeep-tag“-PaMTH1-Fusions-Protein
bildendeR. coliStammes.

29: Heterologe Expression eines ,strep-tag“-PaMTHiénsproteins iiE. coli

30: Reaktionsschema des gekoppelten photometrischivitatstests zur Bestimmung einer
Methyltransferase-Aktivitat.

31: Gemessene Absorbtionsabnahmen in einem gekoppééthyltransferase-Aktivitatstest mit
dem rekombinanten PaMTH1 und J@estenen Substraten.

32: Konstruktion eines Vektors zur konstitutiven Ulsearession voRaMthlin P. anserina

33: Southernblot-Analyse zum Nachweis der Integraties PlasmidsiaMthIEx1 in das Genom
der TransformandBaMthl UEx1 (T1) undPaMthl UEx2 (T2).

34: Nachweis der PaMTH1-Menge in GesamtproteinenMitdchondrien von juvenilen und
seneszentBnanserinaPaMth:Uberexpressionsstammen.

35: Vergleich der Menge der oxidierten Proteine BaMth1l-Uberexpressionsstamme, des
Wildstammes und deaDnmZ1Deletionsmutante.

36: Wuchsraten von jungen WildstammeaMth1-Uberexpressionsstimmen auf PASM-Medium
mit unterschiedlichen Konzentraéa Kupfersulphat oder Wasserstoffperoxid.

37: Vergleich der mittleren Lebensspannen®lamMthl-Uberexpressionsmutanten und ées
anseringVildstammes auf PASM-Medium.

38: Physiologische Charakterisierung ®aMthl-Uberexpressionsstammes.

39: Amplifikation derPaMthl-Flanken und Konstruktion des VektoBagMthlKO1

40: Herstellung und Verifizierung ein®aMthlDeletionsstammes.

41: Verifizierung deiPaMthlDeletion in Gesamtproteinen und Mitochondrien etittVesternblot
Analysen.

42: Wuchsraten von jungdp. anserinawildstammen undPaMthl-Deletionssstimmen auf PASM
Medium mit unterschiedlichen Kontzationen Kupfersulphat oder Wasserstoffperoxid.
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Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

43:

Wildstammes auf PASM-Medium.

44

Wildstamm.

45:
46:

der putativen Revertanden T1-T14.

47:
48:

Wildstammes auf PASM-Medium.

49:

PaMTH1-Spezifizitat.

50:

Methyltransferase-Aktivitat vonNFaH1.

Tabellen:

Verifizierung der Revertanden mittels Westerni#loalysen.
Vergleich der mittleren LebensspannenBlamMthlDeletionssmutanten und deésanserina

Konstruktion eines Vektors zur Reversion BaMthl-Deletionsmutanten.
Southernblot-Analyse zum Nachweis der Integraties Plasmids RaMth1Rev1 in das Genom

Tab. 1: Mischungen der Gradiententrenngele undsdesmelgels fir die BN-PAGE.

Tab. 2: Ergebnisse des Vergleichs der MALDI-TORIBEN mit bestehenden Datenbanken und mit dem

Podospora anserin&enom

Tab. 3: Zusammenstellung der methylierten und micbthylierten Substrate von PaMTH1

10.3

oryzae

P.
A.

P.
A.

anserina_ FHB1
oryzae_FHB1

. anserina_ FHB1
. oryzae_FHB1

. anserina_ FHB1
. oryzae_FHB1

. anserina_ FHB1
. oryzae_FHB1

. anserina_ FHB1
. oryzae_FHB1

. anserina_ FHB1
. oryzae_FHB1

. anserina_ FHB1
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Vergleich der mittleren Lebensspannen akMthl-Deletionssmutanten und desanserina

Detektion der carbonylierten Proteine in dRaMthl-Deletionsstdmmen und i anserina —

Zusammenhang zwischen der Anzahl der Hydroxylgeapam B-Ring des Flavonoids und der

Putativer Mechanismus der Verhinderung der Bitdrgaktiver Sauerstoffspezies durch die

Sequenzvergleich der Flavohdmoglobine al’s anserinaund A.
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Abb. 51: Sequenzverglelch der Flavohamoglobine au3. anserinaund A. oryzae.Der Homologievergleich
der Aminosauresequenzen des neu identifizieFlamohamoglobins in den Mitochondrien d@sanserinamit
dem Flavohamoglobin ausspergillus oryzaeeigt eine 50 %ige Identitat der beiden Proteine.
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